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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 zm.):

4.1 Tytut osiggniecia naukowego

» Rola $ciezki sygnatowej BMP oraz jej wptyw na $ciezke WNT w regulacji
komoérek macierzystych i komadrek prekursorowych mieszka wiosowego”.
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4.3 Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

A. Wstep

Podczas rozwoju embrionalnego warstwa multipotencjalnych komodrek macierzystych daje
poczatek i jest odpowiedzialna za powstanie naskérka i przydatkéw skéry, w tym mieszkow
wtosowych. Morfogeneza mieszkéw wiosowych wynika z serii wzajemnych oddziatywan
nabtonkowo-mezenchymalnych, zapoczgtkowujacych wgtebianie nabtonka, ktéry nastepnie
namnaza sie i rdznicuje, tworzac najpierw kanat lub wewnetrzng pochewke wtosa (ang. inner root
sheath, IRS), a nastepnie todyge witosa (1, 2). Po urodzeniu dojrzata todyga wtosa (ang. hair shaft, HS)
sktada sie z rdzenia (ang. medulla), otoczonego koncentrycznym pierscieniem komérek korowych
(ang. cortical cells), ktére z kolei na powierzchni wtosa sg otoczone warstwg powtoczki (ang. hair shaft
cuticle). Pod powierzchnig skéry todyga wtosa jest otoczona przez wewnetrzng pochewke wtosa (ang.
inner root sheath, IRS), ktéra sktada sie przesuwajgc sie od srodka na zewnatrz z ostonki pochewki
wewnetrznej, warstw Huxley’a i Henle'a. Komodrki ostonki pochewki wewnetrznej taczg sie z
komérkami powtoczki witosa, ale w poblizu powierzchni skéry wewnetrzna pochewka wiosa
degeneruje sie, aby uwolni¢ todyge wtosa na powierzchnie skory (1). Nad podstawg wtosa (cebulkg
wtosa), warstwa Henle’a jest otoczona warstwg towarzyszgcg (ang. companion layer) i zewnetrzng
pochewka witosa (ang. outer root sheath, ORS), strukturg przylegajaca i biochemicznie podobng do
warstwy podstawowej naskorka.

Komorki macierzyste wtosa (ang. hfSC), znajduje sie u podstawy statego, nie podlegajgcego zmiang
cyklicznym odcinka mieszka wtosowego zwanej wybrzuszeniem, w warstwie zewnetrznej pochewki
wtosa (ORS), ktdre w czasie cyklu wtosa proliferujg w gtab skdry wtasciwej i w miare ich réznicowania
dostarczajg komoérek prekursorowych macierzy witosa (3-5). Komorki prekursorowe macierzy wtosa,
nastepnie réznicujg w todyge wtosa (HS) i wewnetrzng pochewke witosa (IRS). Zaréwno todyga wiosa
(HS), jak i wewnetrzna pochewka wtosa tworzg sie rownoczesnie przez koncowe réznicowanie szybko
dzielgcych sie komérek prekursorowym macierzy, ktére otaczajg i utrzymujg kontakt z brodawka
wtosa (ang. dermal papilla DP) (5, 6). Kontakt z komdrkami brodawki wiosa (DP) wydaje sie by¢
niezbedny do przeksztatcenia komdrek macierzystych wtosa w przejsciowo proliferujgce komorki
prekursorowe macierzy (7, 8). Zatem mieszki wtosowe sg wysoce zorganizowanymi miniaturowymi
organami, ktére majg wyjgtkowa zdolnos¢ do aktywnego przechodzenia zsynchronizowanych cykli
regeneracyjnych w normalnych warunkach fizjologicznych. Cykliczna natura normalnej regeneracji
mieszkéw wtosowych jest dobrze zdefiniowana z zsynchronizowanymi cyklami wzrostu (anagen),
degeneracji (katagen) i uspieniem (telogen), ktére sg regulowane na poziomie molekularnym poprzez
interakcje z centrum sygnalizacji mieszczagcym sie w brodawce wtosa (DP) (9).

Przestrzennie zdefiniowane programy réznicowania wtosa sprawiajg, ze jest to doskonaty model do
badania mechanizmdéw molekularnych lezgcych u podstaw nabtonkowo-mezenchymalnych interakcji
podczas specyfikacji linii komérek macierzystych. W tym procesie zaangazowane jest mndstwo
szlakéw transdukcji sygnatu (2, 10-12). Sonic hedgehog (Shh) ulega ekspresji w czesci komodrek
prekursorowych macierzy i uwaza sie, ze odgrywa role w proliferacji wtosa (13). Réznicowanie todygi
wtosa zalezy od sygnalizacji Wnt, a zmiany w tym szlaku generujg szereg jej nieprawidtowosci (2, 14-
19). U myszy z genem reporterowym, TOPGAL dla sciezki Wnt jest on najbardziej aktywny w
réznicujgcych sie komérkach korowych, ktére wycofaty sie z cyklu komérkowego (20). Kanoniczna
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sygnalizacja przez S$ciezke Wnt prowadzi do stabilizacji B-kateniny, ktéra aktywuje czynniki
transkrypcyjne Lefl / Tcf oddziatywujgce z DNA (21). Aby, prekursorowe komérki macierzy wtosa
odpowiedziaty na sygnalizacje Wnt (22), muszg one eksprymowac Lefl. Ostatnio wykazano, ze
ekspresja Lefl w keratynocytach zalezy od inhibitora sygnalizacji BMP czynnika Noggin, ktéry jest
wydzielany przez komérki brodawki wiosa (23, 24). Gdy, komorki prekursorowe macierzy wtosa
eksprymujgce Lefl reagujg na Wnts, aktywujg specyficzne dla wtosa geny keratyn, ktére posiadajg na
DNA w swoich regionach regulatorowych 5' miejsca wigzania Lefl (25, 26). Chociaz wydaje sie, ze
kompleksy Lefl / B-kateniny s wymagane do ekspresji genéw keratyn wtosa, inne czynniki
transkrypcyjne, w tym FoxN1 i Hoxc13, mogg by¢ rowniez zaangazowane (27).

Kiedy dofaczytem do laboratorium profesor Elaine Fuchs i rozpoczatem szkolenie podoktoranckie
na pierwszy rzut oka, rola hamowania BMP w mieszku wtosowym wydawata sie bardzo wazna, ale nie
do konica zrozumiana. Trudnosci w zrozumieniu jak sciezka BMP reguluje rézne warstwy wtosa
wynikaty ze ztozonego wzoru jej ekspresji. W tym czasie wiadomo byto, ze BMP2 i BMP4 ulegaty
ekspresji w komodrkach prekursorowych wiosa, BMP4 i BMP7 w brodawce witosa, BMP7 w
zewnetrznej pochewce wiosa, a BMP7, BMP8a i BMP8b byty obecne w wewnetrznej pochewce wtosa
(28-31). Ponadto postulowano réwniez pozytywng role BMP we wtosach, gdzie aktywacja BMP
wptywa zaréwno na proliferacje, jak i réznicowanie (32, 33). W dodatku, podczas gdy Noggin (jako
antagonista BMP) miat pozytywny wptyw na ekspresje Lefl, ma negatywny wptyw na warstwe
korowg wtosa, gdzie ektopowa ekspresja Noggin’a zmniejszata ekspresje FoxN1 i Hoxcl3 i
spowodowata gtéownie defekty todygi wtosa bez widocznych nieprawidtowosci wewnetrznej
pochewce wtosa (34, 35). Wiedzac, ze przesiewanie przez potencjalne funkcje $ciezki BMP we wtosie
bedzie stanowito powazne wyzwanie, dlatego generowato to potrzebe stworzenia nowych
ujednoliconych systeméw modelowych. Tak, aby mogty one odpowiedzie¢ na pytania dotyczace roli
sygnalizacji BMP w rozwoju mieszkdw wtosowych, skupiajagc sie na zaréwno na komdrkach
prekursorowych i komdrkach macierzystych witosa. Ponadto jednym z kluczowych pytan bez
odpowiedzi w tym czasie byto pytanie, jak wyjasnié, ze chociaz ekspresja mRNA Lefl byfa najwyzsza
w proliferujgcych komoérkach prekursorowych macierzy, to jednak wystepowato niewyjasnione
opdznienie, zanim pojawity sie oznaki odpowiedzi sciezki Wnt, z nastepujacag koncentracjg Lefl i B-
katenina w jadrze i postep w kierunku réznicowania wtosoéw (20, 25).

Sygnalizacja przez $ciezke BMP ma kluczowe znaczenie dla instruowania komaérek prekursorowych
macierzy do ostatecznego roznicowania sie w widoczng strukture wtosow

Aby odpowiedzie¢ na powyzisze pytania i zbada¢ dalej role sygnalizacji BMP w réznicowaniu
mieszkdw wtosowych, zdecydowatem sie uzy¢ specyficznej tkankowo technologii ablacji genu in vivo
na modelu mysim. Biorgc pod uwage potencjalng nadmiernos$¢ ekspresji ligandéw BMP, skupitem sie
na receptorze 1A dla $ciezki BMP (BMPRIA), o ktérym byto wiadomo, ze ulega ekspresji w mieszkach
wtosowych (23), i jest wymaganym do specyfikacji ektodermy konczyny (36, 37). Poprzez
skrzyzowanie myszy, w ktérych ekspresja rekombinazy Cre (38) aktywowana jest przez promotor
keratyny 14 (K14) z myszami Bmprila flox / flox (39), bytem w stanie wytgczy¢ ekspresje BMPRIA
zarowno w komoérkach macierzystych zarodkowego nabtonka skoéry i we wszystkich komdrkach
nabtonkowych skéry juz w dniu 15.5 rozwoju zarodkowego (E15.5). Wiekszos¢ zwierzat
pozbawionych BMPRIA umierata kilka dni po urodzeniu (najprawdopodobniej z powodu ubytkow w
nabtonku jamy ustnej), ale przeszczepienie skory z dnia E17.5 umozliwito jej analize po urodzeniu.
Myszy niosgce dwa floxed allele Bmprla i K14-Cre byty mniejszych rozmiardw i wykazywaty wyraznie
nieprawidtowe lub catkowity brak waséw (40). W E17.5, mieszki wtosowe pozytywne dla BMPRIA
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byty widoczne w skérze kontrolnej (CON), i az do 1 dnia pourodzeniu (P1), kontrolne wtosy ujawnity
komérki BMPRIA-pozytywne we wszystkich stadiach réznicowania. Zauwazytem, ze ekspresja
BMPR1A byta najwyzsza w ORS, komodrkach prekursorowych macierzy i komérkach przedkorowych
wtosa, co byto zgodne z poprzednimi obserwacjami grupy Botchkarev i in. (41). Dalsze analizy
wykazaty, ze wasy i wlosy nie uformowaty sie przy catkowitym braku BMPRIA. Histologia mieszkdéw
wtosowych bez receptora 1A (BMPR1AKO, nokaut, KO) w 2-gim dniu po urodzeniu (P2) wykazata duze
nieprawidtowosci w jego rozwoju. W tym wieku wtosy w kontroli na grzbiecie zaczety wykazywac
dobrze zréznicowang strukture, ztozong z zewnetrznej pochewki wtosa (ORS), wewnetrznej pochewki
wtosa (IRS) i todygi wiosa (HS), przeciwnie w KO zauwazytem, ze wiosy wykazywaty strukture ORS i
opuszkowa podstawy wtosa, ale brakowato typowych warstw IRS i todygi wtosa (HS) (40). Ogdlnie,
mieszki wiosowe wydawaty sie niedojrzate, przypominajace te ze skoéry zarodkowej w pdZnym
stadium, a nie ze skdry po urodzeniu. W przeciwienstwie do tego, naskérek KO wykazywat normalne
réznicowanie koncowe (40). W dniu P4 rdznice w mieszkach wtosowych byty jeszcze bardziej
widoczne, wtosy bez BMPR1A nadal nie wykazywaty zadnej warstwy komdrek korowych (Co),
komorek poprzecznie prazkowanego rdzenia (Me), ani wewnetrznej pochewki wtosa (IRS), podczas,
gdy te struktury byta dobrze rozwinieta we wtosach w kontroli (40).

We wczesnych stadiach normalnego réznicowania kocowego wszystkie warstwy IRS wykazywaty
granulki trichohaliny (Th), ktore sg wieksze i bardziej obfite niz w rdzeniu wtosa. Przesuwajac sie
stopniowo w goére warstwa Henle’a w warstwie wewnetrznej pochewki wtosa staje sie wysoce
zrogowaciata, budujac rzad ptaskich, wierzchotkowych komaérek. Warstwa towarzyszaca (Cp) opiera
sie na warstwie Henle’a. U podstawy (cebulki) zarowno mieszkdw wtosowych kontrolnych, jak i
mieszkéw wtosowych KO, obserwowatem wzglednie niezréznicowane komorki prekursorowe
macierzy (Mx). Komérki macierzy wykazywata liczne mitozy (Mi), zgodne z jej stanem proliferacyjnym
(40). Wreszcie rdznice, ktore zauwazytem w mieszkach wtosowych w P2, zostaty dalej wyolbrzymione
w P4. Na tym etapie rdzen byt dobrze rozwiniety w wiekszosci kontrolnych mieszkéw wtosowych, a
jego wysoce zorganizowany rzad komoérek w centrum mieszka wtosowego byt wypetniony granulkami
trichohaliny (Th) i melaniny (Mel). Natomiast fodyga wtosa w P4 w BMPR1AKO sktadata sie gtéwnie z
komaorek ORS i warstwy towarzyszgcej (Cp).

Aby potwierdzi¢ te morfologiczne nieprawidtowosci we wtosach bez BMPR1A, sprawdzitem ponadto
markery biochemiczne specyficzne dla wewnetrznej pochewki wtosa (IRS) lub réznicowania todygi
wtosa (HS). Wykazatem, ze trichohialina (rozpoznawana przez AE15 Ab) specyficzna dla IRS i rdzenia
(42) lub specyficzne dla todygi wiosa keratyny dla gtéwnego biatka strukturalnego (rozpoznawalnego
przez AE13 Ab)(43) byty nieobecne we wtosach bez BMPR1A (40). Natomiast wykazatem réwniez, ze
keratyna 5 (K5) specyficzna dla naskérkowej warstwy podstawowej i zewnetrznej pochewki wtosa
(ORS) normalnego mieszka wiosowego (44) i czes¢ biatek keratyny 6 (K6) specyficznych dla warstwy
towarzyszacej (Cp), oddzielajgcej zewnetrzng i wewnetrzng ostonke wtosa (45) zostata utrzymana w
mieszkach wtosowych BMPR1AKO (40).

Aby doktadniej zbadaé aberracje w wewnetrznej pochewce wtosa (IRS) i réznicowaniu todygi wtosa
(HS), zbadatem ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych znanych z regulowania tych programodw.
Czynnik transkrypcyjny GATA-3 odgrywa zasadniczg role w réznicowaniu komérek prekursorowych
wewnetrznej pochewki wtosa (IRS)(46), podczas gdy specyficzne dla todygi wtosa geny keratyn
posiadajg sekwencje regulatorowe dla czynnika transkrypcyjnego Lefl (25). GATA-3 byt znacznie
zmniejszony w mieszkach wtosowych BMPR1AKO w stosunku do ich odpowiednikéw kontrolnych, w
przeciwienstwie do tego, mieszki wiosowe KO zachowaty ekspresje Lefl, potwierdzajac hipoteze, ze
ekspresja Lefl w keratynocytach skéry moze zaleze¢ od hamowania sygnalizacji BMP (23, 24).
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Potwierdzitem réwniez status proliferacji komérek mieszkéw wtosowych KO w macierzy wiosa,
stosujgc przeciwciato przeciwko Ki67 dla komdrek w aktywnym cyklu podziatowym. Dane te,
sugerujy, ze komorki prekursorowe macierzy wtosa nie byly zatrzymane w rozwoju, ale raczej
zdezorganizowane i zablokowane w ich réznicowaniu. W przypadku IRS blok wydawat sie by¢ na
poziomie ekspresji GATA-3, podczas gdy w przypadku struktur fodygi wtosa blok wydawat sie
przekracza¢ poziom ekspresji Lefl, ale wystepowat przed aktywacjg specyficznych dla wtoséw gendéw
keratyn regulowanych za posrednictwem Sciezki WNT (40).

Aby doktadniej zbadaé defekty molekularne lezgce u podstaw defektéw zwigzanych z BMPRIA w
roznicowaniu todygi wilosa, przetestowatem wrazliwos¢ komdrek prekursorowych macierzy na
Sciezke WNT w skdrze BMPR1AKO. Do tych badan wygenerowatem nowe myszy transgeniczne, gdzie
efekty warunkowej ablacji dla genu BMPRIA byt monitorowany na myszach reporterowych TOPGAL,
wrazliwych na aktywacje $ciezki WNT, w ktérych TOP promotor kieruje ekspresjg B-galaktozydazy.
TOPGAL reporter wiernie wyznakowywat komérki przedkorowe i korowe todygi wiosa in vivo,
wszedzie tam, gdzie obecne s3 jadrowy Lefl i jadrowa B-katenina (20). Co ciekawe, w mieszkach
wtosowych bez BMPR1A barwienie TOPGAL w tescie X-gal nie byto widoczne (40). Podsumowuijac,
odkrycia te sugerujg, ze pod nieobecnos¢ BMPRIA, komorki prekursorowe macierzy sg zdolne do
ekspresji Lefl, ale nie reagujg na WNTs i dlatego nie aktywujg TOPGAL ani endogennych, wrazliwych
na WNT gendw keratynowych odpowiadajgcych na WNT.

Co wiecej, bytem w stanie wykazaé, ze w skérze kontrolnej aktywno$¢é TOPGAL dobrze korelowata z
komodrkami, ktére wykazujg jadrowy Lefl, jak rowniez jadrowq B-katenine, w przeciwienstwie do
skéry BMPRIA-KO, gdzie nawet pomimo ekspresji Lefl, nie wykryto jadrowej B-kateniny w
odpowiadajgcy region rozwijajgcych sie mieszkow wtosowych (40). Odkrycia te sugeruja, ze wada
polegata na braku postepu mieszkdéw wtosowych z niedoborem BMPRIA w stabilizacji B-kateniny i
aktywacji Lefl. Chociaz WNTs uwazane s3 za odpowiedzialne za sygnalizacje na tym etapie (22), w
przysztosci bedzie interesujgce zbadanie dalszego mechanizmu molekularnego, w jaki sposéb
komorki prekursorowe macierzy sg w stanie aktywowac kanoniczny szlak WNT ze stabilizacjg B-
kateniny w obecnosci BMP sygnalizacji.

Na tym etapie badan udato mi sie zbada¢ to bardziej szczegdtowo in vitro, hodujgc pierwotne
keratynocyty izolowane ze skory kontrolnych i BMPR1AKO myszy. Najpierw sprawdzitem, ze utrata
BMPRIA byta wystarczajgca, aby zapobiec sygnalizacji BMP w tych hodowanych keratynocytach,
wykazujac brak aktywacji fosforylacji czynnika transkrypcyjnego P-Smad1 (47), nastepnie pokazatem
silng jadrowg ekspresje Lefl, podczas gdy keratynocyty kontrolne wykazaty jej brak (40). Zatem wyniki
wykazaty przekonujgco, ze dziatanie pozywki z dodatkiem Noggin’a na ekspresje Lefl obserwowang
uprzednio w keratynocytach (24), jest posredniczone przez wptyw na aktywacje receptora 1A sciezki
BMP. Zdolnos¢ mieszkéw wiosowych BMPR1AKO do ekspresji Lefl i Wnts, a mimo to nie
aktywowania TOPGAL sugerowata blokowanie zdolnosci tych komorek do reagowania na sygnalizacje
WNT. Dlatego, aby jeszcze bardziej zbada¢ te mozliwosé, przeprowadzitem badania in vitro przy
uzyciu dwdch dobrze znanych promotoréw reagujagcych na WNT: TOP, zawierajgcych
multimeryzowane miejsca wigzania DNA dla Lefl (48), i HK1, jeden ze specyficznych promotoréw
keratyn wtoséw zawierajgcych funkcjonalne miejsca wigzania dla Lefl na DNA (25, 26).

Hodowane w normalnych warunkach pozywki, zaréwno kontrolne, jak i KO keratynocyty wykazywaty
bardzo niskg aktywacje TOPFlash i HK1Flash. W obecnosci N-koricowo skrdoconej, wysoce stabilnej B-
kateniny (ANPB-catenin), kontrolne keratynocyty nadal wykazywaty minimalng aktywacje albo
TOPFlash albo HK1Flash. Przeciwnie, komdrki BMPR1AKO wykazywaty ponad pieciokrotny wzrost
aktywacji dla TOPFlash i HK1Flash w odpowiedzi na transfekowang ANB-katenine. Razem dane te
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pokazujg, ze keratynocyty z ablacjag BMPR1A i z brakiem aktywacji Smad eksprymowaty Lefl i mozna
byto przywréci¢ reaktywnos$é gendw reporterowych TOPFlash i HK1Flash przez transfekcje
konstytutywnie stabilizowang B-katening (40).

Poniewaz myszy pozbawione Bmprla umierajg kilka dni po urodzeniu, aby ocenié¢ dtugoterminowe
konsekwencje braku ekspresji BMPRIA w nabtonku skory, przeszczepitem skére noworodka z myszy
kontrolnych i myszy po ablacji genu BMPR1A na grzbiet myszy z obnizong odpornoscig (nu/nu). W
24-tym tygodniu po przeszczepie wtosy byty widoczne tylko na przeszczepach kontrolnych, podczas
gdy w przeszczepach KO nie byto widocznych wtoséw. Dalsza analiza przeszczepionej skory
potwierdzita te same nieprawidtowosci obserwowane wczesniej u myszy KO, mianowicie mieszkom
wtosowym brakowato todygi wtosa (HS) i wewnetrznej pochewki wiosa (IRS). W wiekszosci
przypadkéw rozwinety sie struktury przypominajgce cysty, komérki w cystach wydawaty sie byé
mieszaning komorek prekursorowych macierzy, zewnetrznej pochewki wiosa ORS i komdrek warstwy
towarzyszacej i wykazywaty liczne mitozy, odzwierciedlajgce stan proliferacji, jednak bez znacznikéw
réznicowania dla IRS lub todygi wtoséw (HS) (40).

Co zaskakujace, wykazatem, ze struktury przypominajgce mieszki wtosowe z przeszczepdw skdrnych
kontynuowaty ekspresje mRNA dla Wnt10b (40), gtéwnego Wnt mieszka wtosowego (22). Dlatego w
przysztosci interesujgce bedzie dalsze badanie, dlaczego bez sygnalizacji BMP, komorki prekursorowe
macierzy nie s3 w stanie reagowaé¢ na sygnalizacje Wnt i stabilizowa¢ poziomu B-kateniny z
nastepujgcym réznicowaniem do todygi wtosa.

W przypadku braku BMPRIA, mieszki wtosowe wydawaty sie rozwijac, ale ORS nie mégt utrzymacd
swojej normalnej architektury pod nieobecnos¢ IRS i fodygi wtosa. Struktury opuszkowe cebulki wtosa
nadal rosty, ale przeorganizowaty sie w struktury przypominajgce torbiel, ztozone z komdrek
prekursorowych macierzy, ktére zostaty zablokowane w koricowym réznicowaniu. Miedzy czasem, w
ktorym Lefl jest wytwarzany przez komadrki prekursorowe macierzy, a czasem, w ktorym komorki
reagujg na sygnalizacje Wnt, wystepowato opdznienie. Opdznienie to jest konieczne, aby umozliwic¢
przejsciowg amplifikacje populacji komdrek prekursorowych macierzy przed ich réznicowaniem. To,
co pozwala na to opdzinienie, byto nieznane. W tych badaniach dostarczytem przekonujacych
dowoddw, ze opdznienie wigze sie z istotnym etapem posrednim, a mianowicie pdzniejszg aktywacjg
BMPR1A w celu wygenerowania reaktywnosci na Wnt w komoérkach prekursorowych. Zatem komarki
prekursorowe, ktdrych BMPR1A zostato catkowicie zablokowane, mogg wytwarzac¢ niektdre Wnts (jak
na przyktad Wnt 10b) i wytwarzac¢ Lefl, ale nie mogg gromadzi¢ B-kateniny w jadrze i wiaczaé
specyficznych dla wioséw gendw keratyny.

Pokazatem tez in vitro, ze moge przywrdci¢ ekspresje gendow docelowych regulowanych przez Wnt,
wprowadzajgc stabilizowang [-katenine do keratynocytéw. Podsumowujac, moje odkrycia
dostarczyty przekonujacych dowoddéw na model, w ktédrym mezenchymalny noggin blokuje
nabtonkowe dziatanie BMPRIA, co pozwala komdérkom prekursorowym macierzy wtosa podniesé
poziom mRNA Lefl, ale utrzymuje ich niezréznicowany stan poprzez hamowanie dziatania BMPRIA.
Gdy komdrki prekursorowe macierzy sg eksponowane na Noggin, zaczynajg tworzy¢ BMP4, a takze
dzielg sie i oddalajg od Zrédta Noggin. Rezultatem jest aktywacja BMPRIA, ktdra obniza pule mRNA
Lefl, ale teraz powoduje, ze komodrki reagujag na Wnt. Ta rdwnowaga przeciwstawnych, ale
koniecznych, sekwencyjnych dziatan Noggin’a i BMP definiuje pasmo komoérek prekursorowych
wtosow, ktdre posiadajg wystarczajgco duzo Lefl i stabilizowanej B-kateniny, aby aktywowac
specyficzne dla wtosdw geny keratyny i generowac todyge wtosa. Tak wiec, praca ta dostarczyta
nowych waznych informacji i polepszyta nasze zrozumienie, w jaki sposéb hamowanie i aktywacja
sygnalizacji BMP moze wspdtdziata¢ w kontrolowaniu czasowego wzoru réznicowania organu, w tym

7



Postepowanie habilitacyjne — dr Krzysztof Kobielak Zatacznik nr 2

przypadku mieszka wtosowego. Pokazata rdwniez, w jaki sposdb oba te sygnaty mogg by¢ potgczone
z inng istotng Sciezky, szlakiem WNT, w kontrolowaniu réznicowania. W rzeczywistosci niektére
aspekty moich odkryé zostaty objete patentem: ,Metody modulowania linii komdrek macierzystych
nabtonka” (patent USA nr: US 2012/0034616 Al) i pojawity sie w we wiadomosciach Journal of Cell
Biology oraz na stronach Uniwersytetu Rockefeller’a. Ponadto jedna z moich rycin z tego badania
zostata nagrodzona i pojawita sie na oktadce czasopisma Journal of Cell Biology. W ramach tych badan
zdobytem réwniez prestizowg nagrode Ministra Zdrowia za najlepszy artykut opublikowany w 2003
roku. Po kolejnych latach po opublikowaniu badania inne grupy pracujgce w tym obszarze
opublikowaty podobne badania, w petni potwierdzajgce moje odkrycia (49-51).

Sygnalizacja sciezki BMP jest niezbedna dla utrzymania komérek macierzystych wiosa w stanie
uspienia

Moje i innych badania wskazywaty na role kanonicznej $ciezki BMP w specyfikacji réznicowania
mieszkdw wtosowych (40, 49, 50), ale jak sygnalizacji BMP funkcjonuje w komadrkach macierzystych
wtosa (hfSC) pozostawato nieznane w tym czasie. Dlatego, aby odpowiedzie¢ na to pytanie,
zdecydowatem sie zastosowad strategie warunkowe] indukowalnej delecji genu, aby odkry¢ role
sygnalizacji BMP w réwnowazeniu wyciszania i aktywacji komérek macierzystych witosa (hfSC) u
dorostych myszy.

W skérze dorostej poszczegdlne mieszki wiosowe (HF) zawierajg rezerwuar komérek macierzystych
zlokalizowanych w wyspecjalizowanym regionie, zwanym wybrzuszeniem znajdujagcym sie
bezposrednio pod gruczotamitojowymi u podstawy statej czesci mieszka wtosowego (HF). Oznaczenie
wybrzuszenia jako domniemanej lokalizacji komérek macierzystych wtosa (hfSC) zostato ustalone za
pomocg eksperymentdéw wykorzystujgcych znakowane nukleotydy (5, 7, 52) i ekspresje transgeniczng
fluorescencyjnego biatka histonowego (3), ktéra wykazata spoczynkowe, wolno dzielgce sie komorki
(ang. label-retaining cells, LRC) specyficznie w obszarze wybrzuszenia (11). W mysich mieszkach
wtosowych, region wypuktosci (ang. bulge) staje sie morfologicznie odmienny pod koniec
morfogenezy mieszka wtosowego podczas pierwszego pourodzeniowego telogenu (okoto dnia P18),
rownoczesnie z tym, komérki macierzyste wtosa takze eksprymujg dojrzaty marker, CD34 swojej
powierzchni (53).

W potaczeniu z integryng a6, ekspresje CD34 mozna stosowac jako wiarygodny marker komadrek
macierzystych wtosa (hfSC) do swoistego izolowania podstawowych hfSC (a6-integryna + / CD34 +)
poprzez sortowanie komadrek z aktywowang fluorescencjg (FACS) (4, 53, 54) w obrebie wybrzuszenia
podczas telogenu pourodzeniowego. Analizy klonalne wykazujg, ze komadrki wybrzuszenia wykazujg
wtasciwosci samoodnawiajgcych sie komdrek macierzystych in vitro, a po przeszczepieniu na grzbiet
myszy pozbawionych owtosienia (Nude) wytwarzajg naskérek, wtosy i gruczoty tojowe (4, 54, 55). Aby
ocenié, w jaki sposdb ablacja Bmprla wptywa na pourodzeniowg homeostaze hfSC, musiatem ustali¢
nowy indukowalny system in vivo, krzyzujac myszy floxed/floxed BMPR1A (39) z myszami K14-Cre™
(38). W tym modelu in vivo, bytem w stanie kontrolowaé wylgcznie sygnalizacji Sciezki BMP u
dorostych myszy po ustaleniu sie komdrek macierzystych w wybrzuszeniu poprzez miejscowe
stosowanie tamoksyfenu (TM) przez 16 dni w okresie pourodzeniowym od dnia P44, tuz po
wprowadzeniu mieszkéw wtosowych w rozszerzony drugi telogen.

Myszom Bmpria (fl/fl) niosgcym transgen K14-CreTM aktywowany TM (cKO™) wtosy nie odrostaty,
wykazujgc podobny defekt w kodicowym réznicowaniu, jak zaobserwowatem podczas ablacji BMPR1A
w czasie morfogenezy skéry i wtoséw, jednak myszy te byty zdolne do zycia. Pomimo braku
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widocznych wtoséw, ich mieszki wtosowe byty w anagenie w dniu P59, przeciwnie, mieszki kontrolne
(CON™) pozostaty w telogenie (56). Co ciekawe, po traktowaniu TM zaobserwowatem, ze mieszki
wtosowe cKO™ wykazywaty okoto 10 razy mniej komdrek pozytywnych na marker CD34 po
sortowaniu za pomocg FACS niz kontrola (CON™). Ponadto, gdy myszom podawany byt BrdU w
pierwszym anagenie pourodzeniowym (P23-25), ktére nastepnie traktowano TM od dnia 44 do dnia
55 i badano w 5 tygodniu po podaniu BrdU, zauwazytem, ze komarki zatrzymujgce znacznik (LRC) byty
powszechne tylko w kontroli (CON™), ale nie w komérkach cKO™ wybrzuszenia. Aby sprawdzi¢, czy
brak CD34-pozytywnych, wolno dzielgcych sie komoérek (LRC) w wybrzuszeniu po inaktywacji
sygnalizacji BMP moze by¢ odzwierciedleniem aktywacji komdrek macierzystych (hfSC),
przetestowatem wbudowanie BrdU po jego 4-godzinnym podaniu. Rzeczywiscie, w P57 i P59, mieszki
wiosowe cKO™ wykazywaty liczne komérki znakowane BrdU w wybrzuszeniu, podczas gdy CON™
pozostawaty w fazie telogenowej (56).

Aby doktadniej oceni¢, ktére wihasciwosci komérek macierzystych zostaty utracone po utracie
BMPR1A, zbadatem ekspresje czynnikdow transkrypcyjnych Sox9 i Lhx2, ktére sg niezbedne do
utrzymania komoérek macierzystych wtosa (57, 58). Zaobserwowatem, ze zaréwno w mieszkach
wtosowych cKO™, jak i CON™, Sox9 i Lhx2 byly nadal obecne w wybrzuszeniu, jak réwniez w
pozytywnych na P-kadheryny zalgzkach wtoséw (ang. hair germs), pojawiajgcych sie po indukcji
anagenu z obszaru wybrzuszenia. Ponadto zaobserwowatem réwniez, ze inne geny, Sox4 i Sonic
hedgehog (Shh), ktére normalnie ulegajg ko-ekspresji w rozwijajgcym sie zalgzku wtosa, ale nie w
wybrzuszeniu, byty ekspresjonowane w normalnych wtosach (59, 60). Co ciekawe, Sox4 byt nietypowo
wykrywany zaréwno w wybrzuszeniu ckO™, jak i komdrkach potomnych, a pozytywne komarki Shh
przewazaty w dolnej cze$ci mieszka wtosowego cKO™ (56). Ponadto, kilka miesiecy po traktowaniu
TM, wykrytem, ze kazdy mieszek wtosowy cKO™ wygladat jak gataz komdrek podobnych do guza
sktadajacych sie gtéwnie z tych samych populacji komérek pozytywnych dla Lhx2, Sox9, Sox4 i Shh.
Krawedzie komodrek pozytywnych dla P-kadheryny i Shh podobnych do guza pozostawaty
proliferacyjne wiele miesiecy po ablacji Bmprla, a eksperymenty na obecnos$¢ wolno dzielgce sie
komorek (LRC) nie wykazaty sladow retencji BrdU. Ponadto zaobserwowatem, ze komorki z tych
struktur po zahamowaniu sygnalizacji BMP byty zdolne do regeneracji naskorka po jego zeskrobaniu
lub usunieciu enzymatycznym, a zatem komorki te nadal byty w stanie utrzymac wiasciwosci
multipotencjalnych komdrek macierzystych in vivo (56). Poniewaz stabilizacja B-kateniny sprzyja
przejsciu stanu spoczynkowego komdrek macierzystych do proliferujgcego potomstwa pozytywnego
na Sox4 (59), dlatego badatem obecnos¢ jadrowego Lefl i B-kateniny i wykrytem oba te geny
ulegajgce ekspresji w zalgzkach wtoséw w dniu P77 CON™, ale nie w wypukfosci. Natomiast
wykrytem, ze ekspresja jadrowa Lefl i B-kateniny wystepowata nie tylko w przedwczesnych zalgzkach
wioséw P59 cKO™, ale takze w wybrzuszeniu, jak réwniez pézniej w P77, markery te byly nadal
pozytywne w wybrzuszeniu i w obrebie rosngcych mas (56). Aby sprawdzi¢ mozliwy mechanizm
stabilizacji B-kateniny, zbadatem hamowanie kinazy GSK3pB, ktéra fosforyluje B-katenine powodujgc
jej degradacje i obrot (61). Co ciekawe, w mieszkach wtosowych P59 i P77 po zahamowaniu
sygnalizacji BMP wykrytem, ze GSK3pB byt fosforylowany w Ser9 (nieaktywny), podobnie jak to miato
miejsce w mieszkach wtosowych kontrolnym podczas wczesnego przejscia do anagenu. Rzeczywiscie,
pokazatem, ze mieszki wtosowe cKO™ na tych etapach posiadaty rowniez odpowiednie barwienie dla
jadrowej B-kateniny (56).

Gsk3B-Ser9 jest ustalonym celem dla fosforylacji AKT i ma zwigzek miedzy sygnalizacja BMP a
aktywacjg PTEN, dlatego przetestowatem, czy PTEN moze by¢ zmieniony w komdrkach macierzystych
wtosa (hfSC) z brakiem BMPR1A. W telogenie do przejScia anagenowego, w mieszku wtosowym
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kontrolnym w P77, podobnie jak w P21, bytem w stanie wykry¢ (nieaktywny) fosforylowany PTEN w
rozwoju zalgzkdw wtosowych, ale nie wykryto sygnatu w telogenie. Przeciwnie, barwienie anty-P-
PTEN byto dobrze widoczne w komdrkach macierzystych wybrzuszenia wfosa cKO™ i w jego
komérkach potomnych (56).

Cele AKT obejmujg Ser552 B-kateniny, znak, ktéry utatwia asocjacje z 14-3-3C i translokacje jagdrowg
(62). Rzeczywiscie zaobserwowatem barwienie anty-14-3-37 w zalgzkach witosa cKO i mieszkach
wtosowych kontrolnych, jak rowniez w rozwoju mas podobnych do guzéw. Wyniki te potwierdzitem
rowniez za pomocg analiz immunoblot, ktére dodatkowo sugerowaty, ze bez BMPR1A, PTEN
pozostawat nieaktywny promujac szlak PI3K / AKT do inaktywacji GSK3B, co skutkowato stabilizacjg
B-kateniny (56).

Na koniec poddatem hodowlane KO i kontrolne keratynocyty testom z genem reporterowym
TOPFlash, a podczas gdy keratynocyty kontrolne wymagaty Wnt3a i Noggin dla optymalnej
aktywnosci TOPFlash, byto ono hamowane przez BMP6. W podtozu zawierajgcym niskg procentowos¢
surowicy, TOPFlash byt wyzszy w KO niz w grupie kontrolnej, a Noggin - gtéwnie w podwyzszat
kontrole, ale nie do poziomu obserwowanego w KO, co sugeruje, ze niski poziom endogennych BMP
czesciowo odpowiadat za te rdznice. Zauwazytem takze rdinice w sygnalizacji PI3K, poniewaz
Ly294002, chemiczny inhibitor PI3K, znaczaco zmniejszyt aktywno$é TOPFlash i zminimalizowat
réznice miedzy keratynocytami kontrolnymi i KO. Co ciekawe, Wnt3A zwiekszyt aktywno$é TOPFlash
zarowno w keratynocytach kontrolnych, jak i keratynocytach KO, i nie byto to wyraznie ttumione przez
hamowanie PI3K. Podsumowujgc, aktywnos¢ TOPFlash byta optymalna, gdy aktywowano sygnalizacje
WNT i aktywno$¢ BMPR1A byta hamowana. Ponadto, sygnalizacja WNT i sygnalizacja PI3K byty w
stanie stabilizowac B-katenine, ale wydawaty sie to robi¢ rdwnolegle i przynajmniej czesciowo
niezaleznymi szlakami (56). Opublikowatem te wyniki w PNAS, zostaty one réwniez podkreslone i
pojawity sie w wiadomosciach tego czasopisma, a takie w wiadomosciach Uniwersytetu
Rockefeller’a.

Molekularny mechanizm sygnalizacji BMP w regulacji komorek macierzystych wtosa

Moje badania ujawnity znaczenie réwnowazenia sygnalizacji Sciezki BMP w regulacji komédrek
macierzystych wtosa (hfSC), ale doktadnie to, w jaki sposéb funkcje sygnalizacja BMP na poziomie
molekularnym pozostato nieznane. Dlatego, kiedy rozpoczatem samodzielng prace na stanowisku
asystent profesora w Centrum Medycyny Regeneracyjnej i Badan Komodrek Macierzystych na
Uniwersytecie Potudniowej Kalifornii w Los Angeles, moje laboratorium skupito sie na zrozumieniu
mechanizmu, za pomoca ktérego sygnalizacja BMP reguluje podstawowy proces homeostaza hfSC.

W tym czasie gtéwng przeszkody, aby zadaé to wazne pytanie w biologii komdrek macierzystych
byta utrata ekspresji CD34, jedynego dostepnego markera do izolacji hfSC po zahamowaniu BMP (56).
Dlatego, aby zaadresowad to wyzwanie, opracowatem nowg strategie genetyczng, ktére pozwolita
nam po raz pierwszy wyizolowac, scharakteryzowac i hodowac komérki macierzyste witosa (hfSC), w
ktorych inaktywowano sygnalizacje BMP. W tym czasie wiedziatem na podstawie moich wstepnych
niepublikowanych danych, ze u myszy po indukowanym tkankowo specyficznej ablacji BMPR1A (56),
keratyna 15 (K15) byta nadal ekspresjonowana w hfSC. W zwigzku z tym postanowitem wygenerowa¢d
myszy ze specyficzng inaktywacja sygnalizacji BMP w hfSC przy uzyciu rekombinazy regulowanej pod
promotorem keratyny 15 (K15) (Cre) sprzezonej ze skréoconym receptorem progesteronu (PR) (K15-
CrePR) (4). Aby jednoczesnie oznaczy¢ hfSCs in vivo, skrzyzowatem te myszy z linig reporterowg myszy
YFP (Yellow Fluorescent Protein), zalezng od rekombinazy (Cre), wtozonej pod wszechobecnie
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ekspresjonowany locus Rosa26 (63, 64). Po miejscowym traktowaniu RU486 (RU) myszy K15CrePR /
BMPR1A (fl/fl) / ROSA26-stop-YFP, dowolne komadrki macierzyste witosa (hfSC), ktére wigczaty
ekspresje K15-CrePR, rowniez nieodwracalnie wiaczaty ekspresje YFP. RU wykorzystano do wywotania
zaleznej od Cre rekombinacji u dorostych myszy w czasie, gdy mieszki wtosowe byty w drugim
rozszerzonym i zsynchronizowanym telogenie po urodzeniu. Przed traktowaniem RU cKO byty nie do
odrdznienia od zwierzat kontrolnych (CON). Jak oczekiwano w P120 u myszy cKO®Y wykazano silny
fenotyp ze stratg wiosdw, co potwierdzito wysokg skutecznos¢ rekombinacji (65). RU stosowano
miejscowo na ogolong skdre grzbietu dorostych myszy w celu wywotania rekombinacji zaleznej od Cre
w czasie, gdy mieszki wtosowe byty w drugim przedtuzonym i zsynchronizowanym telogenie po
urodzeniu w P43 i byly nie do odrdézinienia na koncu traktowania RU w P59. Po testach
eksperymentalnych, 16 dni stosowania RU na skérze grzbietu byto optymalnym czasem, aby
skutecznie aktywowac ekspresje YFP specyficznie w regionach wybrzuszenia mieszkéw wtosowych
cKORY i CONRY. W P59 po urodzeniu, mieszki wtosowe zaréwno cKORY, jak i CON®Y nadal wykazywaty
morfologie telogenu w regionach wybrzuszenia znakowanych YFP, a uspienie zostato potwierdzone
przez inkorporacje BrdU (65). Aby wyizolowa¢ YFP pozytywne hfSC po zahamowaniu sygnalizacji
$ciezki BMP, wykonalismy zawiesine pojedynczych komérek z catej skory grzbietu z cKORY lub CONRY
w dniu P59, zanim nastgpity zmiany morfologiczne miedzy CON i cKO. Korzystajac z tego podejscia,
byliSmy w stanie wyizolowa¢ komodrki macierzyste wtosa oznaczone przez YFP z cKORY lub CONRY
poprzez FACS, a okoto 1-2% catkowitej populacji komérek izolowanych ze skéry grzbietowej cKORV lub
CONRY byto YFP pozytywne i zywe. Nastepnie podzielilismy populacje YFP-dodatnie z cKORY lub CONRY
hfSCs, stosujgc barwienie a6-integryng i przeciwciatami CD34 (Ab), jak opisano wczesniej (54) w
trzech odrebnych subpopulacjach: YFP + a6 +; YFP + CD34 + (nadpodstawnej hfSCs) i YFP + a6 +
CD34 + (podstawnej b-hfSC) (65). Chociaz morfologicznie mieszki wtosowe pozostawaty w fazie
telogenowe] cyklu wtosa, potwierdzilismy, ze po inaktywacji sygnalizacji BMP, ekspresja markera
CD34 w hfSC byta juz obnizona w komérkach cKORY, w poréwnaniu z wysokim poziomem w frakgji
CONRY YEP + CD34 (65).

Aby scharakteryzowac geny docelowe istotne dla sygnalizacji BMP, catkowite RNA z populacji
podstawnych komdrek macierzystych wtosa cKORV i CONRY (b-hfSCs; YFP + a6 + CD34 +) zastosowano
do przeprowadzenia analizy mikromacierzy (65). Potwierdziliémy, ze gen Bmprla ulegt skutecznej
ablacji w populacji cKORY hfSC poprzez wykrywanie delecji eksonu 2 przez RT-PCR w przesortowane;j
frakcji YFP dodatniej b-hfSCs. W analizie danych z mikromacierzy, po pierwsze, zapytaliSmy, czy
ktorykolwiek z gendéw sygnaturowych, zwykle regulowanych w spoczynkowych komérkach
macierzystych (3, 54, 59, 66), zostat zmieniony pomiedzy cKORY i CONRY hfSC w tym wczesnym
momencie po zahamowaniu BMP. Analiza zestawu danych mikromacierzy ujawnita obnizenie
poziomu 103 gendw (~ 25%) i tylko podwyzszong regulacje 16 gendw (~ 8%) z 426 sond gendw
sygnaturowych o podwyzszonej ekspresji w komodrek macierzystych wtosa po zahamowaniu
sygnalizacji BMP. Nastepnie chcieliémy okresli¢ los cKORY hfSC po inaktywacji BMPR1A, dlatego
sprawdziliSmy zmiany w ekspresji poprzednio opublikowanych gendw sygnaturowych zalgzka wtosa
w cKORY hfSC [25]. Odkrylismy, ze cKORY hfSC uzyskujg pewne cechy molekularne przypominajace
zalgzek wiosa (HG) (32% wczesniej scharakteryzowanych gendéw sygnaturowych HG byto
podwyzszonych lub obnizonych po zahamowaniu BMP) (65).

Chociaz wczesniej wykazatem, ze hamowanie sygnalizacji BMP powodowato stabilizacje B-kateniny,
a nastepnie aktywacje kanonicznego szlaku WNT w komdrkach macierzystych wtosa, nie mogtem
wykluczy¢, ze kanoniczna aktywacja szlaku WNT mogta by¢ zalezna od receptora i ligandu tej Sciezki
(56). Dodatkowo, chociaz postulowano, ze kanoniczny szlak Wnt odgrywa istotng role w regulacji
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hfSC, nie zaproponowano zadnej konkretnej kandydatury liganda (ligandéw) i receptora (-6w) WNT,
aby odgrywaty gtéwng role w tym procesie (3, 4, 14, 15, 22, 59, 67).

Dlatego najpierw postanowitem przeanalizowac geny z naszego zestawu danych mikromacierzy,
ktdre moga byé zaangazowane zaréwno w szlaki BMP, jak i WNT. Odkrytem, ze hfSC z zahamowang
sygnalizacja BMP wykazujg gteboko zmieniong ekspresje gendw w obu szlakach. Te zmiany gendéw
obserwowane w cKORY b-hfSCs (subpopulacja YFP + a6 + CD34 +) byty zgodne ze wzorcami ekspresji
gendw z innego zestawu danych mikromacierzy, ktéry wygenerowalismy przy uzyciu catych frakcji YFP
pozytywnych hfSC z CONRY i cKORY. Izolacje ,, zywej” frakcji komérek YFP pozytywnych do poréwnania
mikromacierzy miedzy cKO®Y i CON®Y przeprowadzono z niezaleznych prébek biologicznych w tym
samym punkcie czasowym, P59, podczas cyklu wtosa (po tym samym schemacie traktowania RU,
zaczynajgc od P43 przez 16 dni). Wiekszo$é tych zmian gendw zostata potwierdzona przez analize
qPCR przy uzyciu niezaleznych prébek biologicznych FACS posortowanych YFP + hfSC z CONRY i cKORY.

Te nowe odkrycia sugerujg koncepcje, ze stata konkurencyjna i cykliczna aktywacja i inhibicja w hfSC
ma kluczowe znaczenie dla utrzymania homeostazy komodrek macierzystych. Zatem postawitem
hipoteze, ze sygnalizacja BMP utrzymuje hfSC w stanie spoczynku przez interakcje z kilkoma szlakami
molekularnymi, w tym WNTs. Zasugerowatem ponadto, ze kazde zdarzenie, ktdre moze przechyli¢
rownowage BMP-Wnt, moze prowadzi¢ do stochastycznej, ale czasowej aktywacji niektdrych
komérek macierzystych wtosa. Nastepnie uwolnienie samoodnawiania hfSC moze przywrdcié
rownowage do spokoju w wybrzuszeniu wtosa, osiggajgc w ten sposéb cykliczng sie¢ molekularna.

Tak wiec w tym badaniu ujawniliSmy nowy, wczesniej nieodkryty mechanizm regulacji komorek
macierzystych wtosa z konkurencyjng réwnowaga sygnalizacji BMP/WNT, ktéra ma miejsce i dzieje
sie samoistnie w populacji wybrzuszenia komdrek macierzystych, gdzie hamowanie BMP reguluje
zalezng od ligandu-receptora kanoniczng aktywacje Wnt w hfSC. Ponadto bytem w stanie
zidentyfikowaé nowe ligandy Wnt, w tym Wnt7a i Wnt7b, ktére posredniczg w tym potaczeniu i
korelowaty z podwyzszong regulacja tylko jednego receptora Wnt, Frizzled 10 (Fzd10). Po raz pierwszy
zademonstrowalismy, ze ekspresja endogennego biatka Wnt7a, Wnt7b i receptora Wnt, Fzd10 w
komodrkach macierzystych w wybrzuszeniu i zalgzku wiosa, potwierdzajac, ze wszystkie te sktadniki
wzajemnej wymiany informacji sg wewnetrznie ekspresjonowane na poziomie biatek w tych
lokalizacjach podczas aktywacji fizjologicznego cyklu wtoséw (9, 65).

W celu dalszego zbadania roli sygnalizacji BMP na zachowanie komérek macierzystych witosa
skonstruowatem réwniez myszy niosace TRE-BmpR1A-CA-HA (56, 65), transgen regulowany
tetracykling (Dox) kodujacy konstytutywnie aktywny i znakowany epitopem receptor 1A dla Sciezki
BMP (BMPR1A-CA-HA) (68). Nastepnie myszy skrzyzowatem tak, aby byty podwdjnie transgeniczne
(dTg) dla TRE-BmpR1A-CA-HA i K14-rtTA, kodujac transaktywator indukujacy Dox (69).

Nadekspresja TRE-BmpR1A-CA-HA podczas krétkiego telogenu pierwszego cyklu wioséw po
podaniu Dox wykazata, ze ogdlna morfologia wybrzuszenia wydaje sie by¢ nienaruszona w mieszkach
wtosowych dTg, chociaz wtosy byty utrzymywane w przedtuzonej fazie spoczynkowej telogenu.
Nastepnie potwierdzitem, ze po aktywacji szlaku BMP in vivo w dTg komdrkach macierzystych wtosa
zwiekszona fizjologicznie regulacja ekspresji Wnt7a w dniu P21 zostata catkowicie zahamowana (65).

Ponadto po raz pierwszy przy uzyciu tego nowo stworzonego systemu dTg udato mi sie z
powodzeniem opracowac i zastosowac technike immunoprecypitacji chromatyny (ChIP) i rozwigzaé
bardzo trudne pytanie in vivo (nie w hodowanych komérkach) w matej puli komérek macierzystych
wtosa. Rzeczywiscie, potwierdzajgc bezposrednig interakcje sygnalizacji BMP przez fosforylowane
Smady (P-Smads 1,5,8), z elementem reagujgcym z BMP (BMPRE) na promotorze WNT7a. Ponadto
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potwierdzilismy funkcjonalng role rekombinowanego biatka Wnt7a w przedwczesnej aktywacji
komadrek macierzystych witosa in vivo (65).

Nastepnie, w oparciu o nasz zintegrowany model regulacji hfSC (9, 65), zbadalismy role Wnt7b,
liganda Wnt zidentyfikowanego przez naszg analize mikromacierzy, ktéra, jak stwierdzitem, jest
zwiekszona wewnetrznie w hfSC podczas fizjologicznego i przedwczesnego anagenu po inhibicja BMP
in vivo. Dotad funkcja Wnt7b w cyklach mieszkéw wtosowych i rozwoju wtoséw nie byta badana in
vivo. Dlatego, po raz pierwszy zajelismy sie badaniem funkcji Wnt7b przy uzyciu warunkowej
celowanej ablacji gendw (Wnt7b cKO) zaréwno w czasie morfogenezy wtoséw jak i w populacji
dorostych komdrek macierzystych wtosa (Wnt7b cKORY). Chociaz niektére ligandy Wnt zostaty
scharakteryzowane w czasie inicjacji morfogenezy mieszka wtosowego, o wiele mniej wiadomo byto,
ktore z ligandéw Wnt sg wymagane, i czy poszczegélne ligandy Wnt dziatajg w komdrkach
macierzystych w sposéb niezbedny podczas pourodzeniowego poczatku anagen i progresji cyklu
wilosa. Nasze odkrycia pokazaty znaczenie wewnetrznej ekspresji Wnt7b w aktywacji komérek
macierzystych i normalnej cyklicznosci wtosa i zaskakujgco ujawnito wazng role Wnt7b w regulacji
dtugosci wzrostu (anagenu) i zwyrodnienia (katagenu) wtosa, powodujac krotszg produkcje wtoséw
ze zmniejszong ekspresja markerdw ich réznicowania, ktéra nie byta kompensowana przez inne
ligandy Wnts (9, 70).

Ukierunkowana, postnatalna ablacja Wnt7b specyficznie w populacji pozytywnych dla keratyny 15
komaérek macierzystych wtosa, spowodowata opdznienie ich aktywacji, wptywajac zardwno na zalazek
wtosa, jak i na komdrki macierzyste w wybrzuszeniu, zachowujgc nadal dwuetapowg sekwencje ich
stymulacji. Co ciekawe, komérki macierzyste bez Wnt7b uczestniczyty w ponownym tworzeniu
nowego wybrzuszenia komdrek macierzystych wtosa, ale z wolniejszym samoodnawianiem,
zaburzajgc wejscie w anagen w nastepnym cyklu wtosa (70).

Opublikowatem te wyniki w czasopismach PNAS (65) i Stem Cells (70), a obie prace zostaty uznane
przez miedzynarodowg spotecznos¢ naukows i polecone przez ,Faculty of 1000”. Niektére aspekty
moich odkry¢ byty objete patentem: ,,Metody regulowania komoérek macierzystych wtosa” (patent
USA nr: US 2015/0033371 A1).

Kanoniczna sygnalizacja sciezki BMP przez Smadl i 5, ale nie przez Smad8, ustanawia uspienie
komdrek macierzystych, ktére ma kluczowe znaczenie dla przeksztatcenia stanu wczesnego
mieszka wlosowego podczas morfogenezy w kierunku stanu postnatalnego

Nasze wczesniej opublikowane wyniki (40, 56, 65) wykazaty, ze hamowanie sygnalizacji BMP byto
niezbedne do promowania aktywacji spoczynkowych komérek macierzystych do proliferacji i
komorek prekursorowych macierzy do réznicowania wtoséw, ale w tym czasie doktadne mechanizmy
transdukcji sygnatu S$ciezki BMP, kontrolujgce cykl postnatalny wiosa wecigz sie rozwijaty.
WiedzieliSmy, Zze interakcje z egzogennymi BMP moga stymulowaé szlak kanoniczny przez
transbtonowy receptor BMP 1A (BMPR1A) do fosforylacji cytoplazmatycznych Smad1, Smad5 i Smad8
(50, 56), ktére nastepnie heterodimeryzujg z Smad4. Te ko-kompleksy przemieszczajq sie do jadra,
gdzie transaktywujg swoje docelowe geny.
Wiedziatem tez, ze receptor 1A dla sciezki BMP jest ekspresjonowany przez komérki macierzyste
wybrzuszenia wtosa (41), gdzie jest aktywowany wytgcznie podczas fazy spoczynku cyklu wtoséw
poprzez kanoniczng sygnalizacje BMP (50, 56). Jednakze w naszej wiedzy naukowej istniata luka
dotyczaca doktadnie tego, w jaki sposdb sygnalizacja BMP przekazuje sygnaty z receptora BMPR1A i
czy kanoniczne lub niekanoniczne szlaki sygnatowe BMP sg odpowiedzialne za regulowanie tych
procesow biologicznych.
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W zwigzku z tym moje laboratorium zaadresowato to pytanie i zbadato funkcjonalng role dwdch
kanonicznych efektoréw sygnalizacji BMP, Smadl i Smad5 podczas morfogenezy wtoséw i cyklu
postnatalnego w skdrze in vivo. Nieoczekiwanie, dezaktywacja Smad1 i Smad5 podczas morfogenezy
ujawnita wyrazne wzory aktywacji fosforylowanych Smadéw (pSmads). pSmadl i pSmad5 bytly
aktywowane wyfacznie w mieszkach wiosowych, podczas gdy pSmad8 byt ograniczony do naskérka
miedzy mieszkami wtosowymi i nie wystepowat w rozwoju mieszkdw wtosowych. Ponadto, podczas
morfogenezy, ablacje Smadl i 5 uniemozliwiaty tworzenie sie wybrzuszenia (rezerwuaru
spoczynkowych komodrek macierzystych) i catkowicie blokowaty rdinicowanie komdrek
prekursorowych macierzy w struktury widocznych wtoséw (71). Natomiast, gdy te same Smady:
Smad1 i Smad5 byty usuniete po indukcji juz po uformowaniu sie wybrzuszenia i spoczynkowych
komadrek macierzystych w skérze postnatalnej, zaobserwowaliSmy przeciwnie, ze pSmad8 nie byt juz
ograniczony do naskdrka i byt réwniez aktywowany w populacji dorostych komérek macierzystych i
dodatkowo w komadrkach prekursorowych macierzy wtosa (71). Co ciekawe, chociaz ta postnatalna
rearanzacja aktywacji pSmad8 nie zapobiegta przedwczesnej aktywacji komoérek macierzystych wiosa
(anagen), to przywrdcita prawidtowe réznicowanie komorek prekursorowych macierzy wtosa do
widocznych struktur wtoséw po urodzeniu (71). Tak wiec po raz pierwszy wykazaliSmy, ze sygnalizacja
BMP dziata gtéwnie poprzez komponenty szlaku kanonicznego i dziata inaczej podczas morfogenezy
oraz w skoérze dorostej, powodujac rézne wyniki fenotypowe. Wykazalismy, ze sygnalizacja pSmad1 i
pSmad5 (ale nie pSmad8) byta warunkiem wstepnym dla utworzenia dojrzatej populacji
spoczynkowych komérek macierzystych i architektury niszy wtosa zaréwno przed powstaniem
wybrzuszenia i po powstaniu wybrzuszenia. Istotne dojrzewanie komérek macierzystych w
wybrzuszeniu przez aktywne kanoniczne przekazywanie sygnatu BMP przez pSmad1 i pSmad5 byto
krytycznym wydarzeniem w rozwoju wtoséw w celu promowania aktywnosci pSmad8 w
postnatalnych mieszkach wtosowych (71).

Rzeczywiscie, postnatalna zmiana ekspresji pSmad8 miata istotne konsekwencje dla regulacji
roznicowania komodrek prekursorowych macierzy wiosa, powodujgc petne przywrdcenie
powstawania widocznych wtoséw. Te odkrycie, zwraca uwage na nowy nieopisany poprzednio
mechanizm ujawniajgcy precyzyjne komponenty sygnalizacyjne w kanonicznym szlaku BMP, ktére
odgrywajg kluczowa role w regulacji komérek macierzystych i rdéznicowaniu komdrek
prekursorowych. Wykazalismy réwniez, ze inny prég kanonicznej sygnalizacji BMP, dziatajacy za
posrednictwem pSmadl i pSmad5, ale nie pSmad8, jest wymagany do utrzymania wyciszenia
komérek macierzystych i prawidtowego cyklu wtosa. Co wiecej, wyniki te mogg potencjalnie
podkreslaé rézne funkcje pSmadl/5 i pSmad8 w regulacji komdrek macierzystych, ale bardzo
podobne role w réznicowaniu komérek prekursorowych (71).

Do zaprezentowania tych ekscytujacych danych z ostatnich trzech publikacji juz w trakcie ich
opracowywania, bytem zapraszany na kilka prezentacji ustnych na arenie miedzynarodowej,
poczawszy od 2010 r. (na 70 i na 72 dorocznej Konferencji Towarzystwa Dermatologii Stosowanej w
Atlancie, USA, 2010 oraz w Karolinie Pétnocnej, USA, 2012). Zaproszono mnie rowniez do wygtoszenia
prelekcji na temat tych zaktualizowanych wynikow badan na bardzo prestizowe 60 Sympozjum
Montagna na temat biologii skory (Stevenson, Waszyngton, USA, 2011). Zostatem roéwniez
zaproszony na ustne prezentacje tych odkry¢ na 6-tej Miedzynarodowej Konferencji Komoérek
Macierzystych i Sygnalizacji Komdrkowej, w Bostonie (USA, Massachusetts, 2013) i 7-mym
Swiatowym Kongresie Badan Wtoséw w Edynburgu (Szkocja, Wielka Brytania 2013). Poczatkowo, w
ramach tego projektu, zostatem nagrodzony przez Fundacje Baxter’a (2009-2010) i Fundacje Wright'a
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(2009-2010), co pomogto mi rozwingé moje wyniki do petnej aplikacji grantu RO1 z Narodowego
Instytutu Zdrowia (NIH/NIAMS RO1, Bethesda, Maryland, USA), ktérej zostatem laureatem od 2012
do 2017 roku. Obecnie kontynuuje moje badania w Centrum Nowych Technologii na Uniwersytecie
Warszawskim, a moje badania sg wspierane przez granty Opus i Team odpowiednio z Narodowego
Centrum Nauki (NCN) i Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (FNP).

Ostatnie badania odnosnie roli molekularnej sciezki BMP we wiosach zostaty opublikowane w
prestizowych czasopismach: PNAS i dwéch kolejnych Stem Cells i zostaty wyrdznione przez kilka
réznych miedzynarodowych agencji informacyjnych, w tym Europejskich i Azjatyckich (takich jak:
Stem Cells Translational Medicine, Science Daily, Weekly Science & Technology Report, UK News, Red-
Orbit-Stem Cells, Mirror-UK, Medical News Today, Standard Digital News, Steady Health,
ReportersTV, Stem Cells Freak, Hair Loss Cure, Stem Cells Therapy, Health and etc.), implikujac to dla
przysztej terapii z szerszym potencjatem nie ograniczajgcym sie do tylko do tysienia, regeneracji skéry
i raka skoéry [9].

B. Podsumowanie

Za najwazniejsze osiggniecia przedstawionych prac uwazam:

1. Uzywajac warunkowg ablacje genu u myszy odkrytem, ze receptor IA dla $ciezki BMP jest
niezbedny dla morfologicznego i biochemicznego rdéznicowania przejsciowo dzielgcych sie
komoérek prekursorowych macierzy w wewnetrzng pochewke wtosa (IRS) i fodyge wtosa (HS). W
ten sposdb wykazatem, ze sygnalizacja BMP kontroluje przetaczanie komdrki prekursorowych
macierzy pomiedzy ich proliferacja, a réznicowaniem, co zachodzi we wtasciwym miejscu i czasie.

2. Pokazatem, ze bez aktywacji BMPRIA zasadniczy regulator transkrypcji wewnetrznej pochewki
wtosa (IRS), GATA-3 jest obnizony, a réznicowanie IRS jest zablokowane.

3. Wykazatem, ze u myszy po ablacji BMPRIA zasadniczy regulator transkrypcji ekspresji genéw
keratyn wioséw i tworzenia sie todygi wtosa (HS), Lef-1, jest podwyzszony w komdrkach
prekursorowych macierzy, ale réznicowanie wtosow jest nadal zablokowane.

4. Odkrytem, ze komorki prekursorowe todygi wtosa (HS) bez sygnalizacji BMP nie reagujg na
sygnalizacje Wnt konieczng dla transaktywacji Lef1.

5. In vitro wykazatem, ze w hodowanych keratynocytach po ablacji BMPRIA, aktywacje transkrypcji
za posrednictwem Wnt mozna przywrdci¢ przez transfekcje tych keratynocytdw konstytutywnie
aktywowang B-katening. To umieszcza blok ponizej ekspresji Lefl, ale powyzej stabilizacji B-
kateniny i kanonicznej sygnalizacji Wnt w réznicowaniu fodygi wiosa.

6. Wykazatem, ze kiedy gen Bmprla jest warunkowo usuniety, normalnie uspione komorki
macierzyste wiosa (hfSC) sg aktywowane do proliferacji, co spowoduje ich ekspansje i utrate
charakterystyki wolno dzielgcych sie komdrek. Tak wiec sygnalizacja BMP jest niezbedna do
utrzymania stanu wyciszenia komaorek macierzystych wtosa.
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7. Odkrytem, ze kilka gtdwnych cech charakterystycznych dla komérek macierzystych wtosa, a
mianowicie ekspresja receptora CD34 i status wolno dzielgcych sie komoérek, zostaty utracone po
usunieciu BMPRIA. Niemniej jednak, pula Sox9, Lhx2, Sox4 i Shh pozytywnych komérek, ktérych
ekspresja jest charakterystyczna dla wyciszonych komdrek macierzystych wybrzuszenia wtosa
i/lub ich wczesnie proliferujgcych komdrek potomnych, ulegta rozszerzeniu po zahamowaniu
sygnalizacji BMP, a pochodzgce z nich komérki prekursorowe nadal nie ulegaty ostatecznemu
réznicowaniu w celu formowania widocznych wiosow.

8. Moje wstepne odkrycia wigzaty hamowanie sygnalizacji BMP ze stabilizacjg B-kateniny poprzez
inaktywacje GSK3B przynajmniej czesciowo poprzez szlak obejmujgcy hamowanie PTEN i
aktywacje PI3K/AKT. Tak wiec, moje odkrycia byty zgodne z rolg Akt zaréwno w dezaktywacji
GSK3pB poprzez fosforylacje w Ser9, jak i posrednio fosforylacje B-kateniny w Ser 552, prowadzac
do jej wzmocnionego potaczenia z 14-3-3C i preferencyjnej lokalizacji jgdrowe;j.

9. Wykazatem podwyzszony poziom zaréwno Lefl, jak i -kateniny, ktére tworzyly dwuczesciowy
kompleks transkrypcyjny wymagany do rozpoczecia cyklu wtosa po zahamowaniu sygnalizacji BMP
w komérkach macierzystych wtosa.

10. Odwrotnie, rowniez pokazatem, ze ciggta sygnalizacja BMP w komdrkach macierzystych wtosa
blokuje ich aktywacje i promuje przedtuzony telogen.

11.Pokazatem, ze mieszki wtosowe po zahamowaniu sygnalizacji BMP nadal posiadajg zdolnos¢ do
naprawy ran naskérka, co dodatkowo pokazato, ze multipotencjalne komadrki macierzyste wtosa
nadal istniejg i przetrwaty ablacje Bmprla. Zatem hamowanie BMPR1A jest niezbedne dla
utrzymania proliferujgcego statusu komdrek macierzystych i ich potomstwa w wybrzuszeniu
wtosa, a CD34 i charakterystyka wolno dzielgcych sie komaérek nie sg istotnymi cechami komérek
macierzystych wtosa.

12.Ponadto ujawnitem nowy, wczesniej nieudokumentowany mechanizm regulacji komdrek
macierzystych z konkurencyjng réwnowaga sygnalizacji $ciezek BMP/WNT, ktéra dzieje sie
wewnatrz populacji komdrek macierzystych wybrzuszenia wiosa, gdzie hamowanie BMP reguluje
ligandowo-receptorowo zalezng aktywacje kanonicznej sciezki WNT w komadrkach macierzystych
wtosa. Zaproponowatem wiec hierarchie sygnalizacji Sciezki BMP jako nadrzednej w stosunku do
sygnalizacji Sciezki WNT w regulacji komdrkach macierzystych wtosa.

13.0dkrytem nowe ligandy Wnt, w tym Wnt7a i Wnt7b, ktdére posredniczag w tym potaczeniu i
korelowaty one z podwyzszong regulacjg jedynego receptora Wnt, Frizzled 10 (Fzd10). Wykazatem
rowniez, ze ekspresja endogennego biatka Wnt7a, Wnt7b i receptora Wnt, Fzd10 w komadrkach
macierzystych wybrzuszenia i zalgzka witosa (HG) potwierdzajgc, ze wszystkie te sktadniki
wzajemnie ze sobg oddziatywujg i s3 wewnetrznie ekspresjonowane na poziomie biatka w
komadrkach macierzystych wybrzuszenia / zalgzka wtosa podczas aktywacji fizjologicznego cyklu
wioséw.
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14.Po raz pierwszy moje laboratorium z powodzeniem opracowato i zastosowato technike
immunoprecypitacji chromatyny (ChlIP) i zaadresowato bardzo trudne pytaniem in vivo,
potwierdzajgc bezposredniag interakcje sygnalizacji Sciezki BMP poprzez fosforylowane Smady (P-
Smads 1,5,8), z elementami reagujgcymi ze Sciezkg BMP (BMPRE) na promotorach genéw WNT73,
WNT7b i Id2.

15.Moje odkrycia pokazaty znaczenie wewnetrznej ekspresji Wnt7b w aktywacji komodrek
macierzystych wtosa i normalnego cyklu mieszka wtosowego, co zaskakujgco ujawnia niezbedng
role Wnt7b w regulacji dtugosci wzrostu (anagenu) i zwyrodnienia wtoséw (katagenu), powodujac
krétszg produkcje wtosow. A ukierunkowana postnatalna ablacja Wnt7b powodowata opdznienie
aktywacji komdérek macierzystych wtosa.

16.Wykazatem, ze dojrzewanie komérek macierzystych wybrzuszenia wiosa dokonuje sie poprzez
aktywne kanoniczne przekazywanie sygnatu BMP przez pSmadl i pSmad5 i jest krytycznym
wydarzeniem w rozwoju witoséw w celu promowania aktywnosci pSmad8 w postnatalnych
mieszkach wtosowych.

17.Pokazatem, ze sygnalizacja BMP dziata gtéwnie poprzez komponenty szlaku kanonicznego i dziata
inaczej podczas morfogenezy oraz w skérze dorostych, powodujac rézne fenotypy in vivo. W czasie
morfogenezy, ablacja Smadl i 5 uniemozliwiata tworzenie sie rezerwuaru spoczynkowych
komadrek macierzystych i catkowicie blokowata réznicowanie komdrek prekursorowych macierzy
w struktury wtosa. Podczas, gdy postnatalna rearanzacja aktywacji pSmad8 przywracata
prawidtowe réznicowanie komodrek prekursorowych macierzy wtosa w widoczne wtosy, nie miata
jednak wptywu na regulacje komdrek macierzystych wtosa.

18.Podsumowujac, odkrytem, ze sygnalizacja BMP dziata jako gtéwny przetgcznik, rzadzacy
homeostazg komdrek macierzystych, regulujgcy wspdlne geny sygnaturowe miedzy
wybrzuszeniem (hfSC) a zalgzkiem wtosa (HG) podczas cyklicznej aktywacji lub wyciszenia.

W trakcie mojej pracy odkrytem nowe spojrzenie na znaczenie zaré6wno hamowania, jak i
promowania sygnalizacji BMP podczas rozwoju witosa. Moje odkrycia potwierdzaja model, w
ktorym dziatanie nabtonkowe BMPRIA jest najpierw blokowane przez mezenchymalny Noggin,
ktory pozwala wczesnym komdrkom prekursorowym wioséw na ekspresje mRNA Lefl i
proliferacje. Poniewaz komorki prekursorowe macierzy wtosa dzielq sie i przemieszczajg w gore i
oddalajg od Zrédta Noggin’a, aktywujg BMPRIA, obnizajac pule mRNA Lefl i nadajgc komérkom
wrazliwo$¢ na Wnt. Zatem sekwencyjne hamowanie i aktywacja BMPRIA s3 niezbedne do
zdefiniowania pasma komodrek prekursorowych macierzy wtosa, ktére posiadaja wystarczajaca
ilos¢ Lefl i stabilizowanej B-kateniny, aby aktywowaé specyficzne dla wtosa geny keratyn i
generowac todyge wiosa i catg strukture mini organu.

Ponadto wykazatem, ze przy braku funkcji BMPR1A pojawia sie przedwczesny anagen i chociaz
witasciwosci komérek macierzystych wtosa s3 zaburzone, komoérki macierzyste nie s3 tracone.
Zamiast tego, zaréwno Lefl, jak i B-katenina sg podwyiszone w komdrek macierzystych, co
zwigzane jest z oznakami inaktywacji GSK3B i PTEN i aktywacja szlaku PI3K/AKT w komdrkach
macierzystych po usunieciu BMPR1A. Odkrycia te daty mechanistyczne powigzanie dla zbieznosci
szlakéw BMP i Wnt w aktywacji komdrek macierzystych wtosa.
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W istocie, jako mechanizm réwnolegly (ktory synergicznie zbiega sie z hamowaniem GSK3pB), moje
dalsze odkrycie zaproponowato nowy model molekularny, w ktérym mechanizm wzajemne;j
interakcji powigzany z hamowaniem sygnalizacji BMP w komoérkach macierzystych wiosa jest
niezbedny do aktywacji dalszych efektoréow kanonicznej sygnalizacji WNT w sposéb zaleiny od
ligandu. To zaproponowano rowniez hierarchie sygnalizacji BMP jako nadrzednej w stosunku do
sygnalizacji WNT w regulacji komérek macierzystych wiosa. Wreszcie ten nowy wewnetrzny
mechanizm dodat jeszcze jedng hierarchiczng warstwe regulacji homeostazy komodrek
macierzystych, oprécz wczesniej proponowanej brodawki wtosa i sSrodskornej tkanki ttuszczowej,
ktore dziatajg jako zewnetrzne warstwy sygnalizacyjne w poblizu komérek macierzystych wiosa.
Dlatego praca ta podkresla, ze wiele warstw hierarchicznych kontroluje aktywnos¢ komodrek
macierzystych. Te odkrycie moze stanowi¢ prawdopodobnie wspolnym mechanizm regulacji w
wielu innych dorostych systemach komdrek macierzystych. Moje wyniki ujawniajg réwniez
nieoczekiwane odkrycia, ze istnieje wyrdzniajgca sie nienaktadajgca sie funkcja pSmad8 z pSmad1
i pSmad5 w morfogenezie mieszkéw wtosowych, ustanowieniu i utrzymaniu wyciszenia komérek
macierzystych w wybrzuszeniu wlosa, ale funkcja ta jest naktadajgca w zréznicowaniu komérek
prekursorowych macierzy wtosa u dorostych.

Podsumowujac, wykazatem, ze w réznicowaniu komérek prekursorowych macierzy we wszystkie
warstwy wtosa (IRS i HS), BMP dziata synergistycznie, poprzedzajgc aktywacje sygnalizacji WNT. W
przeciwienstwie do tego, w regulacji komérek macierzystych wtosa, odkrytem, ze hamowanie
sygnalizacji BMP jest niezbedne do promowania przejscia uspionych komérek macierzystych wtosa
do proliferujgcych komoérek zalgzka wtosa. W rzeczywistosci sygnalizacja BMP w komoérkach
macierzystych wtosa dziata w celu utrzymania niezréznicowanych komérek multipotencjalnych w
stanie spoczynkowym, jednak szlak BMP dziata antagonistycznie, tak aby zahamowaé kanoniczng
sygnalizacje WNT. Tak wiec, ta sama sygnalizacja BMP w tym samym mini narzadzie dziata inaczej
w roznych typach komorek, z jednej strony zachodzi blokowanie réznicowania i utrzymywanie
multipotencjalnych komdrek macierzystych wiosa, z drugiej strony promowanie koricowego
réznicowania i blokowanie dalszej proliferacji komadrek prekursorowych macierzy wtosa.
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5.3 Krotkie streszczenie osiggnie¢ naukowych niebedacych podstawg wniosku o
wszczecie postepowania habilitacyjnego

1. Molekularne podstawy anhidrotycznej dysplazji ektodermalnej.

Juz w trakcie studiéw lekarskich i pdzniej doktoranckich, interesowatem sie biologig rozwojowg,
szczegdlnie molekularnymi podstawami rozwoju przydatkéw skoéry u ludzi. Dlatego zaczatem badac
mozliwg przyczyne anhidrotycznej dysplazji ektodermalnej (EDA). Zespot ten jest spowodowany przez
mutacje w genach EDA lub DL, ktére nalezg do rodziny liganddw i receptoréw TNF, zaangazowanych
w komunikacje miedzy komérkami podczas zycia embrionalnego. Zbadatem zarédwno regiony
kodujace, jak i niekodujgce genéw EDA i DL u pacjentéw wykazujacych objawy kliniczne dysplazji
ektodermalnej (niedobdr lub brak ekrynowych gruczotéw potowych, oligodontia lub brak zebow, brak
lub rzadkie wtosy). Wykrytem kilka nowych mutacji i polimorfizméw w obu genach EDA i DL
odpowiedzialnych za te same fenotypy zespotu EDA u ludzi. Moje najlepsze odkrycie zostato
opublikowane w prestizowym Am J Med Genetics (2001; papier # 10), a takze dodane do bazy danych
OMIM, a inne wyniki opublikowano w Journal of Applied Genetics (1997, 1999, 2002 artykuty # 19,
15, 9), Journal Prosthetics Dentistry (1998; papier # 18), Acta Biochimica Polonica (1998, 1999, 2001,
2003; artykuty # 17, 16, 11, 8), Pediatric Pathology and Molecular Medicine (2000; papier # 14), Folia
Histochemica et Cytobiologica (2001; papier # 12). Do analizy promotora EDA we wspdtpracy z mojg
zong Agnieszkg Kobielak sklonowalismy, ekspresjonowaliémy i oczysciliSmy szczurzy i ludzki Lef-1
(GenBank: ludzki i szczurzy AF198532 i AF198533). Wykazalismy réwniez stymulujacy wptyw ludzkiej
LEF-1 i B-kateniny na ekspresje genu EDA. Ponadto opisatem réwniez pierwszg mutacje w regionie
regulacyjnym genu EDA zbiezng z objawami anhidrotycznej dysplazji ektodermalnej. Jako student
doktorancki, moje badania uzyskaty pierwsza nagrode J. Opieniskiej-Blautha za najlepszg prace
zaprezentowang przez studenta na spotkaniu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w 1995 r., a
takze nagrode Rektora Uniwersytetu za najlepszag prace doktorska (1999). Po obronie mojej pracy
doktorskiej za niektére z powyzszych studidéw dostatem niezalezny grant ufundowang przez
Panstwowy Komitet Badan Naukowych (KBN) i zostatem liderem grupy badawczej. Za dalsze badania
molekularnych podstaw anhidrotycznej dysplazji ektodermalnej otrzymatem takze pierwszg nagrode
W. Mozotowskiego za najlepszy artykut przedstawiony przez doktora na spotkaniu Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w 2000 r. W tym samym roku otrzymatem réwniez Nagrode Mtodego
Uczonego z Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

2. Molekularne podstawy agenezji zebow.

Uczestniczytem réwniez w badaniach, ktérego celem byto zbadanie dwdéch gendw MSX1 i PAX9,
ktore kodujg czynniki transkrypcyjne i byty zwigzane z selektywng agenezjg zebdéw. Przeprowadzatem
analize mutacji dwdch gendw w naszej grupie pacjentdw z niedoborem rdéznych zebdw, w tym
rodzinng lub sporadyczng postacig trwatej agenezji zebdw. Analiza jednoniciowego polimorfizmu
konformacyjnego nie wykazata mutacji w catej sekwencji kodujacej genu MSX1. Ponadto u 20%
pacjentéw i analiza sekwencji ich krewnych ujawnita przejscie C -> T w sekwencji kodujacej genu
PAX9. Zasugerowalismy, ze mutacje w PAX9 mogg by¢ odpowiedzialne za sporadyczng forme agenezji
zebow. Badanie to zostato opublikowane w Folia Histochemica et Cytobiologica (2001; artykuty # 13).
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3. Poszukiwanie nowych komérek macierzystych skory w réznych jej przydatkach.

Doroste komdrki macierzyste (SC) sg bardzo plastyczne pod wzgledem zdolnosci do odtwarzania
roznych tkanek, co prowadzi do duzego zainteresowania oceng ich potencjatu terapeutycznego.
Chociaz komadrki macierzyste wtosa (hfSC) sg jednymi z najlepiej scharakteryzowanych dorostych SC,
wcigz niewiele wiadomo jest o innych SC w réznych przydatkach skory, takich jak gruczoty potowe
(SG) i paznokcie. Dlatego, kiedy rozpoczatem samodzielng prace na stanowisku asystent profesora w
Centrum Medycyny Regeneracyjnej i Badan Komdrek Macierzystych na Uniwersytecie Potudniowe;j
Kalifornii w Los Angeles, poza gtownym celem badan mojego laboratorium, ktére zajmowato sie
molekularnym mechanizmem homeostazy komérki macierzyste wtosa, czes¢ moich badan skupiata
sie na poszukiwaniu nowych komdrek macierzystych skéry w réznych jej przydatkach. Niewtasciwa
termoregulacja przez gruczoty potowe moze spowodowac hipertermie, ktéra potencjalnie moze
prowadzi¢ do $mierci. Pokazano, ze komdrki gruczotéw potowych moga odtworzyé funkcjonalny
naskorek, co doprowadzito do duzego zainteresowania tym przydatkiem skoéry, jako potencjalnie
waznego zrodta dodatkowych komoérek w regeneracji skdry oprécz ustalonych komorek
macierzystych wtosa (Miller i in., 1998; Biedermann i in., 2010; Ritte i in. . 2013).

3A. Lokalizacja, izolacja i charakterystyka wolno dzielacych sie komérek (LRC) z mioepitelialng
charakterystyka z proksymalnego regionu nabtonkowego-wydzielniczego definiujg komorki
macierzyste gruczotéw potowych.

W czasie, gdy moje laboratorium rozpoczeto to badanie, poprzednie publikacje nie adresowaty

doktadnie, ktore przedziaty komaorkowe lub populacje, jesli w ogdle, w gruczotach potowych (SG) maja
zdolnos$¢ regeneracyjng z charakterystykg komodrek macierzystych. Chociaz poprzednie grupy
pokazaty, ze wolno dzielgce sie komérki (LRC) istniejg w proksymalnej czesci gruczotow potowych
(Nakamuraiin., 2009; Lu i in., 2012), to jednak w tym czasie dalsza charakterystyka molekularna SG-
LRC i to, czy komorki te posiadajg cechy komdrek macierzystych, nie zostato rozwigzane.
Moje laboratorium zajeto sie tym pytaniem, szukajgc wolno dzielgcych sie komérek wykorzystujgcych
system H2BGFP LRC (Tumbar i in., 2004), ktory to po raz pierwszy pozwolit nam precyzyjnie
zlokalizowa¢ i wyizolowa¢ nowe komdrki macierzyste skéry z cechami mioepitelialnymi
ograniczonymi do proksymalnej cze$¢ nabtonkowo-wydzielniczej gruczotéw potowych z lokalizacjg w
warstwie podstawnej. Ponadto komorki te nie byty obecne w odcinku dystalnym przewodu
wydzielniczego gruczotéw potowych. Nastepnie zidentyfikowalismy przez profil transkrypcyjny kilka
gendw szlaku BMP i potwierdzilismy funkcjonalne wymagania BMPR1A w tworzeniu gruczotow
potowych. Ponadto wykazalismy, ze SG-LRC sg multipotencjalne z charakterystyka komdrek
macierzystych in vivo z mozliwoscig réznicowania w naskorek podczas gojenia sie ran. Nasze wyniki
sugerujg rowniez plastyczno$¢ komarek gruczotéw potowych in vivo w odtworzenia zaréwno SG, jak
rowniez, co nas zaskoczyto mieszkéw wtosowych. Badanie to zostato opublikowane w PLOS ONE
(2013; artykuty # 6) i chronione jest patentem amerykariskim (nr publikacji: US 2016/0075995 A1,
pub. Data: 17 marca 2016 r.). Aby rozwing¢ projekt komadrek macierzystych w gruczotach potowych
SGSCs, zostatem nagrodzony przez Narodowego Instytutu Zdrowia grantem RO3 (NIH/NIAMS RO3,
Bethesda, Maryland, USA).

3B. Charakterystyka wolno dzielgcych sie, K15 pozytywnych i zdolnych do regeneracji komoérek
macierzystych paznokci.

Rézne mini-narzady ektodermalne majg rézne sposoby, odnowy i regeneracji, jak réwniez réing
dynamike w utrzymaniu homeostazy komorek macierzystych, tak aby radzi¢ sobie skutecznie ze
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zuzyciem. Paznokcie podlegajg ciggtemu wzrostowi w warunkach fizjologicznych, ale mogg réwniez
regenerowac sie po usunieciu. W tym czasie, nadal istniaty rozbieznosci w lokalizacji i dynamice
domniemanych komdrek macierzystych paznokci. Ponadto, dalsza izolacja, charakterystyka
molekularna i potwierdzenie potencjatu komérek macierzystych paznokci nie zostaty jeszcze
rozwigzane. Moje laboratorium zidentyfikowato wolno dzielgce sie komérki (LRC) doktadnie
ograniczone do fatdu proksymalnego z konfiguracjg podobng do pierscienia. Funkcjonalnie przez
przeszczepienie nowo zidentyfikowanych komdrek LRC paznokci, pokazalismy, ze mogg one
partycypowaé w strukturze paznokcia i uczestniczyé w regeneracji paznokci po wszczepieniu in vivo.
Wykazalismy réwniez, ze te komérki LRC z paznokci ekspresjonujg marker komérek macierzystych
wtosow, keratyne 15 (K15), a $ledzenie linii wykazato, ze te komadrki pochodzace z K15 znakowanej
populacji mogg uczestniczyé zaréwno odnawianiu struktury paznokcia, jak i naskérka
okotopaznokciowego (z przewagg tego drugiego). Zatem ta populacja komdrek macierzystych jest
dwufunkcyjna. Ponadto pokazalismy funkcjonalne wymaganie sygnalizacji BMP, molekularnie,
zmniejszona sygnalizacja BMP powodowata przeznaczenie keratynocytéw paznokci do réznicowania
w kierunku naskérka. Te wyniki pokazaty, ze moje laboratorium byto w stanie zidentyfikowac
nieopisang dotad populacje spoczynkowych dwufunkcyjnych komérek macierzystych ektodermy
zlokalizowanych wokét paznokcia, w podstawnej warstwie fatdu proksymalnego paznokcia, ktére
wykazujg podwdjng homeostaze i adaptacyjng odpowiedz na rany w kierunku regeneracji paznokeci.
Badanie to zostato opublikowane w PNAS (2014; artykuty # 4) i zostato podkreslone przez czasopismo
i wiadomosci uniwersyteckie, a takze miedzynarodowe wiadomosci, takie jak Science Daily i
Dermatology Times.

Podsumowujac, zidentyfikowalismy i scharakteryzowali§my nowe doroste komodrki macierzyste
skéry z paznokci i gruczotéw potowych. Wiedza ta moze by¢ przydatna w przetozeniu tych
podstawowych odkryé na nowe formy terapii komdrkami macierzystymi z zastosowaniem w
chorobach ludzkich, takich jak dysplazje ektodermalne (ED), ktére manifestujg objawy zwigzane z
brakiem przydatkéw skoéry, w tym wtoséw, zebdw, gruczotéw potowych, a takze paznokci, ale réwniez
moze dotyczy¢ ofiar oparzen, u ktérych brakuje wtoséw i gruczotéw potowych.

4. Rola deacetylazy histonowej 1, 2 w morfogenezie narzadu ektodermalnego.

Wspdtpracowatem z laboratorium dr Ming Chuong’a na Uniwersytecie Potudniowej Kalifornii, aby
opracowac myszy z warunkowg delecjg deacetylazy histonowej 1, 2 (HDAC1 i HDAC2) w naskorku.
Skoéra myszy z podwdéjng delecjg, HDAC-KO wykazywata spektrum zmian, nieregularnie pogrubionego
naskdrka miedzy-wtosowego, tysienia, dystrofii mieszkdéw wtosowych, dystrofii paznokci i
nieprawidtowej pigmentacji. Rdzne rodzaje wtoséw w siersci zostaty utracone. Podczas pierwszego
cyklu wtoséw, wtosy byty tracone i zastepowane przez dystroficzne mieszki wlosowe z rozszerzeniami
w ksztatcie lejkdw. Wyniki te pokazujg, ze zahamowanie aktywnosci HDAC naskdérka prowadzi do
niewtasciwej morfogenezy narzagdu ektodermalnego i zaburzonej regeneracji mieszkéw wtosowych i
homeostazy, jak rowniez ma posredni wptyw na pigmentacje. Moja wiedza wykorzystana zostata
rowniez do pomocy w analizie immunofluorescencyjnej mieszkdw wtosowych i naskérka. Badanie to
zostato opublikowane w Journal of Investigative Dermatology (2014; artykut # 7).

5. Charakterystyka wolno dzielgcych sie komoérek macierzystych jamy ustne;.

Uczestniczytem w projekcie laboratorium dr Agnieszki Kobielak na Uniwersytecie Potudniowej
Kalifornii, aby poméc jej laboratorium zlokalizowac i scharakteryzowa¢ doroste komarki macierzyste
(SC) w jamie ustnej, ktore sg wazne dla utrzymania homeostazy tej tkanki. W tym przypadku
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wykorzystano metode czutego wykrywania in vivo zielonego biatka fluorescencyjnego (GFP) w wolno
dzielgcych sie komérkach w celu wyizolowania i scharakteryzowania komérek zatrzymujgcych
znacznik, czyli potencjalnych komdrek macierzystych nabtonka jezyka i gruczotéw slinowych
(wiekszych i mniejszych). W przypadku mniejszych gruczotéw Slinowych strategia znakowania
histonu2B biatkiem GFP (H2BGFP) pozwolita na zidentyfikowanie wolno dzielgcych sie komérek
utrzymujacych znacznik (LRC) w mniejszych gruczotfach slinowych, ktére preferencyjnie lokalizujg sie
w warstwie podstawowej dolnego przewodu wydalniczego. Wszczepienie wyizolowanych komdrek
LRC z gruczotdw Slinowych in vivo wykazato ich potencjat do réznicowania sie w struktury pozytywne
dla keratyny 5 (marker warstwy podstawowej) i keratyny 8 (marker warstwy luminalnej). Analiza
transkrypcyjna ujawnita aktywacje docelowych gendéw TGFB1 w komédrkach LRC z gruczotéow
slinowych i sygnalizacji BMP w komérkach prekursorowych z gruczotéw $linowych. Dane te po raz
pierwszy podkreslity istnienie komérek LRC w drobnych gruczotach slinowych z charakterystyka
komérek macierzystych oraz pokazaty role szlaku TGFB w ich utrzymaniu. Wyniki te zostaty
opublikowane w Stem Cells (2014; papier # 5).

6. Zasady regeneracji powtok.

Bytem zaangazowany w napisanie artykutu przeglagdowego z grupg dr Chuong’a na Uniwersytecie
Potudniowej Kalifornii. Moj udziat polegat na przygotowaniu czesci dotyczacej dynamicznych
interakcji pomiedzy komdrkami macierzystymi, a ich sasiadujgca nisza, ktére regulujg zachowania
regeneracyjne i sg3 modulowane przez wielowarstwowe czynniki makro-srodowiskowe. Zasady
samoorganizacji uzyskane z modeléw narzagddw powtok mogg by¢ zastosowane w celu przywrécenia
uszkodzonych wzoréw podczas regeneracyjnego gojenia ran i inzynierii tkankowej w celu odbudowy
tkanek. Badanie to zostato opublikowane w Developmental Dynamics (2015; artykuty # 3).

7. Odkrycie heterogenicznych domen mieszkébw wlosowych napedzajacych szybka
czasoprzestrzeng regeneracje wzorcow wzrostu wiosow.

Do tych badan dostarczytem modelu myszy Krtl4-Cre z warunkowg ablacjg genu Wnt7b fl/fl oraz
uczestniczytem w interpretacji danych w projekcie grupy Dr. Plikus’a. Za pomoca modelowania
wieloskalowego pokazalismy, ze sprzezone inhibitory i aktywatory z fizycznym wzrostem wtosa sg
wystarczajgce do napedzania okresowosci i pobudliwosci regeneracji mieszkéw wiosowych.
Symulacje modelowe i dane eksperymentalne ujawniaty, ze skéra myszy zachowuje sie jak
heterogeniczne pole regeneracyjne, ztozone z domen anatomicznych, w ktérych mieszki wtosowe
majg odrebng dynamike cyklu. Interakcje miedzy szybkim cyklem podbrdédka i brzusznymi mieszkami
wtosowymi, a wolno dzielgcych sie grzbietowymi mieszkami wlosowymi wytwarza obustronnie
symetryczne wzory. Skéra ucha, natomiast zachowuje sie jak hiperrefrakcyjna domena z mieszkami
wtosowymi w przedtuzonej fazie spoczynku. Taka hiperrefrakcyjnos¢ dotyczy wysokich poziomoéw
ligandow BMP i antagonistow WNT, czesciowo ekspresjonowanych przez chrzastke i miesnie
specyficzne dla ucha. Wyniki te dostarczajg nowe zrozumienie tego, jak cata skdra zwierzecia zarzadza
catg regeneracjg wtoséw i zostata opublikowana w elLife (2017; papier # 2).

8. Nowe mechanistyczne spostrzezenia na temat regulacji i funkcji komadrek odpornosciowych
wystepujacych w naskérku i ich interakcji z odrebnymi niszami komérek macierzystych podczas
regeneracji skory i witosow.
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Do tego projektu dostarczytem model komdrek macierzystych wiosa wyizolowanych przez FACS, a
nastepnie hodowanych in vitro oraz uczestniczytem w interpretacji danych w badaniach laboratorium
Dr. Jamora. W programie gojenia ran skory posredniczy mobilizacja lokalnych populacji komérek
macierzystych w celu promowania regeneracji i naprawy tkanek. Wykorzystujac inaktywacje
naskdrkowej kaspazy-8 jako modelu gojenia ran in vivo u myszy, odkrylismy, ze IL-1ai IL-7 wydzielane
z keratynocytéw dziatajg razem, aby rozszerzy¢ aktywowang populacje rezydentnych komoérek y&T
naskodrka. Dalszym efektem aktywowanych komédrek y6T jest preferencyjna proliferacja komérek
macierzystych wiosa. Odkrycia te dostarczajg nowych spostrzezern mechanistycznych, w jaki sposéb
komponenty klasycznie zwigzane z zapaleniem mogg w réiny sposéb wptywaé na rdzne nisze
komaérek macierzystych w tkance. Niniejsze badanie zostato opublikowane w elLife (2017; papier # 1).

29



Postepowanie habilitacyjne — dr Krzysztof Kobielak

Zatacznik nr 2

5.4 Kierowanie i udziat w projektach naukowych

Charakter Tytut projektu Nr projektu | Zrédta Wysokosé Miejsce Lata
udzialtu w finansowania | finansowania | realizacji
projekcie
Wzajemne oddziatywanie komorek
macierzystych wtosa i otaczajacej
niszy w czasie regeneracji skory i TEAM
Kierownik cyklu whosa. Fundacja na| 3499 999,00 | SENT: 2018-
rantu TEAM/2017- kil PLN ' Uniwersytet 2021
g Reciprocal interaction between hair | 4/36 rzecz. ) Nauki Warszawski
follicle Stem Cells and surrounding Polskiej
niche during skin and hair
regeneration.
Regulacja komodrek macierzystych
mieszkow wtosowych podczas
T . . 2015/19/ OPUS,
Kierownik cyklicznej regeneracji wtoséw. B/NZ3/ Narodowe 1683 222,00 S(re]il;lv'g,rs ot 2016-
grantu 02948 Centrum PLN W Y ki 2019
Hair follicle stem cells regulation Nauki arszawskl
during hair cyclic regeneration.
Regulatory sciezek sygnatowych BMP
i WNT w homeostazie komdrek
. macierzystych mieszka wtosowego. Preludium,
Opiekun 2007/25/ | \orodowe | 18000000 | CENT. 2018-
naukowy N/Nz3/ c Uniwersytet 2020
grantu Regulators of BMP and WNT signaling | (1565 entrum PLN Warszawski
pathways in homeostasis of hair Nauki
follicle stem cells.
University of
: Southern
) ) Activator - Inhibitor interactions in us _Natlonal California,
Kierownik . . . RO1 Institutes of 1 850 000 2012-
grantu the cyclic regeneration of hair ARDG1552 Health USD Los Angeles/ 2017
follicle. (NIH)/NIAMS University of
California
Irvine
- - Isolation and characterization of new US National University of
Klerct>wn|k adult stem cells from sweat glands. oo Institutes of 240000 USD | Southern ;81}1_
grantu AR061028 Health California,
(NIH)/NIAMS Los Angeles
CIRM - ) )
Defining Bone  Morphogenetic Research University of
. . . . . . Southern
Opiekun Protein (BMP) functions in hair Training California 2010
naukowy follicle stem cell homeostasis by Program Il in| 113 484 USD Los Angeies 2012
grantu conditional ablation or activation of the Stem Cell
BMP receptor 1A (Bmprila). Biology
fellowship
US National _ _
oiek The Role of BS69 in Mouse Institutes of LSJn'VtErS'ty of
piekun . . outhern
naukowy Embryogenesw and Em_bryomc' SFem Health (NIH)/ 64 000 USD California, 2012-
grantu Cell Pluripotency and Differentiation NICHD  T32 Los Angeles 2014
Pre-doctoral
Training
The role of niche microenvironment Wright University of
Kierownik ; Southern 2009-
grantu in initiation of tumor formation in Foundation 100 000 USD California, 2010
Los Angeles
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skin after activation of hair follicle
stem cell.
The role of BMP signaling in Baxter University of
. . ; Southern
Kierownik regulation of hair follicle stem cells. Foundation 100 000 USD | California 2009-
grantu ' 2010
Los Angeles
. University of
The role of PTEN pathway in initiation American Southern
‘ ; ) ) ) ) Cancer Society California
Kierownik of tumor formation in skin by its IRG-58- Institutional Los Angeles | 2008-
o 25 000 USD
grantu targeted inactivation in hair follicle | 007-48 Research 2009
stem cell niche. G.rant AC_S/IRG
pilot project
CIRM Di University of
Wspot- . . . Isease Southern
| IR W Heal -
wykonawca | Cinical Regenerative Wound Healing | 11 653 | Team Planning | 33626 USD | california, ot
grantu with Stem Cells. Award Los Angeles

5.5 Udziat i w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Bytem wspdétautorem doniesien zjazdowych na nastepujgcych konferencjach:

Prezentacje Ustne/Oral presentations:

1.

K. Kobielak, 2003. “Regulation of hair follicle morphogenesis: Part II”. Skin Symposium, New York
Academy of Science, USA

K. Kobielak, 2005. “Regulation of hair follicle morphogenesis by BMP signaling”. Symposium
Molecular Cell and Developmental Biology, Max Plank Institute, Dresden, Germany

K. Kobielak, 2005. “Regulation of hair follicle morphogenesis by BMP signaling. Symposium
Molecular Cell and Developmental Biology, The International Institute of Molecular and Cell
Biology, Warsaw, Poland

K. Kobielak, 2006. “Role of BMP signaling in hair follicle stem cell niche”. Symposium
Molecular Cell Biology, Institute of Cell Biology ETH, Zurich, Switzerland

K. Kobielak, 2008. “Skin and hair follicle stem cells”. CA-Harvard Stem Cell Symposium /CIRM,
UCLA, Los Angeles, California, USA

K. Kobielak, 2010. “Defining BMP functions in hair follicle stem cells homeostasis by
conditional ablation or activation of BMP receptor 1A”. 70" Annual Meeting Society for
Investigative Dermatology (SID), Atlanta, Georgia, USA 2010

K. Kobielak, 2011. “Two faces of BMP signaling: multipotency versus differentiation of hair
follicle stem cells”. Stem Cell Center Seminar Series, University of California Riverside UCR,

California, USA
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

K. Kobielak, 2011. “Understanding the molecular mechanism of skin stem cell regulation and
the role of surrounding microenvironment in skin homeostasis”. International Symposium The
use of cord blood stem cells in haematologic and non-haematologic disorders. St. Petersburg,
Russia
K. Kobielak, E. Kandyba, 2011. “Unveiling a new ligand dependent mechanism of cross-talk
between BMP and canonical WNT signaling in hair follicle stem cell activation”. CIRM
Meeting, San Francisco, California, USA
K. Kobielak, 2011. “Integration of molecular network between BMP and WNT signaling in hair
follicle stem cells regulation”. The 60™ Annual Montagna Symposium on the Biology of the
Skin, Stevenson, Washington, USA
K. Kobielak, 2012. “New intrinsic mechanism of ligand-receptor dependent cross-talk between
BMP and WNT signaling in hair follicle stem cell homeostasis”. 72" Annual Meeting Society
for Investigative Dermatology (SID), Raleigh, North Carolina, USA
K. Kobielak, Leung Y,2011. “Localization, isolation and characterization of new skin stem cells
from sweat glands. 72" Annual Meeting Society for Investigative Dermatology (SID), Raleigh,
North Carolina, USA 2012
K. Kobielak, 2013. “BMP/Wnt signaling in stem cell gene networks of cycling hair follicle”.
Stem Cells & Regenerative Medicine, 6™ International Stem Cells and Cell Signaling, Boston
Massachusetts, USA
K. Kobielak, 2013. “Competitive balance of Intra-bulge BMP/WNT signaling reveals a robust
gene network governing stem cell homeostasis and cyclic activation”. The 7" World Congress
for Hair Research, Edinburgh, Scotland, UK
K. Kobielak, Y. Leung, 2013. “Defining the Label Retaining Cells (LRCs) from Nails as Putative
New Skin Stem Cells”. International Investigative Dermatology 2013, Edinburgh, Scotland, UK
2013
K. Kobielak, 2014. “Unveiling Distinct Skin Stem Cells and Their Homeostasis and Regenerative
Potential in Different Skin Appendages”. The Gross Stem Cell Research Center, University of
California Irvine UCI, California, USA
K. Kobielak, 2014. “Skin Stem Cells: from Hair to Digit Regeneration”. The Holland
Regenerative Medicine Program, University of Nebraska Medical Center UNMC, USA October
K. Kobielak, 2014. “Skin and Skin Appendages, unveiling their different Stem Cell Homeostasis
and Regenerative Potentials”. Stem Cell Center Seminar Series, University of California
Riverside UCR, California, USA June
K. Kobielak, 2015. “Beyond Surface — Skin Stem Cells: from Hair to Digit Regeneration”. The
Keck School of Medicine of USC, Los Angeles, California, USA
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20. K. Kobielak, 2015. “Under the Surface: From Hair to Digit Regeneration Unveiling
Regenerative Potential of Distinct Skin Stem Cells”. Central European Conference on
Regenerative Medicine (CECRM), Bydgoszcz, Poland

21. K. Kobielak, 2015. “Chasing Stem Cells in the Skin and Unveiling Their Regenerative Potential.
Department of Developmental and Cell Biology, University of California Irvine UCI, California,
USA

22. K. Kobielak, 2016. “Deciphering Distinct Skin Stem Cells: From Hair to Digit Regeneration.
Center of New Technologies, University of Warsaw, Poland

23. K. Kobielak, 2016. “Réznorodnos¢ Komodrek Macierzystych w Ektodermie — Od Regeneracji
Skéry do Regeneracji Koriczyn”. Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, Warsaw, Poland

24. K. Kobielak, 2017. “Adult Stem Cells in Tissue Specific Regeneration”. Summer School, Center
of New Technologies, University of Warsaw, Poland 2017

25. K. Kobielak, 2017. “Coexistence of Variety of Skin Stem Cells in Tissue Specific Homeostasis

and Regeneration”. The International Institute of Molecular and Cell Biology, Warsaw, Poland

Prezentacje Posterowe/ Poster Presentation:

1. Kobielak K, Kobielak A, Trzeciak WH. Mutation in the regulatory region of the EDA gene coincides
with the symptoms of anhidrotic ectodermal dysplasia. 30" Annual Meeting of the European
Society of Human Genetics, Lisboa, Portugal. European Journal of Human Genetics 6:159, 1998

2. Kobielak A, Kobielak K, Trzeciak WH. The influence of mutation in the 3’UTR of the MSX1 gene
on selective tooth agenesis. FEBS 26" Meeting of the Federation of European Biochemical
Societies, Nice, France. Biochimie (supplement) 6:168, 1999

3. Kobielak K, Kobielak A, Trzeciak WH. Demonstration of a novel transcript isoform of the EDA
gene in human umbilical cord. FEBS 26™ Meeting of the Federation of European Biochemical
Societies, Nice, France. Biochimie (supplement) 6:334, 1999

4. Kobielak A, Kobielak K, Trzeciak WH. Mutation in the 3’NCF might results decreased stability of
mRNA coding for human homeodomain protein MSX1. 31™" Annual Meeting of the European
Society of Human Genetics, Geneva, Switzerland. European Journal of Human Genetics 7:104,
1999

5. Kobielak K, Kobielak A, Trzeciak WH. Expression of a Novel Transcript Isoform of the EDA Gene
in Human Umbilical Cord. 31" Annual Meeting of the European Society of Human Genetics,
Geneva, Switzerland. European Journal of Human Genetics 7:104, 1999

6. Kobielak A, Kobielak K, Trzeciak WH. The role of the MSX1 gene in the formation of tooth buds.
FEBS, 18" International Congress of Biochemistry and Molecular Biology, Birmingham, UK 2000

7. Kobielak K, Kobielak A, Trzeciak WH. The influence of the transcription factor LEF-1 on the
expression of the EDA gene. FEBS, 18" International Congress of Biochemistry and Molecular
Biology, Birmingham, UK 2000

8. Kobielak K, Lemieux N, Fuchs E. New proteins interacting with TCF3 in skin. Annual Meeting of
Cell Biology, Michigan, USA 2001
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Pasolli HA, Kaufman CK, Bolotin D, Kobielak K, Fuchs E. Cell lineage determination in the hair
follicle: ultrastructural insights. 43 Annual Meeting of The American Society for Cell Biology,
San Francisco, USA 2003

Fuchs E, Tumbar T, Guasch G, Blanpain C, Kobielak K, Merril B, Jamora C, Pasolli H.A., Alonso L,
Greco V, Polak L. Stem Cell lineages of the skin. Cancer and Development Symposium,
Keystone, USA 2004

Kobielak K, Stokes N, de la Cruz J, Polak L, Fuchs E. Loss of a quiescent niche but not follicle
stem cells in the absence of bone morphogenetic protein signaling. Stem Cell and Cancer,
Gordon Research Conference, Big Sky, Montana, USA 2007

Kobielak K, Stokes N, de la Cruz J, Polak L, Fuchs E. Loss of a quiescent niche but not follicle
stem cells in the absence of bone morphogenetic protein signaling. 11" Annual Pathology
Conference, Pathology Department, the University of Southern California, Oxnard, California
USA 2008

Kobielak K. Skin and hair follicle stem cells. 1st Annual Stem Cell and Developmental Biology
Conference, the University of Southern California, Lake Arrowhead, California USA 2008
Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Kobielak K. Regulation of homeostasis of hair follicle stem cells by
BMP signalling. 49" Annual Meeting of The American Society for Cell Biology, ASCB, San Diego,
California, USA 2009

Kandyba E, Kobielak K. BMP signalling in hair follicle stem cells. 12" Annual Pathology
Conference, Pathology Department, the University of Southern California, Dana Point, California
USA 2009

Leung Y, Kobielak K. Localization, Isolation and Characterization of New Skin Stem cells from
Nails and Sweat Glands. 12™ Annual Pathology Conference, Pathology Department, the
University of Southern California, Dana Point, California USA 2009

Zhang H, Kobielak K. BMP receptor-associated molecule 1 (BRAM1) is essential for gastrulation
during mouse embryogenesis. 12" Annual Pathology Conference, Pathology Department, the
University of Southern California, Dana Point, California USA 2009

Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Kobielak K. Defining BMP functions in hair follicle stem cells
homeostasis by conditional ablation or activation of BMP receptor 1A. 70" Annual Meeting
Society for Investigative Dermatology (SID), Atlanta, Georgia 2010, The Journal of Investigative
Dermatology Abstracts 130 (Suppl 1):5111, 665 (Eve Kandyba, postdoctoral fellow, was selected
from 104 applications from over 16 countries for the 2010 Albert Kligman Travel Fellowship)
Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Kobielak K. Inhibition of BMP signaling activates hair follicle stem
cells towards the hair germ characteristic. 8" International Society for Stem Cell Research
(ISSCR), San Francisco, California, USA 2010

Kandyba E, Kobielak K. Regulation of Hair Follicle Stem Cell Homeostasis by BMP Signaling. 13t
Annual Pathology Conference, Pathology Department, the University of Southern California,
Dana Point, California USA 2010 (Eve Kandyba was awarded first place under the Best Oral
Presentation Category for postdoctoral fellow)

Leung Y, Kobielak K. Localization, Isolation and Characterization of New Skin Stem cells from
Nails and Sweat Glands. 13" Annual Pathology Conference, Pathology Department, the
University of Southern California, Dana Point, California USA 2010

Zhang H, Rippen M, Kobielak K. The role of BS69 in mouse embryogenesis and mESC
differentiation. 13™ Annual Pathology Conference, Pathology Department, the University of
Southern California, Dana Point, California USA 2010
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Hennigan A, Kandyba E, Kobielak K. Constitutively Active BMP Signaling: Implications for Hair
Follicle Cycling and Skin Morphogenesis. 13" Annual Pathology Conference, Pathology
Department, the University of Southern California, Dana Point, California USA 2010

Kandyba E, Kobielak K. Inhibition of BMP signaling activates hair follicle stem cells towards the
hair germ characteristic. Tri-Institutional Stem Cell Conference, USCF/UCLA/USC, Asilomar,
California USA 2010

Leung Y, Kandyba E, Kobielak K. New Skin Stem Cells from Nails and Sweat Glands. Tri-
Institutional Stem Cell Conference, USCF/UCLA/USC, Asilomar, California USA 2010

Kandyba E, Kobielak K. Targeting BMP functions in stem cells for hair and skin regeneration.
The USC 1% Stem Cell Translational and Clinical Sciences Research Symposium, Los Angeles,
California USA 2010

Leung Y, Kandyba E, Chen YB, Kobielak K. Localization, Isolation and Characterization of New
Skin Stem Cells from Nails and Sweat Glands. The USC 1% Stem Cell Translational and Clinical
Sciences Research Symposium, Los Angeles, California USA 2010

Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Kobielak K. Targeting BMP functions in hair follicle stem cells. 3™
Annual Conference for Stem Cell and Developmental Biology, Lake Arrowhead, California USA
2010

Leung Y, Kandyba E, Chen YB, Kobielak K. Localization, Isolation and Characterization of New
Skin Stem Cells from Nails and Sweat Glands. 3™ Annual Conference for Stem Cell and
Developmental Biology, Lake Arrowhead, California USA 2010

Rippen M, Zhang H, Kobielak K. The role of BS69 in mouse embryogenesis and mESC
differentiation. 3™ Annual Conference for Stem Cell and Developmental Biology, Lake
Arrowhead, California USA 2010

Hennigan A, Kandyba E, Kobielak K. Constitutively Active BMP Signaling: Implications for Hair
Follicle Cycling and Skin Morphogenesis. 14" Annual Pathology Conference, Pathology
Department, the University of Southern California, Oxnard, California USA 2011 (Andrew
Hennigan was awarded first prize for poster presentation in graduate student category)
Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Kobielak K. Targeting BMP functions in hair follicle stem cells.
14™ Annual Pathology Conference, Pathology Department, the University of Southern
California, Oxnard, California USA 2011 (Eve Kandyba was awarded first place for Best Poster
Presentation for postdoctoral fellow)

Leung Y, Kandyba E, Kobielak K. Localization, Isolation and Characterization of New Skin Stem
Cells from Nails and Sweat Glands. 14" Annual Pathology Conference, Pathology Department,
the University of Southern California, Oxnard, California USA 2011

Rippen M, Zhang H, Kobielak K. The role of BS69 in mouse embryogenesis and mESC
differentiation. 14" Annual Pathology Conference, Pathology Department, the University of
Southern California, Oxnard, California USA 2011

Leung Y, Kandyba E, Kobielak K. Localization, Isolation and Characterization of New Skin Stem
Cells from Nails and Sweat Glands. 4" Annual Conference for Stem Cell and Developmental
Biology, Cambria, California USA 2011

Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Kobielak K. Unveiling a new intrinsic ligand-receptor dependent
mechanism of cross-talk between BMP and WNT signaling in hair follicle stem cell homeostasis.
4™ Annual Conference for Stem Cell and Developmental Biology, Cambria, California USA 2011
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Rippen M, Zhang H, Kobielak K. The role of BS69 in mouse embryogenesis and mESC
differentiation. 4" Annual Conference for Stem Cell and Developmental Biology, Cambria,
California USA 2011

Kandyba E, Hazan V, Kobielak A, Butler S, Kobielak K. Canonical BMP Signaling Activates
Different Smad-Complexes during Skin Morphogenesis and Postnatal Hair Follicle Formation.
15™ Annual Pathology Conference, Pathology Department, the University of Southern
California, Oxnard, California USA 2012 (Eve Kandyba was awarded second place under the Best
Poster Presentation Category for postdoctoral fellow)

Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Widelitz R, Chuong CM, Kobielak K. New intrinsic mechanism of
ligand-receptor dependent cross-talk between BMP and WNT signaling in hair follicle stem cell
homeostasis. 72" Annual Meeting Society for Investigative Dermatology (SID), Raleigh, North
Carolina 2012. Printed in The Journal of Investigative Dermatology Abstract 132, S148:864.
Leung Y, Kandyba E, Kobielak K. Localization, Isolation and Characterization of New Skin Stem
Cells from Nails and Sweat Glands. 72" Annual Meeting Society for Investigative Dermatology
(SID), Raleigh, North Carolina 2012. Printed in The Journal of Investigative Dermatology Abstract
132, S147:857. (Yvonne Leung, Ph.D. student in my lab, received the 2012 Albert Kligman Travel
Fellowship Award)

Tom B, Rippen M, Kobielak K. Gene Influence on the Development of Germ Layers in Mouse.
CIRM's Creativity Awards program Meeting at Stanford University, California 2012

Leung Y, Kandyba E, Kobielak K. Localization, Isolation and Characterization of New Skin Stem
Cells from Nails and Sweat Glands. 15" Annual Pathology Conference, Pathology Department,
the University of Southern California, Oxnard, California USA 2012 (Yvonne Leung was awarded
first place for Best Poster Presentation for graduate student)

Rippen M, Zhang H, Kobielak K. The role of BS69 in mouse embryogenesis. 15" Annual
Pathology Conference, Pathology Department, the University of Southern California, Oxnard,
California USA 2012

Kandyba E, Kobielak K. New intrinsic mechanism of ligand-receptor dependent cross-talk
between BMP and WNT signaling in hair follicle stem cell homeostasis. Tri-Institutional Stem
Cell Conference, USCF/UCLA/USC, Asilomar, California USA 2012

Rippen M, Zhang H, Kobielak K. The role of BS69 in mouse embryogenesis. 16" Annual
Pathology Conference, Pathology Department, the University of Southern California, Long
Beach, California USA 2013 (Marie Rippen was awarded first place under Best Poster
Presentation Category for PhD graduate student)

Kandyba E, Hazan V, Kobielak A, Butler S, Kobielak K. Postnatal hair follicle differentiation but
not stem cell quiescence can be maintained by Smad8 alone after Smad1 and Smad5 ablation.
16'™ Annual Pathology Conference, Pathology Department, the University of Southern
California, Long Beach, California USA 2013 (Eve Kandyba was awarded first place under the
Best Research Paper Award for her 2013 PNAS publication for postdoctoral fellow)

Kandyba E, Hazan V, Kobielak A, Butler S, Kobielak K. Postnatal hair follicle differentiation but
not stem cell quiescence can be maintained by Smad8 alone after Smad1 and Smad5 ablation.
International Investigative Dermatology 2013 (1ID), Edinburgh, UK 2013. Printed in The Journal
of Investigative Dermatology Vol.1, Suppl.1 Abstract 1443, S245

Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Widelitz R, Chuong CM, Kobielak K. Wnt7b regulates hair follicle
stem cell homeostasis and hair follicle cycling. International Investigative Dermatology 2013,
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Edinburgh, UK 2013. Printed in The Journal of Investigative Dermatology Vol.1, Suppl.1 Abstract
1447, 5246

Leung Y, Kandyba E, Chen YB, Ruffins S, Kobielak K. Defining the Label-Retaining Cells (LRCs)
from Nails as a putative New Skin Stem Cells. International Investigative Dermatology 2013,
Edinburgh, UK 2013. Printed in The Journal of Investigative Dermatology Vol.1, Suppl.1 Abstract
1441, S245 (Yvonne Leung, Ph.D. student in my lab, received the 2013 1ID Travel Fellowship
Award)

Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Widelitz R, Chuong CM, Kobielak K. New intrinsic layer of stem
cells homeostasis regulation revealed by competitive balance of intrabulge BMP/Wnt signaling
during hair cyclic activation. Gordon Research Conferences (GRC), Epithelial Differentiation &
Keratinization, Barga, Italy 2013

Kandyba E, Leung Y, Chen YB, Widelitz R, Chuong CM, Kobielak K. New intrinsic layer of stem
cells homeostasis regulation revealed by competitive balance of intrabulge BMP/Wnt signaling
during hair cyclic activation. 11" International Society for Stem Cell Research (ISSCR), Boston,
MA, USA, 2013. Printed in ISSCR 2013 Poster Abstract eBook, Abstract T-1124, P740-741

Leung Y, Kobielak K. Defining the Label Retaining Cells (LRCs) from Sweat glands and Nails as a
putative New Skin Stem Cells. 16" Annual Pathology Conference, Pathology Department, the
University of Southern California, Long Beach, California USA 2013

Flores A, Kobielak K. Constitutively active canonical BMP signaling in the Apical Ectodermal
Ridge disrupts proximal-distal patterning in limb bud development. 16" Annual Pathology
Conference, Pathology Department, the University of Southern California, Long Beach,
California USA 2013 (Aimee Flores was awarded first place for Best Oral Presentation for master
graduate student)

Kandyba E, Kobielak K. Competitive balance of intrabulge BMP/Wnt signaling reveals a robust
gene network governing stem cell homeostasis and cyclic activation. Factor Meeting, USC, 2013
Cochrane A., Leung Y, Kandyba E, Chen YB, Kobielak K. In search of nail stem cells:
Characterizing label-retaining, K15-expressing and regeneration-competent progenitor
populations. 17™ Annual Pathology Conference, Pathology Department, the University of
Southern California, Long Beach, California USA 2014 (Anne Cochrane was awarded first place
for Best Poster Presentation for undergraduate student)

Kandyba E, Kobielak K. Wnt7b is an important intrinsic regulator of hair follicle stem cell
homeostasis and hair follicle cycling. 17" Annual Pathology Conference, Pathology Department,
the University of Southern California, Long Beach, California USA 2014 (Eve Kandyba was
awarded second place under the Best Poster Presentation Category for postdoctoral fellow)

Li Y., Kobielak K. The role of PTEN in regulation of hair follicle stem cells homeostasis and in
initiation of skin tumor formation. 17 Annual Pathology Conference, Pathology Department,
the University of Southern California, Long Beach, California USA 2014

Rippen M., Kobielak K. Ectopic neural induction is accompanied by suppression of mesoderm
formation after ablation of BS69 gene in embryos. 17™ Annual Pathology Conference, Pathology
Department, the University of Southern California, Long Beach, California USA 2014

Kobielak K, Wang X, Wang G, Plikus MV, Chen YB, Yun K, Israel M, Kandyba E. Integration of
molecular network governed by Smads targeted genes in hair follicle stem cells regulation.
International Society for Stem Cell Research (ISSCR), San Francisco, CA, USA 2016
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60. Wang X, Wang G, Kikulska A, Daszczuk P, Chen YB, Plikus M, Yun K, Israel M, Kandyba E,
Kobielak K. Molecular network of Smads and Id2 genes in hair follicle stem cells regulation. 76th
Annual Meeting of the Society-for-Investigative-Dermatology (SID), Portland, Oregon, USA 2017

61. Wang X, Boryr LM, Wang G, Ramos R, Wang X, Plikus M, Daszczuk P, Mazurek, Pieczonka T, Yun
K, Israel M.A, Kandyba E, Kobielak K. Activation of Id2 gene regulatory network ruling
quiescence of hair follicle Stem Cells. International Investigative Dermatology (1ID) meeting in
Orlando, Florida, USA, 2018

62. Boryn LM, Daszczuk P, Mazurek P, Pieczonka T, Wang X, Wang G, Ramos R, Plikus M, Kandyba E,
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