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1. Imig i nazwisko
Joanna Brzeszczynska

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

1995

1999

Magister biologii - dyscyplina: biofizyka

Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet £.odzki.

Tytut pracy magisterskiej: ,,Badania sluzu zZotqdkowego czlowieka w roznych stanach
chorobowych”.

Kierujacy praca: prof. dr hab. Krzysztof Gwozdzinski, Zaklad Badan Struktury
Biopolimerow, Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet £.odzki.

Doktor nauk biologicznych - dyscyplina: biofizyka

Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet £.odzki.

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Badanie zmian w strukturze komponentow erytrocytow
wywolanych przez stres oksydacyjny”.

Promotor: prof. dr hab. Krzysztof Gwozdzinski, Zaktad Badan Struktury Biopolimerow,
Katedra Biofizyki Molekularnej, Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet £.odzki.
Recenzenci: prof. dr hab. Zofia Jozwiak, Katedra Termobiologii (obecnie Katedra
Biofizyki Medycznej), Uniwersytet £.odzki.

prof. dr hab. Tadeusz Sarna, Zaktad Biofizyki, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1994 — 1995  Pracownik naukowo-techniczny, Katedra Biofizyki Molekulamej, Wydziat Biologii i Nauk
o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska) Uniwersytetu £.6dzkiego.

1995-1999  Doktorant, Studia Doktoranckie, Katedra Biofizyki Molekularnej, Wydziat Biologii i Nauk
o Ziemi Uniwersytetu L.odzkiego.

2000 —2003  Clinical Research Associate, Dziat Naukowy d/s Badan Klinicznych, Merck, Sharp and
Dohme (MSD), Warszawa.

2004 — 2006  Urlop macierzynski.

2006 — 2008  Research Associate and Teaching Fellow, School of Life Sciences, Heriot-Watt
University, Edynburg, Wielka Brytania.

2008 —2009  Urlop macierzynski.

2009 - Adiunkt, Katedra Biofizyki Molekularnej Instytutu Biofizyki, Wydzial Biologii

obecnie i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego.

2009 — 2012  Post-doctoral Research Fellow, Tissue Injury and Repair Group, Medical Research
Centre for Regenerative Medicine, Division of Health Sciences, University of
Edinburgh, Edynburg, Wielka Brytania.

2013 -2018  Senior Research Fellow, Tissue Injury and Repair Group, Medical Research Centre for
Regenerative Medicine, Division of Health Sciences, University of Edinburgh,
Edynburg, Wielka Brytania.

2017 -2018  Senior Research Fellow, Hepatology Laboratory, Division of Health Sciences,
University of Edinburgh, Edynburg, Wiclka Brytania.

2018 - Senior Research Fellow and Research Project Coordinator, Institute of Biomedical and

obecnie Environmental Science (IBEHR), University of the West of Scotland, Glasgow, Wielka

Brytania.

4. Wskazanie osiagniecia naukowego wynikajacego z art. 219 ust. 1. pkt 2b Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6Zn. zm.)

4.1. Tytul osiagniecia naukowego
Osiagniecie naukowe stanowi cykl 6 powigzanych tematycznie publikacji naukowych pod
wspolnym tytulem:
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., Mechanizmy molekularne zaniku miesni w sarkopenii i kacheksji nowotworowej oraz potencjal
aplikacyjny indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych w badaniach przedklinicznych”.

4.2. Wykaz publikacji naukowych stanowiacych podstawe osiagni¢cia naukowego

Liste publikacji, wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego zgltoszonego we wniosku
habilitacyjnym, wraz ze wskaznikami bibliometrycznymi i opisem mojego wktadu w powstanie
prac zamieszczono w Tabeli 1. Artykuty te maja charakter wieloautorski. Liczbe wspotautorow w
publikacji warunkuje wieloosrodkowy charakter prac klinicznych wymagajacych dostarczenia
materiatu biologicznego do badan, doboru kohort zgodnie ze standardami definicji badanych
patofizjologii oraz opracowania danych kliniczych, a takze $cistego nadzoru medycznego nad
procedurami klinicznymi.

Zgtoszony cykl publikacji jest wynikiem mojej pracy w migdzynarodowych zespotach
badawczych ze wspotautorami z uczelni z Wielkiej Brytanii, USA, Szwajcarii, Holandii, Korei
Potudniowej, Chin 1 Niemiec oraz z koncernow farmaceutycznych: Novartis Institute for Biomedical
Research (Szwajcaria/USA) 1 Boehringer Ingelheim Pharma GmbH (Niemcy).

Publikacje zaprezentowano tematycznie i oznaczono symbolami H1-H6. Kopie prac
zawarto w Zalaczniku 4, a o$wiadczenia wspdlautoréw, okreslajace ich wktad w kazdym z
artykuléw w Zataczniku 5. W czterech pracach (H1-H4) jestem pierwszym autorem, a w pracach
(H5 1 H6) drugim. W publikacjach H3 i H4 jestem takze autorem korespondencyjnym. Wszystkie
prace zostaty opublikowane w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR).

Sumaryczny  wspotczynnik  oddziatywania ~ (Impact  Factor, IF)  zgodnie
z rokiem opublikowania wynosi 34,236 (39,051 w roku 2020). Laczna liczba punktow MNiSW
rowna jest 750 (wedtug ostatniego wykazu MNiSW z roku 2020%"), liczba cytowan wg. bazy Web
of Science wynosi 96, a wg. bazy Scopus réwna jest 99 (stan na dzien 17.08.2021). Wartosci te
dotycza danych z wylaczeniem autocytowan.

Tabela 1. Lista publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego zgltoszonego we wniosku
habilitacyjnym wraz ze wskaznikami bibliometrycznymi 1 opisem mojego udziatu
w ich powstanie. Dane dotyczace wskaznikow IF pochodza z Journal Citation Reports z bazy Clarivate
(https://jcr.clarivate.com/).

H1 | Brzeszczynska J, Johns N, Schilb A, Degen S, Degen M, Langen R, Schols A, Glass DJ,
Roubenoff R, Greig CA, Jacobi C, Fearon KCh, Ross JA. (2016). Loss of oxidative defense
and potential blockade of satellite cell maturation in the skeletal muscle of patients with cancer
but not in the healthy elderly. Aging (Albany NY). 8 (8):1690-1702.

IF2016) = 4,867, IF 2020) = 5,682, MNiSW = 140 pkt
Liczba cytowan (bez autocytowan) = 21 (Web of Science) i 21 (Scopus)

Badania do publikacji HI przeprowadzilam w ramach projektu, ktorego bylam kierownikiem i
glownym wykonawcq (Rozdzial 5.5.). Moj wkiad w powstanie pracy polegal na: (i) opracowaniu
koncepcji  badan oraz ich miedzyzespolowej koordynacji, (ii) wykonaniu najwigkszej czesci
doswiadczalnej w tym: izolacji oraz ilosciowej analizie biatka metodg Smitha, izolacji RNA oraz jego
ocenie za pomocq mikrospektrofluorymetru NanoDrop, ocenie integralnosci wyizolowanego RNA

! Wykaz czasopism naukowych i recenzowanych materialtéw z konferencji miedzynarodowych wraz z przypisang liczba
punktow stanowiacy zatacznik do Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 18 grudnia 2019 r. ogloszonego
na podstawie art. 267 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1668, z pdzn.
zm.).
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technikg czipowq (Bioanalyzer 2100), ilosciowej analizie ekspresji genow (qRT-PCR), identyfikacji i
walidacji genow referencyjnych metodg geNorm, kompleksowej optymalizacji warunkow reakcji qRT-
PCR w biopsjach miesni szkieletowych badanych kohortow zgodnie z wytycznymi MIQE, (iii)
opracowaniu danych (obliczenia i analiza, wykonanie tabel i rycin oraz ocena merytoryczna wynikow),
(iv) przeglqdzie literatury i napisaniu manuskryptu. Jako pierwszy autor pracy wspotuczestniczylam
rownieZ w prowadzeniu korespondencji 7 redaktorem oraz w przygotowaniu odpowiedzi na recengje.
Mdj udzial procentowy szacuje na 65%.

H2

Brzeszczynska J, Meyer A, McGregor R, Schilb A, Degen S, Tadini V, Johns N, Langen R,
Schols A, Glass DJ, Roubenoff R, Ross JA, Fearon KCH, Greig CA, Jacobi C. (2018).
Alterations in the in vitro and in vivo regulation of muscle regeneration in healthy ageing and the
influence of sarcopenia. Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle. 9 (1):93-105.

IF2018)= 10,754, IF(2020)=12,910, MNiSW = 200 pkt
Liczba cytowan (bez autocytowan) = 26 (Web of Science) i 26 (Scopus)

Badania do publikacji H2 wykonalam w ramach projektu, ktorego bylam kierownikiem i glownym
wykonawcq (Rozdzial 5.5.). Moj wktad w powstanie pracy polegat na: (i) opracowaniu koncepcji badan i
ich miedzyzespotowej koordynacyi, (ii) wykonaniu najwigkszej czesci doswiadczalnej pracy w tym: izolacji
biatka oraz jego ilosciowej ocenie metodg Smitha, izolacji RNA oraz jego jakosciowej i ilosciowej ocenie
za pomocq mikrospektrofluorymetru NanoDrop, ocenie integralnosci wyizolowanego RNA technikq
czipowq (Bioanalyzer 2100), kompleksowej optymalizacji warunkow reakcji gRT-PCR w biopsjach migsni
szkieletowych badanych kohortow zgodnie z wytycznymi MIQE, ilosciowej analizie ekspresji genow (qRT-
PCR), identyfikacji i walidacji genow referencyjnych metodg geNorm, ilosciowej ocenie wydzielanych
cytokin zgodnie z protokotem RayBio® Human Cytokine Array G4000; (iii) opracowaniu wynikow
(obliczenia, przygotowanie tabel i rycin), (iv) przeglgdzie literatury oraz napisaniu manuskryptu. Jako
pierwszy autor publikacji wspoltuczestniczylam réwniei w prowadzeniu korespondencji z redaktorem
czasopisma i w przygotowaniu odpowiedzi na recenzgje. Moj udziat procentowy szacuje na 65%.

H3

Brzeszezynska J.* Brzeszczynski F, Samuel K, Morgan K, Morley SD, Plevris JN, Hayes PC.
(2020). Validation of reference genes for gene expression studies by RT-qPCR in HepaRG
cells during toxicity testing and disease modelling. Cells. 9 (3):770-790.

IF2020) = 6,600, MNiSW = 140 pkt

Liczba cytowan (bez autocytowan) =2 (Web of Science) i 2 (Scopus)

Moj wkiad w powstanie pracy polegat na: (i) opracowaniu koncepcji badan i wykonaniu najwiekszej czesci
doswiadczalnej, w tym: wspotudziale w prowadzeniu hodowli komorek HepaRG i wykonaniu dominujgcej
czesci eksperymentow na tej linii komorkowej — izolacji RNA oraz jego jakosciowej i ilosciowej ocenie
metodq spektrofluorymetryczng (mikrospektrofluorymetr NanoDrop), ocenie integralnosci wyizolowanego
RNA z wykorzystaniem techniki czipowej (Bioanalyzer 2100), ilosciowej analizie ekspresji genow (qRT-
PC), identyfikacji i walidacji genow referencyjnych metodq geNorm; kompleksowej optymalizacji
warunkow reakcji gRT-PCR w komorkach HepaRG zgodnie z wytycznymi MIQE, (ii) opracowaniu danych
(analiza statystyczna, interpretacja), (iii) ocenie merytorycznej wynikow, przygotowaniu tabel i rycin, (iv)
przeglgdzie literatury i napisaniu manuskryptu. Jako pierwszy autor publikacji i autor korespondencyjny
bylam réwniez odpowiedzialna za przygotowanie odpowiedzi na recenzje oraz korekte pracy po recenzjach.
Modj udziat procentowy szacuje na 70%.

H4

Brzeszezynska J.*? Brzeszczynski F, Hamilton DF, McGregor RA, Simpson HRW. (2020).
Role of microRNA in muscle regeneration and diseases related to muscle dysfunction in
atrophy, cachexia, osteoporosis & osteoarthritis. Bone & Joint Research. 9 (11):798-807.

2 Wyrdznienie autorskie (Author Feature) dla Joanny Brzeszczynskiej w czasopi$mie Bone & Joint Research (Vol. 9,
No. 11): https://online.boneandjoint.org.uk/bjr/author-feature#:~:text=Author%20Feature%20-%20Bone%20and %20
Joint%20Research.%20Dr,November%202020%?20issue%200f%20Bone%20%26%20Joint%20Research%3 A
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1F2020) = 5,853, MNiSW = 100 pkt
Liczba cytowan (bez autocytowan) = 3 (Web of Science) i 4 (Scopus)

Moj wkitad w powstanie pracy polegal na: (i) opracowaniu koncepcji artykutu i wyborze metodyki
analizy danych literaturowych, (ii) dominujgcej roli w przeglgdzie literatury oraz napisaniu
manuskryptu. Jako pierwszy autor publikacj i autor korespondencyjny bylam réwnieZ
odpowiedzialna za przygotowanie odpowiedzi na recenzje¢ oraz korekte pracy po recenzjach. Mdj
udzial procentowy szacuje na 75%.

HS | LiuJ, Brzeszczynska J, Samuel K, Black J, Palakkan A, Anderson RA, Gallagher R, Ross JA.
(2015). Efficient episomal reprogramming of blood mononuclear cells and differentiation to
hepatocytes with functional drug metabolism. Experimental Cell Research. 338 (2):203-13.
IF 2015 = 3,378, 1F2020) = 3,905, MNiSW = 100 pkt

Liczba cytowan (bez autocytowan) = 23 (Web of Science) i 23 (Scopus)

Moj whkiad polegal na: (i) przygotowaniu planu badan i wykonaniu czesci eksperymentow, w tym: hodowli
komorek iPSCs oraz ich roznicowaniu do endodermy i hepatocytow, reprogramowaniu ludzkich
fibroblastow i komorek krwi do komorek iPSCs z zastosowaniem episomalnych wektorow, wyizolowaniu
RNA i jego ocenie za pomocg mikrospektrofluorymetru NanoDrop oraz techniki czipowej (Bioanalyzer
2100), ilosciowej analizie ekspresji genow (qRT-PCR) w badanych probach, identyfikacji i walidacji
genow referencyjnych metodg geNorm, kompleksowej optymalizacji warunkow reakcji qRT-PCR w
badanych komorkach zgodnie z wytycznymi MIQE, (ii) wspotudziale w interpretacji wynikow,
przegladzie literatury, przygotowaniu manuskryptu i jego korekcie po recenzjach. Moj udzial
procentowy szacuje na: 40%.

H6 | Meier F," Freyer N," Brzeszczynska J, Knospel F, Armstrong L, Lako M, Greuel S, Damm G,
Ludwig-Schwellinger E, Deschl U, Ross JA, Beilmann M, Zeilinger K. (2017). Hepatic
differentiation of human iPSCs in different 3D models: A comparative study. International
Journal of Molecular Medicine. (40):1759-1771.

IF 2017) = 2,784, 1F 2020) = 4,101, MNiSW = 70 pkt
Liczba cytowan (bez autocytowan) = 21 (Web of Science) i 23 (Scopus)

Moj wkiad w powstanie pracy polegat na: wspotudziale w opracowaniu koncepcji pracy i wykonaniu
czesci eksperymentow, w tym: hodowli i wyselekcjonowaniu lini komorek iPSCs do ich réznicowania w
systemach 3D, roznicowaniu iPSCs w hodowlach 2D, wyizolowaniu i ocenie RNA za pomocg
mikrospektrofluorymetru NanoDrop oraz techniki czipowej (Bioanalyzer 2100), ilosciowej analizie
ekspresji genow (qRT-PCR) we wszystkich badanych probach, identyfikacji i walidacji genow
referencyjnych metodg geNorm, kompleksowej optymalizacji warunkow reakcji qRT-PCR zgodnie z
wytycznymi MIQE, analizie sekrecji mocznika oraz biatek za pomocq testu ELISA we wszystkich
badanych probkach. Wraz z pierwszymi autorami wspoluczestniczylam w analizie i interpretacji
uzyskanych wynikow oraz napisaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na: 35%.

# Autor korespondencyjny.
TW publikacji H6 dwoch autorow (Meier F oraz Freyer N) wspolnie pehnig role pierwszego autora.

4.3. Omowienie celu naukowego prac wchodzacych w sklad cyklu publikacji jednotematycznych
oraz uzyskanych wynikow wraz ze wskazaniem potencjalu ich wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Przeprowadzone przeze mnie badania dotyczyly analizy mechanizméw molekularnych
uczestniczacych w rozwoju atrofii mig§niowej, wywotanej sarkopenig i kacheksja nowotworowa (H1-H2).
Sa to znaczaco rdzne stany patofizjologiczne o odrebnej etiopatogenezie.
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Sarkopenie definiuje si¢ jako zwigzany z wiekiem zespdt charakteryzujacy si¢ spadkiem masy
1 funkcji migsniowej (sity mig$niowej 1 sprawnosci fizycznej) (1,2). Rozrdznia si¢ dwie postacie
sarkopenii — pierwotng 1 wtérng. Sarkopenia pierwotna rozwija si¢ samoistnie bez wptywu
wspotistniejgcych stanéw chorobowych (3,4), podczas gdy do rozwoju sarkopenii wtdrnej przyczynia
si¢ brak aktywnosci ruchowej, nieprawidlowe odzywianie oraz inne przewlekte stany chorobowe, m.in.
niewydolnos¢ nerek lub serca, cukrzyca czy choroby uktadu kostnego (1,2). Obecnie podstawowe
kryterium diagnozy stanowi niska sita mig¢$niowa oraz zmniejszona ilo$¢ lub/i jako$¢ miegsni.
Dodatkowym parametrem jest utrata sprawnosci fizycznej, ktora okresla stopien nasilenia choroby (1).

Kacheksja (wyniszczenie) natomiast definiowana jest jako nieodwracalny proces utraty masy
migsniowe] z towarzyszaca utratg tkanki thuszczowej lub bez niej (5). Ten wieloczynnikowy zespot
zaburzen metabolicznych zwigzany jest gldéwnie z rozwojem choroby nowotworowej (6). Nalezy jednakze
podkresli¢, iz pacjenci z chorobg nowotworowg to pacjenci czesto powyzej 70 roku zycia,
u ktorych spadek masy migsniowej moze by¢ wywolany juz wczesniej na skutek rozwoju sarkopenii
pierwotnej lub wtornej. Ponadto, rézne formy terapii przeciwnowotworowej (chemioterapia, radioterapia,
chirurgia, terapia celowana) roéwniez maja istotny wplyw na rozwdj atrofii migsniowej (7).
Czynniki te moga powodowa¢ odmienny przebieg procesu zaniku migéni u indywidualnego pacjenta
z choroba nowotworowa i sarkopeni¢ w takich przypadkach uznaje si¢ za najwazniejsza ceche fenotypowa
procesu wyniszczenia (8).

W ostatnich latach nastgpil istotny postep w zrozumieniu molekularnych mechanizméw
prowadzacych do utraty masy miesni szkieletowych. Tym niemniej réznice pomig¢dzy ztozonymi
mechanizmami molekularnymi lezacymi u podstaw redukcji masy miesniowej oso6b z kacheksja lub
sarkopenia wcigz nie sa w pelni poznane. Dotychczasowe badania réwniez nie przyniosty
jednoznacznych wynikéw, wskazujacych na roznice w funkcjonowaniu mechanizméw kontrolujacych
procesy zdrowego starzenia 1 sarkopenii. Wynika to zaré6wno z ogromnej zlozonosci tych
mechanizméw, jak rowniez z braku standaryzacji modeli doswiadczalnych (8) (H4) oraz ich
systematycznej analizy in vivo w mi¢$niach szkieletowych 0sob z wyniszczeniem i/lub sarkopenia (9).
Znaczaca wigkszo$¢ opublikowanych prac w tej dziedzinie zostala wykonana na modelach
komoérkowych in vitro lub na modelach zwierzecych, a wyniki tych eksperymentéw nie zawsze znajduja
potwierdzenie w badaniach klinicznych na biopsjach migéni cztowieka, chociazby ze wzgledu na
niewielka liczbg istniejacych badan oceniajacych te same geny u zwierzat i ludzi. Dlatego intensyfikacja
badan, uwzgledniajacych analizy wielu gendéw/biatek, odgrywajacych centralng role w procesach
molekularnych zwigzanych ze specyficzng patofizjologia atrofii okreslonego typu migénia
szkieletowego moze dostarczy¢ wielu nowych informacji w tym zakresie oraz przynie$¢ oczekiwane
rozwigzania terapeutyczne (8) (H1-H2).

Dotychczasowe wyniki wskazujg, ze w patogenezie sarkopenii i1 kacheksji uczestnicza
analogiczne mechanizmy, a ich aktywacja w obrebie mig$ni szkieletowych (np. stan zapalny,
apoptoza, autofagia), jak i w srodowisku ogoélnoustrojowym (np. niedobodr sktadnikéw odzywczych,
bezruch), moze by¢ bezposrednia przyczyng ostabienia i zaniku tkanki mig¢$niowej (10).

Jedna z podstawowych cech mig$ni szkieletowych jest ich zdolno$¢ do regeneracji
w odpowiedzi na uszkodzenie mechaniczne (np. uraz) lub procesy chorobowe. Kluczows role w procesie
miogenicznej regeneracji odgrywaja komorki satelitarne (ang. muscle satellite cells, mSCs), ktorych
aktywnos¢ jest niezbednym czynnikiem ksztattujgcym 1 utrzymujacym prawidtowa homeostaze tkanki
migsniowej (11). W pierwszym etapie regeneracji, uszkodzony migsien zaczyna wydziela¢ cytokiny i
czynniki wzrostu. Dochodzi réwniez do akumulacji komoérek stanu zapalnego, m.in makrofagow
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wydzielajacych czynnik TNFo (ang. Tumor Necrosis Factor), ktory stymuluje regeneracje
uszkodzonych wtokien migsniowych. Nastepstwem tych procesow jest etap aktywacji 1 proliferacji
mSCs, regulowany przez sekwencyjng ekspresje miogenicznych czynnikéw regulatorowych (ang.
myogenic regulatory factors, MRF) (Rycina 1) oraz grup¢ mig¢s$niowo-specyficznych czasteczek
microRNA, np. miR-1, miR-206, miR-133a 1 miR-486 (H4). R6znice w synchronizacji ztozonych
procesOw wymagajacych zaangazowania nie tylko mSCs i mioblastow, ale takze i komorek zapalnych,
mogg mie¢ odmienny wptyw na przebieg miogenezy w sarkopenii i kacheksji.

komérka macierzysta satelitarna )
' nowe wiokno
spoczynkowa aktywna miocyt migsniowe

PAX3, PAX7

MYOD, MYF5
MYOG, MRF4

Rycina 1. Schemat miogenezy z wyr6znieniem markeréw molekularnych typowych dla kazdego etapu
procesu roznicowania. W odpowiedzi na uszkodzenie mig$ni, nieaktywne (spoczynkowe) komorki
satelitarne eksprymujace geny PAX7 1 PAX3 ulegaja aktywacji i wchodza w cykl komorkowy.
Miogeniczne czynniki regulacyjne (MRF): (a) pierwotne czynniki regulacyjne MYOD i MYF5
charakteryzuja wczesny etap miogenezy oraz profil proliferujacych (aktywnych) komorek
progenitorowych, tzw. prekursoréw miogenicznych — mioblastow; (b) wtorne czynniki regulacyjne
MYOG i MRF4 charakteryzuja pozny etap miogenezy i calkowicie zréznicowany miocyt. W kolejnym
etapie miocyty tacza si¢ z istniejacymi uszkodzonymi wioknami migsniowymi lub Iaczg si¢ razem
tworzac nowe wiokna migsniowe (H4). Zrodto: opracowanie wiasne (adaptacja z pracy H4).

Nadmierna produkcja TNFa oraz aktywacja szlaku NF-xB (ang. Nuclear Factor Kappa B),
uwazane sg za czynniki patologiczne, prowadzace do zaniku migsni (12). Wcezesniejsze badania
Guttridge 1 in. (2000) (13) przeprowadzone na modelu mysich komoérek miesniowych C2C12 dowiodty,
ze TNFa w wyniku aktywacji szlaku NF-kB hamuje proces réznicowania mioblastow poprzez
dezaktywacje czynnika regulacyjnego MyoD. Badania i ich meta-analizy wykazaty, ze rozw6j stanow
zapalnych w obrebie mig$nia hamuje bezposrednio tworzenie nowych wiokien migsniowych oraz ich
odbudowe poprzez negatywna regulacje ekspresji genu MEF2C (ang. Myocyte Enhancer Factor 2C),
wspomagajacego miogeniczne czynniki regulacyjne MRF (13—15). Sciezka MEF2C posiada ponadto
kluczowe znaczenie dla prawidlowej homeostazy metabolicznej 1 kontroli catkowitej masy ciata (16).

Waznymi czynnikami wywolujacymi atrofi¢ mig§niowg sg cytokiny TNFa, IL-6, IL-8 i IL-1,
uznane za czynniki proteolityczne, bezposrednio odpowiedzialne za katabolizm mig$ni w kacheksji (17)
i procesie starzenia (18,19). Nadmierna ich produkcja zwigzana jest rowniez z aktywacjg stresu
oksydacyjnego (ang. oxidative stress, OS) i generowaniem reaktywnych form tlenu (RFT) w komdrkach
migsniowych oraz w ich mikrosrodowisku. Nastepstwem wysokiej aktywnosci RFT sa oksydacyjne
uszkodzenia sktadnikow komoérkowych, wzrost wewngtrzkomoérkowego [Ca®'] oraz aktywacja kaskad
sygnalizacyjnych apoptozy, autofagii i procesow starzenia. Z tych powodow wysoki poziom RFT uznaé
mozna za czynnik etiologiczny lub wzmagajacy zanik migsni w procesie fizjologicznego starzenia,
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sarkopenii oraz kacheksji. Ponadto, generowane na drodze procesow zapalnych RFT poprzez mechanizmy
sygnalizacyjne typu redoks moga uczestniczy¢ w regulacji ekspresji genow miogenicznych (20) oraz w
potranslacyjnych mechanizmach modulacji ekspres;ji bialek przyczyniajac si¢ do dysfunkcji migsni (21).
Nalezy jednak uwzglednié, iz zardwno prozapalne szlaki molekularne jak i szlaki zwigzane z produkcja
RFT w mikro$rodowisku mig$ni mogg by¢ regulowane niezaleznie i moga mie¢ oddzielny lub synergiczny
wplyw na funkcje oraz potencjat regeneracyjny miesni.

Czynnikami sygnalizujacymi akumulacj¢ wewnatrzkomorkowych RFT sa m.in. SOD2 (ang.
Superoxide Dismutase), NRF2 (ang. Nuclear Erythroid-2-p45-Related Factor-2) oraz HSPAIA (ang.
Heat shock protein family A (Hsp70) member 1A4), ktére reguluja homeostatyczne procesy
w mig$niach 1 uruchamiajg zwigkszong ekspresje¢ enzymoéw antyoksydacyjnych. SOD2 jest
kluczowym genem chronigcym komorki przed RFT. Wzrost ekspresji SOD2 wywotywany jest
wieloma stresogennymi czynnikami, m.in. cytoking TNFa. Szlak sygnatowy NRF2, odpowiada
natomiast za regulacj¢ ekspresji wielu genéw o dziataniu cytoprotekcyjnym, np. GCLM (ang.
Glutamate-Cysteine Ligase Modifier Subunit) oraz GCLC (ang. Glutamate-Cysteine Ligase Catalytic
Subunit) (22). Modulacja sygnalizacji genu NRF2 odgrywa istotng rol¢ w ochronie komorki przed
uszkodzeniami oksydacyjnymi poprzez rozktad RFT oraz stabilizacje potencjalu oksydoredukcyjnego
tkanki. Ponadto NRF?2 posiada funkcje przeciwdziatania cytokinom i mediatorom zapalnym: COX-2
(ang. cyclooxygenase-2) oraz iINOS (ang. inducible nitric oxide synthase), bezposrednio lub posrednio
oddziatywujacym ze szlakami NF-kB i MAPK (23). HSPA 1A jest natomiast genem kodujacym jedno
z pigciu biatek opiekunczych z rodziny Hsp70, chronigcych komoérki przed utrata ich funkeji i
$miercig. Wzrost ekspresji HSPAIA, wywotany akumulacja nieprawidtowych biatek oraz OS, wiaze
si¢ z dzialaniem antyapoptycznym oraz przeciwzapalnym i prowadzi do zmniejszenia ilosci cytokin
IL-6 1 IL-8 (24). Mozna wigc uznac, ze zachwianie homeostatycznych procesoOw w tkance migsniowe;j
uruchamia kaskade patologicznych zmian prowadzacych do rozwoju atrofii.

Istotng role w atrofii migsniowe] odgrywaja procesy degradacji biatlek migsni szkieletowych
poprzez system lizosomalny (szlak autofagii) lub proteosomalny (szlak ubikwityna-proteasom, UPP).
Aktywacja UPP poprzez kierowana TNFa aktywacje szlaku NF-kB, prowadzi do degradacji biatek
wewngtrzkomoérkowych. Badania modelu kacheksji u myszy szczepu Apc™™* (model raka jelita grubego)
wykazaty ponadto zalezng od IL-6 utrat¢ masy mig$niowej, skorelowang z podwyzszonym poziomem
sygnalizacji STAT-3 (ang. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) oraz szlaku NF-xB, co
réwniez pozostaje w zwigzku z proteosomalng degradacja bialek zalezng od UPP (25). Autofagia
natomiast jest jednym z mechanizméw adaptacyjnych, ktory zapewnia podaz energii
1 sktadnikow budulcowych w komorce. Jak dowiedziono, autofagia jest procesem $cisle skoordynowanym
z rozwojem stresu oksydacyjnego, a jego inicjacja aktywuje przeciwutleniajacy czynnik transkrypcyjny
NRF?2 (23). Z tej perspektywy synergi¢ dzialania RFT, jako tzw. ,,czasteczek alarmujgcych” wewnatrz
komorki, z aktywacja procesu autofagii rozwazy¢ nalezy jako ,,mechanizm ratunkowy” komorek,
umozliwiajacy im jednoczesne przezwyciezenie stresu oksydacyjnego (usunigcie uszkodzen
oksydacyjnych) oraz niedoboru energii i elementow budulcowych w celu utrzymania prawidtowe;j
homeostazy. Z drugiej strony, proces autofagii moze by¢ rdwniez odpowiedzialny za $mier¢ komorki,
gdyz jego dysfunkcja prowadzi do zmian w ,,przetaczeniu” odpowiedzi komorkowej z adaptacji na stres i
przezycie (autofagia) na destrukcj¢ i zniszczenie (apoptoza) (H1-H2). Stad tez intensywno$¢ procesu
autofagii moze zadecydowac o jego zyciodajnym lub $mierciono$nym charakterze w procesie degeneracji
miesni. Sugeruje si¢, ze niepozadanym efektem oksydacyjnych mechanizméw zaangazowanych w
procesy degeneracji mig$ni jest dysfunkcja autofagii, $wiadczaca o nadmiernej indukcji procesow
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zwigzanych z generowaniem RFT (23,26,27). Jednakze liczba badan in vivo na biopsjach migséni
szkieletowych cztowieka, bezposrednio wskazujacych na korzystny lub szkodliwy wplyw autofagicznej
degradacji bialek, jest ograniczona.

Na podstawie wynikow dotychczasowych badan mozna wnioskowac, ze zespdt synergistycznie
dzialajacych mechanizméw molekularnych odgrywa decydujaca role w indukcji, przebiegu 1 nasileniu
procesu atrofii mie$niowej. Wskazuje to na potrzebg prowadzenia badan i poglebionych analiz dziatania
wielu genow uczestniczacych w réznych szlakach molekularnych w jednym typie migénia szkieletowego
u ludzi (H1-H2). Badania tego typu, majace na celu wykazanie r6znic w mechanizmach atrofii mi¢sniowej
w réznych stanach patofizjologicznych, sa bardzo rzadkie i niezwykle trudne do przeprowadzenia ze
wzgledu na duze trudnosci w uzyskaniu materiatu do badan z jednorodnych grup pacjentéw. Wymagaja
one: (i) spdmosci w wyborze grup kontrolnych, (if) stosowania si¢ do standaryzowanych definicji
wyniszczenia i/lub sarkopenii (H1-H2) oraz (iii) stosowania wysokich standardow w analizach ekspres;ji
genoéw zgodnie z wytycznymi MIQE (ang. Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments), zapewniajacymi wiarygodng interpretacje wynikow badan oraz ich
powtarzalno$¢ (9,28) (H3). Wytyczne MIQE zawieraja minimalne wymagania stanowigce podstawe do
standaryzacji eksperymentdow RT-qPCR (ang. Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain
Reaction) oraz opisuja kryteria gwarantujace wlasciwag krytyczna oceng ich wynikow, na podstawie
ktorych badacze moga sprawdzi¢, czy analiza gendow, poczawszy od zaprojektowania badania do analizy
danych i interpretacji wynikow, zostata przeprowadzona prawidlowo oraz czy spetnia ona standardy
zapewniajace powtarzalno$¢ wynikow (28).

Intensywno$¢ prac nad molekularnymi mechanizmami odpowiedzialnymi za zachwianie
homeostazy tkankowej migsni przyczynita si¢ w ostatnich latach do rozwoju badan klinicznych
koncentrujacych si¢ na opracowaniu strategii farmakologicznych w leczeniu atrofii. Dotychczasowe
doniesienia podkreslajg jednak brak potwierdzonej skutecznos$ci 1 bezpieczenstwa dziatania testowanych
zwigzkow farmakologicznych w 1L 1 III fazie badan klinicznych (29). Przyktadem jest, testowany w dwoch
réznych modelach eksperymentalnych, zwigzek farmakologiczny bortezomib, bedacy wybidrczym
inhibitorem szlaku UPS, ktory nie przyniost oczekiwanych efektow zapobiegania rozwojowi kacheks;ji
(30). Podobnie niskoczasteczkowy zwigzek greliny (anamorelin), zmniejszajacy produkcje cytokin TNFa
i IL-6, testowany u o0sob z kacheksja wykazal si¢ marginalnym efektem dziatania oraz wysoka
cytotoksycznoscig podczas dhugotrwatego stosowania. W konsekwencji lek ten zostal wycofany przez
Europejska  Agencje Lekow (EMA) (31). Badany w ostatnich latach u chorych
z kacheksja zwigzek anaboliczny SARMs, ktory jest selektywnym modulatorem receptora
androgenowego (ang. selective androgen receptor modulators, SARMs) oraz stymuluje wzrost 1 poprawia
strukture¢ 1 funkcje miesni (32-34), wykazywal jednocze$nie znaczng hepatotoksycznosé
1 kardiotoksycznos¢ (35). Nalezy podkresli¢, ze testowanie lekow (szczegdlnie tych o dzialaniu
cytotoksycznym) z udzialem starszych pacjentow onkologicznych skutkuje powaznymi efektami
ubocznymi zwigzanymi z uposledzeniem funkcji wielu organéw, co w konsekwencji ma takze negatywny
wplyw na zdolnosci regeneracyjne migsni szkieletowych.

Uwzgledniajac problemy wynikajace z testowania wymienionych wyzej zwigzkow w badaniach
przedklinicznych na modelach zwierzecych (29), jak rowniez trudnosci wynikajace z ograniczonych
mozliwosci prowadzenia badan z udziatem chorych z kacheksja lub sarkopenia, rozwigzaniem moze by¢
wdrozenie technologii komorek iPSCs (ang. induced pluripotent stem cells) (praca HS i H6).

iPSCs naleza do grupy komoérek pluripotencjalnych, ktéore mozna otrzymywac
z wyspecjalizowanych komorek somatycznych w wyniku procesu reprogramowania. Odkrycie
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mechanizmu reprogramowania, za ktore w roku 2012 Shinya Yamanaka otrzymat Nagrod¢ Nobla,
stanowi przelom w pozyskiwaniu pluripotencjalnych komoérek macierzystych cztowieka (36). Proces
ten polega na cofnigciu w rozwoju dojrzatych komorek organizmu, np. komoérek krwi lub
fibroblastow, do etapu pluripotencjalnych komoérek macierzystych poprzez wprowadzenie czterech
genow. Sa to geny reglnulujace utrzymanie stanu pluripotencji komorkowej, OCT3/4 (ang. Octamer-
binding Transcription Factor 4), SOX2 (ang. RY-Box Transcription Factor 2), KLF4 (ang. Kruppel
like factor 4) oraz gen promujacy podziaty komoérkowe c-MYC (ang. MYC proto-oncogene, bHLH
transcription factor). Pozyskane w ten spos6b komorki iPSCs posiadajg wtasciwosci embrionalnych
komorek macierzystych zaréwno pod wzgledem profilu ekspresji gendw jak i morfologii tworzacych
si¢ kolonii oraz mogg by¢ zr6znicowane w dowolne komorki organizmu (praca HS).

Technologia iPSCs przyczynia si¢ do ogromnego postepu w medycynie. Umozliwia ona
bowiem doskonalenie badan nad skutecznoscia 1 bezpieczenstwem nowych Srodkow
farmakologicznych potrzebnych dla efektywnej terapii np. zaniku migsni. Komorki iPSCs sa
narzedziem, ktdre moze zrewolucjonizowa¢ obecne podejscie do projektowania, syntezy i testowania
nowych zwigzkow farmakologicznych w przedklinicznych modelach in vitro (37) (praca H5 1 H6).
Technologia iPSCs uwzglednia bowiem specyficzny profil genetyczny indywidualnego pacjenta,
ktéry moze mie¢ wpltyw na zmiany farmakokinetyczne i farmakodynamiczne testowanych lekow.
Aspekt ten jest szczegolnie istotny w przypadku opracowywania terapii dla pacjentow onkologicznych
1 starszych osob, narazonych na zdarzenia niepozadane, gdyz niesie ze sobg obiecujace perspektywy
rozwoju terapii spersonalizowanych. Co wigcej, iPSCs eliminujg problemy natury etycznej, zwigzane
z prowadzeniem badan toksykologicznych na modelach zwierzgcych. Umozliwiaja one takze
pozyskiwanie miogennych komoérek progenitorowych, co niewatpliwie otwiera nowe mozliwosci
leczenia stanow patofizjologicznych mieséni szkieletowych (38).

Pomimo ogromnego postepu w tej dziedzinie, strategie przeszczepu komoérek miogennych
pochodzacych z iPSCs wydaja si¢ wcigz by¢ odlegta przysztoscia. Spowodowane to jest brakiem: (i)
protokotow pozyskiwania komoérek iPSCs warunkujacych bezpieczenstwo ich klinicznego stosowania
oraz (ii) protokotéw rdznicujacych, ktére moga zapewni¢ potencjal samoodnowy miogennych
komorek progenitorowych generowanych in vitro (39). Czynnikami ograniczajagcymi opracowanie
tzw. produktu zaawansowanej terapii medycznej (ang. Advanced Therapy Medicinal Product, ATMP)
z ludzkich komorek iPSCs sg liczne wymagania zwigzane z bezpieczefistwem zastosowania tej
technologii (praca H5). Wymogi te dotycza m.in.: (i) wyeliminowania czynnikow odzwierzecych w
procesie otrzymywania i réznicowania komoérek iPSCs, (ii) optymalizacji procesu reprogramowania
poprzez zastagpienie metody wykorzystujacej wirusy bezpiecznymi metodami nieintegracyjnymi, (iii)
niskiej wydajnosci pozyskiwania komoérek iPSCs (praca HS) oraz (iv) niskiej skuteczno$ci procesow
roznicowania (39—41).

W moich badaniach (eksperymentalne prace H1, H2, H3, H5 i H6) zajetam si¢ powyzszymi
zagadnieniami 1 przeprowadzitam dwukierunkowg analizg. Pierwszym kierunkiem moich badan byto
zidentyfikowanie czynnikow lezacych u podstaw badanych patofizjologii migs$ni szkeletowych
(sarkopenii 1 kacheksji) oraz fizjologicznego procesu starzenia w celu ich potencjalnego
wykorzystania do opracowania nowych interwencji terapeutycznych, skierowanych na zapobieganie
1 aktywne przeciwdziatanie atrofii mi¢sniowej. Drugim kierunkiem moich badan bylo opracowanie
procedur pozyskiwania stabilnych lini iPSCs i ich ré6znicowania, na skale umozliwiajaca ich szerokie
zastosowanie w badaniach nad stratyfikacja bezpieczenstwa lekow, m.in. do efektywnej terapii zaniku
migsni.
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4.3.2. Cel naukowy badan

Glownym celem naukowym moich badan bylo okreslenie profilu molekularnego mies$ni
szkieletowych u pacjentow w zaawansowanym wieku z sarkopenig pierwotng i kacheksja
nowotworow3a ze wskazaniem potencjatlu aplikacji indukowanych pluripotencjalnych komérek
macierzystych w przedklinicznych badaniach lekow.

Realizacja tego celu wymagala przeprowadzenia nastgpujacych szczegdétowych badan:

1. Zidentyfikowanie r6znic w profilu molekularnym tkanki mig¢$niowe;j.

2. Okreslenie zmian w jej aktywno$ci miogenicznej.

3. Zidentyfikowanie mechanizmoéw odpowiedzialnych za hamowanie procesow regeneracyjnych
w badanych mig¢é$niach szkieletowych.

4. Ocena zaburzen homeostazy tkankowej pozwalajacej okresli¢ jaki typ mechanizméw
przewaza w mi¢sniach o okreslonej patofizjologii.

5. Zidentyfikowanie szlakéw molekularnych, ktérych zmiana aktywnos$ci umozliwialaby
okreslenie réznic w fenotypach migsnia szkieletowego fizjologicznie starzejacego sie
organizmu i mig¢$nia szkieletowego w stanach patofizjologicznych.

6. Odtworzenie réznic pomigdzy populacja mlodych 1 starzejacych si¢ komoérek migsni
w badaniach in vitro, w tym w szczeg6lnosci:

a. okreslenie zmian w fenotypie sekrecyjnym starzejacych si¢ komorek migsniowych,
b. zbadanie wptywu mikrosrodowiska komodrek migsni na ich aktywno$¢ miogeniczng oraz
procesy wskazujace na zachodzace w nich zmiany patologiczne.

7. Opracowanie uproszczonej i pozbawionej czynnikéw ryzyka metody pozyskiwania ludzkich
komorek iPSCs na skalg wystarczajaca dla ich praktycznego zastosowania w badaniach nad
stratyfikacjg bezpieczenstwa lekow, np. dla efektywnej terapii zaniku mig$ni.

8. Opracowanie modelu metabolicznie funkcjonujagcych organoidow dla potrzeb badan
farmakologicznych z zastosowaniem technik (3D) inzynierii tkankowe;.

9. Roéwnolegte przeprowadzenie krytycznej analizy 1 weryfikacji wszystkich etapow ilosciowego
oznaczenia poziomu ekspresji gendw z pelnym zachowaniem wytycznych MIQE,
gwarantujacych utrzymanie wysokiej jakosci prowadzonych badan.

4.3.3. Szczegotowe omowienie prac stanowiacych osiagniecie naukowe

Glowng plaszczyzne rozwazan w pracach H1, H2 i H4 stanowily zagadnienia dotyczace
molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za rozw6j wybranych stanéw patofizjologicznych
migsni  szkieletowych cztowieka: kacheksji nowotworowej i1 sarkopenii. Badania te zostaty
zainicjowane dzigki programowi naukowemu, w ramach ktoérego otrzymalam stypendium naukowe
przyznane mi w drodze konkursu przez The Daphne Jackson Trust oraz fundacje¢ The Leverhulme
Trust (Wielka Brytania) (Rozdziat 5.5.). Program, w ktorym pehitam funkcje kierownika, umozliwit
mi rozwini¢cie badan biomedycznych we wspotpracy z miedzynarodowym ekspertem w dziedzinie
atrofii mig$niowej prof. Kennethem Fearonem. Projekt zrealizowatam w Tissue Injury and Repair
Group, Centre for Regenerative Medicine, Division of Health Sciences na University of Edinburgh w
Edynburgu, w Wielkiej Brytanii w zespole, ktorego kierownikiem byt prof. James Ross.

W ramach tego projektu przeprowadzitam kompleksowe badania in vivo 1 in vitro ztozonych
interakcji pomigdzy réznymi szlakami molekularnymi aktywowanymi, w tym samym typie mig¢$nia
szkieletowego czlowieka, podczas fizjologicznego starzenia si¢ organizmu (prace H1 i H2) oraz
w atrofiach migsniowych o réznej etiologii: kacheksji nowotworowej (praca H1) 1 sarkopenii (praca
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H2). Nalezy podkresli¢, ze badania tego typu z udziatem pacjentow z kacheksja i sarkopenig naleza
do rzadkosci ze wzgledu na trudnosci wynikajace z doboru jednorodnych grup pacjentow.

Modele badawcze i grupy pacjentéw
Materiatem badawczym we wszystkich analizach in vivo (prace H1 i H2) byly biopsje tkanki

migsniowe] pobranej z migsnia czworogtowego uda osob dorostych zakwalifikowanych do 4 roznych
grup eksperymentalnych na podstawie szczegétowych kryteriow klinicznych:

(i)  Pacjenci w wieku 63-82 lat z nowotworem (stadium II-III) gérnego odcinka przewodu
pokarmowego oraz stwierdzong kacheksja (praca H1). Kacheksje zdiagnozowano na
podstawie 5% utraty masy ciata zgodnie z konsensusem opublikowanym przez Fearon i in.
(2011) (5).

(ii) Pacjenci w wieku 62-80 lat z nowotworem (stadium II-III) gérnego odcinka przewodu
pokarmowego ze stalg masg mi¢sniowg (praca H1).

(iii) Zdrowi dawcy w podesztym wieku 75-83 lat zakwalifikowani do badania na podstawie
kryteriow klinicznych opublikowanych przez Greig i1 in. (1994) (42) (prace H1 1 H2).

(iv) Pacjenci w wieku 75-85 lat ze stwierdzong sarkopenia (praca H2). Sarkopeni¢ pierwotng
zdiagnozowano na podstawie analizy DEXA zgodnie z kryteriami ustalonymi przez
Baumgartner i in. (1998) (4).

(v)  Grupe kontrolng stanowili zdrowi dawcy w srednim wieku 40-65 lat (prace H1 i H2).

Ponad polowa pacjentow z choroba nowotworowa byta w wieku powyzej 70 roku zycia. Utrata
migsni w tej grupie mogta wigc by¢ spowodowana takze zaawansowanym procesem starzenia, co
zostalo uwzglednione przy interpretacji wynikow.

W celu doktadnego oszacowania masy miesniowej 1 wykluczenia sarkopenii u zdrowych
dawcow w podesztym wieku, kazdy starszy uczestnik badania zostat poddany analizie DEXA. Jej
wykonanie bylo niezbedng procedura, gdyz zmiany fizjologiczne migsni wigzace si¢ z procesem
starzenia rozpoczynaja si¢ po 40 roku zycia 1 nasilajg po 65 roku, kiedy to definiuje si¢ staros$¢
fizjologiczna. Manifestuje si¢ ona m.in. ostabieniem aktywnosci ruchowej oraz redukcja masy migsni,
w wyniku chronicznego uszkadzania widkien migsniowych.

Materiatem badawczym w analizach in vitro byty hodowle ludzkich mioblastow linii hsKMC,
Cook Myosite, pochodzacych z migéni szkieletowych dawcow w szerokim przedziale wiekowym (17-
83 lat) (praca H2).

Wprowadzenie do badan modelu komoérkowego in vitro wymagato zachowania duzej
ostroznosci, szczegdlnie w kontekscie bezposredniego porownywania wynikéw z modelem in vivo.
Niemniej jednak model in vitro dzigki jednolitej populacji komorkowej stanowit wazny aspekt
badawczy, pozwalajacy na odtworzenie niektorych roéznic pomigdzy miodymi a starzejgcymi sig
mig$niami, a co za tym idzie na szersze zrozumienie mechanizmoéw molekularnych procesu
regeneracji migs$ni podczas ich starzenia si¢. Analiza wynikow uzyskanych in vitro (praca H2) zostata
zaprezentowana dla dwoch grup wiekowych dawcow komoérek migsniowych:

(7) mtodszych w wieku 17-51 lat oraz

(i) starszych w wieku 69-83 lat.

Dokonana kategoryzacja spetnia warunki umozliwiajace stworzenie modelu komérkowego in vitro o
cechach odzwierciedlajacych zwigzang z wiekiem utrate tkanki migsniowej (43).

Wszystkie procedury badawcze zostaty zatwierdzone przez komisje etyczne w NHS Lothian i

Maastricht University Hospital oraz byty zgodne ze standardami Deklaracji Helsinskie;.
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Wyniki moich badafh zaprezentowane w pracach H1 1 H2 koncentruja si¢ na analizie 23
markerow molekularnych (na poziomie transkryptu lub/i biatka) 1 dotycza zlozonych interakcji
mechanizméw molekularnych istotnych dla: (i) procesu zapalnego 1 stresu oksydacyjnego w migsniu
szkieletowym, (i7) aktywnos$ci miogenicznej komodrek mig$niowych, (iii) ich zdolno$ci do obrony
antyoksydacyjnej oraz adaptacji do stresu komorkowego, jak rowniez (iv) utrzymywania aktywnych
procesOw apoptozy i autofagii.

Badania ekspresji wielu genéw réznych szlakow molekularnych 1 sygnalizacyjnych
dostarczyty cennych danych, ktore analizowane zgodnie z wytycznymi MIQE (praca H3) daty obraz
zmian w profilu molekularnym tkanki mig¢§niowej, zarbwno w procesie jej fizjologicznego starzenia
si¢, jak 1 w wybranych patofizjologiach atrofii mi¢sniowych.

Liste analizowanych markeréw molekularnych na poziomie gendw lub/i biatka zamieszczono
w Tabeli 2.

Tabela 2. Markery r6znych szlakow molekularnych 1 ich funkcja. Opis funkcji przedstawiono na
podstawie informacji z bazy danych ludzkiego genomu (GDB, http://www.gdb.org).

Gen lub biatko Pelna nazwa w j.ang. Funkcja
PAX3 Paired box trasncription factor 3 Proliferacja i réznicowanic mSC oraz miogenecza
embrionalna
PAX7 Paired box trasncription factor 7 Proliferacja i réznicowanie mSC
MYOD Myogenic determination factor 1 Aktywacja i proliferacja mioblastow
MYF5 Myogenic regulatory factor 5 Aktywacja i proliferacja mioblastow
MEF2C Myocyte Enhancer Factor 2C Wspomaganie miogenezy/przebudowa widkien
MYOG Myogenin Roéznicowanie koncowe komorek migsniowych
TNNT1 Troponin T1 Regulacja skurczu migsni
NF-kB Nuclear Factor Kappa B Prozapalna
TNFa Tumor Necrosis Factor Prozapalna
1-1 Interleukin-1 Prozapalna
11-6 Interleukin-6 Prozapalna
1-8 Interleukin-8 Prozapalna
p3ISMAPK Mitogen-Activated Protein Kinase Produkcja cytokin/odpowiedz na stres komorkowy/
apoptoza
HSPAI Heat shock protein family A (Hsp70) Antyapoptotyczna/aktywacja proteolizy
member 14 nieprawidtowo ztozonych biatek/hamowanie
powstawania agregatow biatek
4-HNE 4-hydroxynonenal Stres oksydacyjny
pl6mka Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 24 Starzenie komorkowe
BAX BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator Apoptoza
BCL2 BCL2 Apoptosis Regulator Antyapoptotyczna
NRF?2 Nuclear erythroid-2-p45-Related Factor-2  Przeciwutleniajaca/ochronna
SOD?2 Superoxide Dismutase Przeciwutleniajgca/ochronna
GCLM Glutamate-Cysteine Ligase Modifier Przeciwutleniajgca/ochronna
Subunit
P62/SOSTM1  Sequestosome 1 Autofagia
Beklin 1 Coiled-Coil Myosin-Like BCL2-Interacting  Autofagia
Protein

Szczegdlnie istotnym  kryterium uzyskania rzetelnych 1 powtarzalnych wynikow
w ilosciowych analizach ekspresji genow we wszystkich moich pracach eksperymentalnych byta wtasciwa
standaryzacja procedury RT-qPCR oraz zweryfikowany dobdr genow referencyjnych (ang. Reference
Genes, RGs) zgodny z wytycznymi MIQE (28). Dlatego tez rownolegle z badaniami w pracach H1, H2,
HS i H6 dokonalismy krytycznej analizy wszystkich etapow iloSciowego oznaczenia poziomu ekspresji
genéw metoda RT-qPCR, a publikacja H3 stanowi ich wazne metodologiczne uzupehienie.
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Uzasadnieniem wiaczenia pracy H3 jest zawarte w niej szczegotowe wyjasnienie stosowanej przez nas
procedury doboru gendw referencyjnych oraz kryteriow gwarantujagcych wiarygodng interpretacje
wynikéw 1 wysokg jakos¢ badan biomedycznych. W pracy tej dowiedlismy, ze ,klasyczne” geny
referencyjne, tzn. GAPDH (ang. Glyceralde- hyde-3-Phosphate Dehydrogenase) oraz 18S (ang. /8S
Ribosomal RNA Subunit), powszechnie stosowane jako kontrole endogenne, nie speiniaja warunkéw
wymaganych do przeprowadzenia prawidlowej normalizacji danych otrzymanych metoda RT-qPCR
w naszych eksperymentach. Znaczacym osiagnigciem pracy H3 jest wykazanie po raz pierwszy wplywu
hepatotoksyn (o ré6znym mechanizmie dzialania) na zmiany ekspresji RGs oraz udowodnienie, ze
nieprawidtowy dobor tych gendéw zmienia znaczaco wyniki ekspresji markerow istotnych dla
metabolizmu testowanych zwiazkow farmakologicznych (markery watroby: ALB, HNF4A, CYP3A4,
CYP1A2). Dzi¢ki temu praca H3 dostarcza waznych informacji na temat standaryzacji badan niezbednych
do stratyfikacji bezpieczenstwa i skutecznosci lekéw w modelowych badaniach in vitro.

Nalezy podkresli¢, ze w przypadku badan na duzg skale, a w szczegolnosci badan in vivo
umozliwiajacych precyzyjnag selekcje fenotypow pozadanych dla potrzeb badan klinicznych
(prace H1 1 H2) lub badan in vitro skupiajacych sie na stratyfikacji cytotoksycznos$ci lekéw (praca
H3), jako najlepsza strategie normalizacyjng zaleca si¢ stosowanie §rednich wartosci ekspres;ji kilku
stabilnych genoéw zidentyfikowanych za pomoca algorytmu geNorm (44). Zastosowanie tego
algorytmu opisali$my szczegoétowo w pracy H3, a procedurg t¢ zastosowalismy do przeprowadzenia
analizy bioinformatycznej danych uzyskanych z eksperymentow RT-qPCR w pracach H1, H2, H3,
HS5 i Hé6.

W klinicznych badaniach in vivo (prace H1 i H2) ranking testowanych RGs (za pomoca
algorytmu geNorm) wykazal, ze najwigcksza stabilno$¢ ekspresji w ludzkiej tkance migsniowej
wykazujg dwa geny — SDHA (ang. Succinate Dehydrogenase Complex, Subunit A) oraz CYCI (ang.
Cyclin D1I). Dlatego tez zostaly one uznane za wystarczajace dla prawidtowej normalizacji danych RT-
gqPCR w analizach poréwnawczych ekspresji genéow w biopsjach migsni zdrowych dawcow
w podesztym wieku, pacjentow z choroba nowotworowa i grupg kontrolng osob w §rednim wieku (praca
H1). Natomiast do przeprowadzenia analiz porownawczych ekspresji genow w biopsjach migsni
zdrowych 0sob w podesztym wieku, pacjentéw z sarkopenia i 0sob z grupy kontrolnej w $rednim wieku
wyselekcjonowali$my zestaw 3 genow referencyjnych: SDHA, CYC1 1 GAPDH, ktore charakteryzowaty
si¢ najwyzsza stabilno$cig w rankingu testowanych RGs (praca H2). Wyniki w pracach H1 i H2
dowodza, ze SDHA 1 CYCI sg najbardziej stabilnymi genami referencyjnymi w analizowanych grupach
badanych pacjentow. Powszechnie stosowane geny referencyjne HPRT (ang. Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase 1), p-Actin (ang. Beta-Actin), 18S 1 GAPDH natomiast, charakteryzowaly si¢
mniejszg stabilno$cig ekspresji w naszych badaniach 1 dlatego nie zostaly przez nas wyselekcjonowane do
przeprowadzenia prawidtowej normalizacji danych RT-qPCR. Warto jednak zaznaczy¢, ze aczkolwiek
»Klasyczny” gen referencyjny GAPDH zostat przez nas uwzglgedniony w zestawie gendéw referencyjnych
wybranych do przeprowadzenia analiz porownawczych zarowno w biopsjach mie$ni w badaniach in vivo
(praca H2), jak i w modelowych badaniach in vitro (praca H3), nie spelial on jednak warunkow
wymaganych przez MIQE do przeprowadzenia prawidlowej normalizacji danych RT-qPCR jako
pojedyncza kontrola endogenna. Moje wyniki wskazuja na duze znaczenie wtasciwego wyboru RGs do
normalizacji danych i konieczno$¢ uwzglednienia zmiennosci w ich ekspresji, wywotanej warunkami
eksperymentalnymi (np. wplyw czynnikoéw patofizjologicznych, fizjologicznego starzenia lub
testowanych lekow) we wszystkich badanych probach wchodzacych w sktad eksperymentu, nawet jesli
eksperyment dotyczy tylko jednego typu badanej tkanki lub komorek. Przedstawione wyniki mogg tez
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miec¢ szczegoOlne znaczenie dla przysztych badan w kontekscie standardéw metodologicznych zgodnych z
wytycznymi MIQE. Wigkszos¢ bowiem opublikowanych dotychczas danych RT-qPCR analizujacych
poziomy ekspresji genow w migsniach szkieletowych normalizowano z wykorzystaniem pojedynczych
kontroli endogennych, ktorymi najczgsciej byty f-Actin, HPRT, 18S czy GAPDH (45-47).

Celem badan zaprezentowanych w pracy H1 bylo okreslenie molekularnych réznic
w aktywno$ci miogenicznej i1 zdolnosci regeneracyjnej migs$ni szkieletowych w zaawansowanym
procesie fizjologicznego starzenia si¢ organizmu ludzkiego oraz w procesie nowotworowym
z wyszczeg6lnieniem stanu patolofizjologicznego kacheksji nowotworowej. Szczegdlnie waznym
wynikiem badan bylo wykazanie, ze uposledzenie wydolno$ci kluczowych systemow
przeciwutleniajagcych w migéniach szkieletowych jest czynnikiem predysponujagcym do hamowania
procesu miogenezy 1 rozwoju atrofii mi¢sniowej (kacheksji) w chorobie nowotworowej. Zgodnie
znasza wiedza, sg to jedne z nielicznych badan in vivo, prezentujagcych zmiany w aktywnosci
miogeniczne] migsni szkieletowych, wywotanej przez chorobe nowotworowa - w tym kacheksje -
oraz przez zaawansowany proces starzenia si¢ mig¢sni.

W naszych badaniach wykazaliSmy, zZe uposledzenie procesu regeneracji wiokien
migsniowych jest $cisle zwigzane ze stanem zapalnym. Zgodnie z naszymi oczekiwaniami, zaroOwno
profil jak i poziom ekspresji genéw kodujacych prozapalne cytokiny TNFa i IL-6 roznity si¢
w badanych grupach, co jest zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami literaturowymi (48,49).
W migsniach szkieletowych 0osob w podeszlym wieku (zaréwno zdrowych jak i chorych na nowotwor
gornego odcinka przewodu pokarmowego) gen TNFo wykazywal silng ekspresje, podczas gdy
ekspresja genu /L-6 byla istotnie podwyzszona jedynie w mig$niach pacjentdw onkologicznych. W tej
grupie, zwigkszonej ekspresji genow obu cytokin (7NFa i IL-6) towarzyszyta wzrostowa tendencja
aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-xB. Podwyzszony poziom C-reaktywnego biatka
CRP (ang. C Reactive Protein) w surowicy krwi stwierdziliSmy natomiast jedynie u ok. 30%
pacjentow z chorobg nowotworowa. Obserwacje te potwierdzaja doniesienia innych autorow (50) i
prowadza do wniosku, ze biatko CRP nie jest miarodajnym markerem klinicznym kacheksji
NOWOtworowe;j.

Zwigkszona produkcja cytokin prozapalnych byla czynnikiem pobudzajacym aktywacje mSCs
zard6wno w mie$niach zdrowych 0s6b w podesztym wieku jak i 0s6b z chorobg nowotworowa.

W migsniach szkieletowych zdrowych oséb w podesztym wieku stwierdziliSmy aktywacje
spoczynkowych komoérek mSCs eksprymujacych geny PAX3 i1 PAX7 oraz zachowang zdolno$¢
miogeniczng na wszystkich etapach miogenezy wraz ze znaczacym wzrostem ekspresji genu TNFa
(mediatora reakcji zapalnej). Zwickszona ekspresja TNFo byta skorelowana z aktywnos$ciag
miogeniczng i1 potencjatem regeneracyjnym komorek mig¢sniowych. Nie byla jednak ona zwigzana
z aktywacjg szlaku NF-xB bezposrednio zaangazowanego w hamowanie procesu miogenezy. Wyniki
te sugeruja, ze podczas fizjologicznego starzenia si¢ mieg$ni szkieletowych dzigki zachowane;j
wlasciwej rownowadze pomiedzy populacja komorek zapalnych i miogennych oraz synchronizacji
proceséw zapalnych i naprawczych, proces pouszkodzeniowej regeneracji wtokien migsniowych
zostaje utrzymany. Dlatego tez w tym przypadku proces zapalny mozna uzna¢ za mechanizm
sprzyjajacy miogenezie, a TNFo za czynnik troficzny stymulujacy proliferacj¢ komoérek mSCs.
Niemniej jednak, ekspozycja na utrzymujacy si¢ chroniczny stan zapalny moze by¢ takze czynnikiem
uruchamiajagcym mechanizmy odpowiedzialne za zakldcenie procesow proliferacji i rdéznicowania
starzejacych si¢ mioblastow. Hipoteze te poddalismy weryfikacji w pracy H2.
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Zwigkszong ekspresje genow PAX3 1 PAX7 stwierdziliSmy rowniez w migs$niach szkieletowych
pacjentow onkologicznych ze statg masg ciata. Wykazalismy, ze komorki satelitarne aktywowane w
wyniku uszkodzenia mig$nia dzielg si¢ 1 r6znicujg w mioblasty o fenotypie charakteryzujacym si¢
podwyzszong ekspresja gendéw PAX7/MYF5/MYOD. Supresja ekspresji markera MYOG oraz redukcja
ekspresji gendow MYF5/MYOD wykazata jednak destabilizacje procesu regeneracji migsni. Brak
aktywnosci MYOG skutkuje bowiem zablokowaniem miogenezy oraz utrata zdolnosci odbudowania
struktury mig$nia. Wynik ten sugeruje takze supresje genéw kodujacych strukturalne biatka migsniowe
(np. miozyny).

Nie zaobserwowali$my natomiast istotnego wzrostu ekspresji genu PAX7 (czynnika
transkrypcyjnego odgrywajacego wazng role w utrzymaniu populacji komérek mSCs) w migs$niach
szkieletowych pacjentow onkologicznych z kacheksja. Stwierdzilismy ponadto supresje genow
MYOD i1 MYOG. Wyniki te mogg wskazywac na niewystarczajacg aktywacj¢ komorek mSCs lub nawet
jej brak w uszkodzonych wloknach mig$niowych tych pacjentdow i dowodza, ze wystepuje u nich
powazne upos$ledzenie zdolno$ci regeneracyjnych spowodowane m.in. wyczerpaniem funkcji
miogenicznych.

Otrzymane wyniki pozwolity na sformutowanie konkluzji, ze wzrost poziomu ekspresji cytokin
prozapalnych IL-6 i TNFa w uszkodzonych mig$niach pacjentow z choroba nowotworowg jest
kluczowym czynnikiem uczestniczacym w zaniku mig$ni. WykazaliSmy bowiem, Ze zmiany te
powiazane ze wzrostowa tendencja aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB maja
istotny wplyw na zaburzenie procesu roéznicowania mioblastow poprzez hamowanie aktywnosci
transkrypcyjnej genu MYOD. Dlatego tez, u pacjentow z choroba nowotworowa, uposledzenie
aktywno$ci miogenicznej na jej wczesnych etapach nalezy uznaé za wazny wskaznik zmian
patologicznych, §wiadczacych o zaburzeniach rownowagi pomiedzy procesem zapalnym i procesem
regeneracji tkanki migsniowej. Biorgc pod uwage, ze aktywacja tego mechanizmu wystepuje przed
zdiagnozowaniem klinicznego stanu wyniszczenia, mozna go wigc rowniez uzna¢ za wskaznik
prognozujacy rozwdj kacheksji nowotworowej. Jak dotad nie podj¢to prob testowania zwigzkow
farmakologicznych majacych na celu przeciwdziatanie utracie aktywnos$ci miogenicznej mig$ni
szkieletowych u pacjentdw z rozpoznang choroba nowotworow3.

Zwigkszona ekspresja cytokin prozapalnych /L-6 i TNF-a jest takze czynnikiem wzmagajacym
uwalnianie reaktywnych form tlenu (RFT), ktére po osiagnigciu cytotoksycznego poziomu moga
aktywowac szlaki kataboliczne prowadzace do powaznej degeneracji miesni. Bardzo istotnym
aspektem naszych badan byto wiec okreslenie stanu rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej tkanki
miegs$niowe] badanych kohort oraz r6znic miedzy nimi.

W dostgpnej literaturze brak jest jednoznacznych doniesien na temat stanu obrony
antyoksydacyjnej mies$ni szkieletowych osob z chorobg nowotworowa (50). Nie ma takze
rozstrzygajacych danych dotyczacych zaleznos$ci pomiedzy aktywnos$cig antyoksydacyjng, a typem
czy stadium nowotworu (51,52). Z tego wzgledu nasze badania, w ktorych wykazalismy zahamowanie
ekspresji genow NRF2, SOD2, GCLM i HSPAIA obrony komoérkowej w migsniach pacjentéw z
nowotworem goérnego odcinka przewodu pokarmowego (stadium II-III), stanowia wazny wkiad
literaturowy w tej dziedzinie. Stwierdzili§my migdzy innymi, ze S$rednio zaawansowany
1 zaawansowany proces nowotworowy ma istotny wplyw na indukcje patologicznych procesow
degeneracyjnych w migsniach szkieletowych, a supresja ww. genow wystepuje nie tylko u osob
z kacheksja nowotworowa, lecz rowniez i u 0séb ze statg masg ciata.
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W odréznieniu od pacjentow onkologicznych, w biopsjach migsni zdrowych osob
w porownywalnym wieku stwierdziliSmy wysoki poziom ekspresji mRNA dla tych samych genow
obrony komodrkowej oraz istotnie nizszy poziom 4-hydroksynonenalu (4-HNE, ang. 4-
hydroxynonenal), ktéry jest waznym markerem stresu oksydacyjnego. Wyniki te sa zgodne
z wczesniejszymi badaniami (53) oraz dowodza, ze kompensacyjny wzrost aktywnosci
przeciwutleniajacej tkanki migsniowej jest mechanizmem odpowiedzi adaptacyjnej na zwigkszajacy
si¢ stres oksydacyjny podczas starzenia si¢ organizmu. Swiadczyt o tym wzrost poziomu 4-HNE,
ktory najwyrazniej skutkowat pobudzeniem ekspresji genow antyoksydacyjnych.

Wykazana przez nas supresja ekspresji genow obrony komorkowej w migsniach pacjentow
onkologicznych wskazuje na aktywacje mechanizméw komorkowych bezposrednio zaangazowanych w
patofizjologig¢ atrofii migsniowej, co sugeruje nowe mozliwosci dla rozwoju odpowiednich terapii.

Nasze wyniki jednoznacznie wskazuja, ze w biopsjach migéni pacjentow onkologicznych
(zarébwno tych z kacheksja nowotworowa jak i1 ze stalg masg ciata) zostaje uruchomiona kaskada
mechanizméw majacych istotny wptyw na degeneracje migsni szkieletowych poprzez ich oksydacyjne
uszkodzenia 1 destabilizacj¢ miogenezy. Warto podkresli¢ udziat 4-HNE oraz RFT w dezaktywacji
genow obrony komorkowej. Przy zbyt duzym stezeniu 4-HNE powstaje bowiem nadmierna ilo$¢ S-
koniugatow z glutationem, ktore hamuja ich ekspresj¢. Generowane RFT uczestnicza ponadto
w dezaktywacji enzymow macierzy mitochondrialnej, m.in. SOD2. Przedstawiony w pracy H1 zwiazek
pomigdzy supresja kluczowych genow obrony komorkowej i wzrostem poziomu 4-HNE wskazuje
jednoznacznie, iz patogeneza choroby nowotworowej wigze si¢ z naruszeniem rownowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej i wzmozonym toksycznym dziataniem RFT, ktére bezposrednio moga by¢
odpowiedzialne za redukcje poziomu transkryptow mRNA dla genéw MYOD i MYF5 (54). Co istotne,
akumulacja wysokich stezen 4-HNE moze wptywac regulacyjnie na tempo proliferacji komoérek
miegsniowych, a wysokie stezenia RFT na aktywacj¢ biatka p38 kinazy MAPK, ktora posiada
wlasciwosci hamowania procesu proliferacji 1 réznicowania mioblastow (H2). Supresja genéw NRF?2
1 HSPA1, kontrolujacych procesy zapalne, przyczynia si¢ natomiast do aktywacji szlaku TNFo/NF-«B,
ktéry w naszych badaniach uznali§my za wazng $ciezke hamowania aktywnosci transkrypcyjnej genu
MYOD. Udowodniony wczesniej zwigzek pomiedzy zahamowaniem ekspresji NRF2, a indukcja
mediatora reakcji zapalnych iNOS 1 apoptoza (55,56), pozwala postulowaé, ze aktywacja szlaku
TNFo/NF-xB/iNOS jest istotnym czynnikiem nie tylko negatywnie oddziatujacym na regulacj¢ ekspresji
genOw miogenicznych, ale i aktywnie zaangazowanym w apoptotyczng redukcje komorek miogennych,
co razem prowadzi do silnej destabilizacji procesu miogenezy.

Uzyskane wyniki dowodza, ze przewlekly proces zapalny 1 stres oksydacyjny spowodowany
procesem nowotworowym prowadzi do istotnego wzrostu ekspresji proapoptotycznego genu BAX
oraz poziomu 4-HNE, ktory sprzyja uwalnianiu z btony mitochondrialnej cytochromu c i aktywacji
wewnetrznego szlaku apoptotzy, jak rowniez do supresji genu HSPA I przeciwdzialajagcego apoptozie.
Dysproporcja pomiedzy zredukowanym poziomem ekspresji MYOD i wzrostem aktywnos$ci BAX
zwraca uwage na zachwianie rownowagi pomiedzy proliferacja populacji komorek mig$niowych iich
$miercig. Indukcja apoptozy ma miejsce przed zdiagnozowaniem klinicznego stanu kacheksji
nowotworowej 1 wskazuje, ze destabilizacja homeostatycznych proceséw w tkance migsniowej jest
waznym mechanizmem hamujacym proliferacje, réznicowanie i odbudowe¢ migsni, co w efekcie
prowadzi do ich zaniku i rozwoju kacheksji.

Autofagia oprocz apoptozy okazala si¢ takze mie¢ znaczacy wplyw na homeostaze migsni
szkieletowych badanych grup pacjentow. Nalezy zaznaczyC, ze zlozone interakcje migdzy tymi
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procesami powoduja, ze zaburzenie tylko jednego z nich moze odgrywac¢ wazng role w rozwoju atrofii
migsniowe;.

W naszych badaniach stwierdziliSmy istotnie nizszy poziom ekspresji uznanych markerow
aktywacji autofagii — biatek p62 i Bekliny 1 — w biopsjach pobranych z migsnia szkieletowego
zdrowych o0sob w podesztym wieku. W tkance prawidlowej zdrowych osob biatko p62 rozpoznaje
autofagosomy i posredniczy w ich degradacji poprzez wigzanie si¢ z modyfikatorami ubikwityny
nalezacymi do biatek LC3 (57). Po zamknigciu si¢ autofagosomu i jego fuzji z lizosomem, biatko p62
jest degradowane wraz z innymi biatkami. Dlatego tez spadek ekspresji biatka p62 $wiadczy
o aktywnym procesie autofagii. Wykazali§my jednoczes$nie, ze silna indukcja ekspresji genu P62 byta
skorelowana z wysokim poziomem ekspresji NRF2, ktory podtrzymuje aktywnie proces autofagii
(23), przeciwdziatajac tym samym wewnatrzkomorkowej akumulacji nieprawidlowo pofatldowanych
biatek. Mozna wigc wnioskowac, ze indukcja autofagii w procesie fizjologicznego starzenia si¢ migsni
chroni je przed apoptoza petnigc jednoczes$nie role mechanizmu ,,ratunkowego”, ktéry umozliwia
komorkom przezwyciezenie OS i usunigcie nieprawidtowych biatek. Swiadczy o tym istotny wzrost
ekspresji genu HSPAI, jak réwniez wykazany w pracy H2 zwigzek miedzy jego antyapoptycznym
dzialaniem i istotng aktywacja ekspresji genu BCL2. Warto rdwniez podkresli¢ role biatek z rodziny
HSP70 (w tym biatko kodowane przez gen HSPAI) w promowaniu autofagii poprzez stabilizacje
lizosomow. Praca H1 dostarcza wigc jednoznaczych dowodow na to, ze w komorkach migsniowych
zdrowych os6b w podesztym wieku, aktywacja procesow adaptacyjnych hamujacych apoptoze
(wzrost aktywnos$ci przeciwutleniajacej 1 autofagii) jest waznym mechanizmem obronnym
zapewniajacym utrzymanie homeostazy tkankowej. W roku ukazania si¢ naszej pracy, opublikowane
zostaty badania przeprowadzone na modelu myszy geriatrycznej, w ktorych wykazano, ze dysfunkcja
autofagii moze mie¢ negatywny wplyw na funkcjonowanie komorek miogennych (27). Mozna wigc
przypuszczaé, ze zakldcenie autofagii w starzejacych si¢ mig$niach szkieletowych cztowieka jest
potencjalnym czynnikiem wplywajacym na uposledzenie funkcji miogenicznych i zdolno$ci
regeneracyjnych migsni szkieletowych.

Istotnie wyzszy poziom ekspresji bialek p62 i Bekliny 1 stwierdzili§my natomiast w mig¢$niu
szkieletowym o0s6b z choroba nowotworowa w poréwnaniu ze zdrowymi osobami w podesztym
wieku. Wynik ten dowodzi, ze w migéniach tych pacjentdow na skutek dysfunkcji autofagosomu
(uposledzenie ostatniej fazy autofagii) dochodzi do nadmiernej agregacji lub autofagosomalnej
akumulacji biatka p62/SQSTM. W konsekwencji prowadzi to do zwigkszonej degradacji biatek mig$ni
szkieletowych, akumulacji cytotoksycznych metabolitéw oraz uszkodzonych organelli i w efekcie do
gwattownego uposledzenia funkcji migsni. Zaburzenie autofagii (wzrost poziomu biatka p62) moze
rowniez deregulowac proliferacje komorek migsniowych lub stymulowac ich $mier¢ (13—15, 24).
Wskazuje to na istotng role uposledzenia autofagii w procesach indukcji apoptozy i destabilizacji
miogenezy, co dodatkowo potwierdza dyskutowany powyzej zwigzek pomigdzy wzrostem
aktywnos$ci genu BAX i supresja genow HSPAI i MYOD.

Zgodnie z nasza wiedza, publikacja H1 jest pierwsza praca przedstawiajaca interakcje
ztozonych proceséw molekularnych prowadzacych do degeneracji migsni 1 ich mozliwy wplyw na
przebieg miogenezy u oso6b z choroba nowotworowg i stwierdzong kacheksja oraz u zblizonych
wiekowo o0s6b zdrowych. Wskazanie konsekwencji aktywacji lub/i supresji badanych markerow
sugeruje nowe mozliwosci opracowania odpowiedniej terapii. WykazaliSmy, ze niepozadanym
efektem procesow fizjologicznego starzenia si¢ migsni szkieletowych jest przewlekly stan zapalny
oraz stres oksydacyjny o niskim nasileniu, w wyniku ktérego dochodzi do aktywacji mechanizmow
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odpowiedzi adaptacyjnej (proces regeneracji miesni, system obrony komodrkowej i autofagii),
umozliwiajacych utrzymanie masy i1 funkcji migsni na poziomie witasciwym dla badanej grupy osob
zdrowych w starszym wieku.

Uposledzenie mechanizméw adaptacyjnych w wyniku choroby nowotworowej u 0sob
w podesztym wieku posredniczy w powstawaniu zmian fenotypowych migéni. Nasze wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze w migsniach pacjentow z nowotworem (stadium II-III) gérnego odcinka
przewodu pokarmowego ze stabilng masg ciala zachodzg istotne zmiany molekularne, ktére wyprzedzaja
kliniczny stan kacheksji nowotworowej. Swiadczy o tym zaburzenie homeostazy tkankowej wywotane
zahamowaniem szlakow obrony komorkowej oraz upo$ledzeniem miogenezy, jak rowniez indukcja
apoptozy 1 dysfunkcja autofagii. R6znice w ekspresji gendéw wczesnego etapu miogenezy pomiedzy grupa
chorych ze stabilng masg ciala oraz osob z kacheksja wskazuja na istotng role wyczerpywania si¢ funkcji
miogenicznych w patogenezie kacheksji.

Praca H2 stanowi kontynuacj¢ badan molekularnych mechanizméw regulujacych procesy
komoérkowe w starzejacych si¢ fizjologicznie migsniach szkieletowych, ktorych destabilizacja moze
w konsekwencji przyczyni¢ si¢ do rozwoju sarkopenii pierwotnej. Biopsje migsniowe w obu badanych
kohortach pobierano od os6b powyzej 75 roku zycia, co umozliwito zdefiniowanie i odrdéznienie
fenotypu zmian zwigzanych =z fizjologicznym procesem starzenia od fenotypu zmian
charakterystycznych dla  sarkopenii. Najwazniejszym  wynikiem analizy poréwnawczej
przeprowadzonej w pracy H2, stanowigcym wktad w rozwoj wiedzy na temat sarkopenii, jest wykazanie
po raz pierwszy w klinicznych badaniach in vivo molekularnych zmian w aktywno$ci miogenicznej
miesni szkieletowych wynikajacych bezposrednio z sarkopenii pierwotne;.

Badania procesow regeneracyjnych wykazaty, ze w poréwnaniu z mig$niami zdrowych oséb
w podesztym wieku (bez sarkopenii), migsnie szkieletowe osob ze zdiagnozowang sarkopenig,
charakteryzuja si¢ znacznie nizszym poziomem ekspresji genu PAX7, ktory pelni wazng funkcje
w utrzymaniu populacji komoérek mSCs. Biorae pod uwagg, ze proces miogenezy regulowany jest m.in.
przez redukcje poziomu ekspresji genu PAX7 1 wzrost aktywnosci transkrypcyjnej miogenicznych
czynnikow regulacyjnych MYOD 1 MYF35, sugerowa¢ mozna, ze w mig¢sniach pacjentdw z sarkopenia,
komorki satelitarne znajduja si¢ w stanie mitotycznego uspienia. Swiadczy o tym brak istotnej
ekspresji genu MYOD 1 MYF5 przy utrzymanej aktywno$ci PAX7 (58). Rozwazy¢ rdwniez nalezy
utrate zdolnosci proliferacyjnych starzejacych sie komorek. Brak istotnej ekspresji genu MYF5 moze
ponadto powodowa¢ zmian¢ miogenicznego przeznaczenia mSCs iprowadzi¢ do niepozadanego
réznicowania si¢ mSCs w kierunku adipocytéw 1 fibroblastow (59). Nalezy jednak podkresli¢, ze
poziom ekspresji badanych genéw miogenicznych moze zaleze¢ rowniez od populacji komodrek
satelitarnych uchwyconych w chwili pomiaru biopsji migsniowych.

Aktywacja programu réznicowania komorek migsniowych zalezy rowniez od sciezki MEF2C,
ktora cho¢ nie wykazuje aktywnosci miogenicznej, posiada kluczowe znaczenie dla prawidtowe]
regeneracji 1 odbudowy widkien migsniowych poprzez utrzymywanie ekspresji genu MYOD (16).
Nasze wyniki wykazaty supresj¢e MEF2C w obu badanych grupach dostarczajac tym samym waznych
informacji wskazujacych, ze zablokowanie tej Sciezki sygnatowej w mig$niach zdrowych osob w
podesztym wieku przyczynia si¢ do nieprawidtowej regeneracji i odbudowy widkien migsniowych.
Konsekwencja tego jest powolna, lecz sukcesywna redukcja ich rozmiaru i jakosci. Supresje genu
MEF2C uzna¢ wigc mozna za wskaznik patologicznych zmian w mig$niach szkieletowych zdrowych osob
w podeszlym wieku, bedacych potencjalnym czynnikiem ryzyka rozwoju sarkopenii.
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W przypadku sarkopenii nie mogliSmy jednak stwierdzi¢, w jakim stopniu pozytywne zmiany
w ekspresji genu MYOG odzwierciedlajg rzeczywisty stan terminalnego zr6znicowania miocytow i
powstania funkcjonalnych wtokien migsniowych in vivo. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna
jednak postulowaé, ze migsnie szkieletowe pacjentdw z sarkopenig charakteryzuja si¢ zaburzeniem
aktywnosci miogenicznej komorek migsniowych oraz wadliwg regeneracja migsni.

Wilaczenie do badan analiz in vitro na modelu komérkowym umozliwito wskazanie istotnych
zmian, prowadzacych do uruchomienia sekwencji szlakéw sygnalowych wpltywajacych na aktywnos¢
miogeniczng mig$ni szkieletowych w procesie ich starzenia si¢. WykazaliSmy, ze proces terminalnego
réznicowania miogenicznego jest znacznie opozniony w kulturach komérkowych pochodzacych od
starszych dawcow (69-83 lat). Swiadczyta o tym nie tylko istotnie obnizona ekspresja markerow
funkcjonalnych miotub miogenina (MYOG) i troponina T1 (TNNT1), ale rowniez 1 nizszy wskaznik
tworzacych si¢ nowych wtokien migsniowych (ang. fusion index). Komorki, pochodzace od starszych
dawcow, charakteryzowaty sie takze istotnie nizszg ekspresja MYOD, ktorego spadek aktywnosci
znaczaco spowalnia proces roznicowania oraz niska ekspresja markera MEF2C, odpowiedzialnego za
prawidlowy proces réznicowania (60).

Badania in vitro wykazaty jednoznacznie, ze przyczyng hamowania miogenezy oraz tworzenia
funkcjonalnych miotub s3 zmiany w starzejacych si¢ komorkach migsniowych. StwierdziliSmy, ze w
procesie starzenia dochodzi do nabywania przez komorki tzw. fenotypu sekrecyjnego (ang. senescence-
associated secretory phenotype, SASP), ktérego istota jest zwigkszone wydzielanie do $srodowiska
czynnikéw o zroéznicowanych funkcjach autokrynnych i parakrynnych. Zaliczane do nich sa m.in.
cytokiny prozapalne, ktore moga inicjowa¢ sygnaty promujace proces starzenia otaczajacych komorek,
jak rowniez przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia stanu zapalnego. W warunkach in vitro, po 48 godzinach
roznicowania mioblastow pochodzacych od starszych dawcéw, dochodzito do istotnego wzrostu
sekrecji cytokin prozapalnych TNFa, IL-1, IL-6 1 IL-8. Zmiany te sg powigzane z akumulacjg jadrowego
czynnika transkrypcyjnego NF-kB w mikrosrodowisku starzejacych sie¢ komorek migsniowych, ktory
moze peti¢ funkcje regulatora rozwoju SASP (61). W zwiazku z tym na szczeg6lng uwage zashuguje
aktywacja szlaku sygnalizacyjnego kinazy bialkowej p38 MAPK, ktéra pobudza aktywno$¢
transkrypcyjng NF-kB oraz indukuje fenotyp sekrecyjny starzejacych si¢ komorek migsniowych,
niezaleznie od aktywacji szlakow odpowiedzi na uszkodzone DNA (62). Co istotne, p38 MAPK jest
uznang $ciezka sygnatowa, ktéra reguluje proces proliferacji i roznicowania mioblastow poprzez
modulacje aktywnosci transkrypcyjnej MYOD (63—65). Nasze wyniki wykazaty, ze w komorkach
starszego dawcy (83 lat) wzrost poziomu fosforylowanej kinazy biatkowej P-p38 utrzymywal si¢ w
trakcie calego procesu ich réznicowania i1 korelowal nie tylko z istotng redukcjg biatka MYOD, ale
réwniez ze znaczaco nizsza ekspresja markerow funkcjonalnych miotub (MYOG 1 TNNTI). W
mioblastach mtodszego dawcy (17 lat) stwierdziliSmy natomiast efekt odwrotny, tzn. gwattowny spadek
ekspresji biatka P-p38 we wczesnym etapie roznicowania oraz silng indukcje ekspresji MYOD 1 tym
samym miogeniny i troponiny. Nalezy podkresli¢, ze kinazy biatkowe aktywowane mitogenami
(MAPK) maja zdolno$¢ do indukcji biatka p16™% markera proceséw starzenia komoérkowego. W
naszych badaniach stwierdzilismy zalezng od wieku dawcy mioblastéw korelacje pomigdzy wzrostem
poziomu tego biatka, a wzrastajaca ekspresja ww. cytokin przy utrzymanym wysokim poziomie kinazy
p38 MAPK. Sg to interesujace wyniki, gdyz zgodnie z doniesieniami na temat starzenia komérkowego
(66) dowodza, ze stare mioblasty, charakteryzujace si¢ duza zawartoscia biatka p16™“ posiadaja
mocno ograniczong zdolno$¢ do proliferacji. Mozna wigc wnioskowac, ze wraz z rozwojem SASP
dochodzi do nagromadzenia sie bialka p16™4 w mioblastach pochodzacych od oséb starszych (69-83

21



Autoreferat — Joanna Brzeszczynska

lat), w wyniku czego proces ich proliferacji jest znacznie spowolniony, a efektem tego jest nizszy
poziom biatka MYOD w poroéwnaniu zrdznicowaniem si¢ mioblastow pochodzacych od osob
mtodszych (17-51 lat). Uzasadniajac wiec aktywacje P-p38 MAPK lub indukcje syntezy p16™<4?, praca
nasza podkresla istotng rolg tych biatek w ograniczaniu potencjatu proliferacyjnego mioblastoéw oraz
promowaniu fenotypu komorek starych.

Aktywacja szlaku p16™4 a w szczegdlnoéci p38 MAPK, $wiadczy réwniez o indukcji stresu
oksydacyjnego i akumulacji czynnikéw stresogennych (cytokiny i RFT) w mikrosrodowisku
starzejacych si¢ komorek migsniowych. Zmiany te powigzane sa z aktywacja biatka SOD2 (54), co
potwierdzity takze nasze badania in vitro. DowiedliSmy, ze pomimo kompensacyjnej aktywacji
systemoéw obronnych, rozwd¢j fenotypu sekrecyjnego SASP wraz z toksycznym dziataniem RFT
i sygnalizacja szlakow p38, p16™4 jest mechanizmem odpowiedzialnym za zaklécenie proliferacji
1rdznicowania starzejacych si¢ mioblastow. Efektem niepozadanym zachodzacych zmian jest
opoznienie terminalnego réznicowania i obnizenie jakos$ci regenerujacych si¢ migsni.

Badania in vivo 1 in vitro w pracach H1 1 H2 wskazuja jednoznacznie, Ze przyczyng obnizenia
jakosci regenerujagcych si¢ widkien migsniowych w starszym wieku jest ich stala ekspozycja na
utrzymujacy si¢ chroniczny stan zapalny, ktory powoduje wzrost poziomu RFT, sprzyjajac tym samym
rozwojowi procesu starzenia komorkowego i zwigzanego z nim fenotypu SASP. Natomiast gdy starzejace
si¢ komorki migéniowe tracag zdolnosci regeneracyjne, przechodza transformacj¢ sprzyjajaca ich
degeneracji i zanikowi. W zaleznos$ci od warunkdw, stan zapalny, w szczego6lnosci cytokina TNFa, moga
odgrywa¢ podwdjng role w procesie starzenia si¢ mies$ni. Z jednej bowiem strony, jak sugeruja nasze
badania in vivo, TNFo jest waznym czynnikiem troficznym, inicjujgcym stabilny proces miogenicznej
regeneracji (prace H1 i H2), zapewniajac tym samym zachowanie homeostazy tkankowej oraz
prawidlowe funkcjonowanie starzejacych si¢ miesni. Z drugiej strony, jak z kolei sugerujg nasze badania
in vitro, stan zapalny wraz ze wzrostem ekspresji TNFoa mozna uzna¢ za czynnik bedacy bezposrednig
przyczyng degeneracji, a nawet $mierci komorek mig§niowych (13).

W  przeciwienstwie do wynikow uzyskanych w badaniach miesni zdrowych o0so6b
w podesztym wieku, w mig$niach osob z sarkopenia pierwotnag nie stwierdzili$émy aktywacji procesow
zapalnych (istotnego wzrostu ekspresji 7NFa 1 IL-6). Wynik ten sklonil nas do konkluzji, ze
wystgpowanie chronicznych proceséw zapalnych, zwigzanych ze starzeniem si¢ mi¢éni ma miejsce
przed zdiagnozowaniem klinicznego stanu sarkopenii. W momencie zdiagnozowania atrofii, tkanka
migsniowa zmieniona przez liczne procesy poprzedzajace ten stan juz charakteryzuje si¢
zwldknieniami, ktorych powstawanie doprowadza do supresji cytokin 7NFa i IL-6. Dlatego tez,
w przypadku sarkopenii, zaburzenia aktywno$ci miogenicznej na jej wczesnych etapach moga by¢
spowodowane m.in. deficytem 7NFo w mikrosrodowisku tkanki migsniowej. Brak aktywnych
procesOw zapalnych, uposledzenie zdolnosci regeneracyjnych komoérek miesniowych oraz
zwloknienia zmniejszajace sprawno$¢ mig¢sni mozna wi¢c uzna¢ za zmiany fenotypowe
charakteryzujgce mi¢snie oséb z sarkopenia.

Potencjalnymi czynnikami sprzyjajacymi powstawaniu profibrotycznych zmian fenotypowych w
tkance migsniowej oprocz stanow zapalnych 1 RFT sa rowniez aktywacja fenotypu sekrecyjnego SASP
(67) oraz zaburzenia zdolno$ci regeneracyjnych miesni (68,69). Pomimo, ze celem badan opisanych w
pracy H2 nie byta analiza procesu fibrozy, odniesienie wynikéw moich badan in vitro do ww. danych
literaturowych 1 w tym kontekscie stwierdzony wptyw starzenia komoérkowego (aktywacja SASP wraz z
sygnalizacja p38 oraz p16™4?) na zachwianie zdolnosci regeneracyjnych mieéni mozna rozwazy¢ jako
potencjalny czynnik sprzyjajacy rozwojowi fibrozy. Zwitdknienia w sarkopenii moga by¢ ponadto
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wynikiem nieprawidtowego roznicowania si¢ komdérek mSC np. w miofibroblasty, na co wskazuje
wykazany przez nas brak ekspresji genu MYF5 oraz upo$ledzenie zdolnosci miogenicznej in vivo (59).
Mozna wigc zalozy¢, ze utrzymujace si¢ przewlekle zmiany w mikrosrodowisku starzejacych si¢ migsni,
jak rowniez wadliwe cykle ich regeneracji, prowadza do powstawania coraz stabszych widkien
migsniowych o zredukowanych rozmiarach, predysponujacych migsien do coraz wigkszych uszkodzen i
tworzenia zwloknien. Z tego wzgledu istnieje konieczno$¢ badan umozliwiajacych opracowanie strategii
terapeutycznych przeciwdzialajacych powstawaniu zwtoknienia migsni w trakcie ich starzenia.

Wskaznikiem zmian patologicznych wynikajacych bezposrednio z sarkopenii pierwotnej jest
takze redukcja ekspresji genu SOD2, zwigzanego z regulacja poziomu RFT oraz genu GCLM, wskazujaca
na hamowanie syntezy GSH 1 zaburzenia rownowagi oksydoredukcyjnej. Na uwage zastuguje takze
nadmierna ekspresja genu HSPA 1A, wywolana nagromadzeniem nieprawidtowo zwinigtych biatek (tzw.
misfolding proteinowy) i indukcjg wewnatrzkomorkowego stresu (24). Otrzymane wyniki wskazujg
wiec, ze stres komorkowy, zwigzany z dezaktywacja lub obnizong aktywnos$cig szlakow obrony
komorkowej oraz akumulacja nieprawidtowych bialek, moze by¢ potencjalnym szlakiem indukcji i/lub
progresji sarkopenii. Czynniki te ponadto moga negatywnie wplywac na proces miogenezy, ktéra jak
sugeruja nasze wyniki, w migéniach pacjentow z sarkopenig ulega uposledzeniu poprzez utrate
aktywnosci miogenicznej komorek migsniowych.

Badania moje dowodza takze, ze w sarkopenii pierwotnej istotnie wyzsza aktywno$¢ genu
HSPAIA skorelowana z aktywacja genu BCLZ2 prowadzi do blokowania mitochondrialnego szlaku
apoptozy. Natomiast brak aktywacji proapoptotycznego genu BAX oraz akumulacja nieprawidtowych
biatek przyczynia¢ si¢ moze do indukcji autofagii jako mechanizmu kompensacyjnego. Hipoteza ta
wymaga glebszej analizy i weryfikacji, zwraca jednak uwagg na wazny aspekt mozliwych skutkow
ubocznych autofagicznej degradacji biatek w sarkopenii. Szczegoétowe badania zwigzku migdzy
apoptoza i autofagig, moga dostarczy¢ dodatkowych danych umozliwiajgcych odroznienie fenotypu
starzejacych si¢ fizjologicznie zdrowych mig$ni od fenotypu migsni z sarkopeniag.

W odréznieniu od kacheksji nowotworowej (praca H1), sarkopenia charakteryzuje si¢ brakiem
apoptozy 1 aktywacja genoéw NRF2, HSPAIA 1 BCL2, ktore s3 wrazliwe na zmiany stanu redoks
komorki 1 promuja adaptacyjne procesy komorkowe w atroficznych wtdknach migsniowych (praca
H2). Przyszte badania moga by¢ pomocne w dalszej weryfikacji zidentyfikowanej ré6znicy pomiedzy
patofizjologia kacheks;ji i sarkopenii w kohortach o wigkszej liczebnos$ci pacjentow.

Wilaczenie do badan modelu komdrkowego in vitro umozliwitlo wskazanie istotnych zmian
fenotypu sekrecyjnego SASP starzejacych si¢ komoérek migsniowych, ktéry wraz z uruchomieniem
sekwencji szlakow sygnatowych p38, p16™4 | RET ma wptyw na spowolnienie procesu miogenezy oraz
pogorszenie zdolnos$ci proliferacyjnych starzejacych si¢ komoérek, co wptywa na obnizenie jakoSci
regenerujacych sie migsni. Wspodlna analiza in vivo 1 in vitro wykazata aktywacj¢ zarowno patologicznych
(stan zapalny, stres oksydacyjny, procesy starzenia komorkowego) jak i1 adaptacyjnych (aktywacja
miogenezy, systemOw obronnych i1 autofagii) procesow komorkowych w starzejagcych si¢ mig$niach
(prace H1 1 H2). Niektore sposrod tych mechanizméw funkcjonujg takze 1 w sarkopenii. W oparciu o
nasze badania postulujemy jednak, iz zaburzenie procesow adaptacyjnych (gléwnie miogenezy i
systemow obronnych) jest podstawa rozwoju sarkopenii. Przeprowadzone badania umozliwity
zidentyfikowanie szlakow molekularnych (szlak aktywno$ci miogenicznej, systemdw obronnych oraz
procesow zapalnych), ktorych zmiany w aktywno$ci pozwalaja na odréznienie fenotypu starzejacych
si¢ fizjologicznie zdrowych migsni od fenotypu migéni wykazujacych sarkopeni¢ pierwotng (prace H1
i H2).
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Liczne doniesienia naukowe wskazuja, ze wazng rolg¢ w patofizjologii mi¢$ni szkieletowych
odgrywaja czasteczki miRNA. Nalezg one do klasy jednoniciowych krétkich (19-25 nukleotydow),
niekodujacych, endogennych czasteczek regulacyjnych. miRNAs wchodza w sktad kompleku
rybonukleoproteinowego RISC (ang. RNA-induced silencing complex), ktory blokuje swoiscie
translacj¢ mRNA docelowego genu. Regulatorowa funkcja dojrzatych czasteczek miRNA ma wigc
istotne znaczenie dla rozwoju, réznicowania i degeneracji mig¢sni, czego dowodem sg liczne poziomy
kontroli w procesie biogenezy miRNA.

miRNA sa uznanymi modulatorami aktywacji (miR-195, miR-497), proliferacji (miR-133,
miR-27) 1 réznicowania (miR-206, miR-1, miR-486) satelitarnych komoérek macierzystych
w miesniach szkieletowych (70,71). Ich nieprawidlowa ekspresj¢ stwierdzano w rozwoju atrofii
migsniowe] o zroéznicowanym podtozu patofizjologicznym (72). Moga one takze petni¢ funkcje
czasteczek sygnatowych, posredniczacych w komunikacji miedzykomorkowej pomigdzy réznymi
narzgdami (73). Pojawily si¢ rowniez sugestie, ze miRNA wydzielane przez migsien do ptynow
zewnatrzkomorkowych, moga stuzy¢ jako potencjalne biomarkery prognostyczne i terapeutyczne w
réznych stanach atrofii migsni (74).

Najnowszg wiedz¢ na temat regulatorowej roli specyficznych czasteczek miRNA
w rozwoju atrofii migsniowej podsumowano w publikacji H4. Dotychczasowe dane literaturowe
wskazuja na udzial odrgbnych czasteczek miRNA, ktore maja negatywny wpltyw na aktywno$¢
miogeniczng oraz potencjal regeneracyjny migsni w sarkopenii i1 kacheksji. W sarkopenii
wyodrebniono czasteczki miR-29, miR-125b, miR-143-3p 1 let-7, uposledzajace proces miogenezy
poprzez zahamowanie szlakow IGF-1 (ang. insulin-like growth factor 1)1 CDK6 (ang. cyclin-dependent
kinase), co prowadzi do zwigkszonej $miertelnosci mioblastow zwigzanej z aktywacja procesow
starzenia komorkowego z udzialem biatka p16™? i zatrzymaniem cyklu komérkowego w fazie G1 (75).
Natomiast w patofizjologii mig$ni zwigzanej z kacheksja, na szczegolng uwage zastuguje miR-27. Zmiany
w ekspresji miR-27 w mysim modelu komérkowym upos$ledzaja proces miogenezy poprzez supresje
genu Mef2C 1 zwigkszenie aktywno$ci genu Mstn (ang. myostatin), petnigcego role inhibitora
proliferacji i réznicowania si¢ mioblastow (76).

Istotne znaczenie maja badania kliniczne majace na celu potwierdzenie udzialu czasteczek
miRNA w rozwoju atrofii migsniowej, gdyz moga one stanowi¢ podstawe do opracowania nowych
metod diagnostycznych i prognostycznych (77-79). W szczegdlnos$ci pomiary ekspresji miR-21,
wydzielanego przez nowotwdér w réznych okresach rozwoju choroby, moga potwierdzi¢ role tej
czasteczki jako biomarkera prognozujacego kachektyczny zanik migéni poprzez aktywacj¢ receptora
TLR7/8, bezposrednio indukujacego apoptoze mioblastow (77).

Waznym wnioskiem wynikajacym z dokonanego przegladu literatury jest wykazanie braku
zgodnych 1 jednoznacznych konkluzji dotyczacych roli specyficznych czasteczek miRNA w zdrowym i
atroficznym mie$niu. Praca H4 zwraca takze uwage na konieczno$¢ standaryzacji komorkowych
1 zwierzecych modeli doswiadczalnych stosowanych w przedklinicznych badaniach atrofii mieéni
czlowieka, w celu wykluczenia czynnikbw majacych wplyw na rozbiezno$¢ 1 interpretacje
otrzymywanych wynikéw. Naleza do nich: (i) r6znorodno$¢ badanych gatunkows, (ii) zroznicowany wiek
badanych zwierzat oraz (iii) fizjologiczne i kinematyczne réznice w narzadzie ich ruchu.

Istotnym przestaniem pracy H4 jest takze wskazanie nowych kierunkéw rozwoju przysztych
badan miRNA. Podkreslono w niej konieczno$¢ rozwoju badan dtugookresowych, okreslajacych
przebieg zmian w ekspresji miRNA wraz z postegpem procesu zaniku mig¢sni, co umozliwitoby
wyodrebnienie czasteczek bedacych przyczyng procesu atrofii. Wigkszos¢ dotychczasowych badan
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odzwierciedla bowiem konsekwencje, a nie przyczyne zaniku mies$ni, gdyz skupiaja si¢ one glownie
na analizie ekspresji specyficznych czasteczek miRNA w migéniu atroficznym w pordwnaniu
z mig$niem zdrowym.

Dla uzyskania petnego obrazu roli miRNA w regulacji ekspresji i funkcji genow, konieczne jest
takze doktadne poznanie mechanizmow kontrolujacych biogenez¢ miRNA. W szczegdlnosci,
zrozumienie roli bialek wigzacych RNA (ang. RNA-binding proteins), jako czynnikow kontrolujacych
proces przetwarzania i deregulacji miRNA, przyczyni¢ si¢ moze do glgbszego poznania regulatorowych
funkcji tych czasteczek w atrofii migsniowe;.

Dokonany w pracy H4 przeglad danych literaturowych wyraznie wskazuje na konieczno$¢
potwierdzenia profili ekspresji poszczegdlnych czasteczek miRNA w badaniach materiatu pobranego
od pacjentdw z atrofig migsniowa, w celu okreslenia regulatorowej roli specyficznych czasteczek
miRNA o znaczeniu klinicznym w kacheksji lub sarkopenii.

Opracowanie nowych metod terapeutycznych spowalniajacych rozwdj atrofii migsniowe;j
(29,39) wymaga rozwoju nowych strategii zwigzanych z terapiami komoérkowymi i badaniami
toksykologicznymi. Ogromne nadzieje wiaze si¢ z innowacyjng technologia komoérek iPSCs, ktora
w ostatnich latach wzbudzita zainteresowanie wsrod lekarzy 1 naukowcow. W szczego6lnos$ci majac na
uwadze (i) wieloorganowa dysfunkcje (gtownie watroby) spowodowang choroba nowotworowa, (if)
wysokie ryzyko $miertelno$ci pacjentéw z kacheksja 1 sarkopenig oraz (iii) wptyw innych choréb
wspotistniejacych 1 terapii na odpowiedz organizmu na testowany lek, pozyskiwanie komorek
pochodzacych z iPSCs do okreslania toksycznosci organowej jest narzgdziem umozliwiajacym
stratyfikacj¢ ryzyka w podejmowaniu decyzji o wyborze terapii lub w doborze terapii o
spersonalizowanym profilu. Watroba jest jednym z organdéw najbardziej narazonych na toksycznosé
lekéw, dlatego tez ocena hepatotoksycznosci stanowi podstawe w rozwoju nowych terapii. Ma to
szszegblne znaczenie w przypadku starszych pacjentow, u ktoérych wywolane procesem starzenia
uposledzenie czynno$ci watroby jest czynnikiem powiktan polekowych, utrudniajacych prowadzenie
badan klinicznych.

W tym kontekscie istotnym celem drugiego kierunku moich badan byto: (i) opracowanie
nowych rozwigzan metodycznych tatwego, wydajnego i1 bezpiecznego pozyskiwania stabilnych linii
iPSCs (H5) oraz (ii) ich wykorzystanie w opracowaniu modelu in vitro, jako narzedzia stosowanego
na szeroka skalg w przedklinicznych testach cytotoksycznosci lekow (prace HS 1 H6). Badania zawarte
w pracy HS prowadzitam jako gléwny wykonawca projektu Dr Hadwen Trust (Wielka Brytania)
(Rozdziat 5.5.). Ich waznym zalozeniem bylo opracowanie modelu komoérkowego, ktory mogtby
zastgpi¢ rutynowo stosowane modele zwierzece w badaniach przesiewowych lekéw oraz
w testowaniu ich bezpieczenstwa. Szczegdlnym osiggnieciem tych badan jest opracowanie wydajnego
protokotu otrzymywania stabilnych linii iPSCs z fatwo dostepnego zrodta jednojadrzastych komorek
krwi obwodowej wraz z mozliwoscig ich wykorzystania w badaniach toksykologicznych.

W pracy HS zbadalismy wydajnos¢ pozyskiwania komorek iPSCs z r6znych typoéw komorek:
(7) pierwotnych fibroblastow skory, (ii) hepatocytow wyizolowanych z watroby ludzkich ptodow, (iif)
komoérek CD34" otrzymanych z krwi pgpowinowej oraz (iv) jednojadrzastych komorek wyizolowanych
z krwi obwodowej (ang. mononuclear cells, MNC). Oceny wydajnosci procesu reprogramowania
dokonalismy dla dwoch roéznych wektorow episomalnych: (i) OSNLKM, ktéry zapewnial stalg
ekspresje czynnikow reprogramujacych Oct4, Sox2, Nanog (ang. Nanog homeobox), Lin28 (ang. Lin-
28 Homolog A), Kilf4 1 L-Myc oraz (ii) EpiSTM, ktéry zamiast czynnika Nanog
zawieral plazmid reprogramujacy mp53DD. Warto zaznaczy¢, ze zastosowane przez nas wektory
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episomalne maja przewage nad wektorami wirusowymi, stosowanymi w innych pracach, gdyz nie
integruja do genomu i1 pozostajg w komorce jedynie przez pierwszych kilka cykli komérkowych. Nasza
metoda warunkuje wiec jedynie przejSciowa ekspresje¢ kodowanych przez wektory episomalne
czynnikéw reprogramujacych, a uzyskane kolonie komoérek iPSCs pozbawione sa cech manipulacji
genetycznych i ryzyka mutagenezy. Niemniej metoda ta rzutuje na wydajno$¢ reprogramowania (40).
W poréwnaniu z wezesniejszymi doniesieniami (80—82) osiggnelismy znacznie wigksza skutecznosc¢ i
wydajnoéé procesu reprogramowania: 0.033% dla komérek MNC (65 kolonii pozyskanych z 2 x 20°
komérek MNC) oraz 0.148% (148 kolonii pozyskanych z 10° komérek) dla komérek CD34" z krwi
pepowinowej oraz hepatocytow z watroby ptodowej. Taka wydajnos¢ mozna byto osiagna¢ dzieki
zastosowaniu episomalnego wektora Epi5STM, zawierajacego plazmid reprogramujacy mpS53DD, ktory
zapobiega niekontrolowanemu réznicowaniu komorek iPSCs, zwigksza ich proliferacje 1 chroni przed
apoptozg (83,84). Zastosowanie wektora OSNLKM nie przyniosto natomiast pozytywnych wynikéw w
przypadku reprogramowania fibroblastow i komodrek CD34'. Z praktycznego punktu widzenia,
najlepszym 1 najtatwiej dostepnym zrodtem pozyskiwania iPSCs sag komorki MNC krwi obwodowe;.
Natomiast istotng zaleta opracowanego protokotu, umozliwiajaca jego szersze zastosowanie m.in. w
badaniach cytotoksycznosci lekow, jest mozliwo$¢ reprogramowania komérek MNC izolowanych
zarowno ze $wiezej jak i zamrozonej krwi.

Za innowacyjny wynik tych badah uwazam réwniez zoptymalizowanie koktajlu cytokinowego,
sktadajacego si¢ z czynnika SCF (ang. stem cells factor), cytokiny FIt3L i interleukiny 3 (IL-3) oraz
wykazanie jego pozytywnego wptywu na proces reprogramowania komorek iPSCs. Stwierdzili§my, ze
optymalizacja koktajlu i synergia dziatania cytokin wplywaja na przyspieszenie izwigkszenie
wydajnosci procesu reprogramowania. Zoptymalizowany koktajl miat szczegodlne znaczenie w
zwigkszeniu proliferacji rozmrozonych komérek MNC i CD34", a uzyskane wyniki wykazaly wieksza
wydajnos¢ reprogramowania niz opisang w badaniach Park 1 in. (2012) (85).

Optymalizacja czynnikoéw warunkujacych zlozony proces pozyskiwania iPSCs umozliwita nam
wprowadzenie znacznych uproszczeh w opracownej metodzie. Waznym etapem calej procedury jest
skrocenie czasu kosztownego procesu generowania iPSCs. Zgodnie z nasza wiedza, w pracy HS po raz
pierwszy udowodniliSmy mozliwos$¢ natychmiastowego przesiewania komorek ludzkich po transfekeji i
ich zdolno$¢ do przeksztatcania si¢ w komorki iPSCs juz po 9-10 dniach od transfekcji. Wczesniejsze
doniesienia wskazywaty, ze proces ten wymaga dtuzszego czasu, tzn. 14 dni (86).

Bardzo wazny dla uproszczenia metody okazal si¢ rowniez cykl eksperymentow, ktore
udowodnity, ze obecno$¢ w medium tzw. czynnikdw wspomagajacych propagacje komoérek po
transfekcji nie jest niezbedna. WykazaliSmy, ze proces generowania kolonii iPSCs osiggal najwyzsza
wydajnos¢ w warunkach zdefiniowanych, w ktoérych powierzchnia naczyn hodowlanych pokryta byta
tylko matrigelem wspierajagcym rozwoj morfologiczny, proliferacj¢ i wzrost komorek bez koniecznosci
dodatkowego wspomagania komorkami odzywczymi, takimi jak MEF (ang. mouse embryonic
fibroblasts) Tub BMSC (ang. bone marrow-derived mesenchymal stem/stromal cells). Komorki
odzywcze w naszych eksperymentach, szczegélnie w przypadku transfekowanych komorek MNC,
wplywaly negatywnie na proces reprogramowania i istotnie obnizaly jego wydajnos¢. Wyniki te
wskazuja, ze komorki odzywcze wytwarzaja niezdefiniowane dotychczas czynniki, ktére moga mie¢
negatywny wplyw na powodzenie procesu reprogramowania komorek krwi. Wyeliminowanie
sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego ma istotne znaczenie w kontekscie pozyskiwania bezpiecznego
materialu  komoérkowego, spelniajagcego wymagania warunkujace mozliwo$¢ ich potencjalnego
zastosowania w komorkowych terapiach regeneracyjnych.
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Istotna dla uproszczenia protokotu okazata si¢ rowniez mozliwo$¢ prowadzenia hodowli komoérek
bez koniecznos$ci wspomagania jej matymi czasteczkami, uznanymi ogélnie za czynniki zwiekszajace
skuteczno$¢ reprogramowania episomalnego. Nalezg do nich czesto stosowany koktajl CHALP, bedacy
zoptymalizowang mieszaning niskoczasteczkowych inhibitorow: CHIR99021 (inhibitor kinazy syntazy
glikogenu 3), HA-100 (inhibitor kinazy biatkowej), A-83-01 (inhibitor szlaku Activin/NODAL/TGF-p),
LIF (inhibitor niekontrolowanych procesow roznicowania i utraty pluripotencji) oraz PD032590
(inhibitor szlaku MEK/ERK). Otrzymane przez nas wyniki dowiodty, ze koktajl CHALP, podobnie jak
komorki odzywcze, spowalnia proces tworzenia kolonii przez komorki iPSCs 1 wptywa negatywnie na
morfologi¢ kolonii.

Reasumujac, szczegdlnymi zaletami opracowanej przez nas metody pozyskiwania linii iPSCs s3: (7)
fatwy dostep do materiatu stuzacego do wyizolowania komérek MNC oraz nieinwazyjny sposob jego
pobierania od pacjentéw, (ii) skrdécony 1 uproszczony protokdt pozyskiwania komorek iPSCs
z komoérek MNC, (iii) dobra wydajno$¢ 1 wysoka powtarzalnos¢ metody oraz (iv) bezpieczenstwo
zastosowania pozyskanego materiatu dla potrzeb klinicznych.

Istotnym parametrem wptywajacym na efektywno$¢ hodowli i roznicowania komorek iPSCs do
komorek somatycznych jest stopien ich pluripotencji. Ocena fenotypu zreprogramowanych komorek
iPSCs wykazata, ze wszystkie otrzymane przez nas linie iPSCs, bez wzgledu na Zrédto ich
wygenerowania, posiadaly cechy pluripotencjalnych komoérek macierzystych i charakteryzowaty si¢
wysokim poziomem ekspresji zar6wno zewnatrzkomdrkowych bialek SSEA4, SSEA3, Tra-1-60 i Tra-
1-81 jak i wewnatrzkomorkowych markeréw pluripotencji OCT4 1 NANOG.

Waznym wynikiem, potwierdzajacym mozliwo$¢ praktycznego zastosowania otrzymanych
komorek iPSCs, byto wykazanie ich zdolnos$ci do réznicowania si¢ w komorki wszystkich trzech listkow
zarodkowych, charakteryzujacych sie ekspresja markerow specyficznych dla ektodermy (ekspresja biatka
OTX2), mezodermy (synteza czynnika Brachyury) i endodermy (ekspresja biatka SOX17). W
szczegblnosci tworzenie komorek mezodermy, dzigki bezpiecznej metodzie reprogramowania iPSCs,
umozliwia ich wykorzystanie do przeksztalcenia si¢ w komorki miesni szkieletowych jako potencjalnego
materialu niezbednego do opracowywania nowych strategii przeszczepu komodrek miogennych
pochodzacych z iPSCs. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze metody roznicowania z iPSCs miogennych komoérek
progenitorowych, utrzymujacych potencjal samoodnowy in vitro, wymagaja jeszcze wielu badan, aby
mogly znalez¢ zastosowanie w praktyce kliniczne;.

Istotnym elementem pracy HS jest opracowanie modelu aktywnych metabolicznie
hepatocytow o duzym potencjale wykorzystania w przedklinicznych testach cytotoksyczno$ci
1 badaniach przesiewowych lekow in vitro dla starszych osob z kacheksja lub sarkopenia, u ktérych
zmniejszona wydolno$¢ watroby jest czynnikiem zakldcajacym prawidlowy metabolizm lekow.
Badania kliniczne wskazuja, ze obnizona ekspresja cytochromu CYP3A4 w watrobie chorych
z kacheksja zmniejsza klirens lekéw, przez co zwigksza ich hepatotoksycznos$¢, szczegodlnie
u pacjentdow poddawanych chemioterapii (87,88). W konsekwencji ma to negatywny wpltyw na
zdolnosci regeneracyjne migsni szkieletowych. Warto takze podkresli¢, iz zwigzana z wiekiem
zmniejszona perfuzja tkanek jest odpowiedzialna za uposledzenie transportu lekéw do narzadow
docelowych, np. mig¢éni. CYP3 A4 jest najbardziej aktywng izoforma cytochromu P450 bioraca udziat
w biotransformacji lekéw przeciwbolowych stosowanych w terapiach onkologicznych (np. opioidy,
midazolem) (H6), jak rowniez zwigzkow przeciwkachektycznych (np. bortezomib, anamorelin).
Wtym konteksScie kliniczny potencjat wykorzystania komodrek iPSCs zostal przez nas
udokumentowany wysoka wydajnoscig ukierunkowanego przeksztalcenia iPSCs w hepatocyty,

27



Autoreferat — Joanna Brzeszczynska

ktorych metaboliczna funkcjonalno$¢ byta utrzymywana dzigki aktywnosci izoform CYP3A4 1 1A2
cytochromu P450 oraz ich zdolnos$ci do syntezy biatek, w tym albuminy, a-1-antytrypsyny i fibrinogenu.

Praca HS dostarcza istotnych dowodéw wskazujgcych na mozliwosci wykorzystania technologii
komorek iPSCs na skal¢ wystarczajaca dla ich praktycznego zastosowania w badaniach nad
stratyfikacja bezpieczenstwa lekéw. Znamiennym tego dowodem jest aplikacja, zardbwno protokotu
reprogramowania iPSCs, jak réwniez ich rdéznicowania, w moich pracach badawczych dla
migdzynarodowego konsorcjum StemBANCC (IMI, EFPIA), ktorych celem bylo m.in. testowanie
skutecznos$ci 1 bezpieczenstwa lekow. Warto jednak podkresli¢, ze testy wykonane w hodowlach 2D
(H5), nie odzwierciedlaja w pelni cytototoksycznosci lekow w porownaniu do wynikéw badan in vivo.
Dlatego tez w kolejnym etapie moich prac uwagg poswigcitam hodowlom 3D.

Uzyskujac stypendium migdzynarodowego konsorcjum StemBANCC (IMI, EFPIA) (Wielka
Brytania) (Rozdziat 5.5.) uczestniczytam w badaniach wykorzystujacych zaawansowane, nowoczesne
techniki inzynierii tkankowej do roznicowania komorek iPSCs w hodowlach 3D. Praca H6, ktorej celem
byto stworzenie metabolicznie funkcjonujacych organoidow dla potrzeb badan farmakologicznych, jest
waznym tematycznym i metodologicznym uzupelieniem pracy HS, jak réwniez stanowi wkiad w
rozw@j technik réoznicowania komorek iPSCs. Zoptymalizowany przeze mnie w pracy HS protokot
réznicujacy, ktory umozliwia utrzymywanie komérek w warunkach zdefiniowanych bez stosowania
komponentow odzwierzecych, stanowil podstawe stworzenia metabolicznie dojrzatych hepatocytow
w: (i) statycznym systemie mikrosferoidow pozbawionym rusztowan oraz (i7) dynamicznym systemie
bioreaktora perfuzyjnego z rusztowaniami adhezyjnymi. Modele te pozwolity na odtworzanie
mikro$rodowiska in vivo, ktore uwzglednia architekturg komorek 3D, interakcje komodrka-komorka i
komorka-matryca oraz przeptyw substancji odzywczych. Moim wkladem w tym wieloosrodkowym
badaniu bylo wyselekcjonowanie (sposrod kilkudziesieciu linii komorek) linii komoérek iPSCs o
najwyzszym potencjale réznicowania, warunkujacym ich skuteczne przeksztatcanie w hodowlach 3D.

Dowiedli§my, ze obydwa systemy 3D istotnie zwigkszaja wydajno$¢ ukierunkowanego
réznicowania iPSCs w hepatocyty, ktérych metaboliczna funkcjonalno$¢ w peini odzwierciedlata
profil dojrzatych hepatocytow, tzn. metaboliczng aktywno$¢ enzymow P450 (1A2 lub 3A4) oraz
dlugoterminowe stabilne wydzielanie albuminy i produkcje mocznika. Aktywno$¢ izoenzymow P450
ulegata istotnej zmianie pod wptywem stymulacji specyficznych substratow lekowych, stosowanych
czesto w terapiach pacjentéw onkologicznych: phenacetin (izoenzym 1A2), midazol (izoenzym 3A4)
oraz bupropion (izoenzym 2B6). Warto podkresli¢, ze duza cze$¢ tego typu badan skupia si¢ na
porownywaniu zréznicowanych komoérek w hodowlach 3D z komérkami réznicowanymi w hodowli
2D lub nawet z niezroznicowanym stanem komorek iPSCs. W naszym badaniu analiza porownawcza
zmian w aktywnosci izoenzyméw CYP450, jak rowniez ich czynnikdéw transkrypcyjnych,
przeprowadzona zostala w odniesieniu do hepatocytow izolowanych z biopsji ludzkiej watroby.
Umozliwitlo to wiarygodna ocen¢ parametrow reprezentujagcych metaboliczne funkcje komorek
zroznicowanych w hodowlach 2D oraz 3D. Wykorzystanie pierwotnych hepatocytéw, ktore w peini
pozwalaja odtworzy¢ szlaki biotransformacji lekowej, doprowadzito do wniosku, ze hepatycyty
otrzymywane w hodowlach 2D odzwierciedlaja fenotyp metabolicznie niedojrzalych komorek
watroby ptodu. Natomiast generowane w systemach 3D hepatocyty wykazuja fenotyp w pehi
dojrzatych metabolicznie komoérek, pomimo ich znaczaco nizszej aktywnos$ci w poroéwnaniu z
izolowanymi pierwotnymi hepatocytami. W ten sposob mogliSmy ocenié, ktéry z opracowanych
modeli, posiada najwigkszy potencjat praktycznego zastosowania w badaniach przedklinicznych.
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Waznym wnioskiem naszych badan jest wykazanie, ze wybdr systemu 3D powinien by¢
uzalezniony od celu zamierzonej aplikacji pochodzacych z iPSCs hepatocytéw. Badania nasze
jednoznacznie dowodzg, ze statyczny model sferoidow, ze wzgledu na tatwos¢ propagacji procesu
réznicowania, jest systemem, ktory powinien znalezé swoje szerokie zastosowanie w badaniach
farmakologicznych, dla ktorych bezwzglednie pozadana jest metaboliczna dojrzato$¢ hepatocytow.
Ze wzgledu jednak na utrudniony doptyw tlenu i sktadnikéw odzywczych do centrum sferoidow,
badanie nasze podkre§la konieczno$¢ optymalizacji wynikdbw w odniesieniu do rozmiarow
komorkowych agregatow. System bioreaktorow, ktéry zapewnia ztozona kontrole parametrow
molekularnych i fizykochemicznych, uznaliSmy natomiast za idealny instrument dla potrzeb
ztozonych badan procesow fizjologicznych oraz patofizjologicznych réznicowania komorkowego.

Majac na uwadze potrzebg oceny bezpieczenstwa, a w szczegdlnosci hepatotoksycznosci
testowanych lekow dla chorych z zanikiem migéni, w pracy H6 dostarczyliSmy waznych informacji
na temat innowacyjnych technik inzynierii tkankowej stanowigcych podstawe rozwoju
1 udoskonalania badan w tym zakresie. W szczegdlnos$ci wykazana przez nas istotna ekspresja biatek
cytochromu P450, zapewnia mozliwos¢ oceny szlakow biotransformacji (profil metaboliczny
1 przewidywanie klirensu watrobowego), jak rowniez wykrycia toksycznych metabolitoéw leku,
majacych negatywny wptyw na inne organy, w tym na zdolno$ci regeneracyjne migéni szkieletowych.
Proponowany system komoérkowy moze by¢ takze przydatny w przewidywaniu ryzyka interakcji
lekowych (np. badania potencjalu inhibicyjnego). Ma to szczegdlne znaczenie dla oceny
bezpieczenstwa terapii u pacjentow onkologicznych i starszych oséb, gdy wdrozenie nowego leku
moze zaburza¢ metabolizm innych zwigzkoéw lub by¢ przyczyng zdarzen niepozadanych.

Alternatywnym modelem komoérkowym, opisanym w pracy H3, ktory coraz czgscie)
wykorzystywany jest w przedklinicznych badaniach przesiewowych w kierunku okreslenia skuteczno$ci
1 toksycznosci lekow, jest model surogatowych pierwotnych hepatocytow ludzkich HepaRG-P. Komorki
te wykazuja wlasciwosci progenitorowych komorek macierzystych, ktére w trakcie procesu namnazania i
réznicowania tworzg wspolng hodowle cholangiocytow i1 hepatocytow. Dzigki takim wiasciwosciom,
komorki HepaRG moga by¢ wykorzystywane w modelowych badaniach przedklinicznych, w ktérych
niezwykle wazne jest wykluczenie dziatan ubocznych, np. cholestazy, bedacej niepozadang konsekwencja
wielu terapii lekowych (P13), w tym rowniez badanego u chorych z kacheksja zwigzku anabolicznego
SARMs. Komorki te charakteryzujg si¢ wysoka ekspresja najwazniejszych izoenzymow cytochromu
P450 (CYP1A2, 2B6, 2D6, 2E1, 3A4). Dlatego tez stanowia one wazng alternatywe dla badan
metabolizmu lekéw oraz roli cytochromu P450, co jest podstawa procesu opracowywania nowych
strategii terapeutycznych. Warto podkresli¢, iz waznym przestaniem pracy H3 jest wykazanie
konieczno$ci weryfikacji stabilnosci RGs w przypadku testowania lekow z wykorzystaniem modeli
komorkowych, ktore ulegaja fenotypowym zmianom w trakcie proceséw roznicowania
komorkowego.

W $wietle poszukiwan rozwigzan aplikacyjnych w doskonaleniu procesow testowania nowych
potencjalnych zwigzkéw farmakologicznych dla chorych z zanikiem migsni, prace H3, HS 1 H6
stanowig wklad w rozwdj nauki w obszarze badan biomedycznych, gdyz nie tylko oferujg modele
komoérkowe o duzym potencjale wykorzystania, lecz takze dostarczaja waznych informacji na temat
standaryzacji badan niezb¢dnych do stratyfikacji bezpieczenstwa i skutecznosci badanych lekow.

29



Autoreferat — Joanna Brzeszczynska

4.3.4. Znaczenie wynikow wraz z mozliwosciami ich wykorzystania oraz podsumowanie prac i
whioski koncowe

Znaczenie wynikow i mozliwosci ich wykorzystania oraz wklad w rozwoj nauki

W naszych badaniach klinicznych, wykonanych na biopsjach tego samego typu migénia
szkieletowego, wykazaliSmy po raz pierwszy zmiany w aktywnos$ci miogenicznej i potencjale
regeneracyjnym mig¢snia czworoglowego uda u pacjentow w podeszlym wieku ze zdiagnozowang
sarkopenig i1 kacheksja nowotworowa (prace H1 i H2).

Szczegdlnym osiggnieciem tych prac, stanowigcym wktad w rozwdj badan atrofii migsniowe;j,
jest:

(i) analiza poréwnawcza ekspresji wielu genéw wskazujagca na roéznice w profilu
molekularnym tego samego typu mig$nia w fizjologicznym procesie starzenia si¢
organizmu oraz w stanach patofizjologicznych: sarkopenii pierwotnej i kacheksji
nowotworowe;j,

(ii) zidentyfikowanie szlakéw molekularnych oraz zmian w ich aktywnos$ci umozliwiajacych
odrdznienie fenotypu starzejacych sie fizjologicznie zdrowych migéni od fenotypu miesni
wykazujacych sarkopenig.

Wyniki tych badan dostarczajg szczegdtowej wiedzy o znaczeniu klinicznym 1 aplikacyjnym dla:

(i) identyfikacji markerow do stratyfikacji pacjentéw dla potrzeb badan klinicznych
zwigzanych z atrofig mi¢§niowa,

(ii) dalszej identyfikacji nowych szlakéw molekularnych odpowiedzialnych za rozwdj atrofii
migsniowej oraz

(iii)  opracowania interwencji terapeutycznych skierowanych na prewencje utraty masy
mig$niowe] poprzez zablokowanie specyficznych Sciezek sygnatowych.

Bioragc pod uwagg, ze istotnym kryterium uzyskania rzetelnych i powtarzalnych wynikow badan
biomedycznych jest wlasciwa standaryzacja procedury RT-qPCR, w tym zweryfikowany dobor
gendéw referencyjnych, znaczacym osiggnigciem pracy H3 jest wskazanie po raz pierwszy wplywu
hepatotoksyn (o r6znym mechanizmie dziatania) na zmiany ekspresji RG oraz udowodnienie, ze ich
nieprawidtowy dobdr zmienia znaczaco wyniki ekspresji markerow istotnych dla metabolizmu
testowanych zwiazkow farmakologicznych. Na uwage zasluguje réwniez wkiad literaturowy pracy
przegladowej H4, ktory polega na wskazaniu istotnych nowych kierunkéw rozwoju przysztych badan,
np. w celu wyodrebnienia specyficznych czasteczek miRNA o znaczeniu klinicznym w kacheksji lub
sarkopenii.

Uwzgledniajagc natomiast konieczno$¢ rozwoju badan nad opracowaniem strategii
terapeutycznych zapobiegajacych lub spowalniajagcych rozwdj atrofii mieg$niowej, istotnym
elementem prac H5 1 H6 jest ich duzy potencjat aplikacyjny. Nowatorski charakter naszych badan,
stanowigcy wkiad w udoskonalenie technik reprogramowania i réznicowania komoérek iPSCs, polega
na:

(i) opracowaniu nowych rozwigzan metodologicznych latwego, wydajnego i bezpiecznego
pozyskiwania ludzkich komoérek iPSCs na skalge wystarczajaca dla ich praktycznego
zastosowania w przedklinicznych testach farmakologicznych oraz

(ii) opracowaniu modelu metabolicznie funkcjonujacych organoidéw o duzym potencjale
wykorzystania w badaniach nad stratyfikacja bezpieczenstwa lekow (np. dla efektywnej
terapii terminalnie chorych pacjentow z zanikiem migsni).
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Podsumowanie prac

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono ze:

1. Fizjologiczny proces starzenia si¢ miesni szkieletowych jest konsekwencja:

a) przewleklego stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego w tkance mig$niowej,

b) obnizenia jako$ci regenerujacych si¢ wiokien migsniowych poprzez:

— nabywanie fenotypu sekrecyjnego SASP oraz uruchomienie sekwencji szlakow
sygnalowych p38 oraz pl6™4 odpowiedzialnych za zaklocenie proliferaciji
1 roznicowania mioblastow,

— wadliwg przebudowe migsni zwigzang z supresja sciezki sygnatowej MEF2C,

— akumulacj¢ czynnikoéw stresogennych w mikrosrodowisku komoérek mie$niowych
oraz ich chroniczne oksydacyjne uszkodzenia.

2. Migsnie szkieletowe w sarkopenii pierwotnej charakteryzujg sie:

a) brakiem aktywnych procesow zapalnych oraz deficytem 7NFa w mikrosrodowisku tkanki
migsniowej, co zwraca uwage na wazny aspekt tworzenia si¢ zwtoknien,

b) uposledzeniem zdolnos$ci regeneracyjnej komorek migsniowych poprzez zakldcenie
wczesnego etapu miogenezy (brak istotnej ekspresji genow MYOD 1 MYF5) oraz wadliwg
przebudowa miesni (supresja genu MEF2C),

¢) nadmierng akumulacja nieprawidlowych bialek, indukcjg wewnatrzkomorkowego stresu oraz
brakiem apoptozy (wzrost ekspresji genow HSPAIA 1 BCL2),

d) zachowaniem aktywnosci szlakow molekularnych NRF2, HSPAIA 1 BCL2, promujacych
adaptacyjne procesy komorkowe w atroficznych widknach migsniowych.

3. Proces nowotworowy gornego odcinka przewodu pokarmowego (stadium II-1IT) ma istotny wptyw na
indukcje zmian molekularnych w migsniu szkieletowym, ktore poprzedzaja kliniczny stan kacheksji.
Nalezg do nich:

a) chroniczny stan zapalny wzmagajacy stres oksydacyjny i uszkodzenia oksydacyjne (wzrost
poziomu 4-HNE),

b) supresja gendéw obrony komoérkowej (SOD2, NRF2, GCLM, HSPAIA), ktérej konsekwencja
jest destabilizacja homeostazy mig¢sni szkieletowych poprzez:

— redukcje poziomu transkryptow mRNA dla genow MYOD i1 MYF5 oraz supresj¢
genu MYOG, ktora swiadczy o zablokowaniu miogenezy oraz braku zdolno$ci
odtwarzania struktury regenerowanego mig¢$nia,

— uposledzenie autofagii 1 indukcje apoptozy, co wskazuje na wazny aspekt udzialu
obu procesow w destabilizacji miogenezy.

4. Indukcja ww. proceséw molekularnych stanowi podstawe rozwoju kacheksji, w ktorej migsnie
szkieletowe charakteryzuja si¢ niedoborem lub brakiem aktywacji komorek satelitarnych (mSCs)
oraz powaznym uposledzeniem zdolnosci regeneracyjnych na wszystkich etapach miogenezy, jak
rowniez aktywnym procesem apoptozy, nasilajacym degeneracje tkanki migsniowe;.

5. Stres oksydacyjny, ktéry towarzyszy fizjologicznemu starzeniu si¢ mig¢sni oraz rozwojowi
badanych atrofii migsniowych:

a) aktywowuje mechanizmy odpowiedzi adaptacyjnej (regeneracje migsni, system obrony
komoérkowej 1 autofagii) w procesie fizjologicznego starzenia si¢ migsni, jak rowniez
sarkopenii (system obrony komorkowej),
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b) powoduje supresje gendéw obrony komorkowej w migsniach pacjentdw z nowotworem gornego
odcinka przewodu pokarmowego (stadium II-I1I) zaré6wno u oséb ze stabilng masg ciata jak
1 z kacheksja.

. Zastosowanie bezpiecznej 1 wydajnej procedury reprogramowania komorek iPSCs (HS) wraz

z mozliwoscig ich réznicowania do metabolicznie dojrzatych hepatocytow w hodowli 3D (H6)

otwiera nowe mozliwosci dla poprawy predykcyjnej oceny bezpieczenstwa testowanych lekow

dla pacjentéw z zanikiem mig$ni.

. Zachowanie wfasciwej standaryzacji procedury RT-qPCR (H3) oraz krytyczna analiza

1 weryfikacja wszystkich etapow iloSciowego oznaczenia poziomu ekspresji genéw sa kluczowe

dla utrzymania wysokiej jakosci badan przedstawionych w pracach eksperymentalnych H1, H2,

H3, H5 i H6.

Dalsze badania w kohortach o wigkszej liczebnosci pacjentow z kacheksja i1 sarkopenig sg

niezbe¢dne w celu zidentyfikowania dodatkowych réznic pomiedzy badanymi patofizjologiami.

Whnioski koncowe

Wyniki moich badan przeprowadzonych w pracach H1, H2, H3, H5 i H6 wskazujg na:
Istotne rdznice w aktywnosci miogenicznej i potencjale regeneracyjnym migénia czworogtowego
uda w procesie fizjologicznego starzenia si¢ organizmu oraz rozwoju sarkopenii pierwotnej
i choroby nowotworowej (w tym kacheksji) (H1 i H2).
Zaburzenia procesOw homeostatycznych w migsniu szkieletowym, ktdre poprzedzaja kliniczny
stan kacheksji i maja wptyw na destabilizacj¢ miogenezy (H1).
Zmiany w szlakach molekularnych na podstawie ktorych mozna odr6zni¢ fenotyp starzejacych
si¢ fizjologicznie migs$ni od fenotypu mie$ni wykazujacych sarkopeni¢ pierwotng (H2).
Destabilizcje miogenezy w procesie starzenia si¢ mi¢sni w uktadzie modelowym in vitro (H2).
Mozliwos$ci opracowania interwencji terapeutycznych skierowanych na przeciwdziatanie atrofii
mig$niowej, m.in. poprzez kontrole szlakow molekularnych odpowiedzialnych za degeneracje migsni
szkieletowych (H1 i H2) oraz wykorzystanie technologii komoérek iPSCs dla potrzeb badan
farmakologicznych (H5 i H6).
Korzysci wynikajace z aplikacji statycznego modelu sferoidow w badaniach przedklinicznych
bezpieczenstwa lekow (H6).
Konieczno$¢ monitorowania zmian ekspresji genow referencyjych (RGs) w celu zapewnienia
wysokiej jakosci badan (H3).

Informacja o wykazaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowq realizowana w wiecej niz jednej
instytucji naukowej, w szczego6lnosci zagranicznej

5.1. Dzialalno$¢ naukowa przed doktoratem oraz w trakcie doktoratu

W poczatkowym okresie (1994-1995) mojego zatrudnienia na etacie naukowo-technicznym

w Katedrze Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu £6dzkiego uczestniczytam w badaniach zmian

strukturalnych w $luzie zotadkowym pacjentow z roznymi stanami chorobowymi, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli patogenu bakteryjnego Helicobacter pylori (H.pylori). Zagadnienie to byto
przedmiotem mojej pracy magisterskiej, ktora obronitam w roku 1995 oraz pracy przegladowej O1.

Moje inne zainteresowania naukowe w tym czasie dotyczyly takze analizy stresu

oksydacyjnego w erytrocytach pacjentow z przewlekta niewydolnoscig nerek (publikacja O2).
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Okres studiow doktoranckich (1995-1999) umozliwit mi doskonalenie warsztatu badawczego w
zakresie zastosowania technik biofizycznych do oceny zmian reologicznych krwi w badaniach stresu
oksydacyjnego, tj. spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (spektroskopia EPR)
oraz spektroskopii fluorescencyjnej. W pracy doktorskiej, m.in. analizowalam dynamike zmian w
strukturze hemoglobiny, btony 1 biatek cytosolu erytrocytow w réznych uktadach modelowych in vitro
stosujac H20z, t-butOH, NO i Fe** (publikacje O3 i O4).

Na moj dorobek naukowy w okresie przed uzyskaniem stopnia doktora sktadaja si¢: 1 praca
przegladowa (O1), 3 oryginalne prace eksperymentalne (02-04) oraz 8 komunikatow prezentowanych
na konferencjach krajowych i zagranicznych.

Ponizej przedstawiam zestawienie publikacji, dokumentujacych moje osiggni¢cia naukowo -
badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora:

(i) Zestawienie artykulow naukowych

01 Brzeszcezynska J, Gwozdzinski K. (1997). Charakterystyka stanéw chorobowych zotadka. Acta
Universitatis Lodziensis: Folia Biochimica et Biophysica. 12:17-28.

02 Gwozdzinski K, Janicka M, Brzeszczynska J, Luciak M. (1997). Changes in red blood cell membrane
structure in patients with chronic renal failure, Acta Biochimica Polonica. 44 ( 1):99-108.3

03 Brzeszezynska J, Gwozdzinski K. (1998). Erythrocyte membrane damage induced by t-butyl
hydroperoxide. Current Topics in Biophysics. 22 (B):27-32.

04 Brzeszezynska J, Gwozdzinski K. (1999). t-butylhydroperoxide-inducted alterations in
erythrocyte components. Current Topics in Biophysics. 23 (1):113-118.

(ii) Zestawienie doniesien konferencyjnych

1. Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Uszkodzenia bton erytrocytow cztowieka przez nadtlenek wodoru.
XXXIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, (9-12 wrzesien, 1997), Katowice.

2. Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Zmiany w strukturze blon erytrocytow indukowane przez
t- butylowodoronadtlenek. XXXIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, (9-12 wrzesien,
1997), Katowice.

3. Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Hydrogen peroxide leads to erythrocyte membrane damage. 4™
Symposium Free Radicals in Biology and Medicine, (8-10 czerwiec, 1998), 1.6dz.

4. Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Red blood cells damage induced by t-butylhydroperoxide. 4™
Symposium Free Radicals in Biology and Medicine, (8-10 czerwiec, 1998), Lodz.

5. Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Effect of organic and inorganic peroxide on erythrocyte membrane.
Revista de Farmacia e Biquimica da Universidade de Sao Paulo. IX Biennial Meeting International Society
for Free Radical Research, (7-11 wrzesien, 1998), Sao Paulo, Brazylia.

6. Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Zmiany w bialkach btonowych indukowane przez
t- butylowodoronadtlenek. X Zjazd Polskiego Towarzystwa Biofizycznego, (2-4 wrzesien, 1998), Lublin.

7. Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Zmiany w biatkach blonowych indukowane przez nadtlenek wodoru.
XXXIV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, (15-18 wrzesien, 1998), Biatystok.

8. Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Nitric Oxide - induced oxidative damage in human erythrocyte
membrane. SFRR (Europe) Summer Meeting: Antioxidants, Adaptation, Aging, (2-6 lipiec, 1998),
Dresden, Niemcy.

5.2. Dzialalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

W roku 2003 odbytam polroczny staz podoktorski w USA na Arizona State University (ASU) w
School of Life Sciences w Tempe, AZ. Celem tego pobytu byto podniesienie kwalifikacji w prowadzeniu
pracy dydaktycznej w anglojezycznych placowkach akademickich poprzez odbycie licznych kursow
szkoleniowych na ASU oraz aktywne uczestnictwo w seminariach naukowych. Pobyt ten umozliwit mi

3 Czasopismo Acta Biochimica Polonica posiada 1F1997:0,522, 1F2020:1,42 oraz 40 pkt MNiSW.
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rowniez nawigzanie kontaktu z Natural Science Division, Scottsdale Community College (SCC) w
Scottsdale, AZ, gdzie moglam zapoznac si¢ glebiej z pracg dydaktyczno-naukowa w USA.

Moja aktywno$¢ naukowa w uczelniach akademickich zostata wznowiona w 2006 roku, tj. 7
lat po uzyskaniu stopnia doktora (okres ten obejmuje prac¢ w koncernie farmaceutycznym Merck,
Sharp and Dohme (MSD) oraz urlop macierzynski). Od tego czasu prac¢ naukowo-badawcza
realizowatam w kilku zagranicznych instytucjach naukowych w Wielkiej Brytanii: Heriot-Watt
University w Edynburgu, University of Edinburgh w Edynburgu oraz University of the West of
Scotland w Glasgow (okres ten obejmuje takze drugi urlop macierzynski), przy jednoczesnym
zachowaniu aktywnos$ci naukowej na Uniwersytecie L.odzkim, w ktérym od roku 2009 jestem
zatrudniona w Katedrze Biofizyki Molekularnej na stanowisku adiunkta (1/4 etatu).

W 2006 roku rozpoczetam prace w School of Life Sciences (SLS) na Heriot-Watt University
w Edynburgu, gdzie zostalam zatrudniona na stanowisku naukowo-badawczym jako Research
Associate. Wspolpracowatam naukowo z zespoltem, ktorego kierownikiem byt prof. Jamie Timmons,
prowadzac badania nad fizjopatologicznym efektem wptywu treningu fizycznego na organizm
cztowieka. Badania te pozwolity mi rozwing¢ kompetencje badawcze w zakresie protokolow
stosowanych w klinicznych probach wysitkowych oraz w obszarze technik laboratoryjnych
stosowanych w biologii molekularne;j.

Wiedza i doswiadczenie zdobyte na Heriot-Watt University umozliwity mi realizacj¢ projektu
badawczego dzigki nagrodzie przyznanej przez British Council w ramach British-Polish Young
Scientists Programme. Celem tego projektu, ktorego jednocze$nie bylam kierownikiem, bylo
rozwini¢cie nawigzanej wezesniej przeze mnie mi¢dzynarodowej wspotpracy, pomiedzy Heriot-Watt
University, a Katedra Medycyny Sportowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (zespot prof. dr hab.
Anny Jegier) oraz Katedra Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu Lodzkiego (zespot prof. dr hab.
Krzysztofa Gwozdzinskiego). Dzigki tej kilkuosrodkowej wspotpracy miatam mozliwosé
kontynuowania moich zainteresowan naukowych w zakresie badan stresu oksydacyjnego, ktérego
zrédlem w tym przypadku byt fizjologiczny model jednorazowej, intensywnej proby wysitkowej w
badaniach in vivo mtodych me¢zczyzn. Badania wykonane w ramach ww. projektu zainicjowaty nurt
badawczy, ktory w kolejnych latach zaowocowat zdobyciem dwoch grantow badawczych
finansowanych przez MNiSW. W obu grantach bylam gtéwnym wykonawca.

Realizowane badania dowiodly, ze fizjologiczny model OS jest istotnym aktywatorem zmian
reologicznych krwi, jak rowniez czynnikiem sprzyjajacym mobilizacji adaptacyjnych systemow
przeciwutleniajacych w erytrocytach oraz osoczu krwi. Dowiedli$my, iz indukowane fizjologicznym
wysitkiem zmiany strukturalne erytrocytow koreluja z ich przyspieszonym starzeniem sig,
skracajagcym dlugos¢ czasu ich wystgpowania we krwi, korzystnie wptywajac na poprawe wydolnosci
uktadu krazeniowego (publikacje P1-P4). Wlaczenie do badan grupy pacjentoéw po przebytym zawale
miegs$nia sercowego wykazato, ze program rehabilitacji kardiologicznej z ambulatoryjng forma prob
wysitkowych skutecznie obniza warto$ci wskaznikow stresu oksydacyjnego przyczyniajac si¢ do
poprawy parametrow biochemicznych i morfologicznych krwi. W konsekwencji, osoby uczestniczace
w programach kompleksowej rehabilitacji kardiologicznej osiggaja poprawe wydolnosci uktadu
krazeniowo-oddechowego oraz wydolnosci fizycznej (publikacje P5-P6).

Efektem badan w obu grantach jest cykl 6 publikacji (P1-P6), 9 komunikatow
zaprezentowanych na konferencjach o zasiegu miedzynarodowym oraz 1 pracy opublikowanej jako
materiaty pokonferencyjne z numerem DOI.
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W okresie tym zajmowalam si¢ takze analiza pordwnawczg zmian reologicznych erytrocytow
poddawanych stresowi oksydacyjnemu in vitro ze zmianami reologicznymi erytrocytOw pacjentow
dializowanych, chorujacych na przewlekla niewydolnos$¢ nerek (badania in vivo). Badania te
dowiodly, ze zabieg hemodializy znaczaco przyczynia si¢ do powstawania OS oraz utleniania i
glikacji bialek osocza, jak roéwniez do zmian stanu konformacyjnego albuminy oraz integralnosci
btony erytrocytarnej. Wyniki tych prac zostaty zamieszczone w cyklu 3 prac do§wiadczalnych (P7-
P9), w ktorych jestem autorem korespondencyjnym.

Waznym punktem zwrotnym, ktory przyczynit si¢ do zasadniczego ukierunkowania moich
zainteresowan naukowych, bylo rozpoczecie w 2009 roku trzyletniego stazu podoktorskiego
w Medical Research Centre for Regenerative Medicine mieszczacym si¢ w Division of Health
Sciences na University of Edinburgh w Edynburgu w Wielkiej Brytanii w zespole badawczym,
ktérego kierownikiem byl prof. James Ross. Zdobycie stazu podoktorskiego oraz zatrudnienie na
stanowisku Postdoctoral Research Fellow wiazato si¢ z przejSciem procedur rekrutacyjnych
w drodze konkursu na University of Edinburgh. W okresie tym nagrodzona zostatam stypendiami
naukowymi (Fellowships), przyznanymi przez Edinburgh and Lothians Health Foundation (2009-
2011) oraz The Leverhulme Trust i The Daphne Jackson Trust (2010-2012), na wykonanie badan z
zakresu medycyny regeneracyjnej. Prace, ktore przeprowadzitam w ramach stypendium The
Leverhulme Trust, The Daphne Jackson Trust, Dr Hadwen Trust oraz StemBANCC (IMI, EFPIA)
zostaly opisane szczegdtowo w Autoreferacie w rozdziale 4. Nagrody te staty si¢ podstawa do
otrzymania przeze mnie stanowiska Senior Research Fellow w Division of Health Sciences na
University of Edinburgh w 2013 roku.

Przedmiotem mojej specjalizacji naukowej staly si¢ badania réznych typow komorek
macierzystych (tkankowych i pluripotencjalnych) oraz ich aplikacji do badan cytotoksycznosci lekow.
Moje prace badawcze skupiaty si¢ na poznaniu molekularnych proceséw zaangazowanych w rozwoj
degeneracji tkanki oraz regulujacych aktywno$¢ regeneracyjng tkankowych komoérek macierzystych
in vivo 1 in vitro. Bioragc pod uwage interdyscyplinarny charakter dziedziny jaka jest medycyna
regeneracyjna, zdobylam nowe umiejetnosci i do§wiadczenie m.in w technikach inzynierii tkankowej
(3D) oraz nowoczesnej technice biofizycznej ECIS (ang. Electric Cell-substrate Impedance Sensing),
polegajacej na elektrycznym wykrywaniu impedancji komorek 1 substratow w czasie rzeczywistym.
Uczestnictwo w licznych projektach naukowych z zespotami lekarzy roznych specjalizacji oraz
grupami badawczymi z kilku Katedr na Uniwersytecie w Edynburgu pozwolito mi na systematyczne
poglebianie wiedzy klinicznej oraz zdobycie szerokich umiejetnosci w zakresie biologii medyczne;,
biotechnologii i embriologii.

Jako stypendysta fundacji Edinburgh and Lothians Health Foundation, zajmowalam si¢
poznaniem molekularnych mechanizméw uposledzenia proceséw regeneracyjnych nablonka rogowki
oraz rozwoju metaplazji komorkowej. Wykazatam, iz dlugotrwale biobankowanie ludzkich rogéwek
oka prowadzi do niedoboru (obumierania) limbalnych komoérek macierzystych rabka rogéwki (ang.
Limbal Stem Cell, LSC), upos$ledzenia ich potencjalu regeneracyjnego oraz zmiany w profilu
molekularnym terminalnie zréznicowanych komoérek nabtonka. Efektem tych zmian jest rozwoj
metaplazji komorkowej. Prace moje przyczynily si¢ takze do identyfikacji nowego markera sub-
populacji komorek LSC. Okazal si¢ nim by¢ gen LGRS (ang. Leucine-rich repeat-containing
G-protein coupled receptor 5), bedacy czynnikiem odpowiedzialnym za utrzymanie potencjatu
komorkowej macierzystosci. Wskazana przeze mnie sekwencja ekspresji trzech genow
LGR5/P630/ABCG2 warunkowata obecnos¢ komorek o prawidtlowym fenotypie oraz potencji ich
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docelowego réznicowania w nabtonek rogdwki, zapewniajac tym samym ich kliniczng przydatnosc.
Cykl eksperymentow roznicowania ludzkich embrionalnych komoérek macierzystych (ang. human
Embryonic Stem Cells, hESCs) w kierunku nabtonka rogéwki potwierdzil istotng role LGRS
w utrzymywaniu funkcji samoodnowy i réznicowania generowanych komorek limbalnych. Model ten
ujawnit takze, iz rozwd] metaplazji komdorkowej w warunkach stresu komorkowego jest wynikiem
zahamowania aktywnoS$ci transkrypcyjnej genu P63a (ang. Protein Coding gene TP63), ktérego
uposledzenie prowadzi do transréznicowania komorkowego lub apoptozy, zaburzajac proces regeneracji
(publikacje P10 i P11).

Nabyta wiedze¢ i doswiadczenie z zakresu prac z hESCs wykorzystatam takze do opracowania
zoptymalizowanych warunkéw hodowli komorek praptciowych (ang. primordial germ cells, PGC),
ktore nasladowaly naturalne S$rodowisko embrionalnych komorek rozrodczych. Badania te
realizowalam w ramach projektu finansowanego przez Biotechnology and Biological Sciences
Research Council (BBSRC) we wspotpracy z Roslin Institute w The Royal (Dick) School of
Veterinary Studies na University of Edinburgh. Analiza szlakéw sygnatowych wykazata, ze
w warunkach hodowli in vitro synergia aktywacji czynnika wzrostu FGF2 (ang. Fibroblast Growth
Factor), insuliny i aktywiny A, jest czynnikiem niezbednym do podtrzymania samoodnowy komorek
PGC, jak rowniez do zachowania potencji odpowiadajacej embrionalnym komoérkom rozrodczym.
Badania te stanowily podstawg¢ dla opracowania strategii biobankowania 1 edycji genow
pozyskiwanych komoérek PGCs (publikacja P12).

Wspoétpraca z Hepatology Laboratory w Centre for Liver and Digestive Disorders na
University of Edinburgh, jak réwniez aktywny udzial w realizacji projektu finansowanego przez
Biotechnology and Biological Sciences Research Council (BBSRC), stanowity dla mnie doskonatg
platforme rozwoju naukowego w zakresie zastosowania modeli in vitro w badaniach cytotoksycznosci
lekoéw. Model do badan stanowily opisane w pracy H3 progenitorowe komorki HepaRG-P. Dynamike
hepatotoksycznego dziatania lekéw analizowatam wykorzystujac pomiary impedancji matych
sygnatow technikg ECIS. Umozliwiaja one oceng zmian strukturalnych
1 funkcjonalnych btony komodrkowej, aktywnosci komorek, ich morfologii, adhezji 1 wtasciwosci zlacz
mig¢dzykomorkowych typu tight junction w czasie rzeczywistym. Zdobytam rowniez dos§wiadczenie
w stosowaniu prototypowych podtozy polimerowych 2D zawierajacych nanoczastki NPS1 i NPS2,
ktére znaczaco przyczyniajg si¢ do zwigkszenia funkcjonalnej aktywnosci zréznicowanych komorek
HepaRG. Wykonana przeze mnie kompleksowa analiza ekspresji genow charakteryzujaca mechanizm
cytotoksycznego dziatania hepatotoksyn oraz procesu réznicowania HepaRG-P zostala opisana w
publikacjach P13-P14.

We wspoélpracy z zespolem klinicznym z Centre for Liver and Digestive Disorders na
University of Edinburgh uczestniczylam aktywnie w realizacji klinicznego projektu EndoVESPA -
H2020-ICT-24-2015 (GA: 688592), finansowanego przez Komisj¢ Europejska. Cele badawcze tego
projektu skupialy si¢ na okresleniu potencjalnych korzysci wynikajacych z zastosowania
dwugtowicowych kapsul endoskopowych w badaniach pacjentow zglaszanych do oceny
endoskopowej przewodu pokarmowego. Technologia endoskopii kapsutowej znajduje glowne
zastosowanie w ocenie patologii jelita cienkiego. W realizacji tego badania wykorzystana zostata moja
wiedza z zakresu analizy biostatystycznej do opracowania uzyskanych danych klinicznych. Analizy
te m.in. wykazaly, ze poziom trafnoSci oceny diagnostycznej przy zastosowaniu kapsut
dwugtowicowych wzrést o 14.7%. Od strony klinicznej wynik ten zapewnial znaczaco lepsza
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wykrywalno$¢ zmian patologicznych 1 mial bezposredni wplyw na osiggnigcie bardziej skutecznych
wynikéw leczenia (publikacja P15).

Efektem prac prowadzonych na University of Edinburgh jest cykl 12 publikacji (H1-H6 oraz
P10-P15), 6 komunikatow oraz 4 prac opublikowanych jako materialy pokonferencyjne z numerem
DOL.

Od grudnia 2018 roku rozpoczetam prace w projekcie BREATH (Border and Regions Airways
Training Hub) w ramach konsorcjum INTERREG V-A United Kingdom-Ireland (Ireland-Northern
Ireland-Scotland) na stanowisku koordynatora programu naukowego. Funkcja ta wymaga ode mnie
doskonalenia umieje¢tnosci w nadzorowaniu wybranych zadan badawczych we wspolpracy
z placowkami naukowymi stowarzyszonymi w projekcie BREATH. Problematyka prowadzonych
przeze mnie badan wiasnych ma na celu stworzenie miniaturowych wersji organdow in vitro (w tym
przypadku: phuc), ktore beda mogly dostarczy¢ cennych informacji na temat mechanizmu
wspotoddzialywania miedzykomoérkowego w procesach degeneracyjnych i regeneracyjnych organu, a
takze bedg mogly przyczyni¢ si¢ do zrozumienia patogenezy w przewlektej obturacyjnej chorobie ptuc
(POChP). Inne kierunki realizowanych przeze mnie badan dotycza mechanizmoéw starzenia si¢ oraz
mechanizméw modulacji epigenetycznej w procesie patogenezy POChP. Efektem dotychczasowych
badan prowadzonych w projekcie BREATH s3g 3 komunikaty oraz 7 prac opublikowanych jako
materialy pokonferencyjne z numerem DOI.

Program zaktada réwniez rozwdj nurtu badawczego, w ktorym bede mogta wykorzystaé swoje
dotychczasowe do$wiadczenia naukowe z badan nad atrofia mig¢$éniowa w analizach interakcji
pomigdzy plucami, a peryferalng tkanka migniowa w patogenezie kacheksji zwigzanej z POChP.
Obecnie trwa proces rekrutacji pacjentdw oraz gromadzenia materialu biologicznego.

We wspodtpracy z zespotem naukowym lekarzy chirurgii ortopedycznej na University of
Edinburgh, kontynuuje¢ takze badania nad procesami regeneracji mig$ni. Celem tych dlugookresowych
badan klinicznych jest ocena aktywnosci 1 funkcji migsniowych komorek macierzystych jako jednego z
czynnikdw wptywajacych na odzyskanie sprawnosci ruchowej u starszych osob po przebytej operacji
stawu kolanowego. Prowadzone przeze mnie analizy dotycza identyfikacji czynnikow demograficznych
(w$rdd nich: aktywnos$¢ ruchowa przed operacja, BMI, palenie tytoniu, spozycie alkoholu oraz
przyjmowanie niesterydowych lekow przeciwzapalnych). W korelacji ze zmianami molekularnymi
zachodzacymi w mig$niu szkieletowym (np. procesy prozapalne i procesy starzenia si¢) maja one wptyw
na aktywno$¢ komorek satelitarnych oraz na przebieg proceséw regeneracyjnych w migéniu
szkieletowym. Badania te mogg dostarcza¢ waznych informacji dotyczacych rokowan pacjenta, a ich
rezultaty przygotowywane sg obecnie do 2 publikacji oraz 2 prezentacji konferencyjnych.

Ponizej prezentuje zestawienie prac dokumentujacych moje osiggnigcia naukowo - badawcze
po uzyskaniu stopnia doktora.

(i) Zestawienie artykuléw naukowych (bez publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia
naukowego). Dane dotyczace wskaznikow IF pochodza z Journal Citation Reports z bazy
Clarivate (https://jcr.clarivate.com/).

P1 Brzeszczynska J,” Pienigzek A, Gwozdzinski £, Gwozdzinski K, Jegier A. (2008). Structural
alterations of erythrocyte membrane components induced by exhaustive exercise. Applied Physiology,
Nutrition, and Metabolism. 33 (6):1223-1231. 1F2008:1,591, 1F2020:2,665, 70 pkt MNiSW

P2 Marciniak A, Brzeszcezynska J, Gwozdzinski K, Jegier A. (2009). Antioxidant capacity and physical
exercise. Biology of Sport. 26 (3):198-213. 1F2009:0,113, 1F2020:2,806, 70 pkt MNiSW

37



P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

Autoreferat — Joanna Brzeszczynska

Gwozdzinski K, Pienigzek A, Brzeszczynska J, Tabaczar S, Jegier A. (2013). Alterations in red blood
cells and plasma properties after acute single bout of exercise. The Scientific World Journal.
2013:168376. 1F2013:1,219, 70 pkt MNiSW

Gwozdzinski K, Pienigzek A, Tabaczar S, Jegier A, Brzeszczynska J. (2017). Investigation of

oxidative stress parameters in different lifespan erythrocyte fractions in young untrained men after
acute exercise. Experimental Physiology. 102 (2):190-20. 1F2017:2.732, 1F2020:2,969, 70 pkt MNiSW
Gwozdzinski K, Pienigzek A, Czepas J, Brzeszezynska J, Jegier A, Pawlicki, L. (2016). Cardiac
rehabilitation improves the blood plasma properties of cardiac patients. Experimental Biology and
Medicine. 241 (17):1997-2006. 1F2016:2,688, 1F2020:2,691, 70 pkt MNiSW

Gwozdzinski K, Pienigzek A, Bernasinska-Stomczewska J, Brzeszezynska J, [rzmanski R, Jegier A.
(2020). Alterations in the Properties of Red Blood Cells in Men with Coronary Artery Diseases after
Comprehensive Cardiac Rehabilitation. Cardiol Res Pract. 2020:6478785. 1F2020:1,866, 100 pkt
MNiSW

Brzeszezynska J.” Luciak M, Gwozdzinski, K. (2008). Alterations of erythrocyte structure and cellular
susceptibility in patients with chronic renal failure: effect of haemodialysis and oxidative stress. Free
Radical Research. 42 (1):40-48. 1F2008:2,826, 1F2020:4,148, 70 pkt MNiSW

Brzeszezynska J,* Gwozdzinski K. (2008). Nitric oxide induced oxidative changes in erythrocyte
membrane components. Cell Biology International. 32 (1):114-120. 1F2908:1,619, 1F2020:3,612, 70 pkt
MNiSW

Pieniazek A, Brzeszczynska J,* Kruszynska I, Gwozdzinski K. (2009). Investigation of albumin
properties in patients with chronic renal failure. Free Radical Research. 43 (10):1008-1018.
IF2009:2,215, IF2020:4,148, 70 pkt MNiSW

Brzeszczynska J, Ramaesh K, Dhillon B, Ross JA. (2012). Molecular profile of organ culture-stored

corneal epithelium: LGRS is a potential new phenotypic marker of residual human corneal limbal
epithelial stem cells. International Journal of Molecular Medicine. 29 (5):871-876. 1F2012:2,13,
1F2020:4,101, 70 pkt MNiSW

Brzeszczynska J, Samuel K, Greenhough S, Ramaesh K, Dhillon B, Hay DC, Ross JA. (2014).
Differentiation and molecular profiling of human embryonic stem cell-derived corneal epithelial cells.
International Journal of Molecular Medicine. 33 (6):1597-606. 1F1014:2,53, 1F2020:4,101, 70 pkt
MNiSW

Whyte J, Glover JD, Woodcock M, Brzeszezynska J, Taylor L, Sherman A, Kaiser P, McGrew MJ.
(2015). FGF, insulin, and SMAD signalling cooperate for avian primordial germ cell self-renewal. Stem
Cell Reports, 5 (6):1171-1182. 1F2015:8,01, IF2020:7,765, 140 pkt MNiSW

Morgan K, Martucci N, Kozlowska A, Gamal W, Brzeszczynski F, Treskes P, Samuel K, Hayes P,
Nelson L, Bagnaninchi P, Brzeszczynska J, Plevris J. (2019). Chlorpromazine toxicity is associated

with disruption of cell membrane integrity and initiation of a pro-inflammatory response in the
HepaRG hepatic cell line. Biomedicine & Pharmacotherapy. 111:1408-1416. 1F2019:4,545,
1F2020:6,529, 100 pkt MNiSW

Morgan K, Bryans A, Brzeszczynski F, Samuel K, Treskes P, Brzeszczynska J, Morley S, Nelson,
Hayes P. (2020). Oxygen plasma-treated substrates and specific nanopattern promote early
differentiation and function of HepaRG progenitor cells. Tissue Eng Part A. 26 (19-20): 1064-1076.
1F2020:3,845, 140 pkt MNiSW

Yung DE, Robertson AR, Davie M, Sidhu R, McAlindon M, Rahman I, Patel P, Sinha L, Mason S,
Brzeszczynska J, Douglas S, Plevris JN, Koulaouzidis A. (2021). Double-headed small-bowel
capsule endoscopy: Real-world experience from a multi-centre British study. Digestive and Liver
Disease. 53 (4):461-466. 1F220:4,088, 100 pkt MNiSW

# Autor korespondencyjny.
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(ii) Zestawienie dorobku naukowego w postaci prac opublikowanych w czasopismach jako
materialy z konferencji mi¢dzynarodowych (posiadajacych numer DOI).

1.

10.

11.

Gwozdzinski K, Pienigzek A, Brzeszezynska J, Jegier A. (2009). Changes of the RBC internal viscosity
and erythrocyte membrane properties after single exercise bout. p. 90. In: Abstracts from Europe Meeting
2009 of the Society for Free Radicals Research. Free Radical Research, 43 (8):697-782.
DOI:10.1080/10715760802207914 1F2012:3,279, 1F2020:4,148, 70 pkt MNiSW

Glover J, Whyte J, Brzeszczynska J, Taylor L, Sang HM, McGrew MJ. (2014). Culturing avian
primordial germ cells and novel transposon vectors for transgenesis, p. 193. In: Abstracts from the UC
Davis Transgenic Animal Research Conference IX. Transgenic Research, 23 (1):187-210. DOI:
doi.org/10.1007/511248-013-9761-0 1F2012:2,322, 1F2020:2,788, 70 pkt MNiSW

Brzeszczynska J, Morgan K, Brzeszczynski F, Samuel K, Hayes P, Plevris J. (2018). Towards
understanding the mechanisms of chlorpromazine-induced hepatic toxicity using a human HepaRG-

based mode, S141. In: The International Liver Congress 2018 Abstract Book. Journal of Hepatology,
68(1):S1-S926. DOI: 10.1016/S0168-8278(18)30498-7 1F2015:18,946, 1F1020:25,083, 200 pkt MNiSW
Yung D, Brzeszczynska J, Rahman I, Sinha L, Sidhu R, Patel P, Mason S. (2019). PTU-128 Double-
headed capsule endoscopy: real-world experience from a multicentre British study, p. A58-A59. In: Gut,
68 (2): A1-A269. DOI: 10.1136/gutjnl-2019-BSGADbstracts.117 TF2019:18,819, 1F1029:23,059, 200 pkt
MNiSW

Yung D, Douglas S, Brzeszezynska J, Plevris JN, Koulaouzidis A. (2019). Double-headed small bowel
capsule endoscopy: real-world experience at a tertiary referral centre, p.S9. In: Endoscopy, 51 (4). DOL:
10.1055/s-0039-1681195 1F2019:7,341, 1F2020:10,093, 140 pkt MNiSW

Bailo M, Dunning L, Brzeszczynska J, Mclntosh K, Plevin R, Martin SL, Sergeant GP, Goodyear CS,
Litherland GJ, Lockhart JC, Crilly A. (2019). Reduction of inflammatory cytokine production in chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) epithelial cells by protease activated receptor 2 (PAR2)
antagonism, p. A62-A63. In: Thorax, 74 (Suppl 2): Al-A262. DOI: 10.1136/thorax-2019-
BTSabstracts2019.106 1F2919:10,844, 1F2020:9,139, 140 pkt MNiSW

McCallum K, Dunning L, McGarvey L, Hollywood M, Brzeszczynska J, Crilly A, Lockhart JC,
Litherland GJ. (2019). Proteinase activated receptor-2 induced autophagy dysregulation, p. A49. In:
Thorax, 74 (Suppl 2): A1-A262. DOI: 10.1136/thorax-2019-BTSabstracts2019.81 1F2019:10,844,
1F2020:9,139, 140 pkt MNiSW

Bailo M, Dunning L, Brzeszczynska J, Mclntosh K, Plevin R, Martin SL, Sergeant GP, Goodyear CS,
Litherland GS, Lockhart JC, Crilly A. (2020). Protease activated receptor 2 (PAR2) antagonism reduces
pro-inflammatory cytokine production in bronchial epithelial cells. In: European Respiratory Journal,
56(64): 2292; DOI: 10.1183/13993003.congress-2020.2292 1F2020:16,671, 200 pkt MNiSW

Tarhini F, Dunning L, Crilly A, Brzeszczynska J, McGarvey L, Thornbury K, Goodyear CS, Lockhart
JC, Litherland GJ. (2020). Repeated exposure to hydrogen peroxide enhances TGF-B and LPS dependent
inflammatory responses in BEAS-2B cells. In: European Respiratory Journal, 56(64): 607; DOI:
10.1183/13993003.congress-2020.607 1F2020:16,671, 200 pkt MNiSW

McCallum K, Dunning L, McGarvey L, Hollywood M, Brzeszczynska J, Goodyear C, Lockhart J, Crilly
A, Litherland G. (2020). Regulation of lung autophagy by proteinase-activated receptor 2 activation. In:
European Respiratory Journal, 6:75; DOL: 10.1183/23120541.L.SC-2020.75 1F2020:16,671, 200 pkt
MNiSW

Black K, Mackenzie A, Dunning L, Crilly A, Brzeszczynska J, McGarvey L, Thornbury K Goodyear
CS, Lockhart JC, Litherland GJ. (2020). Murine airway bronchodilation via Proteinase Activated
Receptor 2. In: European Respiratory Journal, 56 (64):1895; DOI: 10.1183/13993003.congress-
2020.1895 1F2020:16,671, 200 pkt MNiSW
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Tarhini F, Crilly A, Brzeszczynska J, McGarvey L, Thornbury K, Goodyear CS, Lockhart JC, GJ
Litherland GJ. (2021). S50 Oxidative stress driven inflammatory responses in lung epithelial cells. In:
Thorax, 76 (1): A31; DOI:10.1136/thorax-2020-BTSabstracts.55 1F2020:9,139, 140 pkt MNiSW

(iii) Zestawienie dorobku naukowego w postaci doniesien konferencyjnych o zasiegu

mi¢dzynarodowym.
1. Pienigzek A, Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Contradictory effects of carbamylation and oxidative

10.

11.

12.

damage on membrane proteins in human red blood cells. 11™ Biennial Meeting of the Society for Free
Radical Research International (16-20 lipiec, 2002), Paryz, Francja.

Pienigzek A, Brzeszczynska J, Gwozdzinski K Comparison of carbamylation and oxidative damage in
lth

membrane proteins in human red blood cells. 11™ Biennial Meeting of the Society for Free Radical
Research International (16-20 lipiec, 2002), Paryz, Francja.
Brzeszczynska J, Gwozdzinski K. Effect of nitric oxide on the internal components of erythrocytes. 13™

Biennial Meeting of the Society for Free Radical Research International, (15-19 sierpien, 2006), Davos,
Szwajcaria.

Brzeszczynska J, Pienigzek A, Jegier A, Gwozdzinski K. Investigation of oxidative changes in human
blood plasma after single bout of exercise in healthy and untrained subjects. Meeting of the Society for
Free Radical Research Europe (5-9 lipiec, 2008), Berlin, Niemcy.

Brzeszczynska J, Ross JA. A robust human satellite cell culture system for the study of microRNA
regulation of myoblast differentiation. International Conference of Muscle Wasting - Molecular
Mechanisms of muscle growth and wasting in health and disease. (18-23 wrzesien, 2011), Ascona,
Szwajcaria.

Brzeszczynska J, Ramaesh K, Dhillon B, Ross JA. Molecular profile of organ culture-stored corneal
limbal epithelium:implications for ex vivo expansion of stem cells. 4™ Limbal Stem Cell Meeting (23
wrzesien, 2011), Nottingham, Wielka Brytania.

Gwozdzinski K, Pieniazek A, Brzeszczynska J, Tabaczar S, Jegier A. Oxidative Stress Parameters in
Erythrocyte Fractions of Different Life Span After Single Exercise Bout in Young Untrained Man. 19
Annual Meeting of the Society for Free Radical Biology and Medicine (SFRBM) (14-18 listopad, 2012),
San Diego, CA, USA.

Gwozdzinski K, Pieniazek A, Czepas J, Brzeszczynska J, Jegier A. Changes in properties of red blood
cells after single exercise bout in type 2 diabetes mellitus patients. Protein Society, 3™ Diabetes Summit
(29-30 kwiecien, 2013), Boston, MA, USA.

Gwozdzinski K, Pienigzek A, Czepas J, Brzeszezynska J, Jegier A, Pawlicki L, Irzmanski R. Changes

in properties of red blood cells after single exercise bout before and after cardiac rehabilitation. 10™
International Congress on Coronary artery disease (13-16 pazdziernik, 2013), Florencja, Wtochy.
Gwozdzinski K, Pienigzek A, Czepas J, Brzeszczynska J, Jegier A, Pawlicki L, Irzmanski R. Cardiac

rehabilitation induce changes in blood plasma properties of ischemic heart disease patients. Oxygen Club
of California-Oxidants and Antioxidants in Biology (7-10 maj, 2014), Davis, CA, USA.

Gwozdzinski K, Pienigzek A, Czepas J, Brzeszczynska J, Jegier A, Pawlicki L, Irzmanski R. Cardiac
rehabilitation induces changes in blood plasma properties of ischemic heart disease patients. 8"
International Society of Antioxidants In Nutrition and Health Congress (5-6 czerwiec, 2014), Lizbona,
Portugalia.

Jacobi C, Brzeszczynska J, Johns N, Degen S, Degen M, Schilb A, Hatakeyama S, Glass D, Roubenoff
R, Greig A, Ross JA, Fearon KCH. Distinct age-related muscle wasting pathways are activated in
samples of human cancer cachexia patients. The 2™ Cancer Cachexia Conference (26-28 wrzesien,
2014), Montreal, Kanada.
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13. Gwozdzinski K, Pienigzek A, Czepas J, Brzeszczynska J, Jegier A, Pawlicki L, Irzmanski R. Alterations
in erythrocyte internal components induced by cardiac rehabilitation. European Association for
Cardiovascular Prevention and Rehabilitation (14-16 maj, 2015), Lizbona, Portugalia.

14. Gwozdzinski K, Pienigzek A, Czepas J, Brzeszczynska J, Jegier A, Pawlicki L, Irzmanski R. The

influence of cardiac rehabilitation on the properties of blood plasma of patients with ischemia heart
disease. Oxygen Club of California World Congress (24-26 czerwiec, 2015), Walencja, Hiszpania.

15. Morgan K, Brzeszczynski F, Brzeszczynska J, Mabbott M, Reynolds P, Anderson G, Morley S, Plevris
J, Hayes P, Gadegaard N, Nelson LJ. Nanotopographical features influence derivation and selection of
reference genes for progenitor cell differentiation protocols. TERMIS-EU 2017 Conference (26-30

czerwiec, 2017), Davos, Szwajcaria.

16. Morgan K, Martucci N, Kozlowska A, Gamal W, Brzeszczynski F, Samuel K, Treskes P, Hayes P,
Nelson LJ, Bagnininchi, P, Brzeszczynska J and Plevris J. Chlorpromazine effect on the structural
integrity of hepatic cell membrane in human HepaRG cells. IBCA Conference (6-8 czerwiec, 2018),
Edynburg, Wielka Brytania.

17. Morgan K, Martucci N, Kozlowska A, Gamal W, Brzeszczynski F, Samuel K, Treskes P, Hayes P,
Nelson LJ, Bagnininchi, P, Brzeszczynska J and Plevris J. Chlorpromazine disrupts structural integrity

of hepatic cell membranes in human HepaRG cells and initiates a pro-inflammatory response. BASL
2018 Annual Meeting (18-21 wrzesien, 2018), York, Wielka Brytania.

18. Bailo M, Dunning L, Brzeszczynska J, Martin SL, Sergeant GP, Goodyear CS, Litherland GJ, Lockhart
JC, Crilly A. Understanding PAR2 matriptase ENaC crosstalk in the lung: implications for COPD. Irish
Thoracic Society Annual Scientific Meeting (21-23 listopad, 2019), Galway, Irlandia.

19. Black K, MacKenzie A, Dunning L, Crilly A, Brzeszczynska J, McGarvey L, Thornbury K, Goodyear
CS, Lockhart JC, Litherland GJ. (2019). Enhanced airway smooth muscle relaxation via proteinase

activated receptor 2. Irish Thoracic Society Annual Scientific Meeting (21-23 listopad, 2019), Galway,
Irlandia.

20. McCallum K, Dunning L, McGarvey L, Hollywood M, Goodyear CS, Brzeszczynska J, Crilly A,
Lockhart JC, Litherland GJ. (2019). Proteinase activated receptor 2 modulates expression of autophagy
markers in murine lungs. Irish Thoracic Society Annual Scientific Meeting (21-23 listopad, 2019),

Galway, Irlandia.
21. Brzeszczynski F, Brzeszczynska J. (2021). The role of pre-operative sarcopenia in emergency

laparotomy setting: A systematic review. TMS International Junior Doctors’ Conference for Aspiring
Surgeons (26 czerwiec, 2021), Londyn, Wielka Brytania (konferencja w trybie on-line).
22. Brzeszczynski F, Brzeszezynska J. (2021). A Systematic Review on the Role of Preoperative Sarcopenia

Detection in Emergency Laparotomy Surgery. 8" International Congress of the World Society of
Emergency Surgery (7-10 wrzesien, 2021), Edynburg, Wielka Brytania (konferencja w trybie on-line).

5.3. Podsumowanie dorobku naukowego oraz wskazniki bibliometryczne

Moj dorobek naukowy obejmuje 25 prac eksperymentalnych 1 przegladowych
opublikowanych w okresach przed i po doktoracie oraz 42 doniesienia zjazdowe.

Po uzyskaniu stopnia doktora opublikowatam 21 prace naukowe o zasiggu miedzynarodowym
w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR).

Moje osiggniecie naukowe, zgloszone do oceny w postepowaniu habilitacyjnym, sktada si¢ z
6 prac opublikowanych w czasopismach z listy JCR. W 4 z nich jestem pierwszym autorem, a w 2
artykutach dodatkowo pehig role autora korespondencyjnego.

Sumaryczna warto$¢ wspolczynnikow oddziatywania Impact Factor (IF) zgodna z rokiem
opublikowania 21 prac po doktoracie wynosi 76,253, a jego aktualna warto$¢ to 94,385 (2030 pkt
MNiSW).
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Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) zgodny z rokiem opublikowania 6 publikac;ji,
wchodzacych w sktad mojego osiggniecia naukowego rowny jest 34,236, natomiast jego aktualna
warto$¢ wynosi 39,051 (750 pkt MNiSW).

Laczna liczba cytowan moich prac wynosi 301 (wg. bazy naukowej ISI Web of Science Core
Collection), a Indeks Hirscha (h-index) ma warto$¢ 10. Natomiast wg. bazy Scopus, sumaryczna liczba
cytowan jest na poziomie 312, a h-index wynosi 11.

Szczegotowe dane bibliometryczne przedstawiono ponizej w Tabeli 3. Natomiast dane
bibliometryczne dla innych moich prac posiadajacych numer DOI, opublikowanych w czasopismach
jako materialy z konferencji miedzynarodowych, prezentuje Tabela 4.

Tabela 3. Podsumowanie danych bibliometrycznych dla prac opublikowanych po uzyskaniu stopnia
doktora.

Wszystkie prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora

Liczba opublikowanych prac w czasopismach z listy JCR 21
Sumaryczna warto$¢ IF zgodnie z rokiem publikacji 76,253
Aktualna sumaryczna wartos¢ IF (z roku 2020) 94,385
Sumaryczna liczba punktow MNiSW 2030 pkt
Calkowita liczba cytowan (wg. bazy Web of Science) 301
Liczba cytowan bez autocytowan (wg. bazy Web of Science) 278
Catkowita liczba cytowan (wg. bazy Scopus) 312
Liczba cytowan bez autocytowan (wg. bazy Scopus) 290
Indeks Hirsha (wg. bazy Web of Science) 10
Indeks Hirsha (wg. bazy Scopus) 11
Prace stanowiace podstawe osiagniecia naukowego
Liczba opublikowanych prac stanowiacych podstawe osiggnigcia naukowego 6
Sumaryczna warto$¢ IF zgodnie z rokiem publikacji 34,236
Aktualna sumaryczna wartos¢ IF (z roku 2020) 39,051
Sumaryczna liczba punktéw MNiSW 750 pkt
Liczba cytowan (wg. bazy Web of Science) 103
Liczba cytowan bez autocytowan (wg. bazy Web of Science) 96
Liczba cytowan (wg. bazy Scopus) 105
Liczba cytowan bez autocytowan (wg. bazy Scopus) 99

Tabela 4. Podsumowanie danych bibliometrycznych dla prac posiadajacych numer DOI,
opublikowanych w czasopismach jako materiaty z konferencji migdzynarodowych.

Prace opublikowane w czasopismach jako materialy z konferencji mi¢gdzynarodowych
Liczba opublikowanych prac w czasopismach z listy JCR 12
Sumaryczna wartos$¢ IF zgodnie z rokiem publikacji 148,218
Aktualna sumaryczna warto$¢ IF (z roku 2020) 159,272
Sumaryczna liczba punktow MNiSW 1900 pkt

Moje publikacje, wchodzace w sktad osiggnigcia zgloszonego we wniosku habilitacyjnym
(publikacje H1-H6 z Tabeli 1), cytowane byly wielokrotnie w innych pracach opublikowanych
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w prestizowych czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR) o wysokich wspotczynnikach
oddziatywania IF oraz wysokiej liczbie punktow MNiSW. Na przyktad, publikacje H1 oraz H2
cytowane byly m.in. w pracach opublikowanych w czasopismie Journal of Cachexia, Sarcopenia and
Muscle (IF2020:12,910, 200 pkt MNiSW):
e Van de Worp i in. (2020). Identification of microRNAs in skeletal muscle associated with lung cancer
cachexia. Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle. 11:452-463.
e Alyodawi i in. (2019). Compression of morbidity in a progeroid mouse model through the attenuation
of myostatin/activin signalling. Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle. 10:662-686.
e Riuzziiin. (2018). Cellular and molecular mechanisms of sarcopenia: the S100B perspective. Journal
of Cachexia, Sarcopenia and Muscle. 9:1255-1268.
Natomiast publikacje H5 oraz H6 cytowane byty m.in. w artykutach opublikowanych w czasopismach
Physiological Reviews (1F2020:37,312, 200 pkt MNiSW), Hepatology (1F2020:17,425, 200 pkt MNiSW)
1 Biomaterials (1F2020:12,479, 200 pkt MNiSW):
e Karagiannis i in. (2019). Induced Pluripotent Stem Cells and Their Use in Human Models of Disease
and Development. Physiol Rev. 99(1):79-114.
e Goldring i in. (2017). Stem cell-derived models to improve mechanistic understanding and prediction
of human drug-induced liver injury. Hepatology. 65: 710-721.
e Gyunggyu i in. (2021). Generation of uniform liver spheroids from human pluripotent stem cells for
imaging-based drug toxicity analysis. Biomaterials. 269: 120529.

5.4. Wspélpraca z osrodkami miedzynarodowymi w zakresie prowadzonych projektow
naukowych
Tematyka mojej dziatalno$ci naukowej, obejmujaca kilka kierunkow badan, umozliwita mi

nawigzanie kilkuletniej wspdlpracy z wieloma renomowanymi jednostkami badawczymi
1 realizowanie wspolnych badan naukowych w zakresie:
(i) Fizjologii wysitku fizycznego:
— Katedra Medycyny Sportowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi -
prof. dr hab. Anna Jegier.
(ii) Aktywnos$ci komorek satelitarnych w atrofii miesniowe;j:
— Division of Health Sciences (Department of Clinical Surgery), Royal Infirmary of
Edinburgh, University of Edinburgh, Wielka Brytania - prof. Kenneth Fearon
— Division of Health Sciences (Department of Orthopaedics and Trauma), Royal Infirmary
of Edinburgh, University of Edinburgh, Wielka Brytania - prof. Hamish Simpson
— Harvard Medical School and Harvard Stem Cell Institute, Harvard University, Boston,
MA, USA - dr David Glass
— Novartis Institute for Biomedical Research (NIBR), Bazylea, Szwajcaria - prof. Ronenn
Roubenoff i dr Carsten Jacobi
— School of Sport, Exercise and Rehabilitation Sciences, University of Birmingham, Wielka
Brytania - prof. Carolyn Greig
— NUTRIM School of Nutrition and Translational Research in Metabolism, Maastricht
University, Holandia - prof. Annemie Schols.
(iii) Limbalnych komoérek macierzystych:
— Tennent Institute of Ophthalmology, Gartnavel General Hospital, Glasgow, Wielka
Brytania - dr Kanna Ramaesh
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— SNBTS Cellular Therapy Group, MRC Centre for Regenerative Medicine, Edynburg,
Wielka Brytania - Mrs. Kay Samuel.
(iv) Reprogramowania i roznicowania iPSCs:
—  Peking University Institute of Hematology, Peking University People's Hospital, Pekin w
Chinach - dr Jing Liu
— SNBTS Cellular Therapy Group, MRC Centre for Regenerative Medicine, Edynburg,
Wielka Brytania - Mrs. Kay Samuel.
(v) Biotechnologii i inzynierii tkankowe;j:
— Boehringer Ingelheim Pharma GmbH, Biberach an der Riss, Niemcy - dr Mario Beilmann
— Bioreactor Group, Charité-Universititsmedizin Berlin (szpital uniwersytecki afiliowany
przy Humboldt University oraz Free University Berlin), Berlin, Niemcy - dr Katrin
Zeilinger.
(vi) Aplikacji komorek macierzystych w badaniach hepatocytotoksycznosci lekowe;:
— Centre for Liver and Digestive Disorders, Hepatology Laboratory, University of
Edinburgh, Edynburg, Wielka Brytania - prof. John Plevris i prof. Peter Hayes.
(vii) Embriologii:
— Roslin Institute w The Royal (Dick) School of Veterinary Studies, University of
Edinburgh, Edynburg, Wielka Brytania - dr Mike McGrew.
(viii) ProcesOw regeneracyjnych ptuc oraz rozwoju kacheksji w POChP:
— School of Medicine, Dentistry and Biomedical Sciences, Queen’s University Belfast
(QUB), Belfast, Wielka Brytania - dr Fionnuala Lundy
—  Centre for Regenerative Medicine, University of Edinburgh, Edynburg, Wielka Brytania
- dr Elaine Emmerson.

5.5. Udzial w projektach badawczych

Moje prace naukowo-badawcze obejmuja tacznie 11 projektow, w tym stanowia cze$¢ trzech
duzych europejskich programow w obszarze medycyny regeneracyjnej i translacyjnej: (1)
StemBANCC IMI Collaborative Project (www.stembancc.org); (2) EndoVESPA (www.endoo-
project.eu) oraz (3) BREATH Border Regions Airways Training Hub (www.breath-copd.org), w
ktorych pelnitam wiodacg role 1 bylam odpowiedzialna za realizacj¢ poszczego6lnych etapow badan.

Wykaz projektow badawczych

2006-2007 Kierownik projektu British-Polish Young Scientists Programme przyznanego
przez British Council, grant nr. WAR/341/51 - , Exercise-induced changes in
erythrocytes membrane function and structure studied by spin-label EPR” - School
of Life Sciences (SLS), Heriot-Watt University, Wielka Brytania; Uniwersytet
t.6dzki; Uniwersytet Medyczny w Lodzi.

2007-2010 Glowny wykonawca grantu badawczego MNiSW, grant nr. N 404 10L7 33 -, Czy
proby wysitkowe mogq indukowaé zmiany w  strukturze erytrocytow oraz
w wybranych parametrach osocza cztowieka” - Katedra Biofizyki Molekularnej,
Uniwersytet £.odzki.

2009-2011 Glowny wykonawca grantu badawczego przyznanego przez Edinburgh and
Lothians Health Foundation - , Corneal limbal stem cells and differentiation:
Molecular profile of human embryonic stem cell-derived corneal epithelial cells” -
Medical Research Centre for Regenerative Medicine, University of Edinburgh,
Wielka Brytania.
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2010-2014 Gléwny wykonawca grantu badawczego MNiSW, grant nr. N 404 1784 40 -
., Wptyw proby wysitkowej na zmiany w strukturze erytrocytow oraz wybranych
parametrow osocza krwi u mezczyzn z chorobg niedokrwienng serca poddanych
rehabilitacji kardiologicznej” - Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet
Lodzki.

2010-2012 Kierownik projektu w ramach programu The Daphne Jackson Trust
finansowanego przez The Leverhulme Trust - ,, Satellite stem cells role in muscle
pathophysiology of cancer cachexia” - Medical Research Centre for Regenerative
Medicine, University of Edinburgh, Wielka Brytania.

2012-2013 Wykonawca grantu Institute Strategic Grants BB/J004316/1, BB/J004219/1
przyznanego przez Biotechnology and Biological Sciences Research Council
(BBSRC) - ,, Culturing avian primordial germ cells and novel transposon vectors for
transgenesis” - Roslin Institute, The Royal (Dick) School of Veterinary Studies,
University of Edinburgh, Wielka Brytania.

2013-2015 Glowny wykonawca grantu badawczego przyznanego przez Dr Hadwen Trust -
A scalable system for the production of human induced pluripotent cell (hiPSC)-
derived, functionally-mature hepatocytes for replacement of animal toxicology
testing” - Medical Research Centre for Regenerative Medicine, University of
Edinburgh, Wielka Brytania.

2014-2017 Gléwny wykonawca grantu badawczego w ramach StemBANCC (IMI, EFPIA)
Collaborative Project -“Stem cells for biological assays of novel drugs and
predictive toxicology” oraz kierownik zadania badawczego pt. “Functional
characterisation of iPSCs derived hepatocytes” - Medical Research Centre for
Regenerative Medicine, University of Edinburgh, Wielka Brytania.

2015-2016 Glowny wykonawca grantu Research Grant BB/L023687/1 przyznanego przez
Biotechnology and Biological Sciences Research Council (BBSRC) -
., Nanopatterned Human Liver BioChips for Drug Hepatotoxicity Screening” - Centre
for Liver and Digestive Disorders, Hepatology Laboratory, University of Edinburgh,
Wielka Brytania.

2017-2018 Wykonawca grantu EndoVESPA European grant (H2020-1CT-24-2015 (GA:
688592)) - ,, Endoscopic Versatile robotic guidancE, diagnoSis and theraPy of
magnetic-driven soft-tethered endoluminAl robots (EndoVESPA)” - Centre for Liver
and Digestive Disorders, Hepatology Laboratory, University of Edinburgh, Wielka
Brytania.

2018-2021 Koordynator projektu edukacyjno-naukowego BREATH (Border and Regions
Airways Training Hub) przyznanego przez Europejski program badawczy
w ramach INTERREG V-A INTERREG V-A United Kingdom-Ireland
(Ireland-Northern Ireland-Scotland) - Institute of Biomedical and Environmental
Science (IBEHR), University of the West of Scotland, Wielka Brytania.

5.6. Nagrody

Prowadzone przeze mnie badania w ramach 5 z 11 projektow badawczych wymienionych powyzej
w sekcji 5.5. zostaty zrealizowane dzigki nagrodom 1 stypendiom naukowym (Fellowships), przyznanym
mi w drodze konkursow.

Lista nagrod i stypendiow

2006 Nagroda British Council dla mlodych naukowcéw (British-Polish Young Scientists
Programme) na rozwoj wspolpracy migdzynarodowe;j.

2009 Stypendium naukowe Edinburgh and Lothians Health Foundation na prowadzenie
badan wlasnych w Medical Research Centre for Regenerative Medicine, University of
Edinburgh, Wielka Brytania.

2010 Stypendium naukowe The Daphne Jackson Trust finansowane przez The
Leverhulme Trust na prowadzenie badan wtasnych w Medical Research Centre for
Regenerative Medicine, University of Edinburgh, Wielka Brytania.

45



Autoreferat — Joanna Brzeszczynska

2013 Stypendium naukowe otrzymane z fundacji Dr Hadwen Trust na prowadzenie badan
wlasnych w Medical Research Centre for Regenerative Medicine, University of
Edinburgh, Wielka Brytania.

2014 Stypendium naukowe konsorcjum StemBANCC (IMI, EFPIA) Collaborative
Project na prowadzenie badan wlasnych w Medical Research Centre for Regenerative
Medicine, University of Edinburgh, Wielka Brytania.

Dokumenty potwierdzajace uczestnictwo w powyzszych projektach badawczych oraz uzyskane
nagrody opisane w sekcjach 5.5 1 5.6 znajduja si¢ w Zataczniku 6.

5.7. Informacja o wystapieniach na mi¢dzynarodowych konferencjach naukowych
z wyszczegolnieniem przedstawionych wykladow na zaproszenie oraz przewodniczenie sesji
na konferencjach naukowych i udzial w komitetach organizacyjnych

Wystgpienia na miedzynarodowych konferencjach naukowych

2008 “Structural alterations of erythrocyte membrane components induced by exhaustive
exercise”, 1 Annual Research Conference of the Scottish Universities Sports Related
Academic Group (SUSRAG). A Showcase of Sport and Exercise Research in Scotland
(14 kwietnia, 2008), Dundee, Wiclka Brytania (prezentacja ustna).

2014 “Myogenesis in cancer cachexia’, Edinburgh Muscle Meeting, Royal Infirmary Hospital,
Department of Clinical Surgery (13-14 styczen, 2014), Edynburg, Wielka Brytania. (wyklad
plenarny)

2014 “iPSCs models in drug safety”. StemBANCC Annual Meeting (15-17 kwietnia, 2014),
Lubeka, Niemcy (prezentacja ustna).

2015 “Aging/sarcopenia: in vitro and biopsy data”, Edinburgh Muscle Meeting, Royal Infirmary
Hospital, Department of Clinical Surgery (11-12 lutego, 2015), Edynburg, Wielka Brytania
(wyklad plenarny).

2015 “Phenotypic and functional analysis indicate that iPSCs cell-derived hepatocyte-like cells

have foetal rather than adult characteristics”. StemBANCC Annual Meeting (21-23
wrze$nia, 2015), Kopenhaga, Dania (prezentacja ustna).

2019 “An overview of the technical capabilities across BREATH”. BREATH Annual Conference,
Queens University Belfast (QUB) (19-21 czerwca, 2019), Belfast, Wielka Brytania (wyklad
plenarny).

2021 “The Effect of Sarcopenia on Outcomes Following Orthopaedic Surgery: A Systematic

Review”. British Orthopaedic Research Society (BORS) Meeting 2021 (13-14 wrzesien,
2021), Edynburg, Wielka Brytania (artykut przyjety do prezentacji ustnej).

Wyktady wygloszone na zaproszenie
2013 “Molecular profiles of organ culture-stored corneal limbal epithelium: Implications for ex vivo
expansion of stem cells”, Research Seminar, Roslin Institute, The Royal (Dick) School of
Veterinary Studies (15 kwietnia, 2013), Edynburg, Wielka Brytania.

2014 “Pancreatic cancer and muscle loss”, Cancer Research UK Meeting, Royal Infirmary
Hospital, Department of Clinical Surgery (12 lutego, 2014), Edynburg, Wielka Brytania.
2015 “Loss of oxidative defense and potential blockade of satellite cell maturation in the skeletal

muscle of patients with cancer but not healthy elderly”, Research Seminar, Genomics
Institute of the Novartis Research Foundation (20 lipca, 2015), San Diego, CA, USA.

2020 “Quantitative Real-Time PCR application”, BREATH INTERREG Virtual Workshop
(9 czerwca, 2020), Glasgow, Wielka Brytania.

Przewodniczenie sesji na konferencjach naukowych i udzial w komitetach organizacyjnych

2014 Edinburgh Muscle Meeting, Royal Infirmary Hospital, Department of Clinical Surgery (13-
14 stycznia, 2014), Edynburg, Wielka Brytania — Czlonek Komitetu Organizacyjnego.

46



Autoreferat — Joanna Brzeszczynska

2019 BREATH Annual Conference (19-21 czerwca, 2019), Queens University Belfast (QUB),
Belfast, Wielka Brytania — Przewodniczaca Sesji Naukowej.

2020 BREATH Virtual Conference (15-17 czerwca, 2020), University of the West of Scotland,
Glasgow, Wielka Brytania — Przewodniczaca Sesji Naukowej.

2021 BREATH Virtual Conference (21-23 czerwca, 2021), Dundalk Institute of Technology
(DIT), Dundalk, Irlandia — Przewodniczaca Sesji Naukowej.

5.8. Czlonkostwo w komitetach redakcyjnych czasopism oraz informacja o recenzowaniu
artykuléw naukowych
Jestem cztonkiem komitetu redakcyjnego czasopisma Bone & Joint Research z listy JCR

(IF2020:5,853, 100 pkt MNiSW), w ktérym peli¢ funkcje Specialty Editor jako redaktora
odpowiedzialnego za prace dotyczace komodrek macierzystych, atrofii migsniowej oraz miRNA.

Wykontam recenzje artykutéw dla czasopism naukowych o zasiggu mi¢dzynarodowym, m.in.
dla: Bone & Joint Research, Journal of Functional Biomaterials, Bioengineering, Journal of Cell
Science, Genetics and Molecular Biology, Applied Sciences, Gastroenterology Research and Practice,
Free Radical Research, Acta Pharmacologica Sinica oraz Acta Physiologica.

5.9. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych
Obecnie jestem cztonkiem nastepujacych towarzystw naukowych:
— Polskie Towarzystwo Biochemiczne (PTBioch)
— Federation of European Biochemical Societies (FEBS)
— Polskie Towarzystwo Biofizyczne (PTBF)
— European Biophysical Societies' Association (EBSA)
— European Respiratory Society (ERS)
— British Association for Lung Research (BALR)
— Daphne Jackson Fellows Association

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke

6.1. Dzialalnos¢ dydaktyczna

6.1.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska UL*

1995-2000 Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych z przedmiotow: ,,Podstawy statystyki”
i,,Biofizyka” dla studentéw 1 roku studidow na kierunku Biologia oraz
»Biochemia kliniczna” dla studentow 111 roku studiow na kierunku Biologia.

2009-obecnie Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych z przedmiotu ,,Pracownia specjalistyczna
11 stopnia” dla studentow I roku studiow Il stopnia (magisterskich) na kierunku
Biotechnologia.® Do programu tego przedmiotu wprowadzitam po raz pierwszy
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska nowe specjalistyczne zajecia
teoretyczne i praktyczne z zakresu technologii komoérek macierzystych oraz
analiz molekularnych. Zajecia te sa bardzo wysoko oceniane przez studentow.

4 Ograniczenia, wynikajgce z wymiaru godzin dydaktycznych dla nauczycieli akademickich zatrudnionych na 1/4
etacie adiunkta (57.5 godz.), na ktérym pracuj¢ od roku 2009 w Katedrze Biofizyki Molekularnej na Wydziale
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego, nie pozwalaty mi na prowadzenie zaje¢ dydaktycznych w
wickszym zakresie, jak roéwniez na pelnienie funkcji opiekuna/kierujacego/promotora pomocniczego prac
licencjackich, magisterskich czy doktorskich na Uniwersytecie Lodzkim.

5 W ankietach prowadzonych przeze mnie zaje¢ na UL studenci regularnie oceniali poziom moich zaje¢ jako bardzo
wysoki. Srednia arytmetyczna w wickszosci pytan w systemie USOS osiagata poziom 5 w skali od 2 do 5.
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6.1.2. Dzialalnos$¢ dydaktyczna na uczelniach zagranicznych

2006-2008 Prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych na Heriot-Watt University w Edynburgu
z przedmiotu ,,Statistical Methods in Life Sciences” w ramach modutu ,,Research in
Humans” dla studentow studiow magisterskich w School of Life Sciences.
Przygotowanie tych zaje¢ wymagato ode mnie zapoznania si¢ z metodykg pracy
dydaktycznej na brytyjskich uczelni oraz poglebienia wiedzy w zakresie metod
statystycznych stosowanych w badaniach biomedycznych. Zdobyte doswiadczenie
w opracowaniu i prowadzeniu tych zaje¢ pozwolito mi naby¢ nowe umiejg¢tnosci
dydaktyczne w anglojezycznym systemie szkolnictwa wyzszego.

2014-2017 Prowadzenie specjalistycznych kursow z reprogramowania i hodowli ludzkich
indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych (hiPSCs) dla
stypendystow programu europejskiego w ramach konsorcjum StemBANCC
(IMI, EFPIA). Szkolenia prowadzitam réwniez dla naukowcow, m.in. koncernu
farmaceutycznego Boehringer Ingelheim Pharma GmbH w Biberach an der Riss
w Niemczech, Bioreactor Group w Charité-Universititsmedizin Berlin
w Niemczech oraz Innsbruck Medical University w Austrii.

2018-obecnie Prowadzenie seminaridow ,,Research Seminars” dla doktorantow studidow
doktoranckich w School of Health and Life Sciences na University of the West
of Scotland, Glasgow, Wielka Brytania.

2018-obecnie Prowadzenie seminariow ,,Journal Club” dla doktorantow programu BREATH,
University of the West of Scotland, Glasgow,Wielka Brytania.

2018-obecnie Udziat w interdyscyplinarnym przygotowaniu mtodej kadry akademickiej do
szerzenia wiedzy z zakresu chorob ptuc w ramach projektu edukacyjno-naukowego
BREATH. W projekcie petnie funkcje koordynatora naukowo-dydaktycznego dla 5
doktorantow na University of the West of Scotland.
Prowadze takze specjalistyczne kursy z zakresu hodowli progenitorowych komorek
macierzystych oraz z zakresu analiz molekularnych dla stypendystow programu
BREATH.

6.1.3. Opieka nad pracami doktorskimi

2006-2008 Nadzorowanie prac eksperymentalnych z zakresu hodowli mysich komorek
mig$niowych (C2C12) oraz analiz molekularnych ekspresji microRNA w pracy
doktorskiej dr Robina A McGregora z School of Engineering and Physical Sciences,
Heriot-Watt University, Edynburg, Wieclka Brytania (temat pracy doktorskiej:
wkeletal muscle microRNAs in human cancer cachexia and Type 2 diabetes”™).

2013-2015 Nadzorowanie prac eksperymentalnych z zakresu analiz molekularnych ekspresji
gendéw w pracy doktorskiej dr Neila Johnsa z Department of Clinical Surgery,
Royal Infirmary of Edinburgh, University of Edinburgh, Edynburg, Wielka
Brytania (temat pracy: ,,Phenotypes and genetic markers of cancer cachexia’).

2015-2018 Nadzorowanie prac badawczych z zakresu analiz molekularnych ekspresji genow
w pracy doktorskiej dr Katie Morgan z Centre for Liver and Digestive Disorders,
Hepatology Laboratory, University of Edinburgh, Edynburg, Wielka Brytania
(temat pracy: ,.Formulating an improved in vitro hepatic model for drug
development and toxicity testing”).

2016-2019 Promotor pomocniczy pracy doktorskiej dr Maurice’a Griffina z Department of
Orthopaedics and Trauma, Royal Infirmary of Edinburgh, University of Edinburgh,
Edynburg, Wielka Brytania (temat pracy: ,,Muscle factors and demographic
characteristics  affecting early functional outcome following total knee
arthroplasty™).
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Koordynator 5 prac doktorskich wykonywanych w ramach projektu BREATH na

University of the West of Scotland, Glasgow, Wielka Brytania. Praca koordynatora
obejmuje nadzorowanie prac badawczych oraz prowadzenie szkolen dla
doktorantow w zakresie technik laboratoryjnych wykorzystywanych w biologii
molekularnej i biologii komorki.

6.2. Dzialalnos¢ popularyzujaca nauke

marzec 2014

~Pancreatic Cancer UK Visit” — Spotkanie z pacjentami z kacheksja nowotworowa,

Edinburgh Royal Infirmary Hospital, Edynburg, Wielka Brytania.

luty 2015

,»tem Cell Revolution” — Zajecia dla licealistow w ramach przedmiotu Biology na

poziomie Highers oraz Advanced Highers, Balerno Community High School
w Edynburgu, Wielka Brytania.

czerwiec 2019

Glasgow Science Fair — Prelekcje dla dzieci szkot podstawowych z okrggu zachodniej

czesei Szkocji, University of the West of Scotland, Glasgow, Wielka Brytania.

listopad 2019

World COPD Day 2019 — Wsp6lorganizowanie obchodéw Swiatowego Dnia POChP,

University of the West of Scotland, Glasgow, Wielka Brytania.

7. Zagraniczne staze naukowe i szkolenia

Staie naukowe

01.08.2003 - School of Life Sciences, Arizona State University (ASU), Tempe, AZ, USA
28.02.2004 Biology Department, Scottsdale Community College, Scottsdale, AZ, USA.
03.08.2009 - Tissue Injury and Repair Group, Medical Research Centre for Regenerative
31.12.2012 Medicine, Division of Health Sciences, University of Edinburgh, Edynburg,
Wielka Brytania.
Szkolenia
sierpien 2003 - Szkolenia dydaktyczno — jezykowe w ramach kursu ACL, Arizona State
luty 2004 University (ASU), Tempe, AZ, USA.
pazdziernik 2010 - (i) Professional Skills Workshop; (i7) Media Skills Workshop;
pazdziernik 2012 (iii) Presentation Skills Course; (iv) Networking Skills Workshop,
The Daphne Jackson Trust Training Sessions, Londyn, Wielka Brytania.
pazdziernik 2009 Flow Cytometry Course, Centre for Inflammation Research, Queen’s Medical
Research Institute, University of Edinburgh, Edynburg, Wielka Brytania.
listopad 2010 Pluripotent Stem Cell Training Course, Roslin Cellab and Stemcell
Technologies, Edynburg, Wielka Brytania. Uzyskanie certyfikatu specjalisty
ds. technologii komorek macierzystych.
lipiec 2013 Biogazelle’s qPCR Training Course, Biogazelle, Londyn, Wielka Brytania.

wrzesien 2015

maj 2018

kwiecien 2019

luty 2020

Uzyskanie certyfikatu Biogazelle gbase+.

Szkolenie z miedzysektorowej mobilnosci doswiadczonych naukowcoéw oraz
mozliwosci prowadzenia badan naukowych poza sektorem akademickim.
StemBANCC Course, NovoNordisk, Kopenhaga, Dania.

(i) Writing Research Proposals for the College of Medicine and Veterinary
Medicine oraz (ii) Collaborative Writing and Publishing, University of
Edinburgh, Edynburg, Wielka Brytania.

Tissue Biopsies Training Part A. BREATH Course, School of Medicine,
Dentistry and Biomedical Sciences na Queen’s University Belfast (QUB),
Belfast, Wielka Brytania.

Tissue Biopsies Training Part B. BREATH Course, Leicester Medical
School, University of Leicester, Leicester, Wielka Brytania.

8. Pozostale informacje dotyczace kariery zawodowej

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora w grudniu 1999 podjetam prace na stanowisku
Clinical Research Associate w firmie farmaceutycznej Merck, Sharp and Dohme (MSD) w
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Warszawie, w ktorej pracowatam do lipca 2003. W ramach swoich obowigzkow na tym stanowisku
monitorowatam badanie kliniczne COX-2 selektywnego, niesterydowego leku przeciwzapalnego
rofecoxib, przeznaczonego do objawowego leczenia stanu zapalnego 1 bdélu w chorobie
zwyrodnieniowej 1 reumatoidalnym zapaleniu stawéw. Moje zadania obejmowaly monitorowanie
medyczno-prawnych aspektow badania oraz projektowanie i koordynacje poszczegdlnych jego
etapow. Realizacja tych zadan wymagata ode mnie ustawicznego doskonalenia si¢ w wiedzy
medycznej. Zdobyte doswiadczenia w zakresie implementacji tzw. Dobrej Praktyki Badan
Klinicznych wraz z umiejetnosciami przetwarzania danych w badaniach klinicznych, okazaly si¢
bardzo pomocne na pézniejszym etapie mojego rozwoju naukowego oraz w pracy w
wieloosrodkowym badaniu klinicznym w europejskim projekcie EndoVESPA.
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