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1. Imig i Nazwisko.
MARTA MICHALIK

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — 7 podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

e dyplom magistra biologii, w zakresie biochemii,
uzyskany w 1974 roku, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego

e dyplom doktora nauk przyrodniczych,
uzyskany w 1980 roku, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu

Jagiellonskiego, na podstawie rozprawy doktorskiej pt.: “Badania nad mozliwoscig

zastosowania elektroforezy kolumnowej w gradiencie gestosci do rozdzialow

heterogennych populacji komorek oraz frakeji subkomérkowych”, przygotowanej pod

kierownictwem prof. dr hab. Wiodzimierza Korohody (z Instytutu Biologii
Molekularnej Wydziatu BiNoZ UlJ);

recenzentami pracy doktorskiej byli: prof. dr hab. Lech Wojtczak (Instytut Biologii

Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN) oraz prof. dr hab. Aleksander Koj (Instytut

Biologii Molekularnej Wydziatu BiNoZ UJ)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

1974 - 1979 studia doktoranckie z biologii molekularnej na Wydziale BiNoZ UJ;

1979 - 1980 asystent w Zakltadzie Biologii Komorki Instytutu Biologii Molekularnej

Wydziatu BiNoZ UlJ;

1980 — 1988 urlopy macierzynskie i wychowawcze;

1988 — 2000 starszy asystent naukowo-dydaktyczny w Zakladzie Biologii Komorki

Instytutu Biologii Molekularnej Wydziatu BiNoZ UlJ;

2000 — 2002 adiunkt w Zakladzie Biologii Komoérki Instytutu Biologii Molekularne;j

Wydziatu BiNoZ UJ;

2002 -2012 adiunkt w Zaktadzie Biologii Komdrki Wydziatu Biotechnologii, a od

2004 roku Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ;
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od 2012 do chwili obecnej starszy wykladowca w Zaktadzie Biologii Komorki
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ.

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze

n.):

a) tytul osiggniccia naukowego/artystycznego,

BADANIA MECHANIZMOW FENOTYPOWEGO PRZEJSCIA FIBROBLASTOW

W MIOFIBROBLASTY W KONTEKSCIE PATOGENEZY ASTMY
OSKRZELOWEJ

b) (autor/autorzy, tytal/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),

Cykl publikacji stanowigcy podstawe postepowania habilitacyjnego

Prace do$wiadczalne:

H1.

H2.

Michalik M., Pierzchalska M., Legutko A., Ura M., Ostaszewska A., Soja J., Sanak
M. Asthmatic bronchial fibroblasts demonstrate enhanced potential to differentiate
into myofibroblasts in culture. Med. Sci. Monit. 2009, 15(7), BR194-201.

CIF = 1,543 [1,592]; " MNiSW= 20 =13

MGoj udziat procentowy szacuje na 70%;
MGj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wyborze tematu i celu badan,
zaplanowaniu do$wiadczefi i koordynowaniu wszystkimi pracami eksperymentalnymi,
wykonaniu samodzielnie lub z udzialem studentéw analiz cytometrycznych i
immunocytofluorescencyjnych, analizie i dyskusji wynikéw, przygotowaniu
publikacji do druku, rewizji tekstu wedlug zalecen recenzentéw oraz korespondencji z
Redakcja. Praca czg$ciowo wykonana zostata w wyniku realizacji w latach 2009 —
2012 kierowanego przeze mnie projektu badawczego p.t.: ” Badanie zmiany
fenotypowej fibroblastéw w miofibroblasty oraz jej udziatu w przebudowie sciany
drég oddechowych w astmie oskrzelowej” (grant MNiSW nr N'N301 050236).
Michalik M., Pierzchalska M., Wiodarczyk A., Wojcik K.A., Czyz J., Sanak M.,
Madeja Z. Transition of asthmatic bronchial fibroblasts to myofibroblasts is inhibited
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H3.

H4.
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by cell - cell contacts. Resp. Med. 2011, 105, 1467-1475.

IF =2,475 [2,659]; MNiSW= 30 n=2

Moj udziat procentowy szacuje na 75%;

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wyborze tematu i zakresu badan,
zaplanowaniu do$wiadczen i koordynowaniu wszystkimi pracami eksperymentalnymi,
wykonaniu z udzialem studentoéw, wszystkich doswiadczen (za wyjatkiem pomiaréw
metodg cytometrii przeptywowej), opracowaniu wynikow i przygotowaniu publikacji
do druku, zaréwno pierwszej wersji artykuhu, jak rowniez wersji koncowe;j
(uwzgledniajgcej uwagi recenzentdw) oraz korespondencji z Redakcja.

Praca wykonana zostata w wyniku realizacji wyzej wymienionego projektu
badawczego (grant MNiSW nr N N301 050236).

Michalik M., Wojcik K.A., Jakieta B., Szpak K., Pierzchalska M., Sanak M., Madeja
Z., Czyz J. Lithium attenuates TGF-f3;-induced fibroblasts to myofibroblasts transition
in bronchial fibroblasts derived from asthmatic patients. J. Allergy, 2012,
2012:206109. DOT: 10.1155/2012/206109.

IF =brak; nowe czasopismo on-line MNiSW=brak n=0

prace opublikowano na zaproszenie Redakc;ji

Mo¢j udziat procentowy szacuje na 60%;

Praca wykonana zostata w wyniku realizacji wyzej wymienionego projektu
badawczego (grant MNiSW nr N N301 050236 ); Moj wktad w powstanie tej pracy
polegal na wyborze zakresu badan, zaplanowaniu wszystkich do$wiadczen i
koordynowaniu prawidlowosci przebiegu doswiadczen wykonywanych przez
studentow, zebraniu i opracowaniu wynikéw oraz przygotowaniu publikacji do druku,
zarOwno pierwszej wersji artykutu, jak réwniez wersji koncowej; bytam autorem
korespondencyjnym pracy.

Michalik M., Soczek E., Kosinska M., Wojcik K.A., Rak M., Lasota S., Pierzchalska
M., Czyz J., Madeja Z. Lovastatin-induced decrease of intracellular cholesterol level
attenuates fibroblast-to-myofibroblast transition in bronchial fibroblasts derived from
asthmatic patients. Eur. J. Pharmacol., 2013, 704, 23-32.

IF =2,728 [2,778]; MNiSW= 25 n=0

Mj udzial procentowy szacuje na: 65%;

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaprojektowaniu do§wiadczen,
zapewnianiu materiatu do badan z 1I Katedry Choréb Wewngtrznych UICM,
koordynowaniu wszystkimi pracami eksperymentalnymi, analizie i dyskusji wynikéw,
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doborze literatury, przygotowaniu publikacji do druku oraz wystaniu do redakc;ji.
Przeprowadzitam réwniez rewizje pracy wg zalecer recenzentéw (zaplanowanie i
wykonanie ze studentami dodatkowych doswiadczet, korekte tekstu i figur
zatgczonych do pracy) oraz prowadzitam korespondencj¢ z Redakcja.

Praca zostata wykonana réwniez w wyniku realizacji kierowanego przeze mnie
projektu badawczego (grant MNiSW nr N N301 05 0236).

Wojcik K.A., Skoda M., Koczurkiewicz P., Sanak M., Czyz J., Michalik M. Apigenin
inhibits TGF-B;—induced fibroblasts to myofibroblasts transition in human lung
fibroblasts populations. Pharmacol. Rep., 2013, 65, 164-172.

IF = 2,445 [2,386.]; MNiSW= 25 n=0

Maj udziat procentowy szacuje na: 70%;

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu badan, koordynowaniu
wszystkimi pracami eksperymentalnymi, zapewnianiu materiahi do badan, analizie i
dyskusji wynik6w, zebraniu literatury i przygotowaniu publikacji do druku oraz
korespondencji z Redakcjg. Praca zostata wykonana réwniez w wyniku realizacji

projektu badawczego kierowanego przeze mnie (grant MNiSW nr N N301 050236).

Praca przegladowo-popularyzatorska:

Heé.

Mann M., Michalik M. Miofibroblasty — komérki »pod presja”. Wszechswiat 2007,
108 (10-12), 292-296.

MNiSW =1

M¢j udziat procentowy szacuje na: 60%;

Polegal on na wyborze tematu przegladowej pracy popularno-naukowej, ustaleniu
planu artykutu i doborze literatury, selekcji informacji, korekcie merytoryczne;j i
stylistyczno-jezykowej tekstu napisanego przez magistranta oraz zaakceptowaniu

artykutu w wersji koficowej do publikacji i wystaniu do redakcji.

Uwaga:
Oswiadczenia wszystkich wspétautoréw artykutéw stanowigcych podstawe postepowania

habilitacyjnego, okreslajace ich udziat w kazdej publikacji, ktéra stanowi podstawe

postgpowania habilitacyjnego, sa zawarte w Zalaczniku 8
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c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow

Zwiezla prezentacja wynikow stanowigcych podstawe postepowania habilitacyjnego
Spis tresci:

I. Wprowadzenie i cel podjetych badan
II.  Wybo6r modelu badawczego

III. Uzyskane rezultaty badan opublikowane w pracach wskazanych do postgpowania

habilitacyjnego

III.1. Fibroblasty oskrzelowe pochodzace od astmatykéw nie roznig sie zdolnoscia do
proliferacji ani aktywno$cig migracyjng od fibroblastéw pochodzacych od 0séb

niechorujgcych na astme

II1.2. Zdolnos¢ do fenotypowego roznicowania (FMT) jest cechg istotnie rozniaca

fibroblasty oskrzelowe astmatykéw od fibroblastéw 0sob niechorujacych na astme
II1.3. FMT fibroblastow oskrzelowych jest hamowane przez kontakty komorka-komorka

I11.4. Fibroblasty oskrzelowe od astmatykow i osob niechorujacych na astme réznia sie

intensywnoscig FMT w odpowiedzi na aktywacje¢ Sciezki sygnalizacyjnej Wnt

II1.5. Obnizenie wewnatrzkomorkowego stezenia cholesterolu hamuje FMT w fibroblastach

oskrzelowych astmatykow
III.6. FMT indukowane TGF-P; w fibroblastach astmatykow jest hamowane przez apigening

III.7. Posumowanie osiggni¢¢ naukowych przedstawionych w cyklu prac stanowigcych

podstawe postepowania habilitacyjnego

IV. Uzyskane rezultaty badan zwigzane z tematem pracy habilitacyjnej, ale nieujgte w
publikacjach wskazanych do postgpowania habilitacyjnego
IV.1. Zwigkszone FMT w fibroblastach oskrzelowych pochodzgcych od astmatykow
koreluje z wigkszg sztywnoscig tych komérek
IV.2. Fibroblasty oskrzelowe pochodzace od astmatykow wykazujg zwigkszong ekspresje
CTGF indukowang TGF-[3;
V. Wnhnioski koncowe i znaczenie prowadzonych badan
VI. Dalsze perspektywy badawcze

VII. PiSmiennictwo
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BADANIA MECHANIZMOW FENOTYPOWEGO PRZEJSCIA FIBROBLASTOW
W MIOFIBROBLASTY W KONTEKSCIE PATOGENEZY ASTMY OSKRZELOWEJ

Wprowadzenie i cel podjetych badan
Astma oskrzelowa jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych choréb na $wiecie,

dotykajacg okoto 10% ludzkiej populacji. Chorobe charakteryzuje przewlekly stan zapalny
blony $luzowej oskrzeli, prowadzacy do ograniczenia przeptywu powietrza w drogach
oddechowych i powodujacy nadreaktywnosé oskrzeli w reakcji na pospolite bodzce
srodowiskowe. Przyczyny, uruchomione mechanizmy regulatorowe oraz skutki istniejacego
zapalenia w astmie tworzg zlozong sie¢ wzajemnych oddziatywari i obejmuja kaskade
zdarzen, w ktorg zaangazowanych jest wiele rodzajéw komérek, wydzielanych przez nie
czynnikéw oraz mediatoréw wspéldziatajacych ze soba i prowadzacych do charakterystycznej
przebudowy sciany oskrzeli (tzw. remodelingu). Remodeling Sciany oskrzeli w astmie
obejmuje szereg zmian strukturalnych zachodzacych w nablonku, warstwie podnabtonkowe;j
oraz migsniéwee gladkiej i prowadzacych do pogrubienia $ciany i zwezenia $wiatla oskrzeli
(Al-Muhseni wsp. 2011).

Mimo od lat prowadzonych badarn dotyczacych patogenezy astmy (Beckett i Howarth
2003, Boxall i wsp. 2006), wcigz nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy
przebudowa oskrzeli jest tylko skutkiem przewleklego zapalenia blony $luzowej, czy tez
jedna z wielu przyczyn choroby? Proces remodelingu mozna zatem rozpatrywac jako
nastepstwo przewleklego stanu zapalnego oskrzeli, ale mozliwe jest takze, ze procesy
odpowiedzialne za przebudowe $ciany oskrzeli sg odmienne od tych odpowiedzialnych za
powstanie stanu zapalnego (Beckett i Howarth 2003). Stusznosé takiej hipotezy moga
sugerowa¢ zaréwno prospektywne badania dzieci, ktére wykazaly, ze proces przebudowy
oskrzeli poprzedza o kilka lat pojawienie si¢ pierwszych objawéw astmy (Baldwin i Roche
2002), jak i doniesienia, ze leczenie przeciwzapalne w znikomym tylko stopniu przeciwdziata
zmianom strukturalnym w oskrzelach (Mauad i wsp. 2007). Ponadto, liczne badania
populacyjne i epidemiologiczne ostatnich lat wskazuja, ze w rozwoju astmy istotng rol¢ mogg
odgrywaé czynniki dziedziczne (Karmaus i wsp. 2013).

Brak jednoznacznych wynikéw, ktére thumaczytyby udziat remodelingu w patogenezie
astmy, skfonit mnie do podjecia badan podstawowych nad wlasciwosciami ludzkich
fibroblastéw oskrzelowych (HBF) w ukladzie in vitro. Celem badan bylo sprawdzenie czy w
kontrolowanych warunkach hodowli komérkowej HBF izolowane od pacjentow ze

zdiagnozowang astmg oskrzelowa réznig sie od fibroblastéw pochodzacych od oséb, u
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ktorych badania diagnostyczne wykluczyty schorzenia gornych drog oddechowych, cechami
sprzyjajacymi przebudowie $ciany oskrzeli (np. zdolnoscia do proliferacji, migracji lub
fenotypowego réznicowania w miofibroblasty). W moim przekonaniu, znalezienie takich
roznic mogloby w znaczacy sposéb przyczynic sie do lepszego zrozumienia molekularnych
mechanizmow lezgcych u podtoza przebudowy $ciany oskrzeli. Ponadto lepsze zrozumienie
proces6w zachodzacych na poziomie komérkowym w drogach oddechowych astmatykow
moze mie¢ istotne znaczenie w poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych,
umozliwiajgcych efektywne hamowanie lub nawet odwrdcenie procesu przebudowy Sciany
oskrzeli. Potrzeba nowych strategii leczenia przewleklej astmy jest tym wigksza, ze w terapii
tej choroby stosuje si¢ w zasadzie gtownie leki o dziataniu przeciwzapalnym oraz
rozkurczajgcym oskrzela (glikokortykosteroidy i B-blokery) . Tego typu postgpowanie
pozwala u wiekszosci chorych na uzyskanie zadowalajacej kontroli objawow i profilaktyke

zaostrzen, jednak w tylko niewielkim stopniu hamuje procesy przebudowy oskrzeli (Marandi

i wsp. 2013).

II. Wybor modelu badawczego

Podjecie badan podstawowych nad rola fibroblastéw oskrzelowych w przebudowie Sciany
oskrzeli w astmie stalo si¢ mozliwe dzigki nawiazaniu przeze mnie w 2002 roku wspdtpracy z
I1 Katedra Choréb Wewnetrznych UJ CM (kierowang wowczas przez prof. dr hab. Andrzeja
Szczeklika), ktora jest jednym z przodujgcych w Polsce osrodkow zardwno w leczeniu astmy
oskrzelowej, jak i w badaniach naukowych dotyczacych tej choroby. Bezposrednia
wspOlpraca z zespotem kierowanym przez prof. dr hab. Marka Sanaka (a przede wszystkim z
dr Malgorzatg Pierzchalska) z Zaktadu Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej UICM ,
umozliwita mi opracowanie modelu doswiadczalnego opartego o wykorzystanie hodowli
HBF wyizolowanych z wycinkéw oskrzelowych pobranych w trakcie badania
bronchofiberoskopowego u chorych na astme (pacjentow Il Katedry Chorob Wewngtrznych
UJ CM), zakwalifikowanych do tego zabiegu ze wskazan diagnostycznych (grupa AS). Grupe
kontrolng (NA) stanowity HBF pochodzace z wycinkéw oskrzelowych od oséb niebedacych
astmatykami, ktérzy poddani zostali badaniom diagnostycznych w kierunku réznych schorzen
drzewa oskrzelowego i ptuc, ale u ktérych badania te wykluczyly przewlekte choroby uktadu
oddechowego. Badania bronchofiberoskopowe byty wykonane w Pracowni Inwazyjnej
Diagnostyki Chorob Klatki Piersiowej 1T Katedry Chorob Wewngtrznych CMUJ (zgodnie z

wytycznymi American Thoracic Society). Charakterystyka pacjentow, procedura



AUTOREFERAT (Zatgcznik 3)

wyprowadzania hodowli pierwotnych fibroblastow oskrzelowych oraz metody hodowli HBF

zostaty opisane w pracy H1 — Michalik i wsp. 2009.

Opracowany model doswiadczalny umozliwial badania fibroblastow oskrzelowych, ktore
po wyizolowaniu z wycinkéw bronchoskopowych (od astmatykéw i od 0s6b niechorujgeych
na astme) utrzymywano w hodowli in vitro przez wiele pasazy (7-10). Model taki daje
mozliwo$¢ opisania réznic migdzy komorkami izolowanymi od indywidualnych pacjentow,
ktére majg podloze genetyczne lub Zrédto w odmiennym pochodzeniu komorek, a nie
wynikajg z faktu, ze izolowane od pacjentéw z astma fibroblasty podlegaty indukcji wieloma

czynnikami zwigzanymi z chroniczng reakcja zapalng lub dziataniem przyjmowanych przez

pacjentéw lekow.

III. Uzyskane rezultaty badan opublikowane w pracach wskazanych do postegpowania

habilitacyjnego

III.1. Fibroblasty oskrzelowe pochodzace od astmatykéw nie roéznig sie zdolnosécia do

proliferacji ani aktywno$ciag migracyjng od fibroblastéw pochodzacych od osob

niechorujgcych na astme

Przebudowa $ciany oskrzeli, do ktérej dochodzi w przebiegu astmy oskrzelowej,
charakteryzuje si¢ obok uszkodzenia nabtonka oddechowego i rozplemu komoérek sluzowych
réwniez znaczacym pogrubieniem warstwy podnablonkowej 1 przerostem migsniowki
gladkiej. U astmatykow grubos¢ warstwy podnabtonkowej waha si¢ od 5 do 20 pm (norma
grubosci blony podstawnej wynosi 1-2 pm)1i jest wynikiem odkladania si¢ pod nablonkiem
wzmozonej ilo$ci bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej, gtéwnie kolagenéw typu I, 11 V
(bez zdolnosci elastycznego odksztalcania), fibronektyny i tanescyny, ktére wydzielane sa
przez fibroblasty oskrzelowe (Al-Muhsen i wsp. 2011). W drogach oddechowych chorych na
astme procesy chronicznego zapalenia powodujg naciekanie oskrzeli przez komdrki uktadu
odpornoséciowego wydzielajace liczne cytokiny, ktére stymulujg komérki strukturalne do
przedtuzonego wydzielania réznych mediatorow, przede wszystkim peptydéw nalezacych do
rodziny transformujacych czynnikdw wzrostowych typu B (TGF-B) (Boxall i wsp.

2006). Liczne badania prowadzone w hodowlach tkankowych wskazuja, ze czynniki z

rodziny TGF-3 posiadajg ogromnie plejotropowe efekty dziatania, ktére zaleza nie tylko od
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rodzaju komorek docelowych, ale rowniez stopnia ich zréznicowania i obecnosci innych
czynnikow regulacyjnych w pozywce hodowlanej. Zwiazki te m.in. moga wptywac na
stymulacje wzrostu komoérek mezenchymalnych, zwiekszong aktywno$¢ migracyjng komorek
oraz regulacje réznicowania wielu rodzajow komoérek, w tym fenotypowego przejscia
fibroblastéw w miofibroblasty. Do chwili podjgcia przeze mnie badan, doniesienia

literaturowe dotyczgce wptywu TGF-f na fibroblasty oskrzelowe astmatykow byty nieliczne i

malo spdjne.

Pierwszym etapem moich badan bylo poréwnanie wlasciwosci fizjologicznych HBF z obu
badanych grup (AS i NA) w standardowych warunkach hodowli in vifro (w pozywce z
surowicg) oraz w zdefiniowanej pozywce bez surowicy wzbogaconej w TGF-[3. Takie
warunki hodowli mogg w pewnym stopniu przypomina¢ $rodowisko in vivo, w jakim znajduja
si¢ fibroblasty oskrzeli we wczesnych etapach chronicznego zapalenia, charakterystycznego
dla rozwoju astmy. Okazalo si¢, ze szybkos¢ wzrostu HBF zalezy od warunkow hodowli, ale
nie rézni si¢ znaczaco miedzy komorkami pochodzgcymi z grupy AS lub NA (dane
niepublikowane). Wyniki te sg zgodne z opublikowanymi, w tym samym czasie rezultatami
badan Warda i wsp. (2008), ktorzy w wycinkach bronchoskopach in situ wykazali, ze HBF
astmatykow nie roznig si¢ aktywnoscig proliferacyjng od fibroblastow oséb zdrowych.
Autorzy ci sugeruja, ze zwigkszone wydzielanie biatek ECM (powodujace zgrubienie
podnablonkowe w oskrzelach astmatykow in vivo) jest prawdopodobnie zwigzane nie ze
wzrostem liczby fibroblastow, ale wzmozong sekrecja biatek macierzy w odpowiedzi na

bodzce srodowiskowe (Ward 1 wsp. 2008).

Przeprowadzone w nastepnym etapie badan ilosciowe analizy aktywnosci migracyjnej
HBF nie wykazaly réwniez istotnych réznic miedzy komorkami pochodzgcymi od

astmatykow i 0sob niechorujacych na astme (dane niepublikowane).

Obserwacje mikroskopowe HBF, w standardowych warunkach hodowli, wskazywaty
natomiast na znaczace roznice morfologii komérek w populacjach pochodzacych od
indywidualnych pacjentéw (H1 - Michalik i wsp. 2009). Jednak pomiary cytometryczne
pojedynczych komoérek w obrebie kazdej z badanych grup wykazaty, ze nie ma istotnych
statystycznie roznic wielkosci pomiedzy HBF wyizolowanymi od astmatykow i osob
niechorujgcych na astme. Stymulacja fibroblastéw TGF-3; powodowata co prawda znaczacy
wzrost powierzchni rzutu komérek w populacjach HBF, ale podobny w obu badanych

grupach (H1 - Michalik i wsp. 2009). Stwierdzilismy jednak, Ze niestymulowane TGF-3
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fibroblasty pochodzace od chorych na astme roznig sie istotnie ksztattem od HBF z grupy NA
(Srednia warto$¢ parametru rozciggnigcia (ang. extension) rzutu komoérek jest istotnie
statystycznie nizsza dla HBF wyizolowanych z oskrzeli astmatykéw w poréwnaniu do HBF
0s6b niechorujgcych na astme) (H1 - Michalik i wsp. 2009). Obserwowane réznice nie
wynikaty z odmiennej organizacji cytoszkieletu aktynowego, co wykazalismy poprzez
obserwacje mikroskopowe komorek barwionych falloidyng znakowang TRITC oraz

fluorymetrycznymi pomiarami ilosci F-aktyny w HBF z obu badanych grup (dane

niepublikowane).

Podsumowujgc t¢ wstepna czesé przeprowadzonych do$wiadczen nalezy podkreslic, ze w
hodowli, HBF pochodzace od chorych na astme oskrzelows nie roznia si¢ ani aktywnoscia
proliferacyjna, ani ruchliwoscig komoérek od fibroblastéw oséb niechorujacych na astme.
Natomiast, mimo duzej heterogennosci ksztattow, jakie przyjmuja fibroblasty na statym,
ptaskim podtozu, HBF pochodzgce z wycinkéw bronchoskopowych pacjentéw z astma
oskrzelowg charakteryzuja si¢ mniej wydtuzonym ksztattem, ktéry bardziej odpowiada

komérkom o fenotypie proto-miofibroblastow.

II1.2. Zdolno$¢ do fenotypowego roznicowania jest cecha istotnie réznigcg fibroblasty

oskrzelowe astmatykow od fibroblastow osob niechorujgcych na astme

Liczne badania in vitro oraz na modelach zwierzecych in vivo wskazuja, ze miofibroblasty
odgrywaja istotng rolg¢ w przebudowie $ciany oskrzeli w astmie oraz w zmianach
zwidknieniowych wielu narzadéw (McAnulty 2007). Miofibroblasty obecne w tkankach
mogg wywodzi¢ si¢ z komorek progenitorowych, z fibrocytéw pochodzacych ze szpiku
kostnego, z komérek nablonkowych (na drodze przejécia epitelialno-mezenchymalnego) lub z
komoérek migsni gladkich, ale powszechnie przyjmuje sie, ze gtéwnym ich Zrodlem jest
roznicowanie rezydujgcych w tkankach fibroblastow (H6 - Mann i Michalik 2007).
Zaburzenia proceséw fenotypowego réznicowania fibroblastéw w miofibroblasty (FMT) sa
przyczyng wielu zmian patologicznych réznych narzadéw, w tym przebudowy $ciany oskrzeli
w astmie. Powszechnie przyjmuje sie, ze TGF-B, ktorego zwigkszone wydzielanie przez
komorki uktadu odpornosciowego oraz komorki strukturalne stwierdzono w drogach
oddechowych astmatyk6w (Batra i wsp. 2004), jest kluczowym czynnikiem stymulujacym
profibrotyczne zmiany w oskrzelach (Howell i McAnulty 2006). Wykazano réwniez, ze
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TGF-B sprzyja fenotypowemu przejsciu w miofibroblasty fibroblastéw z réznych tkanek

hodowanych in vitro (Desmouliere i wsp. 2003).

Dlatego kolejnym postawionym przeze mnie zadaniem badawczym bylo sprawdzenie, czy
w takich samych warunkach hodowli, HBF astmatykéw tatwiej roznicujg w miofibroblasty w
poréwnaniu do fibroblastow pochodzacych od 0sdb niechorujacych na astme¢? Wyniki
przeprowadzonych przez nas badan (metodami immunocytochemicznymi oraz cytometrii
przeptywowej) wskazuja, ze zarowno HBF pochodzace od pacjentéw ze zdiagnozowana
astmg oskrzelowa, jak i od os6b niechorujgcych na astme, po stymulacji TGF-3; lub TGF-3;
rdznicowaly w miofibroblasty, zawierajace wiokna naprezeniowe zbudowane z izoformy o
aktyny (a-SMA) charakterystycznej dla komorek migéni gladkich, ale odsetek
zroznicowanych komorek byt znaczaco wyzszy w grupie astmatykow (H1- Michalik i wsp.
2009). Intensywnos¢ FMT w obrebie kazdej z badanych grup byta podobna niezaleznie od
typu zastosowanego TGF-B. Przeprowadzona technika immunoblotingu analiza ekspresji o.-
SMA w stymulowanych TGF-f3, fibroblastach wykazata, ze w HBF astmatykow ekspresja
biatka byta wielokrotnie wigksza niz w komdrkach izolowanych od 0s6b zdrowych (H1-
Michalik i wsp. 2009). Wykazalismy réwniez wyrazng zaleznos¢ intensywnosci FMT od
czasu ekspozycji komorek na TGF-B oraz duze rdznice migdzy komorkami wyizolowanymi
od réznych osob. Obserwacje te wskazuja, ze fibroblasty oskrzelowe stanowia heterogenna
populacje komorek, ktore réznia si¢ podatnoscia na stymulowane TGF-f réznicowanie w
miofibroblasty, ale we wszystkich populacjach HBF izolowanych od astmatykow odsetek
komérek o aktywnoséci FMT jest znaczaco wigkszy. Najnizszy sredni odsetek
miofibroblastéw po 7 dniach hodowli HBF, pochodzacych od chorych na astme, byl prawie
dwukrotnie wigkszy niz najwyzszy sredni odsetek komorek a-SMA pozytywnych w
populacjach HBF od 0s6b niechorujacych na astme¢ (H2- Michalik i wsp. 2011).
Doswiadczenia z wykorzystaniem pierwotnych hodowli fibroblastow oskrzelowych byly juz
weczesniej przeprowadzane w toku badan nad mechanizmami zmian zachodzacych w Scianie
oskrzeli w przebiegu astmy. Wesetgren-Thorsson i wsp. (2002) stwierdzili, ze fibroblasty
astmatykow produkujg znaczaco wigeej proteoglikanu w hodowli w poréwnaniu z
fibroblastami ludzi zdrowych, a Laliberté i wsp. (2001) wykazali wigksza zdolnos¢
fibroblastow astmatykow do degradacji kolagenu zwigzang z zaburzeniami w ekspresji
metaloproteinaz i ich inhibitoréw. Z kolei Wicks i wsp. (2006) dowiedli, ze w fibroblastach
oskrzelowych izolowanych od chorych na astmg, TGF-3; stymuluje ekspresj¢ mRNA
niektérych gendw charakterystycznych dla komoérek migsni gladkich (HCM, kalponiny,
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desminy). Jednak dopiero wyniki naszych badan, po raz pierwszy wykazaly, ze w hodowli in
vitro w obecnosci TGF-B fibroblasty oskrzelowe izolowane od astmatykow posiadajag
kilkukrotnie wigkszy potencjal fenotypowego réznicowania w miofibroblasty niz HBF

pochodzace od 0s6b, u ktérych nie zdiagnozowano astmy (H1- Michalik i wsp. 2009).

Uzyskane wyniki pozwolity na postawienie hipotezy, ze HBF astmatykéw roznia sie
znaczaco od HBF os6b niechorujgcych na astmg, a znalezienie molekularnych podstaw
obserwowanych réznic moze mie¢ istotne znaczenie dla zrozumienia procesu przebudowy
éciany oskrzeli u pacjentéw chorych na astme. Dlatego celem moich dalszych badan byto

znalezienie odpowiedzi na pytanie jakie cechy HBF astmatykéw predysponuja te komorki do

réznicowania w miofibroblasty.

[1L.3. FMT fibroblastéw oskrzelowych jest hamowane przez kontakty komorka-
komorka

Z licznych badan wynika, ze procesy FMT w oskrzelach astmatykéw moga by¢
wywolywane przez szereg prozapalnych cytokin, chemokin i czynnikéw wzrostu (wéréd
ktérych najistotniejsza role odgrywa rodzina TGF-B)), ale czynniki te nie s3 wystarczajgce do
réznicowania fibroblastéw. Z drugiej strony, moje wiasne obserwacje wskazuja, ze
stymulowane TGF-B; réznicowanie HBF istotnie zalezy nie tylko od pochodzenia badanych
komérek (od astmatykéw lub 0séb niechorujacych na astme), ale réwniez od poczatkowej
gestosci komdrek w hodowli (H2, H2 - Michalik i wsp. 2009, 2011). Zaleznos¢
intensywnosci FMT od gestosci komérek obserwowana byta w hodowlach HBF z obu
badanych grup, ale byta znaczaco silniejsza w fibroblastach pochodzacych od astmatykéw
(H2 - Michalik i wsp. 2011). Dalsze badania wykazaly, ze zahamowanie réznicowania
fibroblastow oskrzelowych w hodowlach o duzej gestosci komérek nie zalezy ani od
autokrynnej sekrecji i stymulacji HBF, ani od zatrzymania komoérek w fazie Go/Gi cyklu
komérkowego, natomiast zalezy w istotny sposéb od fizycznego kontaktu komorka—komorka.
Fibroblasty pochodzace od astmatykéw, inkubowane z TGF-B; w obecnosci przeciwciata
przeciw N-kadherynie nie réznicujg w miofibroblasty nawet w rzadkich hodowlach (H2 -
Michalik i wsp. 2011). Mimo, iz juz wcze$niej opisywano zmiany w tzw. ptytkach
przylegania (miejscach homotypowej adhezji miedzykomorkowej budowanej przez
kadheryny) zachodzace w procesie fenotypowego réznicowania fibroblastow (Hinz i wsp.

2004) to wazng nowoscig naukowg naszych wynikow jest wykazanie, ze FMT fibroblastow
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oskrzelowych jest zalezne od N-kadheryn. Pierwotny brak kontaktéw migdzykomorkowych
lub utrata adhezji komérka-komoérka w populacjach HBF moga odgrywaé istotng role w
réznicowaniu tych komoérek (podobnie do sytuacji opisywanych w nabtonku). Te obserwacje
sugerujg, Ze ingerencja w tworzenie pofaczen N-kadherynowych lub w szlaki sygnalizacyjne
powiazane z N-kadherynami moze by¢ uzyteczna w poszukiwaniu nowych strategii leczenia
astmy, opartych na hamowaniu przebudowy $ciany oskrzeli, w ktérym istotng role odgrywa
réznicowanie HBF w miofibroblasty (H2 - Michalik i wsp. 2011).

Istnieja uzasadnione obawy, ze wycigganie wnioskéw o mechanizmach zachowania
komorek w organizmie chorego na podstawie wynikow badan w ukladach modelowych in
vitro moze by¢ mato wiarygodne. Jestem jednak przekonana, ze stosowany przez nas uktad
badawczy, w ktérym HBF rosng w pozywce w stalej obecnosci TGF-B,, a poczagtkowa
gestosé komorek w hodowli jest regulowana, w pewnym stopniu imituje fizjologiczna
,hisze”, w jakiej mogg znajdowac sie fibroblasty oskrzelowe in vivo w poczatkowych
stadiach rozwoju astmy. Z drugiej strony, cho¢ trudno bezposrednio poréwnywac
tr6jwymiarowe mikrosrodowisko w tkance fgcznej oskrzeli z warunkami, w jakich znajduja
sie HBF w dwuwymiarowej hodowli na powierzchni plastiku, to mozna stwierdzi¢, ze
hodowle in vitro wyprowadzane z matej gestosci komarek czgsciowo imitujg sytuacje in vivo,
szczegdlnie w poczatkowych etapach FMT. W scianie oskrzeli 0sob zdrowych niezbyt liczne
fibroblasty zanurzone w bogatej EMC nie tworzg wielu potgczen komorka-komdérka. W
stanach zapalnych towarzyszacych rozwojowi astmy liczba fibroblastow (i miofibroblastow)
wzrasta w wyniku proliferacji, rekrutacji fibrocytow z krwi i zachodzacych proceséw EMT.

Podsumowujgc wyniki powyzej przedstawionych badan (H2) nalezy podkresli¢, ze
przyczynily si¢ one w znaczacy sposob do poszerzenia wiedzy na temat molekularnych
mechanizméw FMT, wskazujgc na istotng role w tym procesie potaczen komorka-komorka i
N-kadheryn. Dotychczas uwazano, ze do zainicjowania FMT konieczna (i wystarczajgca) jest
obecnosé w otoczeniu fibroblasta trzech niezaleznych czynnikéw: (1) lokalnego zwigkszenia
ilosci czynnej formy TGF-B, (2) dziatajgcego na komorke wysokiego stresu mechanicznego
wytworzonego przez srodowisko oraz (3) zmiany skladu macierzy zewnatrzkomorkowej
(ECM), a dokladniej obecnosci w ECM specyficznej formy fibronektyny, posiadajacej
domeny ED-A (H6 - Mann i Michalik 2007; Hinz 2007). Wyniki kierowanych przeze mnie
badan wskazujg na udziat potaczen kadherynowych tworzacych si¢ migdzy fibroblastami jako

istotnego czynnika hamujgcego FMT.
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I11.4. Fibroblasty oskrzelowe od astmatykéw i 0s6b niechorujacych na astmg réznia sig
intensywnos$cig FMT w odpowiedzi na aktywacje $ciezki sygnalizacyjnej Wnt
Kolejne do$wiadczenia mialy na celu poszukiwanie odpowiedzi na postawione

wczesniej pytanie jakie cechy HBF astmatykéw utatwiaja im stymulowane TGF-
B réznicowanie w miofibroblasty. Dobrze udokumentowany jest fakt, ze w fibroblastach w
przekaz sygnatu od TGF-f3; bezposrednio zaangazowane sg dwa typy receptorow o
aktywno$ci kinaz serynowo-treoninowych: receptory typu I (TGF-BR-) i typu II (TGF-BR-II)
i ze inicjacja przekazania sygnatu przez ligand rozpoczyna sig od receptoréw typu I
Kluczowa role w wewngtrzkomérkowym przekazie sygnatu pelnia regulowane receptorowo
biatka kotwiczace z rodziny R-Smad (Smad 2 i Smad 3), ktére po ufosforylowaniu tworzg
kompleksy z biatkami Smad 4 (Co-Smad, ang. common-Smad). Heterotrimeryczne
kompleksy R-Smad-Co-Smad (2:1) sg translokowane do jadra komérkowego, gdzie
zaangazowane sg w regulacje aktywnosci transkrypcyjnej okreslonych genow
profibrotycznych, w tym gendw a.-SMA, bialek adhezyjnych, biatek ECM (Shi i Massagué
2003, Boxall i wsp. 2006). Brak danych literaturowych na temat ewentualnych réznic migdzy
fibroblastami oskrzelowymi z obu badanych grup (AS i NA) w ekspresji receptoréw dla TGF-
B oraz aktywacji §ciezki sygnalowej bialek Smad w tych komérkach sktonit mnie do
przeprowadzenia kolejnych doswiadczen. Uzyskane wyniki serii wykonanych przez nas
do$wiadczen (metodami cytometrii przeptywowej, immunocytofluorescencji i technikg
,,western blot”) wykazaly, ze mimo braku istotnych statystycznie réznic w ekspresji receptora
TGF-B typu II w HBF z obu badanych grup (H3 - Michalik i wsp. 2012), stymulowane TGF-
B fibroblasty astmatykow wykazujg zwigkszony poziom ufosforylowania biatek Smad 2 (dane
jeszcze niepublikowane) oraz nasilona translokacje tych biatek do jadra komérkowego (H3 -
Michalik i wsp. 2012), co wskazuje na wzmozona aktywacjg Sciezki sygnalizacyjnej biatek
Smad w tych komoérkach. Doniesienia literaturowe donoszg, ze w fibroblastach istnieje kilka
alternatywnych dr6g sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej indukowanych dziataniem TGF-B;,
ktére albo moga by¢ niezalezne albo mogg posredniczy¢ w sygnalizacji z udzialem biatek
Smad. Ponadto efekty dzialania TGF-B; moga by¢ zmieniane przez synergistyczne lub
antagonistyczne wspoldziatanie szlaku sygnatowego bialek Smad z innymi
wewnatrzkomérkowymi szlakami przekazu sygnatu, na przyktad ze szlakiem Wnt (Minoo i
Li 2010). Wykazano (w hodowli in vitro), wzmozone roznicowanie indukowane TGF-f3
mysich fibroblastdw embrionalnych w miofibroblasty po stymulacji komérek ligandem

Wnt3a (Carthy i wsp. 2011) oraz hamowanie FMT i wydzielania kolagenu w stymulowanych
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TGF-B ludzkich fibroblastach ptuc po wyciszeniu (siRNA) (-kateniny (Caraci i wsp. 2008).
Rowniez w badaniach in vivo wykazano znaczace zmniejszenie objawow astmy u myszy,
ktorym podawano specyficzny inhibitor kinazy syntazy glikogenu 3 (GSK-3p) — enzymu
istotnego dla sygnalizacji szlakiem Wnt (Bao 1 wsp. 2007).

Nasze obserwacje oraz przytoczone powyzej doniesienia literaturowe byly inspiracja do
przeprowadzenia kolejnych doswiadczeni na HBF z obu badanych grup z wykorzystaniem
inhibitoréw GSK-3p3, ktorych dziatanie powoduje aktywacje szlaku sygnatowego Wnt (H3 -
Michalik i wsp. 2012). Uzyskane wyniki pokazaly, ze HBF od astmatykéw i os6b
niechorujgcych na astme oskrzelows znaczaco réznia si¢ odpowiedzia na aktywacje sciezki
Wnht. Fibroblasty od astmatykéw, hodowane w obecnosci chlorku litu lub inhibitora TWS119
i TGF-B,, wykazuja istotne obnizenie FMT w poréwnaniu z komoérkami hodowanymi w
pozywce tylko z TGF-B;.W przeciwienstwie do fibroblastéw z grupy AS komérki pochodzace
od o0s6b niechorujgcych na astm¢ w pozywece z inhibitorem GSK-3f3 i TGF-B; wykazujg
znaczace zwickszenie aktywnosci réznicowania w miofibroblasty (H3 — Michalik i wsp.
2012). Ponadto, wywotane LiCl zmniejszenie aktywnosci FMT w fibroblastach astmatykéw
koreluje z zahamowaniem translokacji do jadra biatek p-Smad2 i rownoczesnym
zwickszeniem ilosci B-kateniny w cytoplazmie HBF z grupy AS inkubowanych w obecnosci
TGF-B, i inhibitora GSK-3[. Z drugiej strony w fibroblastach wyizolowanych od oséb
niechorujacych na astme obserwowali$my nasilenie FMT w odpowiedzi na réwnolegta
aktywacje szlakow TGF-B/GSK-3p (H3 — Michalik i wsp. 2012). Podobny efekt, opisano
uprzednio w mysich komoérkach mezenchymalnych C3H10T1/2 i fibroblastach
embrionalnych (Shafer i Towler 2009) oraz w fibroblastach ptuc pochodzacych od pacjentow
z przewlekla obturacyjng chorobg ptuc (COPD) (Baarsma i wsp. 2011).

Podsumowujac rezultaty badan opublikowanych w pracy H3 nalezy podkreslié, ze
najwazniejszg nowoscig naukowa jest wykazanie, iz w HBF pochodzacych od astmatykéw (w
przeciwienistwie do HBF izolowanych od 0sob z grupy NA), aktywacja $ciezki Wnt zaburza
indukowang TGF-B $ciezke sygnalizacyjna biatek Smad, co prowadzi do zahamowania FMT.
Wyniki te potwierdzajg stuszno$¢ postawionego zatozenia, ze HBF od astmatyk6éw roznig sig
znaczaco od HBF pochodzacych od 0séb niechorujacych na astme (na co wskazujg
przeciwstawne reakcje HBF z obu badanych grup w odpowiedzi na takie same sygnaty ze
$rodowiska). Uzyskane przez nas rezultaty wskazuja réwniez ewentualny, nowy kierunek
dalszych badan prowadzonych w aspekcie mozliwosci przyszlego zastosowania aktywatorow

szlaku Wnt jako potencjalnych lekéw zmniejszajacych remodeling $ciany oskrzeli.
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I1L.5. Obnizenie wewnatrzkomoérkowego stezenia cholesterolu hamuje FMT w

fibroblastach oskrzelowych astmatykow
Poszukujac ,,odmiennych cech” HBF pochodzacych od astmatykéw, ktore sprzyjaja ich

zwickszonej aktywnosci réznicowania w miofibroblasty zwrdcitam uwagg na doniesienie
Matsuzawa i wsp. (2011), ktérzy wykazali, ze lowastatyna hamuje stymulowane TGF-B
réznicowanie w miofibroblasty ludzkich fibroblastéw embrionalnych poprzez dziatanie
antyoksydacyjne. Statyny s kompetycyjnymi inhibitorami reduktazy 3-hydroksymetylo-3-
glutarylo koenzymu A (HMG-CoA - kluczowego enzymu w szlaku biosyntezy cholesterolu) i
jako zwiazki obnizajace poziom cholesterolu we krwi sg od lat stosowane w leczeniu
hiperlipidemii. Ostatnio pojawity si¢ doniesienia opisujace plejotropowe efekty biologicznego
dziatania statyn, ktore nie s3 zwigzane bezposrednio z hamowaniem syntezy cholesterolu.
Moga one by¢ wynikiem ograniczenia syntezy niesteroidowych pochodnych mewalonianu,
ktére odgrywaja wazng role w izoprenylacji matych biatek G (bioracych udziat w procesach
przesylania sygnatu w komérce), aktywacji receptoréw aktywowanych przez proliferatory
peroksysoméw (PPAR), dziatania antyoksydacyjnego lub przeciwzapalnego tych zwigzkow
(Liao i Laufs 2005, Copaja i wsp. 2012). Wyniki pilotazowych badan klinicznych na
pacjentach z astma oskrzelowa, ktorym krétkoterminowo podawano atorwastatyng
(Hothersall i wsp. 2008, Braganza i wsp. 2011) oraz dane raportu z retrospektywnego badania
obejmujacego prawie 6500 chorych na astme, ktérzy stosowali statyny oprocz standardowego
leczenia (Huang i wsp. 2011), wskazuja na istotny wptyw tych zwiazkéw na reakcje
immunologiczne i proces zapalny w astmie. Poniewaz brak bylo doniesiefi czy statyny moga
wplywaé na procesy przebudowy drég oddechowych astmatykéw podjgtam badania, ktére
mialy udzieli¢ odpowiedzi na pytanie, jaki jest wptyw tych inhibitoréw na FMT fibroblastow
oskrzelowych. Wyniki przeprowadzonej serii do§wiadczen pokazaly jednoznacznie, ze W
hodowli in vitro, lowastatyna hamuje stymulowane TGF-f r6znicowanie HBF pochodzacych
od astmatykéw (H4 - Michalik i wsp. 2013). Wykazalismy réwniez, ze mechanizm
obserwowanego efektu nie zalezy od wptywu lowastatyny na powstawanie reaktywnych form
tlenu ani hamowania prenylacji biatek sygnalizacyjnych Rho, ktérych udziat w procesach
réznicowania byl sugerowany wezesniej (Meyer-Ter-Vehn i wsp. 2008). Rezultaty naszych
badan pozwalajg sadzié, ze wywolane przez statyne hamowanie FMT wynika bezposrednio z
obnizenia poziomu cholesterolu w HBF, ktére wykazano dzigki pomiarom
wewngtrzkomérkowego stezenia cholesterolu w fibroblastach traktowanych lowastatyng (H4
- Michalik i wsp. 2013). Przypuszczenie to potwierdzaja wyniki dodatkowych analiz,

wskazujace, Ze zaréwno kwas zaragozowy A - inhibitor syntetazy skwalenu (kluczowego
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enzymu odpowiedzialnego za fgczenie jednostek izoprenoidowych w biosyntezie
cholesterolu), jak réwniez metylo- B-cytodekstryna (zwigzek obnizajacy poziom cholesterolu
w komdrkach w hodowli in vitro), hamuja FMT fibroblastow pochodzacych z oskrzeli
astmatykéw (H4 - Michalik i wsp. 2013). Ostatnio ukazaty si¢ doniesienia innych badaczy,
ktore sugeruja, ze obnizenie poziomu cholesterolu w komdrkach moze prowadzi¢ do zaburzen
sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej poprzez dezintegracje ,,tratw lipidowych” oraz wplyw na
procesy internalizacji wielu receptoréw blonowych, w tym receptoréw TGF-3 (Chen 1 wsp.
2008). Molekularny mechanizm obserwowanych zjawisk nie jest do konca poznany. W moich
badaniach wykazatam, ze obnizenie poziomu cholesterolu w HBF powoduje zaburzenie
sciezki sygnatowej bialek Smad i hamowanie translokacji ufosforylowanych kompleksow
Smad2/3 do jadra komérkowego (H4 - Michalik i wsp. 2013). Doniesienia innych badaczy
wskazuja, ze statyny hamuja réwniez $ciezke sygnalowa ERK w komorkach prawidlowych i
nowotworowych (He i wsp. 2008, Kamigaki i wsp. 2011), a aktywacja tej $ciezki przez TGF-
B wymaga lokalizacji receptoréw TGF-3 w obrebie ,.tratw lipidowych” (Zuo i Chen 2009).
Biorgc pod uwagg te doniesienia literaturowe oraz wyniki naszych dotychczasowych
badan mozna zatozy¢, ze w HBF obnizenie wewngtrzkomorkowego poziomu cholesterolu
zaburza prawidlowe funkcjonowanie mikrodomen bfonowych, ktére odgrywaja kluczows role
w sygnalizacji z udziatem receptorow TGF-f3. Jednakze poznanie tych funkcjonalnych
powiazan i molekularnych mechanizmoéw lezgcych u podstaw hamowania FMT przez
obnizenie stezenia cholesterolu w komérkach wymaga dalszych badan. Natomiast
dotychczasowe rezultaty naszych doswiadczen sugeruja rowniez podjecie kolejnych wyzwan
zmierzajgcych do opracowania nowych strategii leczenia astmy, ktdrych celem bedzie
hamowanie proceséw przebudowy sciany oskrzeli (H4 ). Nasze badania stawiajg tez w innym
swietle wezesniejsze proby zastosowania w terapii astmy statyn nie tylko jako zwigzkow,
ktore wykazuja wlasciwosci antyzapalne, ale zwigzkow, ktdre mogg mie¢ bezposredni wptyw
na remodeling oskrzeli. Sugesti¢ te potwierdzaja prace Schaafsma i wsp., w ktorych autorzy
wykazali, Ze w hodowli in vitro statyny hamuja ekspresj¢ i wydzielanie biatek ECM przez
ludzkie miocyty oskrzelowe (Schaafsma i wsp. 2011). Jednak tylko podjgcie badan
przedklinicznych z udziatem chorych wykaze, czy zastosowanie statyn jako lekow

wspomagajacych w leczeniu astmy jest w pelni uzasadnione.

I11.6. FMT indukowane TGF-B; w fibroblastach astmatykéw jest hamowane przez

apigening
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Uzyskane w trakcie realizacji projektu habilitacyjnego wyniki:

- potwierdzity stuszno$é postawionej wezesniej hipotezy, ze HBF astmatykow posiadaja
szereg cech, ktore ulatwiaja im réznicowanie w miofibroblasty;

- pokazaly, ze stymulowane TGF-J3 réznicowanie HBF w miofibroblasty moze byé skutecznie
hamowane przez ingerencje w szlaki sygnatowe prowadzace od receptora TGF-B;

- wykazaty, ze niektore zwiazki o plejotropowym dziataniu biologicznym (np. statyny)
hamuja proces FMT w fibroblastach oskrzelowych, co wskazuje na ich potencjalne
zastosowanie w terapii astmy.

W ostatnich latach zostaly opublikowane wyniki badan epidemiologicznych, ktore
podajg zmniejszong zachorowalno$¢ na astme wsrod osob stosujgcych diete bogatg we
flawonoidy (powszechnie wystepujace w roslinach jadalnych) (Anandan i wsp. 2010, Nagel i
wsp. 2010). Wykazano réwniez, ze flawonoidy (ktére w medycynie niekonwencjonalnej
stosowane sg z powodzeniem w leczeniu przewlektych choréb zapalnych), skutecznie
redukuja astme indukowana w modelu zwierzgcym (Li i wsp. 2010) oraz zmniejszajg
patologiczne procesy zwloknieniowe w réznych tkankach (watroba, nerki) poprzez ostabianie
odpowiedzi immunologicznej i hamowanie wydzielania cytokin prozapalnych (Kumazawa i
wsp. 2006). Sktonito to mnie do sprawdzenia czy flawonoidy mogg hamowac proces FMT
fibroblastéw oskrzelowych astmatykéw. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wykazaly,
ze apigenina (flawonoid powszechnie wystgpujacy w diecie cztowieka) w znaczacym stopniu
hamuje proces stymulowanego TGF-B; réznicowania HBF w miofibroblasty (HS — Wéjcik i
wsp. 2013). W populacjach HBF, pochodzacych od astmatykow, hodowanych w obecnosci
apigeniny obserwowano znaczaco zmniejszony odsetek zréznicowanych komorek oraz
spadek ekspresji genéw profibrotycznych (a-SMA, tenascyna C), zardwno na poziomie
mRNA, jak i biatka (H5 — Wéjcik i wsp. 2013). Wykazalismy tez, ze efekt hamowania FMT
jest wynikiem bezposredniego zaburzenia przez apigening, aktywowanej przez TGF-f3
éciezki sygnalizacyjnej zaleznej od bialek Smad (H5 — Wéjeik i wsp. 2013). Skuteczno$¢
hamowania FMT (na poziomie pojedynczych komérek) byta odmienna w populacjach HBF
pochodzacych od réznych pacjentéw. Jednak we wszystkich analizowanych populacjach HBF
efekt ten byt wyrazny juz w obecnosci apigeniny w pozywce w stgzeniu, ktore odpowiadato
zwartosci tego zwigzku w surowicy 0séb spozywajacych produkty roslinne bogate we
flawonoidy. Co wigcej, stwierdzilismy, ze apigenina stosowana w stezeniu, ktore juz istotnie
redukuje FMT fibroblastéw oskrzelowych nie wptywa na zywotnosc, proliferacje ani
ruchliwoéé tych komérek (HS — Wéjcik i wsp. 2013). Wplyw innego flawonoidu (luteoiny)
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na procesy FMT oraz EMT (zwigzane z remodelingiem oskrzeli) wykazali Chen i wsp. (2010)
w badaniach in vitro 1 in vivo na modelu mysim.

Badania kierowane przeze mnie po raz pierwszy dowiodly (HS), ze apigenina moze
bezposrednio ogranicza¢ zwigkszona predyspozycj¢ HBF astmatykow do fenotypowego
réznicowania w miofibroblasty, co wydaje sie¢ wazne, ze wzgledu na potencjalne

zastosowanie flawonoidow w prewencji astmy.

II1.7. Posumowanie osiggnie¢ naukowych przedstawionych w cyklu prac stanowigcych
podstawe postepowania habilitacyjnego
Cykl publikacji, bedacy podstawg postepowania habilitacyjnego, dotyczy badan in

vitro mechanizmdw fenotypowego przejscia fibroblastéw w miofibroblasty, w kontekscie
patogenezy astmy oskrzelowej. Przeprowadzone badania w duzej mierze zwigzane byly z
realizacjg w latach 2009-2012 projektu badan wiasnych MNiSW (nr N N301 050236) pt.
,,Badanie zmiany fenotypowe;j fibroblastow w miofibroblasty oraz jej udzialu w przebudowie
$ciany drog oddechowych w astmie oskrzelowej”, ktérego bytam kierownikiem. Projekt byt
realizowany dzigki mojej wspdipracy z badaczami z Zaktadu Biologii Molekularnej i
Genetyki Klinicznej II Katedry Choréb Wewnetrznych UJCM oraz kolegami z Zakladu
Biologii Komérki WBBiIB UlJ. Istotny wkiad w realizacj¢ opisanych powyzej badan wniosto
wlaczenie do mojej grupy badawczej petnych zapatu i chgtnych do poszerzania umiejgtnosci
w pracy laboratoryjnej magistrantéw (6 studentéw kierunku biotechnologia Wydzialu BBiB i
5 studentéw biologii z Wydziatu BiNoZ), ktérych bylam opiekunem naukowym oraz dwoch
doktorantek (bytych moich magistrantek), ktorych jestem promotorem pomocniczym w
otwartych przewodach doktorskich. Efektem kilkuletniego programu byto opracowanie i
zastosowanie do badan modelu do$wiadczalnego hodowli HBF in vitro, ktory w pewnym
stopniu imituje ,,niszowe warunki” w jakiej moga znajdowac sie fibroblasty oskrzelowe in
vivo. Wykorzystanie takiego modelu umozliwito poréwnanie wlasciwosci biologicznych HBF
izolowanych z wycinkéw bronchoskopowych z oskrzeli pacjentow chorych na astmg oraz
0sob, u ktérych nie stwierdzono zadnych chordb uktadu oddechowego.
Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze w hodowli in vitro:

a) HBF pochodzgce od astmatykéw nie roznig si¢ zdolnoscia do proliferacji ani
aktywnoscia migracyjng od fibroblastéw pochodzacych od 0s6b niechorujgcych na
astme;

b) HBF pochodzgce od astmatykoéw wykazujg znaczaco zwigkszong intensywnos¢
stymulowanego TGF-3 fenotypowego réznicowania w miofibroblasty (FMT) w
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poréwnaniu z fibroblastami pochodzacymi od 0s6b, u ktérych nie zdiagnozowano
astmy,

¢) FMT fibroblastéw oskrzelowych jest stymulowane TGF-3, ale hamowane przez
kontakty komérka-komérka;

d) aktywacja przez TGF-B; wewnatrzkomérkowej sciezki sygnalizacyjnej z udziatem
biatek Smad jest nasilona w HBF astmatykéw, co wyraza si¢ zwickszong fosforylacjg
biatek Smad? i translokacja komplekséw Smad2/3 do jadra komoérkowego;

e) w przeciwienstwie do HBF izolowanych od os6b niechorujacych na astme fibroblasty
oskrzelowe pochodzace od astmatykow wykazujg istotnie zmniejszone FMT w
odpowiedzi na aktywacj¢ sciezki sygnalizacyjnej Wnt, ktora zaburza indukowang
TGF-B éciezke sygnalizacyjng biatek Smad, co prowadzi do zahamowania translokacji
ufosforylowanych komplekséw Smad2/3 do jadra i obnizenia ekspresji genow biatek
profibrotycznych (np. a-SMA); -

f) FMT fibroblastéw oskrzelowych mozna istotnie ograniczy¢ przez bezposrednie
zmniejszenie wewnatrzkomérkowego stezenia cholesterolu, z zastosowaniem
inhibitoréw biosyntezy cholesterolu (lowastatyna, kwas zaragozowy A);

g) zwigkszone predyspozycje HBF astmatykow do fenotypowego réznicowania w
miofibroblasty moga by¢ hamowane przez apigening (flawonoid powszechnie
wystepujacy w wielu produktach roslinnych ) stosowang w stezeniu, ktore nie jest
cytotoksyczne ani nie wptywa na aktywnosc proliferacyjng i migracyjng HBF.

Uzyskane przeze nas wyniki s3 nowoscig badawezg i wskazuja jednoznacznie, ze fibroblasty
oskrzelowe chorych na astmg posiadaja szereg odmiennych cech, ktore ufatwiaja im proces
fenotypowego roznicowania w miofibroblasty, w odpowiedzi na stymulacj¢ TGF-B. Mozna
sadzié, ze in vivo sprzyja to nasilaniu zmian zachodzacych w warstwie podnablonkowej
$ciany oskrzeli, ktore (obok destrukeji nabtonka oraz hipertrofii i hiperplazji komérek migsni
gladkich) sa kluczowym procesem w przebudowie oskrzeli u astmatykéw. Nasze doniesienia
wyraznie sugeruja, iz powszechnie uznane (aczkolwiek ostatnio podwazane) przekonanie, ze
zmiany zachodzace w oskrzelach astmatykow sa wylacznie nastgpstwem przewleklego
zapalenia, nie jest prawdziwe. Natomiast wskazuja, ze wlasciwosci samych fibroblastow
oskrzelowych moga byé kluczowe in vivo dla powstawania typowych dla astmy zmian
strukturalnych w oskrzelach (pod wplywem uwalnianych w stanach zapalnych cytokin lub

innych czynnikéw $rodowiskowych). Wyniki naszych badan mogg rowniez thumaczyc,
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dlaczego stosowane w terapii astmy leki przeciwzapalne w znikomym tylko stopniu
przeciwdzialajg procesom przebudowy oskrzeli.

W moim przekonaniu rezultaty przedstawionych powyzej badan przyczynity si¢ do
lepszego zrozumienia molekularnych mechanizméw lezacych u podtoza fenotypowych zmian
fibroblastow oskrzelowych. Z drugiej strony uzyskane wyniki wskazuja na mozliwosci
poszukiwania nowych strategii w terapii i profilaktyce astmy, ktorych celem bedzie
efektywne hamowanie FMT, prowadzace do zmniejszenia lub odwracalnosci zmian

strukturalnych w oskrzelach.

1V. Uzyskane rezultaty badan zwigzane z tematem pracy habilitacyjnej

(nieujete w publikacjach wskazanych do postepowania habilitacyjnego)

Omowiona powyzej tematyka badawcza jest w dalszym ciagu przeze mnie kontynuowana .
Szereg interesujacych wynikow nie zostato jeszcze opublikowanych (poniewaz caly czas
prowadzone powtdrzenia doswiadczen na hodowlach HBF od réznych pacjentéw) i z tego
powodu nie zostaly jeszcze wlaczone do przedstawionej rozprawy habilitacyjnej. Ponizej
przedstawiam kilka interesujgcych obserwacji wskazujgcych na mozliwe dalsze kierunki

badan.

IV.1. Zwigkszone FMT w fibroblastach oskrzelowych pochodzacych od astmatykow
koreluje z wigkszg sztywnoscia tych komorek
Ostatnio ukazata si¢ praca Shi i wsp. (2013), ktérzy w badaniach in vifro

prowadzonych z wykorzystaniem tréjwymiarowych hodowli fibroblastéw pluc w zelach
kolagenowych o réznej sprezystosei (modut Younga od 1 and 50 kPa) potwierdzili
wczesniejsze obserwacje (na fibroblastach skéry), ze stres mechaniczny odbierany przez
komorki ze srodowiska zewnatrzkomérkowego jest swoistym warunkiem sine qua non dla
stymulowanej TGF-[3; ekspresji o-SMA. Autorzy ci wykazali, ze fibroblasty stymulowane
TGF-B réznicowaty w miofibroblasty, dopiero wowczas, gdy sity naprezenia wiokien
kolagenowych elastycznego podtoza byly wyzsze niz 10 kPa, a intensywnos¢ FMT wzrastata
wraz z naprezeniem podioza (w przedziale 10-50 kPa) (Shi i wsp., 2013). Z drugiej strony
pomiary intensywnosci FMT w fibroblastach od astmatykdw i nieastmatykéw
przeprowadzone byly przeze mnie na komdrkach hodowanych na szklanym (sztywnym)
podtozu, ktére sprzyja przyjmowaniu przez komorki fenotypu proto-miofibroblastow (H1 i

H2- Michalik i wsp. 2009; 2011), a zatem opisane réznice w intensywnosci FMT miedzy
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HBF z grupy AS i NA nie byly zwiazane z réznicami wlaéciwosci mechanicznych podioza.
Mozna wigc sadzié, ze wynikaty z réznic w percepcji i przeniesieniu sygnatu o naprezeniu lub
réznic we wlasciwosciach mechanochemicznych miedzy komérkami z obu badanych grup.
Poniewaz w odbiorze sygnatéw mechanicznych istotng rol¢ odgrywaja miejsca kontaktow
komérka-komérka oraz komérka-macierz zewngtrzkomérkowa (ECM), a w szczeg6lnosei
tzw. miejsca kontaktéw zogniskowanych (H6 - Mann i Michalik 2007, Hinz i wsp. 2007)
podjetam badania z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej catkowitego wewnetrznego
odbicia (TIRF) celem poréwnania whasciwosci adhezyjnych, pojedynczych,
niestymulowanych komérek z obu badanych grup, hodowanych w jednakowych warunkach
na podlozu szklanym. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg na istotne roznice wielkosci
miejsc kontaktow zogniskowanych (FA) zalezne od pochodzenia fibroblastow z grupy AS czy
NA (érednia dlugo$é FA w fibroblastach astmatykéw byta okoto 3-krotnie wigksza niz w
komérkach pochodzacych od nieastmatykéw). Wyniki te korelowaty ze zwigkszong liczbg i
gruboscig widkien naprgzeniowych w HBF astmatykow, jakkolwiek pomiary metoda
immunoblotingu nie wykazaty istotnych réznic w catkowitej ilosci aktyny oraz winkuliny w
komérkach z grupy AS i NA (dane w przygotowaniu do druku). Otrzymane rezultaty
sugeruja, ze fibroblasty oskrzelowe astmatykow charakteryzuja sig zmieniong organizacjg
cytoszkieletu aktynowego, ktéra w istotny sposob wplywa na wiasciwosci mechaniczne tych
komérek, utatwiajac im nabywanie whasciwosci kurczliwych i réznicowanie w
miofibroblasty.

Moje przypuszczenia zostaly potwierdzone pomiarami elastycznosci komorek wykonanymi
z wykorzystaniem mikroskopu sit atomowych (AFM), dzigki wspdipracy z badaczami z
Katedry Fizyki Medycznej i Biofizyki Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej
Uniwersytetu Technicznego (AGH). Przeprowadzone analizy (wyznaczenie wartosci modutu
Young’a w minimum 25 przypadkowo wybranych punktach komérki, dla minimum 30
komérek z kazdej badanej populacji) wykazaly, ze w hodowli in vitro w standardowej
pozywee z surowicg HBF pochodzace od astmatykéw wykazuja blisko 4-krotnie wigksza
sztywno$é niz komérki pochodzace od os6b niechorujacych na astmg (dane w przygotowaniu
do druku, komunikat zjazdowy). Nasze nowatorskie wyniki, ktore wskazuja na zwigkszong
sztywno$é i adhezywno$é HBF z grupy AS, jakkolwiek wymagaja dalszych badan, to moga
thumaczy¢ zwigkszong tatwo$é réznicowania w miofibroblasty, w hodowli in vitro,

fibroblastéw, pochodzacych od chorych na astme oskrzelowa oraz wzmozong aktywnosc

mechanochemiczng tych komérek in vivo.
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IV.2. Fibroblasty oskrzelowe pochodzgce od astmatykow wykazujg zwi¢kszong
ekspresje CTGF indukowana TGF-B;

Przebiegowi astmy oskrzelowej, obok przebudowy sciany oskrzeli, towarzyszy zwigkszone
wydzielanie cytokin, czynnikéw wzrostu i biatek macierzy zewnatrzkomérkowej. Doniesienia
literaturowe ostatnich lat sugerujg, ze czynnik wzrostowy tkanki tgcznej (connective tissue
growth factor — CTGF) moze mie¢ znaczacy udzial w zaburzeniach zwigzanych z
widknieniem wielu narzadéw, ale jak dotad brak bylo danych dotyczacych udziatu CTGF w
przebudowie oskrzeli w astmie. Dlatego w kolejnym etapie realizacji poszukiwan , jakie
cechy fibroblastéw astmatykéw, utatwiaja im roznicowanie w miofibroblasty” podj¢liémy
badania, ktére miaty da¢ odpowiedz na pytanie czy ludzkie fibroblasty oskrzelowe wykazuja
ekspresje CTGF pod wplywem stymulacji TGF-f; oraz czy rézni si¢ ona w komoérkach od
astmatykéw i 0s6b niechorujacych na astme. Wyniki przeprowadzonych doswiadczef
wykazaty (po raz pierwszy), ze HBF pochodzace od astmatykéw majg zdolnos¢ do
wzmozonej ekspresji CTGF pod wptywem TGF-f; w przeciwienstwie do fibroblastow
wyizolowanych od 0séb niechorujacych na astme. Co wigcej, efekt ten jest wyraznie
zmniejszony w HBF astmatykow po aktywacji $ciezki sygnalizacyjnej Wnt (Wojeik i wsp.
2012). Uzyskane wyniki staty si¢ podstawa dalszych badan, ktére kontynuuje pod moja
opieka mgr Katarzyna Wojcik, doktorantka Wydziahu Lekarskiego UICM, w ktore]

przewodzie doktorskim petnig funkcj¢ promotora pomocniczego.

V. Whioski koficowe i znaczenie prowadzonych badan
Cykl prac zwigzanych tematycznie z badaniami in vitro mechanizmu fenotypowego
przejécia fibroblastéw w miofibroblasty w kontekscie patogenezy astmy oskrzelowej jest
wynikiem:

a) moich wieloletnich do$wiadczen badawczych jako biologa komoérki (zajmujacego
si¢ fizjologig zwierzgcych komoérek prawidtowych i nowotworowych w réznych
stanach patologicznych);

b) nawigzania interdyscyplinarnej wspolpracy z grupg lekarzy i biologow
medycznych (gléwnie z IT Kliniki Choréb Wewnegtrznych w Krakowie)
zaangazowanych zaréwno w leczenie pacjentow z astma oskrzelowa jak 1 bﬁdania

mechanizméw lezacych u podioza patogenezy tej choroby;
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c) zainteresowania przeze mnie ciekawym tematem badawczym (procesami FMT i
przebudowy sciany oskrzeli w astmie) grupy miodych naukowcow (doktorantow i
magistrantéw), ktérzy umozliwili mi utworzenie zespotu badawczego.

Wyniki przeprowadzonych dotychczas badaf (w tym badan przedstawionych w cyklu prac
bedacych podstawg postgpowania habilitacyjnego) przyczynity sie do lepszego poznania (na
poziomie komorkowym) mechanizmu fenotypowego przejécia fibroblastow w miofibroblasty,
kluczowego procesu, ktéry prowadzi do remodelingu drog oddechowych chorych na astmg
oskrzelowa. Nasze rezultaty sugerujg rowniez nowe kierunki dalszych badan, ktérych celem
bedzie poszukiwanie nietradycyjnych, lepszych strategii w leczeniu oraz profilaktyce astmy.
Mimo od lat trwajacych prob wprowadzania coraz to nowych lekow w terapii astmy, u
wigkszosci chorych (szczegdlnie na astme cigzka lub zawodowa) wcigz nie mozna liczy¢ na
pelna remisj¢ choroby, przede wszystkim ze wzgledu na nieodwracalng przebudowg sciany
oskrzeli, ktéra prowadzi do postepujgcego pogorszenie wydolnosci narzadu oddechowego.
Dlatego prowadzone przez nas, w ukladzie in vitro, badania mechanizméw FMT fibroblastow

oskrzelowych izolowanych od pacjentéw chorych na astmg wydaja si¢ zaréwno bardzo

potrzebne jak i obiecujace.

VI. Dalsze perspektywy badawcze

W najblizszym czasie moje gtowne zainteresowania badawcze beda nadal koncentrowaly
sie wokot dalszego poznawania mechanizméw FMT oraz udziatu miofibroblastéw w procesie
przebudowy $ciany oskrzeli w kontekscie astmy. W planowanych przeze mnie dalszych
badaniach zamierzam wykorzysta¢ zdobyte do$wiadczenia, nawigzane wspdlprace i uzyskane
juz wyniki wstepnych analiz do realizacji nastepujacych zadan:

a) okreslenia roli Cx43 w procesach fenotypowego przejscia fibroblastow oskrzelowych

w miofibroblasty oraz powiazan migdzy szlakiem sygnalizacyjnym TGF-B/Smad, a
szlakami regulujgcymi ekspresjg Cx43 w HBF pochodzacych od os6b chorujacych i
niechorujacych na astmg

b) poznania udziatu réznych drég endocytozy za posrednictwem receptoréw w regulacji

wewnatrzkomorkowej sygnalizacji od TGF-; w fibroblastach oskrzelowych z obu
badanych grup

¢) zbadania wplywu statyn na indukowane TGF-B,; przejscie w miofibroblasty HBF

pochodzacych od astmatykéw, w modelu hodowli 3D (np. na podiozu pokrytym
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Martigelem), ktéra znacznie lepiej niz model 2D odzwierciedla sytuacj¢ spotykang w
tkance podnablonkowej oskrzeli in vivo

opracowania modelu hodowli mieszanej ludzkich komérek nabtonka oskrzelowego
(HBEC) i HBF. Komérki HBEC bedg hodowane w ukladzie tzw. hodowli na granicy
faz, w jednym naczyniu z fibroblastami oskrzelowymi hodowanymi w sieci
kolagenowej. Taki uktad doswiadczalny stanowi w naszej opinii jeden z najlepszych
modeli troficznej jednostki nabtonkowo-mezenchymalne;.

okreslenie w modelu hodowli mieszanej, komorek nablonka oskrzelowego 1
fibroblastow, jaki wplyw na regeneracj¢ uszkodzonego przez czynniki zewngtrzne
nablonka moga mie¢ fibroblasty ( w zaleznosci od tego czy pochodzg od pacjentow z

astma czy od 0s6b zdrowych).
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5. Oméwienie pozostalych osiggniec¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

OSIAGNIECIA NAUKOWE, NIEZWIAZANE Z TEMATYKA BADAN,
STANOWIACYCH PODSTAWE POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO

I Ogolna charakterystyka dorobku naukowego

Po zdaniu matury w II Liceum Ogdlnoksztatcagcym w Rzeszowie podjetam studia na
kierunku biologia Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie, ktore zakonczytam uzyskujgc dyplom (z wyréznieniem) magistra biologii, w
zakresie biochemii. Swoja prace magisterska wykonatam pod bezposrednia opiekg naukowg
prof. dr hab. Aleksandra Koja w Zakladzie Biochemii Zwierzat Instytutu Biologii
Molekularnej Wydziatlu BiNoZ. Pasja naukowa mojego promotora i wiaczanie przez
Profesora A. Koja magistrantéw do swoich badan zaowocowato moim zafascynowaniem
badaniami naukowymi i zaangazowaniem si¢ w pracg laboratoryjng, w zakresie znacznie
przewyzszajagcym wymagania stawiane magistrantom. Efektem tego byto moje
wspotautorstwo w 2 publikacjach, ktore dotyczyly roli oraz aktywnosci cytoplazmatycznej i
mitochondrialnej wybranych sulfotransferaz w tkankach zwierzgcych (Auriga i Koj 1975, Koj
iwsp. 1977).

Po ukonczeniu studiéw podjetam studia doktoranckie z biologii molekularnej na
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UJ, ktére po rocznym przedtuzeniu zwiagzanym z urlopem
macierzynskim i wychowawczym ukoriczytam w 1980 roku obrong pracy doktorskiej i
uzyskaniem tytutu doktora nauk przyrodniczych. Rozprawe doktorska, ktérej promotorem byt
prof. dr hab. Wiodzimierz Korohoda, wykonywatam w Zaktadzie Biologii Komorki Instytutu
Biologii Molekularnej Wydziatu BiNoZ Wykonana praca dotyczyta badan nad mozliwoscia
zastosowania elektroforezy kolumnowej w gradiencie ggstosei do rozdziatéw heterogennych
populacji komérek oraz frakcji subkomérkowych. Bezposrednia wspétpraca naukowa z
Profesorem Wiodzimierzem Korohodg oraz zajecia, w ktérych uczestniczylam w okresie
studiéw doktoranckich znaczaco przyczynity sie zardwno do wzbogacenia mojego warsztatu
metodycznego, jak i mojego zainteresowania biologiag komorki.

Po obronie pracy doktorskiej zostalam zatrudniona w Zakfadzie Biologii Komérki
jako asystent naukowo-dydaktyczny i wlaczylam si¢ do zespotu badawczego prof. W.
Korohody. Pierwszym realizowanym przeze mnie tematem naukowym byty badania roli bfon
komérkowych w regulacji wzrostu i réznicowania komérek nowotworowych. Moje badania

w tej tematyce zaowocowaly wspotautorstwem 4 prac do$wiadczalnych (Zaporowska-Siwiak
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i wsp. 1985. Kajstura i wsp. 1988, Korohoda i wsp. 1993, 1994), ale musz¢ zaznaczy¢, Ze
byly one dwukrotnie przerywane moim pobytem na urlopach macierzynskich i
wychowawczych.

Po powrocie do pracy na stanowisko starszego asystenta, zmienifam moje
zainteresowania badawcze i skupitam si¢ na roli cytoszkieletu aktynowego w roznych stanach
patologicznych prawidtowych komérkach zwierzecych. Liczne wezesniejsze, doniesienia
literaturowe wskazywaly istotny wplyw cytoszkieletu aktynowego na takie procesy
fizjologiczne komoérek jak proliferacja, roznicowanie, migracja czy endocytoza oraz na
zaburzeniach tych proceséw przez réznorodne czynniki (np. patogeny, toksyny, leki). Moja
uwage zwrocit natomiast brak badari dotyczacych wptywu, powszechnie stosowanych
klinicznie $rodkéw znieczulajacych miejscowo, (ktére w komérkach pobudliwych zaburzajg
potencjal czynnosciowy) na prawidiowe funkcjonowanie ludzkich komérek niepobudliwych.
W naszych badaniach, wykazalismy, ze anestetyki lokalne (czesto stosowane migjscowo,
bezposrednio na skdre), w stezeniach odpowiadaj gcych dawkom skutecznym w praktyce
medycznej, wywoluja drastyczng dezorganizacje cytoszkieletu aktynowego w fibroblastach
skoéry ludzkiej (HSF) w hodowli in vitro (Korohoda i wsp. 1994, Pierzchalska i wsp. 1998).
Obserwowane zmiany ksztattu i zahamowanie migracji HSF w obecnosci anestetykow byly
odwracalne i spowodowane bezpo$rednim oddziatywaniem tych zwigzkdw na system
aktynomiozynowy fibroblastow, co przejawiato si¢ nasileniem aktywnoéci skurczowej
komérek. Wykazaliémy réwniez, ze zwigzki te (np. prokaina) zmieniajg w znaczacy sposéb
organizacje cytoplazmy fibroblastow (powodujac wakuolizacje), zwiekszaja aktywnos¢
endocytozy fazy ptynnej i hamujg proces egzocytozy konstytutywnej (Michalik i wsp. 2003).
Nasze badania przyczynily si¢ w istotny sposob do poznania molekularnego mechanizmu
dzialania $rodkéw znieczulajacych migjscowo (z grupy amidoamidow i amidoestrow) na
komorki ludzkie oraz wykazaly, ze zwigzki te powinny by¢ stosowane z duzg ostroznoscia,
szczegolnie jako skladniki masci i krem6w o dziataniu przeciwbdolowym. W tym okresie,
moje doswiadczenie eksperymentalne poszerzatam prowadzac dodatkowo do$wiadczenia we
wspblpracy z naukowcami z innych zakiadow naszego wydziatu. Dotyczyly one
mechanizméw zmian w organizacji cytoszkieletu aktynowego oraz procesach transportu
wewnatrzkomdrkowego, ktore w komérkach zwierzecych mogg by¢ wywolywane przez
rozne patogeny (Marewicz i wsp. 1995, Slezak i wsp. 2004).

Zdobyte doswiadczenia w pracy laboratoryjnej oraz poszerzenie wiedzy teoretycznej,
zainspirowaly mnie do nawigzania wspélpracy z zespotem prof. Marka Sanaka z II Katedry
Choréb Wewnetrznych UJ CM i rozpoczgcia badan nad mechanizmami zmian w
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cytoszkielecie ludzkich fibroblastow oskrzelowych, ktére towarzysza procesom przebudowy
$ciany oskrzeli w astmie. Wynikiem rozpoczetych wowczas badan jest m.in. przedstawiony
powyzej cykl publikacji bedacy podstawg postgpowania habilitacyjnego.

Na tym etapie mojego rozwoju naukowego wlaczytam si¢ rowniez do badan
zwigzanych z dwoma projektami realizowanymi w Zakladzie Biologii Komorki. Pierwszy,
kierowany przez prof. dr hab. Zbigniewa Madeje, dotyczyt ,,wptywu homo- i heterotypowych
oddziatywan komdérka-komorka na aktywno$¢ ruchowg komorek nowotworowych” i
zaowocowal moim wspdtautorstwem w publikacji doswiadczalnej (Madeja i wsp. 2001).
Drugi temat badawczy, w ktorym uczestniczytam prowadzony byl przez dr hab. Jolante
Sroke, we wspolpracy z zespotem prof. dr hab. Stanistawa Przestalskiego z Katedry Fizyki i
Biofizyki Akademii Rolniczej we Wroctawiu. Projekt dotyczyl mechanizméw szkodliwego
dziatania zwigzkéw metaloorganicznych, ktore sg istotnym powodem zanieczyszczen
$rodowiska naturalnego, na fizjologiczne funkcje komoérek zwierzgcych. Efektem
prowadzonych badan byto wykazanie, ze organiczne zwiazki cyny i olowiu, w stezeniach,
ktore nie mialy wptywu na przezywalnos$¢ komorek, wywotywaty zmiany morfologii
komérek i organizacji cytoszkieletu oraz powodowaty zaburzenia réznych procesow
metabolicznych, m.in. pinocytozy (Michalik i wsp. 2001), migracji i chemotaksji réznych
typéw komérek (Sroka i wsp. 2001, 2002, 2004). Waznym rezultatem przeprowadzonych
doswiadczen bylo wykazanie, ze niewystarczajace jest badanie szkodliwego dziatania
organicznych pochodnych metali poprzez okreslanie ich bezposredniej cytotoksycznosci.
Zwigzki te, nawet gdy wystepujg w srodowisku w dawkach znacznie nizszych niz dawki
letalne, mogg zaburzaé prawidlowe funkcjonowanie réznych typow komorek, co w
konsekwencji moze by¢ przyczyng wielu choréb.

Nasze mozliwosci metodyczne i doswiadczenie w badaniach in vifro procesow
zyciowych komoérek w zmieniajgcych sie warunkach $rodowiska zostaly dostrzezone przez
badaczy z Katedry Farmakognozji Wydziatu Farmacji UICM (zesp6t prof. dr hab. Zbigniewa
Janeczko), ktorzy zaproponowali nawigzanie interdyscyplinarnej wspotpracy. Rozpoczete w
2006 roku wspdlne badania dotyczyty wptywu wybranych saponozydow triterpenowych
(nowo-wyizolowanych z roslin z rodzaju Lysimachia) na wlasciwosci fizjologiczne komorek
nowotworowych i prawidtowych w hodowli i pozwolity na wyselekcjonowanie kilku,
nieopisanych dotychczas, saponin o korzystnych wlasciwosciach cytotoksycznych lub
cytostatycznych, ktore moga staé si¢ przedmiotem dalszych badan w aspekcie potencjalnego
wykorzystania tych zwigzkow do opracowywania nowych terapii antynowotworowych.
Uzyskane wyniki wykazaly réwniez, Ze saponiny roznigce si¢ tylko nieznacznie strukturg
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chemiczna czasteczek wykazuja znaczace réznice w aktywnosci biologicznej na rozne typy
komérek (Podolak i wsp. 2007, Galanty i wsp. 2008, Sobolewska i wsp. 2012, Podolak i wsp.
2013 a, b). Realizacja badafi w tym temacie miata swoje podstawy merytoryczne oraz
finansowe przede wszystkim w kierowanym przez dr Irmg Podolak projekcie badawczym,
ktérego bytam gtéwnym wykonawca (projekt: "Badania profilu jakosciowo-ilosciowego
saponozydow w rodzaju Lysimachia L. oraz ocena ich aktywnosci cytotoksycznej", nr N
N405 297636).

Mechanizmy wptywu saponin triterpenowych na podstawowe cechy komorek
nowotworowych decydujace o tworzeniu przerzutéw sg réwniez przedmiotem badan scidle ze
mng wspotpracujacej mgr Pauliny Koczurkiewicz, doktorantki Wydziatu Farmacji UICM,
ktérej jestem promotorem pomocniczym w otwartym przewodzie doktorskim. Wyniki
dotychczas uzyskane przez doktorantke staly si¢ podstawa dwdch zaakceptowanych do druku

publikacji dogwiadczalnych z moim wspétautorstwem (Koczurkiewicz i wsp. 2013 a, b)

Realizowane aktualnie zadania badawcze (niezwigzane z tematykg badan,

stanowiacych podstawe postepowania habilitacyjnego)

W chwili obecnej, moja zainteresowania badawcze koncentrujg sig przede wszystkim na
poznawaniu mechanizméw FMT w kontekscie patogenezy astmy (tematyka habilitacyjna),
ale prowadze réwniez badania w kilku innych tematach w obrebie podjetych wezesniej badaf
interdyscyplinarnych. Pierwszy z realizowanych tematéw zwigzany jest z nadal trwajaca
wspdlpraca z badaczami z Katedry Farmakognozji Wydziatu Farmacji UICM i koncentruje
si¢ wokét poznania mechanizméw dziatania nowoizolowanych zwiazkéw roslinnych o
korzystnych wlasciwosciach biologicznych, w aspekcie toksycznosci, selektywnosci i
specyficznoscei dziatania tych zwiazkéw na rézne typy komoérek nowotworowych, o
odmiennym potencjale metastatycznym. Celem tych badan jest poszukiwanie zwigzkow,
ktére moglyby znalezé zastosowanie w nowych terapiach Jub profilaktyce antynowotworowej
(terapie celowane, leki wspomagajace).

Inny aktualnie realizowany przeze mnie temat badawczy zwigzany jest z podjeta
niedawno wspotpracg z Wydziatem Chemii UJ. Badania prowadzone przeze mnie (wWraz z
magistrantami, ktorzy sg pod moja opieka naukowa) wspolnie z grupa chemikéw z Zakladu
Chemii Fizycznej i Elektrochemii Wydziatu Chemii dotycza wstepnej oceny wlasciwosci
wybranych biopolimeréw polielektrolitowych, w celu poszukiwania zwiazkéw o
najkorzystniejszych wlasciwodciach biologicznych i potencjalnym zastosowaniu jako
biomaterialy. Potrzeby wspolczesnej medycyny pociagaja za soba koniecznos¢ zar6wno
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doskonalenia stosowanych juz w praktyce biomateriatlow, jak i wprowadzania do praktyki
lekarskiej nowych. Badania prowadzone sg na ludzkich komérkach prawidtowych w hodowli
in vitro i dotyczg oceny cytotoksycznosci réznych pochodnych poli(chlorowodorku
alliloaminy) oraz wplywu tych zwigzkéw na aktywno$¢ proliferacyjna, migracjg, adhezje¢ oraz
zdolno$¢ wydzielniczg (cytokin prozapalnych; biatek ECM ) badanych komorek. Efektem
wymiernym przeprowadzonych dotychczas badan jest 1 opublikowana w biezacym roku
praca, ktdrej jestem wspotautorem (Wytrwal i wsp. 2013) oraz uzyskanie cickawych
wynikow pilotazowych doswiadczen na fibroblastach skory ludzkiej hodowanych na
podtozach pokrytych wielowarstwowymi ,.filmami” polielektrolitowymi. Wyniki te
(przedstawione w pracy magisterskiej pana Karola Zrubka, czerwiec 2013) beda podstawa
dalszych badan, zaréwno in vitro jak i in vivo, ktore mamy nadziej¢, ze zaowocuja nie tylko
dalszymi publikacji, ale i wprowadzeniem nowego biomateriatu do testow klinicznych.

W ostatnich latach wlgczylam si¢ rowniez do badan prowadzonych w ZBK przez zesp6t
dr hab. Jarostawa Czyza, zwigzanych z identyfikacja szlakow sygnatowych determinujacych
heterogennos¢ populacji komorek nowotworowych oraz funkcja koneksyn i ztgcz
szczelinowych w progresji nowotworowej i tworzeniu przerzutow. Wymiernym efektem tej
wspolpracy jest moje wspdtautorstwo opublikowanej pracy do$wiadczalnej (Szpak 1 wsp.
2011) oraz drugiej pracy wystanej do druku (Ryszawy i wsp. ,,Functional links between Snail-
1 and Cx43 account for the recruitment of Cx43-positive 1 cells into the invasive front of
prostate cancer™).

Poznanie wzajemnych relacji miedzy funkcjami Cx43 a rozwojem choroby nowotworowej,
skfonito mnie do wysunigcia przypuszczenia, ze takie powigzania mogg mie¢ miejsce rowniez
w innych chorobach o podlozu zapalnym, miedzy innymi w astmie. Hipoteza ta stanowita
asumpt do doswiadczen, ktérych celem bylo okreslenie wzajemnych powigzan migdzy
szlakami regulujgcymi ekspresje Cx43 w fibroblastach oskrzelowych oraz przejscia tych
komorek w kierunku fenotypu charakterystycznego dla miofibroblastow. Zapoczatkowane
zostaly rowniez badania nad wykorzystaniem naszego modelu do$wiadczalnego
(r6znicowania fibroblastéw w miofibroblasty) do analiz wptywu lokalnego stanu zapalnego
na procesy zwigzane z inwazja nowotworowa. Wiadomo, ze zaréwno lokalny stan zapalny jak
i Cx43 zaangazowane sg w procesy zwigzane z tworzeniem metastaz. Opracowywany obecnie
uktad pozwolitby na usytuowanie obu tych elementow we wspélnym kontekscie.
Zapoczatkowane badania bedg kontynuowane.

Wspbtpracuje réwniez z Katedra Biotechnologii Zywnosci Wydziatu Technologii
Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie w zakresie opracowania nowych technik
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trojwymiarowej hodowli komérek, ktére moglyby by¢ wykorzystane w badaniach
zywieniowych i zootechnicznych. Skutkiem tej wsp6tpracy jest publikacja metodyczna

dotyczaca opracowania nowej techniki hodowli organoidéw jelitowych (Pierzchalska i wsp.

2012).

Podsumowanie
Podsumowujac, méj dorobek badawczy obejmuje facznie 43 publikacje naukowe (40 po

doktoracie). 35 prac (33 po doktoracie) zostato opublikowanych w czasopismach
znajdujacych sie na tzw. Liscie Filadelfijskiej, o facznym wspétczynniku oddziatywania IF =
61,895. Wedlug bazy Web of Science na dziefi 5.09.2013 opublikowane prace byly cytowane
142 razy (119 bez autocytowarn).

M6j aktualny H-indeks =7. W moim dorobku naukowym znajduje si¢ ponadto uczestnictwo
w 36 miedzynarodowych i krajowych zjazdach i konferencjach naukowych , na ktérych
wyniki naszych badan zostaty przedstawione w 83 komunikatach zjazdowych (7

wygloszonych referatach plenarnych i 76 posterach).

el hackodil
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