Streszczenie

Gojenie ran to $cisle regulowany proces, w ktorym wystepuja cztery fazy. Prawidlowe
gojenie rozpoczyna si¢ od tworzenia skrzepdw, po ktérym nastepuje naciekanie komoérek
zapalnych, proliferacja komoérek nabtonka i1 wreszcie zachodzi przebudowa macierzy.
W wyniku zaburzenia gojenia si¢ ran mogg wystapi¢ przewlekle stany zapalne 1 owrzodzenia.
Jednym z najczesciej uszkadzanych narzadow jest skora. Zbudowana jest z komorek takich jak
keratynocyty, fibroblasty, makrofagi i komorki srodblonka. W warstwach naskorka okoto 95%
masy komorek stanowig keratynocyty. Jako komorki pierwszej linii stykaja si¢ z bakteriami
chorobotwodrczymi, wirusami, promieniowaniem UV 1 alergenami co prowadzi do wytwarzania
cytokin prozapalnych i1 progresji stanu zapalnego skory. Podczas gojenia zaangazowane sg
réwniez receptory czynnikow wzrostu, metaloproteinazy (MMP), mediatory stanu zapalnego
oraz enzymy S$cisle wspolpracujace z komoérkami w celu przywrdcenia funkcjonalnosci
uszkodzonej tkanki. Niedawno odkryto, ze PEPD jest ligandem EGFR. Poniewaz aktywacja
EGEFR sprzyja proliferacji, wzrostowi, roznicowaniu i migracji komorek, powstato pytanie, czy
prolidaza moze by¢ czynnikiem stymulujagcym gojenie si¢ ran in vitro.

Niniejsze badania miaty na celu zbadanie zdolnosci proliferacyjnej prolidazy w modelach
doswiadczalnego gojenia si¢ ran w warunkach zapalenia indukowanego przez interleuking (IL)-
1B 1 mechanicznego uszkodzenia keratynocytow linii HaCaT.

Ludzkie keratynocyty linii HaCaT poddano dziataniu prolidazy (swinska lub ludzka
rekombinowana) i oceniano przezywalno$¢, proliferacj¢ i migracje komoérek. Do oceny
ekspresji bialek zastosowano Western-immunoblot i technik¢ immunocytochemiczng
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. Biosyntez¢ kolagenu oznaczano metoda
radiometryczng, a aktywnos¢ prolidazy metodg kolorymetryczng. Do pomiaru stezenia proliny
zastosowano celowang analiz¢ metabolomiczng z wykorzystaniem chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometria mas. Aktywno§¢ MMP oceniano za pomoca zymografii
zelatynowej, podczas gdy analize¢ cyklu komorkowego analizowano za pomoca cytometrii
obrazowej.

Przeprowadzone badania ujawnity, ze PEPD w warunkach uszkodzenia mechanicznego
indukowat proliferacje i migracj¢ keratynocytow poprzez aktywacje sygnalizacji EGFR,
w ktorej kluczowa role odgrywat szlak AKt/PI3K/mTOR. Markery biatkowe przejscia
nablonkowo-mezenchymalnego ulegly zwiekszeniu, co potwierdzito obserwacje zwigkszonej
migracji komorek. Ekspresja receptorow B1-integryny i IGF-1 oraz zaleznych od nich kinaz

ulegta zwigkszeniu, czemu towarzyszylo wyzsze stezenie proliny i biosynteza kolagenu.



W stanach zapalnych PEPD wymagata obecnosci IL-1B w celu zwigkszenia proliferacji
keratynocytow poprzez aktywacje EGFR i zaleznych od EGFR bialek sygnatowych (Akt,
ERK1/2 i STAT3). Migrujace komorki wykazywaly ekspresje markerow biatkowych EMT,
takich jak obnizona ekspresja E-kadheryny i zwigkszona ekspresja N-kadheryny. Przebudowa
macierzy zewnatrzkomorkowej zachodzaca w fazie zapalnej zostala odzwierciedlona poprzez
aktywacje MMP-9 zwigzang z aktywacjg NF-kB poprzez degradacj¢ IkBa z udziatem IKK.
Zmutowane PEPD (rhPEPD-G448R, rhPEPD-231delY i rhPEPD-E412K) byty rowniez zdolne
do pobudzenia proliferacji keratynocytow poprzez szlak EGFR.

Prolidaza zewnatrzkomoérkowa dziatajagca poprzez EGFR indukuje wzrost, migracje
I biosyntez¢ kolagenu oraz przebudowe ECM w keratynocytach HaCaT w warunkach
eksperymentalnego gojenia ran. Szlaki Akt/PI3K/mTOR, ERK1/2 i STAT3 biorg udziat
w proliferacji i migracji keratynocytow. Aktywnos¢ prolidazy nie jest wymagana do aktywacji
EGFR. Enzymatycznie aktywna i nieaktywna prolidaza moze modulowac¢ sygnalizacj¢ EGFR
z r6zng intensywnoscig. Niniejsze badania sugeruja, ze nie tylko aktywnos¢ PEPD, ale takze
zewnatrzkomoérkowa funkcja PEPD moze by¢ zaangazowana w mechanizm lezgcy u podstaw
niedoboru prolidazy. Endogenna prolidaza moze stuzy¢ jako czynnik stymulujacy procesy
naprawcze uszkodzonych komorek, ktérym towarzyszy stan zapalny. Proces ten moze stanowi¢

potencjalny punkt uchwytu w terapii ran skory.



