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Autoreferat

1. Imie¢ i Nazwisko.

Matgorzata Zimowska-Wypych

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2001 — doktor biologii; Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Zaktad Cytologii;
specjalizacja: biologia

Praca doktorska pt. ,,Zmiany aktywnosci kalpain w czasie regeneracji miesni
szkieletowych szczura in vivo oraz proliferacji i réznicowania komadrek satelitowych
in vitro pod wptywem funkcjonalnych analogdw siarczanu heparanu”

Promotor: prof. dr hab. Jerzy Moraczewski

1996 — magister biologii, Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Zaktad Cytologii;
specjalizacja: biologia ogdlna

Praca magisterska pt.: "Zmiany poziomu kalpainy m i p w wolnych i szybkich
miesniach szkieletowych szczura podczas regeneracji"

Promotor: prof. dr hab. Jerzy Moraczewski

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

od 1.10.2013 asystent w Zaktadzie Cytologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski

15.12.2001-30.09.2013 adiunkt w Zakfadzie Cytologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski

1.10.1997-19.11.2001 doktorant w Zaktadzie Cytologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski

1.10.1996 - 1.10 1997  asystent w Zaktadzie Cytologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski
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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego 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. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego,

Komorkowe i molekularne podstawy roznic w regeneracji
wolnych i szybkich miesni szkieletowych
- rola srodowiska zewngtrzkomorkowego.

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa,
recenzenci wydawniczy),

1. Nowak E, Gawor M, Ciemerych MA, Zimowska M (2018) Silencing of gelatinase
expression delays myoblast differentiation in vitro. Cell Biol Int 42(3):373-382

2. Delaney K, Kasprzycka P, Ciemerych MA, Zimowska M. (2017) The role of TGF-B1 during
skeletal muscle regeneration. Cell Biol Int Jul;41(7):706-715

3. Zimowska M, Kasprzycka P, Bocian K, Delaney K, Jung P, Kuchcinska K, Kaczmarska K,
Gladysz D, Streminska W, Ciemerych MA (2017) Inflammatory response during slow- and
fast-twitch muscle regeneration. Muscle Nerve 55(3):400-409

4. Zimowska M, Olszynski KH, Swierczynska M, Streminska W, Ciemerych MA (2012)
Decrease of MMP-9 activity improves Soleus muscle regeneration. Tissue Eng Part A.
Jun;18(11-12):1183-92

5. Zimowska M, Duchesnay A, Dragun P, Oberbek A, Moraczewski J and Martelly | (2009)
Immunoneutralization of TGF1 improves skeletal muscle regeneration: effects on
myoblast differentiation and glycosaminoglycan content. Int J Cell Biol vol. 2009:659372,
doi:10.1155/2009/659372

6. Zimowska M, Brzoska E, Swierczynska M, Streminska W and Moraczewski J (2008)
Distinct patterns of MMP-9 and MMP-2 activity in slow and fast twitch skeletal muscle
regeneration in vivo. Int J Dev Biol 52: 307-314

¢) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych
wynikow wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

4



Zatgcznik 3
Autoreferat w jezyku polskim

Wstep

Regeneracja jest jednym z kluczowych proceséw zachodzgcych w organizmie - kazdego
dnia tkanki narazone sg na urazy i uszkodzenia, ktdrych naprawa jest niezbedna dla zachowania
prawidtowego funkcjonowania organizmu. W poréwnaniu do innych tkanek, miesnie
szkieletowe ssakdéw charakteryzujg sie wysokg zdolnoscia do efektywnej regeneracji w
odpowiedzi na réznego typu uszkodzenia.

Funkcjonalng jednostka miesni szkieletowych jest dtugie, wielojadrowe, cylindryczne
widkno miesniowe. Widkna miesniowe rdznig sie pod wzgledem ich morfologicznych,
biochemicznych i fizjologicznych wtasciwosci. Ze wzgledu na te rdéznice dokonano klasyfikacji
wtdkien. Obecnie, najczesciej uzywana jest klasyfikacja w oparciu o warto$¢ pH, w ktérym
aktywna jest ATPaza, charakterystyczna dla poszczegdlnych typow widkien, dzielgc miesnie na
typ I, 1A i 1IB, odpowiadajgcy miesniom wolno i szybko kurczgcym sie. Wykazujg one rdznice w
oksydatywnej i glikolitycznej aktywnosci, z czym zwigzane sg rdéznice w ich fizjologicznych
wtasciwosciach. Takze skurcz miesni rdzni sie pomiedzy miesniami szybkimi i wolnymi. Czas
skurczu zalezny jest od czuto$ci na jony Ca? aparatu kurczliwego i wydajnosci Ca*
zmagazynowanego w retikulum endoplazmatycznym. Trzecim czynnikiem wptywajgcym na
efektywnosc skurczu jest wydajnos¢ aparatu miozynowego, ktory zbudowany jest z réznych
izoform biatek w réznych miesniach (Charge and Rudnicki, 2004, Karalaki et al., 2009, Moyer and
Wagner, 2011).

Dojrzate miesnie s3 mozaikg szybko- i wolnokurczacych sie witdkien. Miesnie wolne,
odpowiedzialne za zachowanie postawy, zawierajg takze widkna szybkokurczace sie, podczas
gdy miesnie szybkie, wyspecjalizowane w ruchu, zawierajg réwniez niewielkg liczbe
wolnokurczacych sie wtdkien (Schiaffino, 2010, Schiaffino and Reggiani, 2011, Westerblad et al.,
2010). Ze wzgledu na kompozycje wtdkien wchodzgcych w ich sktad, miesien prostujgcy Extensor
Digitorum Longus — EDL (95% szybkich witdkien) i Soleus (85-100% wolnych wtdkien)
wykorzystywane sg w badaniach jako modele szybkich i wolnych miesni (Bassaglia and Gautron,
1995).

Regeneracja miesni szkieletowych moze by¢ indukowana na wiele sposobow np. poprzez
odnerwienie, lokalne uszkodzenia (naciecie, miazdzenie, przeszczep fragmentu miesnia,
zamrazanie, ogrzewanie) czy nastrzykiwanie toksynami. Jednak, niezaleznie od typu
uszkodzenia, naprawa tkanki mie$niowej zachodzi w dwdch, naktadajgcych sie fazach: miolizy i
rekonstrukcji. Podczas pierwszej z nich usuwane sg uszkodzone wiékna miesniowe. Nastepnie
rozpoczyna sie etap regeneracji. Aktywacji ulegaja, zlokalizowane pomiedzy btong podstawng a
btong cytoplazmatyczng wtdkien miesniowe komoérki macierzyste, tzw. komérki satelitowe. W

odpowiedzi na bodzce zwigzane z uszkodzeniem, komorki te intensywnie proliferujg, nastepnie
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tacza w miotuby, ktdre dojrzewajgc tworzg widkna miesniowe przywracajgce prawidtowa
architekture i funkcje miesni. Réznicowanie komédrek satelitowych kontrolowane jest przez
sekwencyjnie syntetyzowane miesniowe czynniki transkrypcyjne nalezgce do rodziny MREF:
MyoD, Myf 5, MRF4, i miogenine. Co istotne, zdarzenia towarzyszace regeneracji miesni
szkieletowych sg réwniez kontrolowane przez czynniki wzrostu i cytokiny, syntetyzowane nie
tylko przez miesniowe komorki prekursorowe czy widkna miesniowe, ale réwniez przez

naptywajgce do miejsca uszkodzenia komdrki stanu zapalnego czy fibroblasty. Rekonstrukcja
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Fig.1 Naprawa miesni szkieletowych - regeneracja vs. fibroza

Uszkodzenie mechaniczne powoduje przerwanie integralnosci wtdkien miesniowych. Tworzenie tymczasowe;j
blizny jest czescig prawidtowej odpowiedzi na uszkodzenie, a odpowiednia depozycja i organizacja sktadnikow
macierzy zewnatrzkomdrkowej jest niezbedna dla utrzymania integralnos¢ miesnia, chronigc go przed
rozerwaniem. Stanowi takze przestrzenng wskazéwke dla migrujacych do miejsca uszkodzenia komoérek stanu
zapalnego: neutrofili i makrofagéw. Komorki satelitowe, fibroblasty, komérki stanu zapalnego i skfadniki
macierzy zewngtrzkomorkowej tworza w uszkodzonej tkance srodowisko, ktére przyczynia sie do udanej
naprawy miesni, albo, alternatywnie, do rozwoju fibrozy.
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miesnia jest dodatkowo limitowana przez ponowne unaczynienie i unerwienie. Bez
odtworzonego unaczynienia i unerwienia regenerujgce miesnie nie sg zdolne do efektywnej
rekonstrukcji (Dumont et al., 2015, Fu et al., 2015, Karalaki et al., 2009, Motohashi and Asakura,
2014, Murphy et al., 2011). Jesli naprawa tkanki przebiega prawidtowo, struktura uszkodzonego
miesnia zostanie odbudowana przywracajgc jego funkcjonowanie. Natomiast zaburzenia na
kazdym z etapdw tego procesu moze skutkowaé nieprawidtowg regeneracjg objawiajgcy sie
degeneracjg witokien miesniowych, wysokim poziomem stanu zapalnego i nadmierng
akumulacjg sktadnikdbw macierzy zewngtrzkomaérkowej, czyli rozwojem fibrozy [Fig.1].

Fibroza (wtdknienie) jest najlepiej poznang konsekwencjg nieprawidtowej naprawy miesni
szkieletowych. Nadmierna akumulacja sktadnikdw macierzy zewnatrzkomorkowej, zaktécajaca
strukture i funkcjonowanie miesni, towarzyszy wielu stanom patologicznym, np. dystrofiom
miesniowym czy stanom zapalnym miesni (Abdel-Salam et al., 2009, Alameddine and Morgan,
2016, Brandan and Gutierrez, 2013, Caceres et al., 2000, Fadic et al., 2006, MacDonald and Cohn,
2012, Zanotti et al., 2005, Zhu et al., 2007). Dla przebiegu tych choréb charakterystyczny jest
powtarzajacy sie cykl degeneracji i regeneracji widkien miesniowych, w konsekwencji ktérego
naprawa tkanki nie jest w stanie doprowadzi¢ do zastgpienia uszkodzonych wtdkien nowymi. Co
ciekawe, wtdknienie zachodzi w zmienionych chorobowo miesniach pomimo obecnosci
funkcjonalnych komérek satelitowych (Laumonier and Menetrey, 2016, Moyer and Wagner,

2011, Wynn, 2008).
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Fig.2 Morfologia nieuszkodzonych oraz regenerujgcych w 3, 7 i 14 dniu po uszkodzeniu mechanicznym miesni szybkich
(EDL) i wolnych (Soleus).



Zatgcznik 3
Autoreferat w jezyku polskim

Przebieg i efektywnos$¢ naprawy miesni szkieletowych zwigzane sg z rodzajem widkien
budujacych miesien. U szczura, w mie$niach miazdzonych na catej ich dtugosci, mioliza, ktdra
obejmuje caty miesien, zachodzi do 3 dnia po uszkodzeniu, a nastepnie rozpoczyna sie
regeneracja. W przypadku mechanicznie uszkodzonego miesnia szybkiego EDL naprawa tkanki
przebiega bez zaktdcen, a miesien wykazuje prawie normalng strukture juz ok. 14 dnia po
uszkodzeniu. Natomiast regenerujagcy miesien wolny Soleus ulega w znacznym stopniu
degeneracji i widknieniu [Fig.2]. W efekcie jego funkcjonowanie jest powaznie zaburzone

(Bassaglia and Gautron, 1995).

Badania, ktérych wyniki stanowig podstawe mojego osiggniecia habilitacyjnego miaty
na celu okreslenie podstawy rdéznic w przebiegu procesu regeneracji wolnych i szybkich
miesni szkieletowych. Postawitam hipoteze roboczg, zgodnie z ktérg czynnikiem
determinujgcym naprawe tkanki miesniowej moze by¢ srodowisko zewngtrzkomdrkowe, a
roznice w przebiegu procesu obserwowane pomiedzy mies$niami wolnymi i szybkimi
odzwierciedlajg zmiany zachodzace w srodowisku wtdkien miesniowych zaréwno na
poziomie komorkowym (np. rozwdj i wyciszenie stanu zapalnego) jak i molekularnym (np.
zmiany w poziomie czynnikdw odpowiedzialnych za przeksztatcenie Srodowiska

zewnatrzkomorkowego).

Okreslenie wplywu rozwoju i wyciszenia odpowiedzi zapalnej na proces regeneracji wolnych i

szybkich miesni szkieletowych

e Zimowska M, Kasprzycka P, Bocian K, Delaney K, Jung P, Kuchcinska K, Kaczmarska K,
Gladysz D, Streminska W, Ciemerych MA (2017) Inflammatory response during slow- and

fast-twitch muscle regeneration. Muscle Nerve 55(3):400-409

Rozwdj stanu zapalnego, a nastepnie jego skuteczne wyciszenie to, obok aktywacji
komoérek satelitowych i réznicowania powstatych z nich mioblastow, jeden z wazniejszych
procesow wptywajgcych na przebieg regeneracji miesni szkieletowych. Bez obecnosci komédrek
stanu zapalnego, usuwajgcych uszkodzone wtdkna oraz wydzielajgcych sekwencyjnie szereg
czynnikdw wzrostu czy cytokin kontrolujgcych naprawe tkanki, odbudowa tkanki mogtaby by¢
znacznie uposledzona, lub wrecz niemozliwa (Arnold et al., 2007, Butterfield et al., 2006, Saclier
et al., 2013, Smith et al., 2008). W pierwszym etapie moich badan skupitam sie zatem na

okresleniu réznic w przebiegu stanu zapalnego podczas regeneracji obu rodzajow miesni.
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Uszkodzeniu miesni szkieletowych towarzyszy wzrost poziomu cytokin prozapalnych, np.
TNF-a i IL-1B, ktore stymulujg komorki sréddbtonka do ekspresji czgsteczek adhezyjnych E-
selektyny i P- selektyny oraz IL-6 i IL-8. Obecnos¢ tych czynnikdw z jednej strony przyczynia sie
do naptywu neutrofili, ktére jako pierwsze komdrki stanu zapalnego pojawiajg sie w miejscu
uszkodzenia fagocytujgc szczatki uszkodzonej tkanki, z drugiej promuje ich adhezje. Neutrofile
usuwajg pozostatosci uszkodzonych lub martwych komérek i wtdkien miesniowych. Wydzielajg
rowniez czynniki bedace chemoatraktantami dla pojawiajgcych sie w pdzniejszym okresie
komorek stanu zapalnego niezbednych do prawidtowego przebiegu regeneracji — makrofagow
(Butterfield et al., 2006, Cote et al., 2008, Peterson et al., 2006, Pizza et al., 2005, Teixeira et al.,
2005). Makrofagi obecne w uszkodzonych miesniach mozna podzieli¢ na co najmniej dwie
populacje: makrofagi M1 (tzw. makrofagi prozapalne) odpowiedzialne za usuwanie
uszkodzonych lub martwych komérek i wtdkien miesniowych oraz dziatajgce na pdzniejszych
etapach rekonstrukcji miesni makrofagi M2, stymulujgce komérki satelitowe do podziatow.
Makrofagi M1 ulegajg aktywacji m.in. pod wptywem TNF-a syntetyzowanego przez neutrofile,
podczas gdy populacja M2 aktywowana jest na pdiniejszym etapie przez m.in. IL-10.
Sekwencyjnemu wzrostowi liczby makrofagdw towarzyszy spadek liczby neutrofili (Arnold et al.,
2007, Chazaud, 2014, Deng et al., 2012, Kharraz et al., 2013, Novak et al., 2014, Saclier et al.,
2013).

Moje wieloletnie obserwacje miesni szkieletowych regenerujacych po uszkodzeniu
mechanicznym wskazywaty, ze w miesniach z przewagg wtdkien wolnych nieprawidiowej
regeneracji tkanki towarzyszy przedtuzona obecno$¢ komdrek stanu zapalnego. Postawitam

wiec hipoteze, zgodnie z ktéra przebieg odpowiedzi immunologicznej jest inny w miesniach

szybkich, regenerujacych efektywnie, w pordwnaniu do charakteryzujgcych sie rozwojem fibrozy

miesniach wolnych.

Materiatem do doswiadczen majgcych na celu weryfikacje tej hipotezy byty regenerujace
miesnie Soleus (miesnie wolne) i EDL (miesnie szybkie) dorostych samcow szczurdw.
Regeneracja indukowana byta poprzez zmiazdzenie miesni na catej ich dtugosci, prowadzac do
catkowitej degeneracji, a nastepnie naprawy uszkodzonej tkanki. Pozwolito to na morfologiczne
i ilosciowe badania biochemiczne regenerujgcego miesnia w 1 i 3 dniu po uszkodzeniu kiedy
zachodzita mioliza oraz w 7 i 14 dniu, kiedy trwata rekonstrukcja tkanki.

Wyniki badan wykazaty, ze po uszkodzeniu nieprawidtowo regenerujgcych miesni
wolnych stan zapalny utrzymywat sie znacznie dtuzej i byt bardzie nasilony niz w prawidtowo
regenerujgcych miesniach szybkich. Jako pierwsze w zniszczonej tkance pojawiaty sie neutrofile.
Po nich do miejsca uszkodzenia migrowaty makrofagi. W obu typach miesni najwyzsza liczba

neutrofili obserwowana byta w 1 dniu po uszkodzeniu, a ich poziom spadat w kolejnych dniach
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regeneracji. Po raz pierwszy wykazatam, ze we witdkniejgcym miesniu Soleus ponowny wzrost
poziomu neutrofili nastepowat w 14 dniu po uszkodzeniu. Wzrost ten nie byt obserwowany w
prawidtowo regenerujgcym miesniu EDL. Wykazatam réwniez, ze udziat makrofagéw M2,
zwigzanych z aktywacjg komorek satelitowych, byt inny w obu typach mies$ni. Regeneracji miesni
EDL towarzyszyt niski poziom liczby makrofagdw M2 na etapie miolizy i jego gwattowny wzrost
na poczatku etapu rekonstrukcji (dzien 5). W miesniach Soleus obserwowatam natomiast
stopniowy wzrost liczby makrofagdw M2, poczawszy od 1 dnia po uszkodzeniu, osiggajacy
maksimum w dniu 5. Natomiast obecno$é makrofagéw M1 zwigzana byta zaréwno z fazg miolizy
jak i rozpoczeciem etapu rekonstrukgc;ji, a ich profil byt podobny w miesniach wolnych i szybkich.
Zmianom w profilu komaérek stanu zapalnego towarzyszyty réznice w poziomie czynnikdéw takich
jak IL-6, TNF-a,, IL-10 zaangazowanych w aktywacje czy migracje badanych populacji komorek

do miejsca uszkodzenia.

Prowadzone przeze mnie badania pozwolity zatem na okreslenie réznic w rozwoju stanu

zapalnego towarzyszgcego regeneracji miesni wolnych i szybkich. Po raz pierwszy wykazatam, ze

zarowno przedtuzona obecnos$é komorek stanu zapalnego jak i rdznice w sekwencji pojawiania

sie poszczegdlnych populacji komorek obserwowane w miesniach wolnhych moga by¢ przyczyna

zaburzen w_ naprawie tej tkanki. Zatem poczatkowo korzystne dziatanie komoérek stanu

zapalnego, np. usuwanie zniszczonej tkanki, wydzielanie czynnikdw promujacych proliferacje
mioblastow i synteze sktadnikbw macierzy zewnatrzkomorkowej, synteza enzymoéw
przeksztatcajgcych srodowisko zewnatrzkomérkowe wtdkien miesniowych, w pdzniejszych
etapach regeneracji staje sie szkodliwe. Okreslenie mozliwosci modyfikacji przebiegu stanu
zapalnego nie tylko umozliwitoby zrozumienie réznic w regeneracji, ale takze mogtoby stworzy¢
szanse na opracowanie terapii ograniczajgcej naptyw komdrek stanu zapalnego do

uszkodzonego miesnia i poprawe regeneracji, szczegdlnie w przypadku miesni wolnych.

W regeneracji miesni szkieletowych kluczowa role dla migracji komérek i odbudowy
srodowiska zewnatrzkomoérkowego nowopowstajgcych witdkien miesniowych odgrywa
reorganizacja macierzy zewnatrzkomorkowej. Gtownymi sktadnikami macierzy w miesniach
szkieletowych sg laminina, tenascyna, fibronektyna, kolageny I, Il i IV oraz siarczan dermatanu i
siarczan heparanu. Sktadniki te nie petnig jedynie funkcji strukturalnej, ale wptywajg réwniez na
adhezje, migracje i fuzje mioblastow. Synteza sktadnikdw macierzy zewnatrzkomérkowej oraz
ich organizacja przestrzenna jest precyzyjnie regulowana na kolejnych etapach regeneracji
miesni (Brzoska et al.,, 2011, Kaariainen et al., 2000, Karalaki et al., 2009). Prawidtowe

przeksztatcenie srodowiska zewngatrzkomorkowego nowo formujgcych sie wtdkien miesniowych
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wydaje sie jednym z bardziej istotnych warunkdéw decydujgcych o dalszych losach tkanki. Cho¢
poczatkowo pomocne, odktadanie komponentdw macierzy zewngtrzkomoérkowej moze staé sie
szkodliwe dla funkcjonowania regenerujacej tkanki, jesli jest kontynuowane bez kontroli,
powodujgc istotne przeksztatcenia btony podstawnej i tworzenie tkanki tacznej otaczajacej
wtdkna (Charge and Rudnicki, 2004, Kaariainen et al., 2000, Mahdy, 2018, Moyer and Wagner,
2011). Od wielu lat prowadzone sg badania majace na celu wyjasnienie réznic w przebiegu
regeneracji miesni regenerujgcych prawidtowo i tych podlegajgcych zwtdknieniu. Niestety,
molekularne mechanizmy ich naprawy nie zostaty jeszcze w petni zidentyfikowane. Wydaje sie
jednak, ze w miesniach szkieletowych w procesie naprawy tkanki po uszkodzeniu kluczowa role
petnig enzymy zaangazowane w degradacje skfadnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej —
metaloproteinazy: MMP-9 i MMP-2 oraz wplywajagcy na kompozycje macierzy

zewnatrzkomaérkowej w miesniach - transformujgcy czynnik wzrostu typu beta 1 (TGFB1).

Okreslenie wptywu TGFf31 na regeneracje w wolnych i szybkich miesniach szkieletowych

e Zimowska M, Duchesnay A, Dragun P, Oberbek A, Moraczewski J and Martelly | (2009)
Immunoneutralization of TGFB1 improves skeletal muscle regeneration: effects on
myoblast differentiation and glycosaminoglycan content. International Journal of Cell
Biology. 2009;2009:659372. doi: 10.1155/2009/659372.

e Delaney K, Kasprzycka P, Ciemerych MA, Zimowska M (2017) The role of TGF-B1 during

skeletal muscle regeneration. Cell Biol Int ;41(7):706-715 (praca przegladowa).

Cytokiny z rodziny TGFB (Transforming Growth Factor B) kontrolujg szerokie spektrum
zdarzen. Sg one regulatorami proliferacji, réznicowania, rozwoju zarodkowego i morfogenezy,
uczestniczac takze w rozwoju wielu stanéw patologicznych (Huang and Huang, 2005, Kubiczkova
etal., 2012, Massague, 2012, Verrecchia and Mauviel, 2007). W tkankach ssakow opisano prawie
40 czasteczek zaliczanych do rodziny czynnikéw wzrostu TGFB. Nalezg do nich: trzy izoformy
transformujgcego czynnika wzrostu B: TGFB-1, TGFB-2 i TGFB-3, bedace prototypami catej
rodziny, ponadto aktywiny, inhibiny, nodal, miostatyna, BMP i inne. Ze wzgledu na rdznice w ich
budowie oraz w procesach, w ktére sg zaangazowane, czynniki wzrostu z rodziny TGFB zostaty
podzielone na kilka grup, wyrdznionych w obrebie dwdch podstawowych podrodzin: TGFB
/aktywiny oraz BMP/GDF (Bone morphogenetic protein/Growth and differentiation factor) .

Biatka z rodziny TGFpB sg syntetyzowane jako czgsteczki prekursorowe, ktore w aparacie
Golgiego poddawane s3g dziataniu endopeptydaz (np. furyny). Enzymy te rozcinajg czasteczke

prekursorowg na dojrzaty TGFB i reszte aminoterminalng nazwang LAP (latency-associated
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peptide). LAP pozostaje jednak niekowalencyjnie przytaczona do TGF(, tworzac kompleks,
ktorego stabilnos¢ jest znacznie wyzsza niz aktywnego TGFB. Zapobiega to wigzaniu TGFB do
jego receptora. Wewnatrz aparatu Golgiego LAP dodatkowo kowalentnie oddziatuje z LTBP
(latent TGFB binding protein) tworzac duzy, nieaktywny kompleks. Po aktywacji TGFp,
najczesciej spotykanymi formami czynnika wzrostu biorgcymi udziat w $ciezkach przekazywania
sygnatu, sg homodimery takie jak TGFB 1 czy TGFB 2, cho¢ zidentyfikowano takze heterodimery
np. TGFB 1.2 czy TGFP 2.3 (Hinck, 2012, Hinck and O'Connor-McCourt, 2011, Weiss and Attisano,
2013).

Czynniki z rodziny TGFB przekazujg sygnat przez heterodimerowy kompleks sktadajgcy sie
z dwodch receptoréw typu Il i dwdch receptorédw typu | o aktywnosci kinazy serynowo-
treoninowej. Przyjmuje sie, ze kluczowa $ciezka sygnalizacyjna rodziny czynnikéw wzrostu TGFp,
prowadzi od kinazy receptora typu drugiego (typ Il), poprzez kinaze receptora typu pierwszego
(typ 1), do biatek efektorowych, ktdre nastepnie przemieszczajg sie do jadra komorkowego, gdzie
wptywajg na transkrypcje gendéw docelowych (Blobe et al., 2001, Chaikuad and Bullock, 2016,
Heldin and Moustakas, 2016, Hinck, 2012, Hinck and O'Connor-McCourt, 2011, Shi and
Massague, 2003). Najlepiej poznanymi efektorami sygnalizacji TGFB s3g biatka Smad.
Przedstawiciele rodziny TGFB uczestniczg takie w przekazywaniu sygnatdéw poprzez
alternatywne S$ciezki sygnalizacyjne. W nazwanych niezaleznymi od Smad s$ciezkami
przekazywania sygnatéw efektorami w odpowiedzi na sygnat TGFp staja sie np. kinaza Ras, Pl 3-
kinaza czy biatka RhoA (Chaikuad and Bullock, 2016, Hata and Chen, 2016, Heldin and
Moustakas, 2016, Luo, 2017, Macias et al., 2015, Moustakas and Heldin, 2005, Zhang, 2017).
Sygnalizacja TGFB jest takze modyfikowana przez caly szereg czasteczek oddziatujgcych
bezposrednio z receptorami typu | lub typu Il. Nalezg do nich m.in. FKBP12 (FK506-binding
protein 12), BAMBI (BMP and aktivin membrane bound inhibitor), czy BRAM1 (BMP receptor
associated molecule 1), ktérych specyficzne wigzanie z receptorem typu | blokuje przekazywanie
sygnatéw (Hata and Chen, 2016, Hinck, 2012, Hinck and O'Connor-McCourt, 2011, Kurozumi et
al., 1998, Onichtchouk et al., 1999, Shi and Massague, 2003, Wang and Donahoe, 2004, Weiss
and Attisano, 2013).

Wiele biatek macierzy zewnatrzkomérkowej posiada zdolnos¢ wigzania i modyfikowania
aktywnosci czynnikdw wzrostu np. zwigzanie przez fibronektyne aktywuje TGFB. Takze
proteoglikany zwigzane z powierzchnig komarki, takie jak np. dekoryna czy biglikan zdolne sg do
wigzania w srodowisku zewngtrzkomérkowym przedstawicieli rodziny TGFB, modyfikujgc ich
zdolnosc¢ do przekazywnia sygnatu. Z tego wzgledu nazwane zostaty receptorami typu Ill (TRRIII).
Co ciekawe, modyfikacje w podjednostkach glikozoaminoglikanu proteoglikandéw takich jak np.

siarczan heparanu, siarczan dermatanu czy siarczan chondroityny wptywajg na poziom wigzania
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TGFB do receptora. Wydaje sie, ze sposrdd glikozoaminoglikandw obecnych w $rodowisku
zewnatrzkomérkowym widkien miesniowych szczegdlng role w rozwoju i funkcjonowaniu
miesni szkieletowych odgrywa siarczan heparanu (Blobe et al., 2001, Brandan and Gutierrez,
2013, Caceres et al., 2000, Fadic et al., 2006, Zanotti et al., 2005, Zhu et al., 2007).

W miesniach szkieletowych TGFPB1 zostat zidentyfikowany jako czynnik modyfikujacy
kompozycje macierzy zewnatrzkomérkowej, negatywnie regulujgcy proliferacje i réznicowanie
mioblastéw, czy hamujgcy rozwdj motoneurondw. Wykazano réwniez, ze wysoka ekspresja
TGFB1 zwigzana jest z rozwojem fibrozy, towarzyszacym wielu stanom patologicznym np. w
dystrofii miesSniowej Duchenne’a (Abrigo et al., 2018, Cencetti et al., 2010, Kim and Lee, 2017,
MacDonald and Cohn, 2012, Massague et al., 1986, Noirez et al., 2006, Sartori et al., 2014).
Poniewaz nieprawidtowej naprawie tkanki miesniowej i rozwojowi fibrozy w miesniach

dystroficznych towarzyszy wysoki poziom ekspresji TGFB1, postawitam hipoteze, zgodnie z ktdrg

roznice w efektywnosci regeneracji widoczne pomiedzy miesniami z przewaga wtdkien wolnych

lub szybkich moga wynikac z réznic w poziomie TGFB1 lub/i jego receptora (TRI).

Badania prowadzone byly we wspodtpracy z Laboratorium CRRET (Laboratoire de
recherche sur la Croissance cellulaire, la Reparation et la Regeneration Tissulaires), Faculte de
Sciences et Technologie, Universite Paris Xl (Francja). Materiatem do doswiadczen byty
regenerujgce miesnie Soleus i EDL dorostych samcow szczuréw. W pierwszym etapie okreslatam
poziom biatka TGFB1 oraz jego receptora TPRI w czasie regeneracji miesni EDL i Soleus in vivo
oraz podczas réznicowania wyizolowanych z nich mioblastéw in vitro. Przeprowadzitam takze
oznaczenie zawartosci glikozaminoglikandéw (GAG) jako czynnikdw modyfikujacych wigzanie
TGFP1w macierzy zewnatrzkomdrkowej i jego funkcjonowanie. Uzyskane wyniki po raz pierwszy
wskazujg, ze regeneracji miesni wolnych towarzyszy podwyzszony poziom TGFB1 w poréwnaniu
do miesni szybkich. Wysokiemu poziomowi TGFB1l obserwowanemu po uszkodzeniu w
miesniach wolnych towarzyszyto masywne wiodknienie tkanki oraz zmiany zawartosci
glikozoaminoglikanéw w poréwnaniu do miesni szybkich. Co ciekawe, nie zaobserwowatam
znaczacych rdznic poziomu TGFB1 podczas rdéznicowania mioblastéw wyizolowanych z miesni
EDL i Soleus. Jako ze co najmniej cze$¢ badanych glikozaminoglikanéw obserwowanych w
miesniach jest wydzielana przez zaktywowane komorki satelitowe okreslitam réwniez poziom
glikozoaminoglikanéw w czasie rdznicowania mioblastow in vitro. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
maksimum syntezy glikozoaminoglikandéw przypadato na okres najwyzszego obserwowanego
poziomu TGFB1 w obu typach hodowli. Wydaje sie zatem, ze glikozoaminoglikany moga
uczestniczy¢ w kontroli sygnalizacji TGFB1 w czasie réznicowania mioblastow.

Jako ze TGFB1 wydaje sie by¢ kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwdj fibrozy

w miesniach szkieletowych zablokowanie jego dziatania lub obnizenie poziomu w tkance
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mogtoby wptynac na poprawe regeneracji, szczegélnie w przypadku miesni wolnych. Dlatego
celem kolejnego etapu prowadzonych przeze mnie badan stato sie okreslenie wptywu
neutralizacji dziatania TGFB1 na regeneracje mies$ni szkieletowych.

Analizom poddatam regenerujgce miesnie Soleus i EDL dorostych samcéw szczuréw.
Dziatanie TGFB1 hamowane byto poprzez nastrzykiwanie uszkodzonych miegsni roztworem
specyficznych przeciwciat skierowanych przeciwko TGFB1 lub jego receptorowi typu | (TBRI).
Przeprowadzitam réwniez doswiadczenia in vitro, hamujgc aktywnos¢ TGFB1l w czasie
réznicowania wyizolowanych z obu miesni komadrek satelitowych. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
neutralizacja TGFB1 przyczynia sie do poprawy regeneracji uszkodzonych miesni. Byto to
szczegdlnie wyrazne w przypadku miesni wolnych (Soleus). Po zahamowaniu dziatania TGFB1
naprawa tkanki przebiegata prawidtowo, a regenerujgce miesnie charakteryzowaty sie wysoka
liczebnosciag nowopowstatych widkien miesniowych o centralnie zlokalizowanych jgdrach
komérkowych. Nastrzykiwanie regenerujgcych miesni przeciwciatami przeciwko TGFB1 w
sposéb w znaczgco hamowato réwniez rozwdj fibrozy. Natomiast doswiadczenia in vitro
wykazaty, Ze zablokowanie dziatania TGFB1 lub jego receptora TBRI przyspieszato proliferacje i
réznicowanie mioblastow. Towarzyszyt temu podwyzszony poziom syntetyzowanych przez
mioblasty glikozaminoglikandw i, co istotne, zmiana ich sktadu tzn. wzrost poziomu siarczanu
heparanu w stosunku do siarczanu chondroityny. Jako ze aktywnos¢ TGFB1 moze by¢ negatywna
regulowane przez siarczan heparanu, wzrost poziomu tego glikozaminoglikanu wptywat na
zahamowanie dziatanie badanego czynnika wzrostu. Jednak, co zaskakujace, dziatanie
przeciwcial zmniejszato catkowitg ilo$¢ glikozaminoglikanéw w regenerujgcych miesniach.
Zatem wydaje sie, ze udziat mioblastéw w produkcji tych zwigzkéw moze jedynie w niewielkim
stopniu przyczyniac sie do przeksztatcenia srodowiska komdrkowego regenerujgcych miesni, a
komaérkami odpowiedzialnymi za ten proces mogg by¢ komérki stanu zapalnego, fibroblasty, czy
komorki srodbtonka, obecne w uszkodzonej tkance.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze kontrola aktywnosci TGFPB1 jest niezwykle istotnym
czynnikiem wptywajgcym na regeneracje uszkodzonego miesnia. Wydaje sie, ze szczegdlnie w
nieprawidtowo regenerujgcych miesniach wolnych, wysoki poziom TGFB1 przyczynia sie do
zaburzenia procesu naprawy tkanki, a zablokowanie jego dziatania hamuje rozwdj fibrozy i

poprawia regeneracje.

Prowadzone przeze mnie badania pozwolity po raz pierwszy na okreslenie réznic w

poziomie TGFB1 pomiedzy regenerujgcymi po uszkodzeniu mechanicznym miesniami z

przewagg wiokien wolnych i szybkich. Wykazatam réwniez, ze utrzymanie réwnowagi pomiedzy

TGFB1 a glikozaminoglikanami obechnymi w Srodowisku zewnatrzkomérkowym wtdkien
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miesniowych moze by¢ kluczowe dla przebiegu regeneracji, stanowigc element mechanizmu

kontrolujgcego ten proces.

Udziat metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej MMP-9 i MMP-2 w regeneracji miesni

szkieletowych

e Zimowska M, Brzoska E, Swierczynska M, Streminska W and Moraczewski J Distinct patterns
of MMP-9 and MMP-2 activity in slow and fast twitch skeletal muscle regeneration in vivo
(2008) Int J Dev Biol 52: 307-314

e Zimowska M, Olszynski KH, Swierczynska M, Streminska W, Ciemerych MA (2012) Decrease
of MMP-9 activity improves Soleus muscle regeneration Tissue Eng Part A. Jun;18(11-
12):1183-92

e Nowak E, Gawor M, Ciemerych M A, Zimowska M (2018) Silencing of gelatinase expression

delays myoblast differentiation in vitro Cell Biol Int 42(3):373-382

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (z ang. Matrix Metalloproteinase,
MMP) zaliczane sg do duzej rodziny endopeptydaz, ktére do swej aktywnosci wymagajg
zwigzania jondw cynku. Poczagtkowo MMP opisywane byty jako enzymy zdolne do proteolizy
kolagenu. Obecnie znanych jest wiele innych substratéw MMP, a ze wzgledu na podobienstwa
ewolucyjne i aktywno$¢ substratowg enzymy te podzielono na kilka grup. Wyrdzniamy wsrod
nich kolagenazy (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), zelatynazy (MMP-2, MMP-9),
stromielizyny (MMP-3, MMP-10, MMP-11), matrylizyny (MMP-7, MMP-26), metaloproteinazy
btonowe (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24, MMP-17, MMP-25) oraz inne (MMP-12, MMP-
19, MMP-20, MMP-21, MMP-23, MMP-27, MMP-28) (Apte and Parks, 2015, Brinckerhoff and
Matrisian, 2002, Klein and Bischoff, 2011, Visse and Nagase, 2003).

Tradycyjnie, enzymy z rodziny MMP opisuje sie jako endopeptydazy degradujgce
strukturalne komponenty macierzy zewnatrzkomérkowej, tworzac przez to przestrzen dla
funkcjonowania i migracji komorek. Zakres dziatania tych enzyméw jest jednak znacznie szerszy.
Poprzez proteolize elementdw strukturalnych macierzy zewnatrzkomérkowej przyczyniajg sie
do powstanie czgsteczek sygnatowych, np. degradacja jednego z taricuchéw kolagenu IV przez
MMP-9 prowadzi do powstania peptydu, ktéry poprzez wigzanie z integryna avf3 dziata
hamujgco na ponowne unaczynienie tkanki. MMP mogg takze wptywac na zahamowanie lub
zmiane dziatania aktywnych czgsteczek sygnatowych w macierzy zewngtrzkomdrkowej, np.

zelatynaza MMP-2 rozcinajgc SDF-1 powoduje jego inaktywacje. MMP zdolne s3g réwniez do
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aktywacji nieaktywnych czynnikéw wzrostu i cytokin, np. MMP-2 i MMP-9, poprzez odciecie
fragmentu LAP uwalniajg TGFP z, obecnego w macierzy zewngatrzkomdrkowej, nieaktywnego
kompleksu. MMP posredniczg takze w interakcjach miedzy komérkami, a takze pomiedzy
komérkami a macierzg zewngtrzkomorkowa. Poprzez degradacje biatek, takich jak np. E-
kadheryna czy CD44, przyczyniajg sie do modyfikacji zdolnosci migracyjnych komarek (Klein and
Bischoff, 2011, Mott and Werb, 2004, Page-McCaw et al., 2007).

W przeksztatcenie miesni szkieletowych towarzyszace regeneracji lub wzrostowi,
zaangazowanych moze byé szereg metaloproteinaz takich jak MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-
10, MMP-13, MMP-14 i MMP-16, nalezgcych odpowiednio do kolagenaz, MMP btonowych oraz
stromelizyn. Jednak enzymami petnigcymi kluczowag role w przeksztatceniu srodowiska
zewnatrzkomérkowego wtdkien miesniowych sg, nalezgce do zelatynaz, MMP-9 i MMP-2
(Alameddine, 2012, Alameddine and Morgan, 2016, Carmeli et al., 2004, Chen and Li, 2009). W
miesniach szkieletowych enzymy te petnig funkcje regulatorowe w trakcie wzrostu i rozwoju, a
ich ekspresja zmienia sie rowniez w trakcie regeneracji, odgrywajac kluczowa role w utrzymaniu
struktury macierzy zewnatrzkomérkowej wtdkien miesniowych. Do syntezy metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomoérkowe] zdolne sg mioblasty oraz wiékna miesniowe, a takze inne
komorki rezydujgce w obrebie miesni szkieletowych, tj. fibroblasty i fibrocyty, makrofagi,
komoérki srédbtonka, komorki nerwowe, adipocyty oraz rdéine typy komoédrek uktadu
odpornosciowego (Alameddine, 2012, Alameddine and Morgan, 2016, Carmeli et al., 2004).
Wykazano, ze enzymy te uczestniczg w aktywacji komodrek satelitowych. Poziom syntezy
poszczegdlnych metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomdrkowej zmienia sie takie w trakcie
réznicowania mioblastéw w miotuby. W hodowlach in vitro mysich mioblastéw linii C2C12 oraz
w hodowlach pierwotnych ludzkich mioblastéw MMP-9 byta syntetyzowana jedynie przez
pojedyncze komarki przed rozpoczeciem fuzji. MMP-2 byta natomiast syntetyzowana zaréwno
przez proliferujgce komérki jak i w czasie réznicowania mioblastéw. Wykazano takze, ze
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomdrkowej zaangazowane sg w fuzje, a zahamowanie ich
aktywnosci hamuje fuzje mioblastéw linii C2C12 (Brzoska et al., 2011, Carmeli et al., 2004, Chen
and Li, 2009, Guerin and Holland, 1995, Lewis et al., 2000).

W nieuszkodzonych miesniach poziom ekspresji jak i aktywnos¢ zelatynaz pozostaje
bardzo niska lub niewykrywalna. Jednym z czynnikéw stymulujacych synteze lub aktywnosc
zelatynaz w miesniach szkieletowych wydaje sie byé uszkodzenie tkanki. Wykazano, ze
nastrzykiwanie mysich miesni kardiotoksyng, powodujgce miejscowg destrukcje tkanki, skutkuje
wzrostem aktywnosci zarédwno MMP-9 jak i MMP-2. Co istotne, wzrost ekspresji i aktywnosci

enzymow przebiega sekwencyjnie. Poczgtkowo, na etapie miolizy, w uszkodzonych miesniach
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poziom MMP-9 przewyzsza MMP-2, pdzniej, na etapie rekonstrukcji, aktywnosé¢ MMP-2 staje sie
dominujaca (Kherif et al., 1998, Kherif et al., 1999).

Wzrost syntezy czy aktywnosci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej
towarzyszy takze wielu stanom patologicznym miesni szkieletowych. Miopatie byly pierwszymi
zbadanymi stanami patologicznymi miesni, w ktérych enzymy te odgrywaja kluczowa role. Dla
przebiegu choroby charakterystyczne sg powtarzajace sie cykle degradacji i regeneracji tkanki,
czemu towarzyszy nadmierna akumulacja sktadnikdéw macierzy zewnatrzkomérkowej. W wielu
miopatiach ekspresja MMP-9, MMP-2, MMP-1 czy MMP-7 jest podwyzszona (Carmeli et al.,
2004, Choi and Dalakas, 2000, Kieseier et al., 2001, Schoser et al., 2002). Analizy miesni
kontrolnych oraz miesni myszy mdx czy pséw CXMD, bedacych zwierzecymi modelami dystrofii
miesniowej Duchnne'a, wykazaty ze poziom syntezy MMP-9 jest podwyzszony w degenerujgcych
miesniach, a wzrost syntezy MMP-2 towarzyszy etapowi formowania wtdkien regenerujacych
(Abdel-Salam et al., 2009, Fukushima et al., 2007, Hindi et al., 2013, Li et al., 2009, Shiba et al.,
2015, Zanotti et al., 2007).

Miesnie dystroficzne charakteryzuje nieprawidtowy uktad wtdkien oraz nadmierna
akumulacja biatek macierzy zewnatrzkomérkowej. Podobne obserwacje dotyczg proceséw
zachodzacych po uszkodzeniu mechanicznym w miesniach wolnych. Poniewaz nieprawidtowej
regeneracji w miesniach dystroficznych towarzyszg zmiany w poziomie ekspresji czy aktywnosci

metaloproteinaz, postawitam hipoteze badawcza, zgodnie z ktérg réznice w efektywnosci

regeneracji miesni z przewaga witdkien wolnych i szybkich moga wynikaé z réznic w poziomie

ekspresji/ aktywnos$ci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomdrkowej: MMP-9 i MMP-2.

Analizie poddatam regenerujgce miesnie Soleus i EDL szczuréw (in vivo) i wyizolowane z
nich komorki satelitowe (in vitro). Uzyskane wyniki wykazaty charakterystyczng sekwencje
pojawiania sie aktywnosci MMP-9 (wyzszy poziom na etapie proliferacji) i MMP-2 (zwigzang z
etapem fuzji) podczas réznicowania mioblastéw, potwierdzajgc wczesniejsze doniesienia
dotyczace linii komdrkowych np. mioblastéw C2C12. Wyizolowane z mies$ni wolnych i szybkich
mioblasty nie réznity sie od siebie pod wzgledem lokalizacji, ekspresji czy aktywnos¢ MMP-9 i
MMP-2. Co ciekawe, aktywnosé obu enzymow byta rézna w czasie naprawy miesni wolnych i
szybkich. W prawidtowo regenerujgcych miesniach szybkich widoczna byta charakterystyczna
sekwencja pojawiania sie i zanikania aktywnosci MMP-9 i MMP-2 w fazie miolizy i rekonstrukgji.
Wzrost aktywnosci MMP-9 towarzyszyt fazie miolizy, podczas gdy aktywnosé¢ MMP-2 zwiekszata
sie na etapie rekonstrukcji miesnia. Natomiast moje analizy miesni wolnych po raz pierwszy
wykazaty utrzymujacy sie wysoki poziom aktywnosci MMP- 9 zaréwno po uszkodzeniu, jak i na

etapie odbudowy wtdkien. Wydaje sie, ze przedtuzajgca sie wysoka aktywnosé¢ MMP-9 utrudnia

17



Zatgcznik 3
Autoreferat w jezyku polskim

prawidtowe przeksztatcenie srodowiska zewngtrzkomdrkowego mioblastéw i tworzenie sie
nowych wtékien miesniowych, tym samym zaburzajgc naprawe tkanki.

Dziatanie MMP regulowane jest na réznych poziomach: transkrypcji, translacji, sekrecji,
lokalizacji, aktywacji, inhibicji oraz degradacji (Alameddine, 2012, Apte and Parks, 2015, Fields,
2015). Wykazano, ze modyfikacja ekspresji MMP skutkuje poprawg regeneracji miesni np. myszy
pozbawione funkcjonalnego genu kodujgcego MMP-2- charakteryzuje mniejsza atrofia miesni w
porownaniu do myszy kontrolnych oraz prawidtowy poziom kolagenu IV i lamininy (Liu et al.,
2010). Skoro réznicom w naprawie miesni wolnych i szybkich towarzysza réznice w poziomie

badanych enzymdw postawitam hipoteze badawczg, zgodnie z ktérg wyciszenie ekspresji MMP-

2 lub MMP-9 moze mie¢ wptyw na proces rdznicowania mioblastéw, potencjalnie modyfikujac

przebieg regeneracji, szczegélnie w przypadku miesni wolnych. Materiatem do doswiadczen byty

komorki satelitowe wyizolowane z miesni Soleus dorostych samcéw szczuréw. Okreslatam
ekspresje oraz aktywnos$é¢ MMP-2 i MMP-9 w czasie réznicowania mioblastow in vitro. Uzyskane
wyniki wykazaty, ze wyciszenie, przy wykorzystaniu specyficznego siRNA, ekspresji MMP-9
opdznia proliferacje mioblastéow oraz formownie miotub. Obnizenie ekspresji MMP-2 nie
wptyneto natomiast na zaden z tych proceséw. Zatem to MMP-9, a nie MMP-2 wydaje sie by¢
kluczowym regulatorem rdznicowania mioblastow. Postawitam sobie jednak pytanie, czy
modyfikacja dziatania enzymu w przestrzeni zewnatrzkomdrkowej regenerujgcego miesnia
szkieletowego wptynetaby na proces naprawy uszkodzonej tkanki?

Na poziomie srodowiska zewnatrzkomérkowego miesni regulacja dziatania MMP dotyczy
przede wszystkim kontroli aktywnosci enzymu. MMP syntetyzowane i wydzielane sg w formie
nieaktywnej, jako tzw. zymogeny. Zymogen moze by¢é aktywowany w macierzy
zewnatrzkomaérkowej na wiele sposobdw: poprzez rozciecie przez inne enzymy z rodziny MMP,
przez dziatanie innych enzymow np. aktywatora plazminogenu, czy konwertazy, czy poprzez
dziatanie aktywnych form tlenu. Natomiast dziatanie zaktywowanych MMP moze by¢
regulowane badz przez specyficzne tkankowo inhibitory z rodziny TIMP (z ang. tissue inhibitors
of metalloproteinases), badZ przez inhibitory niespecyficzne, np. a2-makroglobuline czy
zakotwiczong w btonie glikoproteine RECK (z ang. reversion-inducing-cysteine-rich protein)
(Alexius-Lindgren et al., 2014, Arpino et al., 2015, Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010, Visse
and Nagase, 2003).

Skoro wysoka aktywnos¢ MMP obserwowana w stabo regenerujgcym miesniu Soleus, w
porownaniu do prawidtowo regenerujgcego miesnia EDL, zaburza przeksztatcenie macierzy

zewnatrzkomoérkowej po uszkodzeniu mieénia, postawitam hipoteze badawczg, zgodnie z ktdrg

zahamowanie aktywnosci metaloproteinaz spowoduje poprawe przebiegu procesu regeneracji

wolnych miesni szkieletowych.
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Aktywno$¢ metaloproteinaz hamowana byta poprzez dziatanie specyficznych przeciwciat
skierowanych przeciwko MMP-9 lub MMP-2 albo poprzez dziatanie doksycykliny -
niespecyficznego inhibitora MMP. Okreslatam zmiany morfologiczne w czasie regeneracji miesni
Soleus oraz podczas réznicowania mioblastéw in vitro, w odniesieniu do zmian aktywnos¢
enzymow. Uzyskane wyniki wykazaty, ze zablokowanie aktywnosci MMP-9 znaczaco hamuje
proliferacje mioblastéw oraz formownie miotub in vitro. Zablokowanie aktywnosci MMP-2 nie
wptywato natomiast znaczgco na podziaty komdrek, hamujgc réwnoczesnie fuzje mioblastow w
miotuby. Co ciekawe, hamowanie dziatania enzyméw in vivo znaczgco poprawiato regeneracje
uszkodzonych miesni wolnych. Efekt ten byt szczegdlnie wyrazny w przypadku hamowania
dziatania MMP-9. Nastrzykiwanie uszkodzonego miesnia Soleus przeciwciatem przeciwko MMP-
9 lub doksycykling powodowato zaréwno wzrost liczby i srednicy nowotworzonych widkien
miesniowych jak i redukcje fibrozy. Efekt ten nie byt widoczny przy nastrzykiwaniu uszkodzonego
miesnia przeciwciatem skierowanym przeciwko MMP-2. Zatem kontrola aktywnosci MMP-9, ale
nie MMP-2 jest wazna dla poprawy regeneracji uszkodzonego miesnia, szczegdlnie w

nieprawidtowo regenerujgcych miesniach wolnych.

Prowadzone przeze mnie badania pozwolity zatem na okreslenie po raz pierwszy rdznic w

poziomie metaloproteinaz MMP-9 i MMP-2 pomiedzy regenerujgcymi po uszkodzeniu

mechanicznym miesniami z przewagg widkien wolnych i szybkich. Wykazatam réwniez, ze

kluczowym enzymem dla prawidtowego przebiegu naprawy tkanki jest metaloproteinaza MMP-

9. Utrzymanie odpowiedniego poziomu  aktywnosci MMP-9 w  $rodowisku
zewnatrzkomérkowym wtékien miesniowych jest zatem niezbedne dla przebiegu regeneracji,
stanowigc element mechanizmu kontrolujgcego proces naprawy po uszkodzeniu

mechanicznym.

Podsumowanie

Pierwszoplanowym zadaniem badan, ktorych wyniki stanowig podstawe mojej rozprawy
habilitacyjnej byto zrozumienie mechanizmu, ktory kieruje uszkodzone miesnie na droge
prawidtowej regeneracji lub wtdknienia. Kluczowa w tym kontekscie kontrola przeksztatcenie
srodowiska zewngtrzkomdrkowego zwigzana jest z kilkkoma oddziatujgcymi na siebie wzajemnie
procesami: usunieciem uszkodzonych widkien, uwolnieniem czynnikdw wzrostu i cytokin
kontrolujgcych aktywacje, migracje czy rdinicowanie obecnych w miesniach komorek
satelitowych oraz przeksztatceniem macierzy zewnatrzkomoérkowej przez obecne w nigj
enzymy.
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Wyniki badan wchodzacych w sktad mojej rozprawy habilitacyjnej pozwolity na
scharakteryzowanie réznic w sSrodowisku zewnatrzkomérkowym witékien miesniowych wolnych
i szybkich miesni szkieletowych determinujacych przebieg naprawy tkanki miesniowe] po
uszkodzeniu. Wykazatam, ze zaréwno na poziomie komérkowym (rozwdj i wyciszenie stanu
zapalnego) jak i molekularnym (aktywnos$¢ metaloproteinaz MMP-9 i MMP-2 oraz czynnika
wzrostu TGFB1) wystepujg znaczace rozbieznosci pomiedzy prawidtowo regenerujgcymi
miesniami szybkimi a ulegajgcymi fibrozie miesniami wolnymi. W nieprawidtowo regenerujgcym
miesniu wolnym zaburzona jest rwnowaga pomiedzy aktywacjg a wyciszeniem poszczegdlnych
elementéw kontrolujacych przebieg naprawy tkanki.

Wydaje sie, ze obnizenie aktywnosci enzymu wydzielanego w pierwszych etapach po
uszkodzeniu tzn. MMP-9 jest kluczowe dla prawidtowej naprawy tkanki. Pozostatosci btony
podstawnej funkcjonujg jako rusztowanie dla nowopowstajgcych wtékien miesniowych lub
nowo formowanego unerwienia. Nadmierna aktywnos¢ MMP-9 moze uniemozliwiac
utrzymanie sie prawidtowego rusztowania koniecznego do zajscia efektywnej regeneracji
miesnia szkieletowego. W konsekwencji, regenerujgce miesnie nie sg zdolne do odbudowy. Z
drugiej strony, jako, ze MMP-9 jest czynnikiem zwigzanym ze zdolnoscig neutrofili do migracji
przez btone podstawng do uszkodzonej tkanki, kluczowe moze byé w tym przypadku
zahamowanie nadmiernej infiltracji komérek stanu zapalnego. Nasilona reakcja zapalna w
obszarze nekrotycznym prowadzi¢ moze bowiem do dalszego ogniskowego uwolnienia MMP-9
oraz nadmiernej syntezy TGFB1, ktéry bierze udzial zarowno w przeksztatceniu srodowiska
zewnatrzkomorkowego wiokien migsniowych, jak w hamowaniu réznicowania mioblastow w
miotuby. Dodatkowo, akumulowane sktadniki macierzy zewngtrzkomorkowej mogg wptywac na
kontrole przebiegu procesu regeneracji poprzez wigzanie TGFB31 w srodowisku uszkodzonych
witdkien, modyfikujgc jego dziatanie. Nadmierna aktywnos¢ TGFB1 promujgc synteze
strukturalnych sktadnikdw macierzy zewnatrzkomadrkowej przyczyni¢ sie moze do dalszego
nasilenia procesu ich akumulacji, prowadzac do pogtebienia rozwoju fibrozy. Wptywaé moze
takze na kontrole ekspresji enzymdéw degradujacych macierz, przyczyniajac sie prawdopodobnie
do utrzymania w nieprawidtowo regenerujgcym miesniu wolnym wysokiej aktywnosci MMP-9
na podzniejszych etapach po uszkodzeniu. Wysoki poziom MMP-9 utrzymujgcy sie dtugo po
uszkodzeniu moze natomiast stymulowaé naptyw drugiej fali neutrofili do uszkodzonej tkanki.
Pocigga to za sobg naptyw makrofagéw, ktére w warunkach nieprawidtowej akumulacji
sktadnikéw macierzy, stymulowane sg do produkcji TGFB1. Zatem zablokowanie dziatania

zaréwno MMP-9 jak i TGFP1 przeciwdziata w konsekwencji rozwojowi fibrozy i znacznie
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poprawia efektywnos¢ naprawy uszkodzonej tkanki, pozwalajgc na przywrdcenie prawidtowej

architektury i funkcjonowania miesni.

Prowadzone badania byty w duzej czesci finansowane przez dwa projekty MNiSW, ktérymi
kierowatam, a realizacja osiggniecia byta mozliwa dzieki wykorzystaniu zaréwno klasycznych, jak
i nowoczesnych metod badawczych. Wymagata ode mnie wiedzy i doswiadczenia zwigzanego
zardwno z operacjami na zwierzetach czy hodowlami komérek w warunkach in vitro jak i
opanowania metod zwigzanych z wieloma technikami z dziedziny biologii molekularnej czy

biologii komarki.

Plany naukowe

Regeneracja miesni szkieletowych jest procesem ztozonym. Komoérki satelitowe,
infiltrujgce miejsce uszkodzenia komdrki stanu zapalnego oraz sktadniki macierzy
zewnatrzkomérkowej w uszkodzonej tkance miesniowej tworzg ztozone $rodowisko
sygnalizacyjne, ktére przyczynia sie do skutecznej naprawy miesni lub, alternatywnie, do
rozwoju wtéknienia. Zahamowanie proceséw witdknienia na rzecz mechanizméw naprawczych,
znacznie poprawitoby efektywnos¢ regeneracji miesni.

Planowane przeze mnie dalsze badania majg na celu okreslenie mechanizmu, w jaki
zahamowanie aktywnosci TGFB1 lub MMP wptywa na charakter, czas trwania i intensywnos¢
reakcji zapalnej. Okreslenie mozliwosci modyfikacji przebiegu stanu zapalnego nie tylko
umozliwitoby zrozumienie rdéinic w regeneracji, ale takze mogtoby stworzyé szanse na
opracowanie terapii ograniczajgcej naptyw komdérek stanu zapalnego do uszkodzonego miesnia
i poprawe regeneracji miesni wolnych. W planowanych badaniach skupie sie réwniez na
interakcjach pomiedzy TGFB1 i MMP-9 oraz MMP-2, okreslajgc wptyw zahamowania TGFB1 na
ekspresje i/lub aktywno$s¢ MMP-9 i MMP-2 oraz ich endogennych inhibitorow, ze szczegdlnym
uwzglednieniem okreslenia zaleznych od TGFB1 szlakdw sygnalizacyjnych kierujgcych tymi
oddziatywaniami. O ile rola TGFB1 w regulacji syntezy biatek macierzy w miesniach
szkieletowych jest dobrze znana, udziat tego czynnika w regulacji aktywnosci enzymdw takich
jak MMP nie jest dobrze udokumentowany. Okreslenie mechanizméw kontrolujgcych ekspresje
inhibitorow MMP za posrednictwem TGFB1 moze wyjasni¢ sposdb, w jaki czynnik ten wptywa
na przeksztatcenie macierzy zewnatrzkomorkowej. Moze réwniez umozliwié¢ zaprojektowanie
odpowiednich metod terapeutycznych stuzgcych do wspomagania naprawy miesni

szkieletowych.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo - badawczych.

Oprodcz szesciu prac przedstawionych jako osiggniecie naukowe jestem takze wspodtautorem
siedmiu prac oryginalnych i siedmiu przeglagdowych. Prace oryginalne koncentrujg sie na réznych
aspektach regeneracji miesni szkieletowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwosci

poprawy efektywnosci naprawy uszkodzonej tkanki.

Okreslenie poziomu aktywnosci enzymatycznej kalpain w czasie regeneracji miesni
szkieletowych szczura in vivo oraz proliferacji i réznicowania komdrek satelitowych in vitro.
Udziaf funkcjonalnych analogdw siarczanu heparanu w regulacji aktywnosci enzymow.

e Zimowska M, Constantin B, Papy-Garcia D, Raymond G, Cognard C, Caruelle JP,
Moraczewski J, and Martelly | (2005) Novel Glycosaminoglycan Mimetic (RGTA, RGD120)
Contributes to Enhance Skeletal Muscle Satellite Cell Fusion by Increasing Intracellular Ca®*
and Calpain Activity. J Cell Physiol 205:237-245

e Zimowska M, Szczepankowska D, Streminska W, Papy D, Tournaire MC, Gautron J, Barritault
D, Moraczewski J, Martelly | (2001) Heparan sulfate mimetics modulate calpain activity
during rat Soleus muscle regeneration J Cell Physiol 188, 178-187 (przed doktoratem)

e Moraczewski J, Piekarska E, Zimowska M, Sobolewska M, (1996) Calpain | and Il in
regenerating slow and fast twich muscles of rat. Act Bioch Pol 43, 693-700. (przed

doktoratem)

Przed uzyskaniem stopnia doktora bytam wspdtautorem 2 prac dotyczacych udziatu
kalpain w regeneracji miesni szkieletowych szczura in vivo oraz w kontroli proliferacji i
réznicowania komdrek satelitowych szczura in vitro. Prace te prezentowaty takze wyniki
doswiadczen majacych na celu okreslenie mozliwosci modyfikacji aktywnosci kalpain jako
sposobu poprawy regeneracji miesni szkieletowych. Tematyka ta byta przeze mnie
kontynuowana réwniez po uzyskaniu stopnia doktora.

Kalpainy, zalezne od wapnia wewngtrzkomdrkowe nielizosomalne proteazy tiolowe,
petnigce funkcje endopeptydaz, stanowig duzg rodzine enzymdw, ktérg mozna podzieli¢ na dwie
grupy: kalpainy ubikwistyczne, znajdowane w wielu tkankach, takich jak miesnie, watroba, mdzg
czy kosci oraz kalpainy tkankowo specyficzne, ktérych ekspresja zwigzana jest z okreslong
tkanka. W miesniach szkieletowych kalpainy odpowiedzialne sg za degradacje biatek
miofibrylarnych, takich jak np. desmina, filamina, biatko C, tropomiozyna, troponina T, troponina

|, titina, nebulina wimentyna czy winkulina (Kinbara et al., 1998, Tidball and Spencer, 2000).
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W moich badaniach skoncentrowatam sie na dwdéch ubikwistycznych kalpainach: mikro-
i mili kalpainie. Izoformy te réznig sie od siebie pod wzgledem stezenia jonéw Ca? niezbednych
do ich aktywnosci: aktywacja mikro kalpainy wymaga 3-50 uM Ca?*, podczas gdy mili kalpainy -
200-1000 uM Ca** (Reverter et al., 2001, Sorimachi and Suzuki, 2001, Suzuki et al., 2004).
Badania prowadzone byty we wspodtpracy z Laboratorium CRRET (Laboratoire de recherche sur
la Croissance cellulaire, la Reparation et la Regeneration Tissulaires), Faculte de Sciences et
Technologie, Universite Paris XIl (Francja). Materiatem do doswiadczen byly regenerujgce
miesnie Soleus i EDL dorostych samcéw szczuréw (in vivo). Przeprowadzitam rdéwniez
doswiadczenia na wyizolowanych z obu miesni komérkach satelitowych (in vitro). Uzyskane
wyniki potwierdzity hipoteze, zgodnie z ktdrg aktywnos$¢ kalpain zwigzana jest z proteoliza i
degradacja wtdkien miesniowych in vivo. Wykazatam takze, ze aktywnos¢ kazdej z izoform
enzymu zwigzana byta z inng fazg regeneracji miesni. O ile aktywnos$¢ mili kalpainy zwigzana byta
z koricem fazy miolizy i rozpoczeciem naprawy tkanki, aktywnosé¢ mikro kalpainy osiggata
najwyzszy poziom na pdzniejszym etapie regeneracji. Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze
réznicowanie komdrek satelitowych takze zwigzane jest ze zmianami aktywnosci kalpain, a
mikro i mili kalpaina petnig rézne role regulatorowe i funkcjonalne. Zatem ze wzgledu na ich
udziat w degradacji biatek miesniowych, kalpainy okazaty sie potencjalnie waznym celem badan
terapeutycznych, a zbadanie mozliwos¢ modyfikacji ich aktywnosci mogtoby by¢ kluczowe dla
leczenia wielu standéw pourazowych czy patologicznych miesni szkieletowych.

Czynnikami zdolnymi do stymulacji naprawy szeregu tkanek, wptywajacymi réwniez
hamujaco na rozwdj fibrozy sg funkcjonalne analogi siarczanu heparanu - RGTA (ReGeneraTing
Agent). Funkcjonalne analogi siarczanu heparanu, syntetyzowano i opatentowano w
laboratorium CRRET na Uniwersytecie ParisXIl. Otrzymano je przez kontrolowane przytgczanie
karboksymetylowych, karbometylowo-benzylamidowych i karboksymetylowo-
benzylamidowych grup siarczanowych do reszt glukozowych dekstranu T40 (Mauzac and
Jozefonvicz, 1984). RGTA dziatajg podobnie do siarczanu heparanu, zachowujac jego zdolnosci
do oddziatywan z czynnikami wzrostu. Poprzez wigzanie, chronig réwniez zwigzane czynniki
wzrostu przed proteolityczng degradacjg (Meddahi et al., 1995). Funkcjonalne analogi siarczanu
heparanu hamujg réowniez aktywnos¢ plazminy i elastazy leukocytarnej, redukujac wptyw
komoérek stanu zapalnego na regeneracje (de Raucourt et al., 1998, Ledoux et al., 2000, Mauray
et al., 1998, Meddahi et al., 1995, 1996).

Skoro funkcjonalne analogi siarczanu heparanu zdolne sg do przyspieszenia i poprawy
regeneracji, a kalpainy sg enzymami zaangazowanymi w degradacje biatek miofibrylarnych
towarzyszgc uszkodzeniu i naprawie miesni szkieletowych, postawitam hipoteze, zgodnie z ktdrg

zmiany w Srodowisku pozakomérkowym regenerujacych miesni mogg posrednio wptywacé na

23



Zatgcznik 3
Autoreferat w jezyku polskim

aktywnos¢ kalpain, przyczyniajgc sie do zmian w efektywnosci regeneracji miesni. Badania
prowadzone byty przy wykorzystaniu szczurzego modelu regeneracji miesni wolnych (Soleus) i
szybkich po uszkodzeniu mechanicznym. Dodatkowo przeprowadzitam serie doswiadczen na
wyizolowanych z obu miesni komadrkach satelitowych (in vitro). Uzyskane wyniki wykazaty, ze
funkcjonalne analogi siarczanu heparanu przyspieszajg zaréwno proces regeneracji miesni
szkieletowych jak i fuzje mioblastéw in vitro. Towarzyszyt temu wzrost stezenia wolnego wapnia
wewnatrzkomdrkowego i wzrost aktywnosci badanych enzyméw. Zatem wydaje sie, ze w
srodowisku pozakomoérkowym funkcjonalne analogi siarczanu heparanu wigzac sie z biatkami
macierzy pozakomorkowej wptywajg na stabilizacje jej struktury, przyczyniajac sie do odbudowy
srodowiska komdrkowego niezbednego do aktywacji komérek satelitowych. Towarzyszy temu
modyfikacja poziomu jonéw wapnia. Indukowany funkcjonalnymi analogami siarczanu
heparanu wzrost stezenie jonéw Ca®* umozliwia aktywacje milli kalpainy, sprzyjajac procesowi

fuzji.

Okreslenie roli jgdrowej lokalizacji metaloproteinazy MMP-9 w czasie proliferacji mioblastow
e Zimowska M, Swierczynska M, Ciemerych MA (2013) Nuclear MMP-9 role in the regulation
of rat skeletal myoblasts Biol Cell Aug;105(8):334-44

Kolejnym tematem badawczym, ktéry realizowatam w czasie mojej pracy zawodowej byto
okreslenie udziatu metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej MMP-9 i MMP-2 w
regeneracji miesni szkieletowych. Przy okazji badan, ktdre staty sie podstawg mojego osiggniecia
habilitacyjnego, przeprowadzitam dodatkowe analizy nietypowej, jak sie wydawato, jagdrowej
lokalizacji metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej, ktérg zaobserwowatam w trakcie
prowadzanych eksperymentdw.

Podstawowg funkcja MMP jest przeksztatcanie macierzy zewngtrzkomdrkowej. Chociaz
enzymy te dziafajg gtéwnie zewngtrzkomdrkowo, dane literaturowe wskazuja, ze niektdre z nich
lokalizowane sg réwniez w komérce. Wewngtrzkomarkowa lokalizacja moze by¢ zwigzana np. z
obecnosciag MMP tuz przed ich wydzieleniem do macierzy zewnatrzkomérkowej. Jednak, co
ciekawe, MMP wykrywane byty takze w jadrach komdrkowych wielu typodw komdrek (Cauwe
and Opdenakker, 2010, Mannello and Medda, 2012). Wykazano np., ze MMP-1 jest obecna w
jadrach komodrek nowotworowych raka watrobowo-komaorkowego. Co ciekawe nie wykryto jej
w prawidtowych hepatocytach wyizolowanych z ludzkiej watroby (Ip et al., 2007). Lokalizacje
jadrowg MMP-3 obserwowano w ludzkich komérkach HepG2, miofibroblastach z watroby (Si-

Tayeb et al., 2006). MMP-9 wykryto natomiast w jadrach ludzkich i szczurzych neurondw, jak

24



Zatgcznik 3
Autoreferat w jezyku polskim

rowniez w ludzkich komdrkach glejowych (Pirici et al., 2012), komdrkach neuroblastomy i
makrofagach szpiku kostnego (Sans-Fons et al., 2010).

Moje badania prowadzone byty przy wykorzystaniu hodowli in vitro wyizolowanych z
miesni szczura mioblastow. Zaobserwowatam lokalizacje metaloproteinazy MMP-9 w niektdrych
jadrach komérkowych proliferujgcych mioblastéw. W celu doktadniejszej analizy tego zjawiska
okresdlitam poziom MMP-9 i MMP-2 w jagdrach komdrkowych mioblastéw. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze MMP-9 lokalizuje sie w jadrach mioblastow pozostajgcych w fazie S cyklu
komérkowego. Zablokowanie aktywnosci MMP poprzez traktowanie komdrek doksycykling,
TIMP-1 lub przeciwciatem przeciwko MMP-9 powodowato znaczace zmniejszenie liczby
komoérek w fazie S i zahamowanie proliferacji mioblastow. Zatem, wewnatrzjgdrowa aktywnos¢
MMP-9 podczas réznicowania mioblastéw moze by¢ zwigzana z regulacjg cyklu komérkowego.

Jednak zrozumienie mechanizmu tego zjawiska wymaga dalszych badan.

Okreslenie wptywu czynnika SDF-1 na proces regeneracji miesni szkieletowych

e Kowalski K, Markowska-Zagrajek A, Plaskota |, Kowalewska M, Archacki R, Archacka K,
Czerwinska A M, Grabowska |, Zimowska M, Janczyk-llach K, Streminska W, Ciemerych M
A, Brzdska-Wojtowicz E (2012) The role of SDF-1 in regeneration and cancerogenesis
process Postepy Polskiej Farmacji i Medycyny 2 (1), 29-38

e Brzoska E, Kowalewska M, Markowska A, Kowalski K, Archacka K, Zimowska M, Grabowska
I, Czerwinska A, Géra M, Streminska W, Janczyk-llach K, Ciemerych MA (2012) The Sdf-1
(CXCL12) improves skeletal muscle regeneration via the mobilization of Cxcr4 and CD34

expressing cells Biol Cell. 104(12):722-37

W czasie realizacji wtasnych celéw badawczych, wspétpracowatam takze z cztonkami
Zaktadu Cytologii, analizujgc inne aspekty regeneracji miesni szkieletowych. Jednym z zagadnien
badanych przez nasz zespdl byto okreslenie wptywu czynnika SDF-1 na regeneracje miesni
szkieletowych.

SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) nalezy do rodziny cytokin. Jego zwigzanie z
receptorem CXCR4 lub CXCR7 aktywuje Sciezki sygnalizacyjne zalezne od kinaz biatkowych JAK,
STAT, MAP czy Akt. Gtéwnym Zrédtem SDF-1 w tkankach organizméw dorostych jest szpik
kostny, gdzie SDF-1 odpowiedzialny jest za mobilizacie komodrek macierzystych i
progenitorowych do krwi obwodowej. Czynnik ten jest rdwniez produkowany w uszkodzonych
narzadach lub tkankach takich jak np. serce oraz miesnie szkieletowe, a takze w watrobie,
ptucach, weztach chtonnych, czy sledzionie. SDF-1 poprzez oddziatywanie ze swoim receptorami

CXCR4 lub CXCR7 zaangazowany jest w regulacje wielu procesdw zaréwno fizjologicznych jak i
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patologicznych. Zaliczy¢ do nich mozna proliferacje, réznicowanie, migracje czy adhezje
komérek normalnych oraz przerzutowanie komdrek nowotworowych (Juarez et al., 2004, Kucia
et al., 2004, Nagasawa, 2000, Ratajczak et al., 2006). W miesniach szkieletowych rola SDF-1 i
CXCR4 zostata dobrze scharakteryzowana podczas miogenezy. Wczesna miogeneza zalezy od
obecnosci CXCR4 i SDF-1, ktdre regulujg migracje i przezywalnos$¢ komérek progenitorowych
miesni szkieletowych. Brak tych czynnikdw powoduje nieprawidtowy rozwdj miesni szkieleto-
wych (Chong et al., 2007, Melchionna et al., 2010, Rehimi et al., 2010). Niewiele jednak wiadomo
byto o roli SDF-1 w regeneracji miesni szkieletowych. Postawilismy hipoteze, zgodnie z ktérg
wzrost poziomu SDF-1 wptynie na poprawe regeneracje miesni szkieletowych poprzez
oddziatywanie na migracja komérek satelitowych, ale takze przez mobilizacje nie-miesniowych
komaérek macierzystych wykazujacych sie ekspresjg receptora CXCR4.

Materiatem do doswiadczen byly regenerujgce miesnie Soleus dorostych samcow
szczuréw (in vivo) oraz wyizolowane z miesnia Soleus komérki satelitowe (in vitro). Uzyskane
wyniki wskazujg, ze SDF-1 wptywa na poprawe regeneracji miesni szkieletowych. W mies$niach
traktowanych SDF-1 obserwowalismy zaréwno poprawe morfologii regenerujgcych wtdkien jak
i obnizenie rozwoju fibrozy. Dziatanie SDF-1 zwigzane byto z indukowang migracjg mioblastéw
w sposob zalezny od CXCR4. Co ciekawe, zwiekszeniu zdolnosci do migracji pod wptywem SDF-
1 towarzyszyt wzrost aktywnosci kluczowych enzymdéw macierzy zewnatrzkomorkowej, tj.
metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9. Ponadto do miesni traktowanych SDF-1 naptywaty licznie
komoérki wykazujgce ekspresje markera CD34. Wydaje sie zatem, ze SDF-1 moze aktywowac i
mobilizowa¢ komdrki macierzyste i prekursorowe miesni, ale co istotne, moze réwniez wptywac
na mobilizacje niemiesniowych komdrek macierzystych, ktére mogtyby uczestniczy¢ w

tworzeniu nowych wtdkien.

Okreslenie wpfywu chowu selekcyjnego w kierunku zwiekszenia masy ciata myszy na miesnie
szkieletowe.
e Wirth-Dzieciotowska E, Zimowska M, Gajewska M, Zmuda M, Rosochacki S (2011)
Differential growth of skeletal muscle in mice selected divergently over 108 generations for
low and high body weight. Animal Science Papers and Reports vol. 29 no. 2, 161-177

e Rosochacki S J, Wirth-Dzieciotowska E, Zimowska M, Sakowski T, Potoszynowicz J, Juszczuk-

Kubiak E, and Gajewska M (2005) Skeletal muscle and liver protein degradation in mice
divergently selected for low and high body weight over 108 generations Arch Anim Breed

48 5, 505-517
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Ostatnim z tematdw badawczych, w realizacje ktdérego bytam zaangazowana, byto
okreslenie wptywu chowu selekcyjnego, majacego na celu zwiekszenia masy ciata, na miesnie
szkieletowe. Badania prowadzone byty we wspdtpracy z Instytutem Genetyki i Hodowli Zwierzat
PAN w Jastrzebcu oraz Katedrg Genetyki i Zywienia Zwierzat, SGGW w Warszawie.

Gtéwnym celem ukierunkowanej selekcji majacej na celu zwiekszenie masy ciata u
zwierzat jest uzyskanie wiekszej masy miesniowej, co z kolei wigze sie ze zwiekszeniem
zawartos¢ biatka i ttuszczu w miesniach. Badania dotyczace rdzinic pomiedzy myszami
wyselekcjonownymi pod wzgledem wysokiej lub niskiej masy ciata wykazaty m.in. rdéznice w
liczbie i rozmiarach adipocytow. PostawiliSmy hipoteze, zgodnie z ktdrg réznicom w catkowitej
masie ciata wyselekcjonowanych mysich linii towarzyszg zmiany udziatu masy miesniowej
wynikajgce m.in. z modyfikacji poziomu miogenicznych czynnikdéw regulatorowych w miesniach,
czy aktywnosci niektorych lizosomalnych enzymdw proteolitycznych zaangazowanych w
degradacje biatek miesniowych.

Materiatem do doswiadczen byly wyselekcjonowane pod wzgledem masy ciata myszy
lekkie i ciezkie. Uzyskane wyniki wykazaty, ze znaczagcym réznicom w masie miesni towarzyszyty
zmiany w wielkosci widkien miesniowych. Liczba wtdkien miesniowych o duzej $rednicy
wzrastata z wiekiem zwierzat. Réznice widoczne byty takize pomiedzy badanymi liniami.
Towarzyszyty temu zmiany w poziomie miogenicznych czynnikéw regulatorowych i aktywnosci
enzymatycznej. Co ciekawe, wiekszy udziat katepsyny D w przebudowie miesnia stwierdzono u
linii L myszy natomiast u zwierzat wyselekcjonowanych ze wzgledu na wyiszg mase ciata

znacznie bardziej widoczny byt udziat proteinaz tiolowych .

W czasie realizacji badan zwigzanych z przygotowaniem rozprawy habilitacyjnej bytam
rowniez wspotautorem prac przeglagdowych. Prace te dotyczyly czynnikéw obecnych w
srodowisku zewnatrzkomérkowym tj. metaloproteazy macierzy zewnatrzkomérkowe] czy
czynnik wzrostu TGFf, procesu regeneracji miesni szkieletowych oraz wtasciwosci komdrek
macierzystych.

Prace przeglagdowe:
e Archacka, K., Brzoska, E., Ciemerych, M.A., Czerwinska, A.M., Grabowska, I., Kowalski, K.K.,

Zimowska, M., (2018) Pluripotent and Mesenchymal Stem Cells - Challenging Sources for

Derivation of Myoblast, in: Brzozka, Z., Jastrzebska, E. (Eds.), Cardiac Cell Culture
Technologies. Springer International Publishing AG, 109-154.doi.org/10.1007/978-3-319-
70685-6_6
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e Jung P., Zimowska M. (2016) Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej w rozwoju,
fizjologii i procesach degeneracyjnych miesni szkieletowych, Postepy Biochemii, vol. 62, nr
1:25-35

e Brzdska E., Ciemerych M. A., Przewozniak M., Zimowska M (2011). Regulation of muscle
stem cells activation — the role of growth factors and extracellular matrix. Vitamins and
hormones Vol. 87, 239-276

e Olszynski K, Zimowska M. Structure and function of matrix metalloproteinases (MMP)
(2009) Post.Bioch vol. 55, nr 1, 76-84

e J. Moraczewski, K. Archacka, E. Brzéska, M. A. Ciemerych, I. Grabowska, K. Jariczyk-llach, W.
Streminska, M. Zimowska From Planarians to mammals — the many faces of regeneration
(2008) Int. J. Dev. Biol. 52:219-227

e Zimowska M. Signaling pathways of Transforming Growth Factor 3 family members (2006)

Post.Bioch vol. 52, nr 4, 360-366
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