Rozprawa doktorska:

CZYNNIKI REGULUJACE TRANSFORMACJE FIBROBLASTOW OSKRZELOWYCH W
MIOFIBROBLASTY U CHORYCH NA ASTME

Wprowadzenie: Astma oskrzelowa jest coraz powszechniej wystepujaca przewlekta choroba
zapalng drég oddechowych. Stanowi zapalnemu toczacemu sie w oskrzelach towarzysza
wieloetapowe procesy przebudowy ich $ciany. W procesie remodelingu biorg udziat komoérki
strukturalne oskrzeli, komérki uktadu odpornosciowego, a takze liczne substancje wydzielane
przez te komorki. Za zwiekszenie sie grubosci $ciany drzewa oskrzelowego, ktore stwierdza sie
u 0s6b chorych na astme oskrzelowa odpowiedzialne jest obok przerostu miesniowki gtadkiej
zwléknienie podnabtonkowe, w ktérym szczegdlng role odgrywaja fibroblasty i miofibroblasty
oraz biatka macierzy pozakomoérkowej. Jednym z najwazniejszych czynnikéw wywotujacych
réznicowanie fibroblastéw w miofibroblasty (FMT) zaré6wno w warunkach in vitro jak i in vivo,
jest transformujacy czynnik wzrostowy typu  (TGF-[). Badania wskazuja, Ze moze on réwniez
wspotdziata¢ z innymi czynnikami wzrostu, w tym z czynnikiem wzrostowym tkanki tgcznej
(CTGF), w indukowaniu procesu FMT. TGF-B moze aktywowal rdézne wewngtrzkomoérkowe
szlaki przekazu sygnatu, prowadzace miedzy innymi do zwiekszonej ekspresji genéw
profibrotycznych. Z drugiej strony wiadomo takze, Ze na proces FMT moze wptywac¢ aktywacja
$ciezek sygnatowych niezaleznych od TGF-B. W ostatnich latach w badaniach prowadzonych
przez dr hab. Marte Michalik stwierdzono wyzZszy, indukowany przez TGF-f; potencjal FMT
ludzkich fibroblastow oskrzelowych (HBFs) wyizolowanych od chorych na astme (AS), w
poréwnaniu do komoérek pochodzacych od oséb, u ktérych wykluczono te chorobe (NA).
Pozwolito to na sformutowanie hipotezy o istnieniu réznic miedzy komoérkami wyizolowanymi
od os6b z grup AS i NA, ktére predysponujg fibroblasty astmatykéw do réznicowania w
miofibroblasty. Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy stanowia prébe
wyjasnienia mechanizmoéw lezacych u podstaw zaobserwowanych réznic.

Cele: Celem pracy byto zbadanie wptywu czynnikéw mogacych regulowac stymulowane TGF-f
réznicowanie fibroblastbw oskrzelowych w miofibroblasty i poréwnanie efektow ich
oddziatywania na ten proces w kontekscie astmy oskrzelowej. Cele szczegétowe obejmowaty
zbadanie skutkéow aktywacji szlaku WNT na stymulowany przez TGF-1 proces FMT, okresSlenie
wplywu tego czynnika na zdolnos$¢ fibroblastow oskrzelowych do produkcji CTGF, a takze
przesledzenie udziatu CTGF w wywotanym przez TGF-f31 procesie FMT.

Metody: Doswiadczenia zostaly wykonane w modelu in vitro, ktéry stanowity hodowle
fibroblastow oskrzelowych wyizolowane z wycinkéw bronchoskopowych od pacjentéw z astmg
oskrzelowa, oraz od oséb, u ktérych w badaniach diagnostycznych wykluczono te chorobe. Do
oceny potencjatu FMT wykorzystano wspoéiczesne metody biologii komérki i biologii
molekularnej: mikroskopie kontrastowo-fazowa i fluorescencyjng, Real-Time PCR, techniki:
immunocytofluorescencyjne, immunoblotu oraz immunoadsorpcyjne, a takze wyciszenie
ekspresji gen6w przy uzyciu siRNA.

Wyniki: Przeprowadzone za pomocg réznych metod badania potencjatu FMT fibroblastow
oskrzelowych wykazaty, ze w komoérkach pochodzacych od astmatykow aktywacja szlaku WNT,
powoduje spadek indukowanej TGF-fB:1 ich zdolno$ci do réznicowania w miofibroblasty.
Odwrotny efekt zaobserwowano w populacjach HBFs pochodzacych od oséb, u ktérych
wykluczono astme oskrzelowg, gdzie aktywacja szlaku WNT powodowata wzrost
stymulowanego przez TGF-B1 potencjatu FMT. W trakcie realizacji doSwiadczen po raz pierwszy
wykazano takze, ze pod wptywem TGF-f3;, fibroblasty oskrzelowe pochodzace od astmatykow sa



zdolne do ekspres;ji, syntezy i wydzielania CTGF. Efekt ten, cho¢ znacznie stabszy, obserwowano
takze w populacjach, HBFs, pochodzacych z grupy osoéb, u ktéorych wykluczono astme
oskrzelowa. Co wiecej wykazano rowniez addytywnos$¢ dziatania TGF-f1 i CTGF w kierunku
indukcji procesu FMT, w komoérkach pochodzacych z obydwu badanych grup, jednak w
fibroblastach pobranych od astmatykéw efekt ich wspélnego dziatania byt silniejszy. Po raz
pierwszy dowiedziono takze niezwykle istotnej roli CTGF w przebiegu réznicowania
fibroblastow oskrzelowych astmatykéw w miofibroblasty. Wyniki te uzyskano w serii
eksperymentéw, w trakcie ktorych wyciszono ekspresje tego czynnika wzrostu w fibroblastach
pochodzgcych od astmatykéw, co w rezultacie doprowadzilo do istotnego statystycznie
obnizenia ich indukowanego przez TGF-f31 potencjatu FMT.

Whioski: W ramach przeprowadzonych doswiadczenn wykazano, ze w stymulowanym przez
TGF-B1 réznicowaniu w miofibroblasty HBFs pochodzacych z obydwu badanych grup znaczaca
role odgrywa aktywacja szlaku WNT. W fibroblastach astmatykéw wzbudzenie tego szlaku
powoduje zahamowanie stymulowanego przez TGF-1 réznicowania w miofibroblasty, podczas
gdy w komoérkach pobranych z grupy NA obserwuje sie odwrotny efekt i wzmocnienie
stymulowanego przez TGF-1 potencjatu FMT. W procesie fenotypowego przejscia fibroblastow
w miofibroblasty uczestniczy réwniez CTGF. Odmienna reaktywno$¢ HBFs pochodzacych z
obydwu badanych grup wyrazajaca sie réznym potencjatem FMT potwierdza hipoteze o
istnieniu réznic epigenetycznych miedzy fibroblastami pochodzacymi od oséb chorych na astme,
a tymi pobranymi od oso6b, u ktérych wykluczono te chorobe. Uzyskane w trakcie realizacji pracy
wyniki przyczynia sie do lepszego poznania mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie
miofibroblastéw w odpowiedzi na czynniki o udowodnionym dziataniu profibrotycznym, co w
przyszto$ci moze wptyna¢ na poszukiwania nowych celéw terapeutycznych w przeciwdziataniu
procesom remodelingu drzewa oskrzelowego w astmie.
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