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Przeglgd:

Prolidaza (PEPD) jest wszechobecng proteazg, ale jest wyjatkowa, poniewaz jej aktywnos¢ enzymatyczna jest wysoce specyficzna
dla dipeptydow zawierajacych proling (Pro) lub hydroksyproling (HyP). Uznaje sie, ze PEPD odgrywa wazng role w homeostazie
komaérkowej, a polimorfizmy genetyczne sg przyczyna choréb u ludzi rozpoznawanych klinicznie przez imidodipeptydurie,
przewlekie rany skéry, zwlaszcza konczyn dolnych, oraz wplyw na odpornosé, w tym zwiekszong podatnosé na infekcje
bakteryjne. Zidentyfikowano specyficzne defekty funkeji komérkowych i metabolizmu kolagenu zwiazane z utrata ekspresji
PEPD, ale pozostaja krytyczne pytania, w tym rola (role) wydzielanej PEPD, a takze zalezne od enzyméw i niezalezne od

enzyméw funkcje PEPD w sygnalizacji komérkowej.

Obecna praca bada hipotezg, Ze interakcja zewnatrzkomédrkowej PEPD z naskdrkowym czynnikiem wzrostu (EGFR) jest
waznym wyznacznikiem proliferacji i migracji komorek, a zatem jest bezposrednim motorem gojenia sie ran. Gléwne ustalenia
sa nastepujace:
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a) W warunkach mechanicznego uszkodzenia komorek i zaleznej od IL-1b stymulacji w skérze, hodowla keratynocytéw
uniesmiertelnionych przez HaCaT zostala wykorzystana do okreslenia roli traktowania zewnatrzkomérkowego z PEPD.
Po zdrapaniu monowarstwy komorkowej, proliferacja modelu keratynocytéw wzrosla z dodatkiem PEPD, chociaz nie
w sposob zalezny od dawki.

b) Inhibitor PI3K LY294002 hamowal indukowang przez PEPD regulacj¢ w gor¢ markeréw proliferacji komérkowej, PI3K,
Akt i mTOR oraz zmniejszal proliferacje komorek, wykazujac, ze PI3K jest efektorem wydzielanej sygnalizacji zaleznej
od PEPD.

¢)  PEPD symulowal biosyntez¢ kolagenu w sposob zalezny od stezenia w komérkach nieuszkodzonych, ale efekt ten byl
wigkszy w modelu rany. Co ciekawe, traktowanie pozakomorkowg PEPD zmniejszylo podstawowa ekspresje NF-kB, ktéry
jest znanym inhibitorem biosyntezy kolagenu.

d) Co ciekawe, traktowanie pozakomdrkowa PEPD nie wplynelo na proliferacje komérek HaCaT w warunkach
podstawowych, ale mialo wplyw w warunkach traktowania przy uzyciu IL-1b. Zbadano wplyw na proliferacje komérek
i biatka cyklu komérkowego i stwierdzono, ze traktowanie przy uzyciu PEPD indukowalo fosforylacje EGFR, Akt i STAT3.

e) Podczas gdy stan zapalny wplywal na proliferacje komorek, migracja komérek wydawata sie by¢ najbardziej spéjnym
fenotypem. Obejmowalo to obnizenie ekspresji E-kadheryny i metaloproteazy, z jednoczesnym zwiekszeniem ekspresji
HIF-1, TGFBR, COX-2 i N-kadheryny.

f)  Mutanty PEPD badano w kontekscie proliferacji komérek. Mutacja o najbardziej wyraznym fenotypie byla rekombinowana

PEPD zawierajgca mutacje G448R, ktéra nie indukowata proliferacji komoérek HaCaT nawet w obecnosci IL-1b.

OCL’ITLI:

Praca jest w duzej mierze dobrze zakoriczona, a interpretacje sa jasne i podkreslaja interesujace role PEPD w proliferacji
kératynocytéw jako glownej komérki bariery nablonkowej w warunkach stanu zapalnego. Praca zawiera 1 artykut przegladowy
i 2 artykuly recenzowane, za ktére nalezy uzupelni¢ autoréw. Obecne odkrycia sugerujg mozliwosci przysztych prac, w tym

w jaki spos6b IL-1b zwieksza pozytywne role zewngtrzkomorkowej PEPD w odpowiedziach komérkowych oraz w jaki sposéb

sygnalizacja zalezna od PEPD integruje si¢ z dodatkowymi szlakami, w tym odpowiedziami zaleznymi od HIF la.

Zalecenia:

Praca doktorska jest do zaakceptowania z niewielkimi poprawkami zasugerowanymi ponizej:
Konkretne uwagi i wyjasnienia do rozwazenia przez autorke:
Tekst:

Uzywanie IL-1b bylo stosowane przez caly czas, ale uzasadnienie tego warunku eksperymentalnego nie jest jasne. Prosze poda¢

silniejsze uzasadnienie IL1b jako warunku, ktory nalezy bada¢ w kontekscie
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gojenia sig ran, z informacjami na stronie 24. LPS dodano jako dodatkowy bodziec na stronie 25; prosze rowniez dodaé
informacje, dlaczego wybrano ten bodziec.

Strona 26: nie jest jasne, dlaczego zastosowano inhibitor gefitynib — prosze uzasadnic.

Strona 29, pierwszy wiersz: Stwierdzenie, ze gefitynib znidst zalezna od PEPD sygnalizacje EGFR, nie jest calkowicie dokladne.
Wydaje si¢, Ze EGFR i AKT s3 potencjalnie regulowane w gore nawet w obecnosci inhibitora, co sugeruje, ze stwierdzenie

odzwierciedlajace zmniejszenie odpowiedzi moze by¢ bardziej odpowiednie.

[ustracje:

Strona 24/25: efekt dodania PEPD (plus IL-1b i/lub LPS) na zywotnos¢ komérek HaCaT i wytwarzanie IL-6 powinien by¢
ukazany jako podstawowa walidacja modelu.

lustracja 5: czy autorka dysponuje zdjeciami modelu zamykania rany lub proliferacji komorek? Byloby to tutaj dobrg ilustracja.
lustracja 6 i llustracja 10: wzrosty okreslonych markeréw nalezy okresli¢ ilosciowo w wielu eksperymentach z uzyciem
densytometrii i uwzgledni¢ w postaci wykreséw dla tych ilustracji.

llustracja 15: Traktowanie komérek rekombinowang PEPD zawierajaca mutacje G448R nie indukuje proliferacji komarek,

ale stwierdza sig, Ze ten i inne mutanty stymuluja aktywacje/fosforylacje biatek sygnalowych ponizej EGFR. Jednakze nie
uwzgledniono Zadnej kontroli niestymulowanych komérek w celu oceny stopnia aktywacji. Ponadto, jak to mozliwe, ze kaskady
sygnalizacyjne s3 nienaruszone, ale proliferacja komérek jest pozornie oddzielona od tej transdukeji sygnalu po
zewnatrzkomérkowym traktowaniu PEPD jako bodzcem? Nalezy przedstawic dane dotyczace proliferacji komérkowej

w odpowiedzi na stymulacj¢ rekombinowana PEPD typu dzikiego i mutantami.

Powyzsze wnioski upowazniaja mnie do wystgpienia do Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

o dopuszczenie Magdaleny Niziot do dalszych etapéw rozprawy doktorskiej.

Podpis [podpis nieczytelny]

Dr Sonja Best
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Ja, Robert Filipowicz, tlumacz przysiegly jezyka angiclskiego wpisany na liste
ttumaczy przysieglych Ministra Sprawiedliwosci pod numerem TP/1166/03,

stwierdzam zgodnosc powyzszego thumaczenia 2 oryginalem dokumentu.

Biatystok, dn. 18.08.2022
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