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¢) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego

wykorzystania.

Udziat biatek adhezyjnych oraz cytokiny Sdf-1 w réznicowaniu i mobilizacji komérek macierzystych

do uszkodzonych migsni szkieletowych

Roznicowanie miogeniczne w przebiegu regeneracji miesni szkieletowych

Uszkodzone migénie szkieletowe majg zdolno$¢ do odbudowy swojej struktury [praca
przegladowa (Moraczewski i wsp., 2008)]. Rekonstrukcja tkanki mieéniowej mozliwa jest dzieki
zwigzanym z wtéknami mie$niowymi unipotentnym komérkom macierzystym nazywanym komadrkami
satelitowymi [praca przegladowa (Relaix i wsp., 2012; Archacka i wsp., 2013)]. Pierwsze opisy
regeneracji migsni pochodza juz z 1849 roku (Rokitansky, 1849), a komérek satelitowych z 1961 roku,
kiedy to ich obecno$¢ w miesniach zaby opisato niezaleznie dwéch badaczy, a byli to Alexander Mauro
(Mauro, 1961) i Bernard Katz (Katz i wsp., 1961). Udziat komérek satelitowych w regeneracji miesni
myszy zostat opisany w 1965 roku przez Shafiqa i Goryckiego (Shafiq i wsp., 1965). W publikacji z 1968
roku Mauro, Shafiq i Gorycki udowodnili, ze komérki satelitowe odgrywaja takze role w zachodzacym
w okresie pourodzeniowym wzroscie miesni (Shafiq i wsp., 1968). W tym czasie jgdra komorek
satelitowych stanowig od 30 do 35% wszystkich jader komdrkowych obecnych w miesniu (mysz,
szczur), natomiast u dorostych organizméw procent ten wynosi ponizej 5 (Allbrook i wsp., 1971;
Schultz, 1974). Zatem liczba komorek satelitowych gwattownie spada podczas dojrzewania organizmu.
Kolejne badania polegajgce przede wszystkim na izolacji i hodowli komérek satelitowych w warunkach
in vitro, a takze ich transplantacji, pozwolity na zgtebienie wiedzy na temat roli komérek satelitowych
we wzroscie i regeneracji migsni szkieletowych [praca przegladowa (Scharner i wsp., 2011)].

Rekonstrukcje miesnia poprzedza mioliza uszkodzonych widkien migsniowych. W ciggu
pierwszych kilku godzin po uszkodzeniu do tkanki miesniowej naptywajg neutrofile, ktére sg w niej
obecne jedynie przejéciowo, po uptywie 36 - 48h nie s3 juz bowiem wykrywane w miesniu. Liczba
makrofagéw obecnych w miesniu zaczyna wzrasta¢ kilka godzin po uszkodzeniu i zwieksza sie przez
okoto 3 - 4 dni. Makrofagi prozapalne o fenotypie M1 fagocytujg uszkodzone wtékna miesniowe i
poprzez czasteczki adhezyjne, a takie produkowane mitogeny (II-6, ang. interleukin-6; TNF-a, ang.
tumor necrosis factor-a; G-CSF, ang. granulocyte colony stymulating factor), stymulujg proliferacje
komérek satelitowych. Pojawiajace sie pozniej makrofagi przeciwzapalne o fenotypie M2 poprzez
wydzielanie cytokin i czynnikdw wzrostu, na przyktad TGF-B (ang. tumor growth factor), stymuluja

réznicowanie miesniowych komaérek prekursorowych, a wigc komérek wywodzacych sie z komdrek




satelitowych. W momencie zakonczenia rdznicowania komarek prekursorowych w mioblasty oraz
rozpoczecia ich fuzji i tworzenia miotub liczba makrofagédw gwattownie spada [praca przegladowa
(Saclier i wsp., 2013)].

Do aktywacji komérek satelitowych dochodzi po uszkodzeniu tkanki miesniowej, ktére moze
by¢ spowodowane np. aktywnoscig fizyczng (EIMD, ang. excercise-induced muscle damage lub
eccentric-induced muscle damage), urazami mechanicznymi, chemicznymi lub chorobami (omdéwione
ponizej). W warunkach eksperymentalnych uszkodzenie tkanki miesniowej moze by¢ wywotane
mechaniczne, poprzez zmrozenie lub zastosowanie miotoksyn - na przykfad kardiotoksyny.
Kardiotoksyna izolowana z jadu kobry Naja naja, powoduje perforacje bton komérkowych i aktywacje
fosfolipazy C, w wyniku czego dochodzi do zaburzen w funkcjonowaniu kanatéw jonowych,
depolaryzacji i degradacji bton komoérkowych wiékien miesniowych (Lin Shiau i wsp., 1976). Aktywacja
komdrek satelitowych, ktére w dojrzatym migsniu pozostajg w stanie spoczynkowym, wyrazona
wznowieniem przez nie cyklu komérkowego, nastepuje w wyniku dziatania czynnikdw wzrostu, migdzy
innymi takich jak HGF (ang. hepatocyte growth factor) i FGF (ang. fibroblast growth factor),
produkowanych przez komorki stanu zapalnego (neutrofile, makrofagi), komérki srédbtonka naczyn,
komérki $rédmigzszowe (fibroblasty, mezenchymalne komdrki macierzyste) oraz uwalnianych z
macierzy zewnatrzkomorkowej [prace przegladowe (Brzoska i wsp., 2011; Ciemerych i wsp., 2011;
Bentzinger i wsp., 2013)]. Komérki $rédbtonka produkuja takze czynniki promujace proliferacje
komorek satelitowych, takie jak VEGF (ang. vascular endothelial growth factor), PDGF-B (ang. platelet-
derived growth factor - B) i HGF [praca przegladowa (Montarras i wsp., 2013)].

Komaérki satelitowe sg zrodtem miesniowych komdrek prekursorowych, z ktérych powstajg
mioblasty, ktore biorg udziat w naprawie uszkodzonych witdkien poprzez przytaczanie sie do nich lub
fuzje, w wyniku ktérej powstaja wielojgdrowe miotuby, dojrzewajgce w nowe wiokna migsniowe.
Proces réznicowania komorek satelitowych w mioblasty i nastepnie w miotuby moze by¢ badany w
warunkach in vitro z wykorzystaniem linii komérkowych mioblastow lub pierwotnych hodowli
(pochodzacych bezposrednio z organizmu) mioblastéw uzyskanych z komorek satelitowych.
Roznicowanie miogeniczne komdrek satelitowych zwigzane jest ze zmiang ekspresji szeregu genow w
tym czynnikéw transkrypcyjnych Pax7 (ang. paired box protein 7) i miogenicznych czynnikow
regulatorowych (MRF, ang. myogenic regulatory factors) takich jak Myodl (ang. myogenic
differentiation 1), Myf5 (ang. myogenic factor 5), miogenina, Myf6 (ang. myogenic factor 6, dawniej
zwany MRF4)(Rycina 1). Zaréwno komorki satelitowe w stanie spoczynkowym jak i aktywowane
eksprymuja czynnik transkrypcyjny Pax7. Odgrywa on bardzo wazng role w specyfikacji i utrzymaniu
populacji komérek satelitowych w migsniach szkieletowych [praca przegladowa (Archacka i wsp.,

2013)]. Mieénie myszy pozbawionych funkcjonalnego genu Pax7 charakteryzujq sig gwattownie



spadajgcg liczbg komérek satelitowych w pierwszych dniach po urodzeniu (Seale i wsp., 2000; von
Maltzahn i wsp., 2013).

Proliferujgce komorki satelitowe syntetyzujg czynnik transkrypcyjny Myf5 (mRNA dla Myf5
obecne jest takze w komdrkach w stanie spoczynkowym). Natomiast réznicowanie mioblastéw,
zwigzane z zakonczeniem podziatéw, prowadzi do spadku poziomu Myf5. MyoD, ktére pojawia sie w
aktywowanych komodrkach satelitowych, obecne jest réowniez w mioblastach rozpoczynajacych
réznicowanie. Mioblasty, w ktérych dochodzi do syntezy miogeniny koncza podziaty komoérkowe,
uktadajg sie w szeregi i fuzjuja ze sobg tworzgc wielojagdrowe miotuby (Rycina 1). Wzrost poziomu
miogeniny indukuje ekspresje gendw kodujgcych strukturalne biatka miesniowe, takie jak np. miozyna
[praca przegladowa (Yablonka-Reuveni, 2011)]. We wtdknach miesniowych dochodzi do ekspresji

czynnika Myf6, ktéry miedzy innymi obniza ekspresje genu kodujacego miogenine.
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Rycina 1. Komorki satelitowe (kolor czerwony) odgrywaja kluczowg role w regeneracji miesni szkieletowych.
Komdrki satelitowe o fenotypie (Pax7*/Myf5/Myod1’), aktywowane, w wyniku uszkodzenia miesnia, dzielg sie i
réznicuja w mioblasty (kolor zielony) o fenotypie (Pax7*/Myf5*/Myod1*). Mioblasty fuzjujg i tworza wielojgdrowe
miotuby o fenotypie (Pax7"/Myf5/Myod1/miogenina*), a nastepnie wtékna miesniowe. Natomiast mioblasty, w
ktérych nie dochodzi do ekspresji Myf5 (Pax7*/Myf5/Myod1*) odtwarzajg populacje komérek satelitowych, co
wigze sig ze spadkiem poziomu Myod1 (Pax7*/Myf5/Myod1’).
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Dla prawidtowego przebiegu proceséw réznicowania mioblastow i samoodnowy populacji
komoérek satelitowych kluczowy jest czynnik transkrypcyjny Pax7 [praca przegladowa (Przewozniak i
wsp., 2008)]. W czesci komérek, ktére wznowity cykl komdrkowy (Pax7*/Myf5/Myod1*), dochodzi do
spadku poziomu Myod1. Komorki te przestajg sie dzieli¢ i nie réznicujg, odnawiajg natomiast populacje
komorek satelitowych (Zammit i wsp., 2004). Przeprowadzone przez nas badania (wtgczone do cyklu
prac stanowigcego osiggniecie naukowe) wykazaty, ze czynnik transkrypcyjny Pax7 obecny jest w
niezréznicowanych szczurzych mioblastach w hodowli in vitro (Brzoska i wsp., 2009). Ponadto w
komérkach takich wykrywany jest mRNA kodujgcy kolejne biatko z rodziny Pax - Pax3. Podczas
réznicowania mioblastow dochodzi do spadku poziomu transkryptow Pax3 i Pax7. Czynniki te sa
nieobecne w zréznicowanych miotubach. W hodowli in vitro wykrywane byty takze niezréznicowane
komorki wykazujagce obecnos¢ mRNA Pax3 i Pax7. Byly to najprawdopodobniej komorki
odpowiedzialne za samoodnawianie si¢ populacji komoérek satelitowych. Zmiany w ekspres;ji
czynnikéw Pax3 i Pax7 obserwowane byty réwniez podczas regeneracji miesni szkieletowych szczura
(Brzoska i wsp., 2009).

Wyniki kolejnych eksperymentéw przedstawione w publikacjach wtgczonych do osiggniecia
naukowego (Wrobel i wsp., 2007; Grabowska i wsp., 2011; Przewozniak i wsp., 2013) wykazaty, ze w
przebiegu roznicowania komorek satelitowych oraz mioblastéw bardzo wazng role odgrywajg biatka
adhezyjne. Badania te byty prowadzone w ramach uzyskanego przeze mnie grantu finansowanego
przez Komitet Badan Naukowych oraz 3 grantéw wewnetrznych Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego, na tzw. Badania Wtasne Wydziatu Biologii UW. Biatka adhezyjne s3 biatkami
btonowymi zaangazowanymi w tworzenie pofgczen z macierzg zewnatrzkomérkowg lub z innymi
komorkami. Do biatek adhezyjnych nalezg miedzy innymi badane przez nas M-kadheryna, tetraspaniny
CD9 i CD81, VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion molecule-1) oraz integryny a3 i B1. Opublikowane
przez nas prace poszerzyty wiedze na temat biatek uczestniczacych w tworzeniu potgczen pomiedzy
fuzjujacymi mioblastami. Fuzja mioblastow stanowi jeden z wazniejszych etapdw powstawania
miotub, ktore réznicujg we widkna miesniowe. Proces ten zachodzi zaréwno podczas rozwoju
zarodkowego, jak i regeneracji uszkodzonych witdkien [prace przegladowe (Abmayr i wsp., 2012; Hindi
i wsp., 2013)].

Zanim jednak dojdzie do fuzji, mioblasty migrujg i faczg sie ze soba tworzac tymczasowe
potgczenia miedzykomdrkowe. Migracja mioblastéw jest indukowana przez takie czynniki jak
interleukina 4 (IL-4), Sdf-1 (ang. stromal derived factor — 1), HGF (ang. hepatocyte growth factor) czy
tez PDGF (ang. platelet-derived growth factor). Zdolnos¢ mioblastéw do migracji sukcesywnie maleje
wraz z ich rdéznicowaniem. W kolejnym etapie réznicowania mioblasty ulegaja adhezji. Powstanie

potgczen miedzykomérkowych pomiedzy mioblastami umozliwia fuzje bton komérkowych. W



rozpoznawanie sie komorek i tworzenie potgczen miedzy nimi zaangazowane sg biatka adhezyjne takie
jak N-kadheryna, M-kadheryna, ADAM12, integryna a9B1 oraz inne czynniki takie jak np. kinaza ptytek
przylegania (FAK, ang. focal adhesion kinase), czy tez kindlina-2 (biatko zwigzane z integrynami).
Zaréwno migracja, jak i fuzja mioblastow zwigzane sg rowniez z reorganizacjg cytoszkieletu
aktynowego. Fuzja bton wymaga natomiast zmiany ich sktadu, na przyktad wzrostu poziomu
fosfatydyloseryny i cholesterolu [prace przegladowe (Abmayr i wsp., 2012; Hindi i wsp., 2013)].

W pierwszym etapie prowadzonych przez nas badan wykazaliSmy, ze podczas fuzji mioblastow
dochodzi do powstawania potaczen miedzykomdrkowych, w czym bierze udziat M-kadheryna tworzaca
kompleksy z B-katening (Wrobel i wsp., 2007). M-kadheryna jest zalezng od jonow wapnia
transbtonowa  glikoproteing  uczestniczacg w  formowaniu  homofilowych  potaczen
miedzykomaorkowych (Kemler, 1993). Obecna jest ona zaréwno w mies$niach formujacych sie w trakcie
rozwoju zarodkowego, jak i w regenerujgcych miesniach szkieletowych dorostych organizmoéw
(Donalies i wsp., 1991; Moore i wsp., 1993; Kaufmann i wsp., 1999). W miesniach dorostych
organizméw M-kadheryna ulega ekspresji w komdrkach satelitowych odgrywajac niezwykle istotna
role w ich adhezji do wtékna miesniowego (Irintchev i wsp., 1994; Reimann i wsp., 2000). Podczas
regeneracji miesni obecna jest w réznicujacych i fuzjujgcych mioblastach (Irintchev i wsp., 1994).
Kadheryny biorgce udziat w tworzeniu potaczen miedzykomérkowych, tgcza sie z cytoszkieletem
aktynowym przy udziale a i B-kateniny. Co istotne, zmiany aktywnosci B-kateniny, zwigzane z jej
fosforylacja, s waznym elementem regulacji ekspresji genow [praca przeglagdowa (Ben-Ze'ev i wsp.,
1998)]. Przyktadowo ( -katenina bierze udziat w aktywacji ekspresji miogeniny podczas réznicowania
mioblastéw (Goichberg i wsp., 2001). Przeprowadzone przez nas badania wykazaty, ze M-kadheryna
wigze sie z B-katening w fuzjujgcych mioblastach. W okresie poprzedzajgcym fuzje mioblastow B-
katenina oddziatuje z cytoszkieletem aktynowym i uczestniczy w tworzeniu pierwszych miejsc kontaktu
pomiedzy mioblastami. Powstanie takich potaczen jest niezwykle istotne dla prawidtowego przebiegu
fuzji komorek (Wrobel i wsp., 2007).

Dalsze prowadzone przez nas prace wykazaty, ze rownie istotne dla prawidtowej fuzji
mioblastow jest tworzenie kompleksow podjednostki a3 i B1 integryny z tetraspaninami CD9 i CD81
oraz biatkiem ADAM12 (Grabowska i wsp., 2011; Przewozniak i wsp., 2013). Integryny bedace
receptorami dla biatek macierzy zewngtrzkomdérkowej tworzg w btonie komdrkowej heterodimery
zbudowane z podjednostki a i B. Integryny tgczg sie z cytoszkieletem aktynowym, wigzg sie takze z
biatkami uczestniczacymi w przekazywaniu sygnatu do komorki, takimi jak kinaza ptytek przylegania
(FAK, ang. focal adhesion kinase) oraz kinaza fosfatydyloinozytolu [praca przegladowa (Seguin i wsp.,
2015)]. Integryny moga wigzac sie z biatkami ADAM (ang. a disintegrin and metalloproteinase),

charakteryzujgcymi sie wielodomenowg strukturg. Jedng z domen zewnatrzkomdrkowych biatek



ADAM jest domena dezintegrynowa, ktéra moze wigza¢ integryny. Kolejna z domen posiada aktywnoéé
metaloproteinazy (Huovila i wsp., 2005). Biatko ADAM12 odgrywa wazna role w procesie réznicowania
i fuzji mioblastow zaréwno podczas rozwoju zarodkowego, jak i podczas regeneraciji (Yagami-Hiromasa
i wsp., 1995; Borneman i wsp., 2000). Kolejnymi biatkami bfonowymi, bedacymi przedmiotem naszych
zainteresowan byly tetraspaniny wigzgce sie z integrynami, receptorami czynnikéw wzrostu i innymi
biatkami powierzchniowymi (Boucheix i wsp., 2001). Tetraspaniny CD9 i CD81 uczestnicza w fuzji
mioblastow podczas regeneracji migsni szkieletowych (Charrin i wsp., 2013). Przeprowadzone przez
nas badania wykazaty, ze ekspresja biatek adhezyjnych zmienia sie podczas réznicowania mioblastéw
w hodowli pierwotnej oraz linii komérkowych takich jak linia mysich mioblastéw C2C12. Zmiany takie
obserwowali$my takze w hodowlach tréjwymiarowych (Grabowska i wsp., 2011), a takze podczas
regeneracji migsni (Przewozniak i wsp., 2013). Celem pracy byto ponadto ustalenie, ktére z badanych
biatek wchodza w sktad kompleksu zaangazowanego w fuzje mioblastow. Wykazalismy, ze tworzenie
kompleksow podjednostki a3 integryny z podjednostkg B1, tetraspaninami CD9 i CD81, a takze
biatkiem ADAM12 ma kluczowe znaczenie zaréwno podczas regeneracji miesni, jak i podczas
roznicowania mioblastéw in vitro (Grabowska i wsp., 2011; Przewozniak i wsp., 2013). Na zasadnicze
znaczenie podjednostki integryny a3 w fuzji mioblastéw wskazujg wyniki do$wiadczen, w ktérych
wyciszaliSmy jej ekspresjg. Mioblasty, w ktérych doprowadzono do wyciszenia ekspresji podjednostki
integryny a3 fuzjujg ze znacznie mniejszg wydajnoscig niz komorki kontrolne (Przewozniak i wsp.,
2013).

Podsumowujac, roéznicowanie miesniowych komdrek macierzystych, to jest komdrek
satelitowych oraz wywodzgcych sie z nich komérek prekursorowych i mioblastéw, zwigzane jest ze
spadkiem ekspresji czynnika transkrypcyjnego Pax7 oraz ze wzrostem ekspresji biatek adhezyjnych
takich jak M-kadheryna, integryna a3pB1, biatko ADAM12 oraz tetraspaniny CD9 i CD81 (Rycina 2).
Powstawanie kompleksow integryny a3B1, biatka ADAM12 oraz tetraspanin CD9 i CD81, a takze M-
kadheryny i B-kateniny ma kluczowe znaczenie dla prawidfowego réznicowania mioblastéw i ich fuzji.

S3 to niezbedne etapy prawidtowej regeneracji miesni szkieletowych.
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Rycina 2. Biatka uczestniczace w tworzeniu komplekséw pomiedzy fuzjujacymi mioblastami: podjednostka a3 i
B1integryny, tetraspaniny CD9 i CD81, biatko ADAM12, M-kadheryna, V-CAM-1 (opis w tekécie).

Komorki macierzyste w regeneracji migs$ni szkieletowych

Rekonstrukcja uszkodzonych mieséni szkieletowych moze by¢ zaktécona w przebiegu choréb
(nowotwory, AIDS, cukrzyca, dystrofie, choroby neurodegeneracyjne), a takze w przypadku rozlegtych
urazow. Degeneracja i spadek masy mie$ni (atrofia) towarzyszy takze starzeniu, a proces ten nazywany
jest sarkopenig. W tych przypadkach komérki satelitowe nie sg w stanie zrekonstruowaé uszkodzonego
migsnia, ktory zastepowany jest niefunkcjonalng tkanka faczng. Jedna z mozliwosci wspomagania
regeneracji migsni szkieletowych sa terapie komdrkowe z zastosowaniem komdrek macierzystych
[praca przegladowa (Archacka i wsp., 2013; Bajek i wsp., 2015)]. Przeszczepione komorki macierzyste
mogg w rozny sposdb wptywac na przebieg regeneracji migsni szkieletowych (Rycina 3). Po pierwsze,
mogq uczestniczy¢ naprawie uszkodzonych lub w tworzeniu nowych widkien miesniowych.
Mechanizmy tego procesu nadal pozostajg niewyjasnione. Aktualne pozostaje pytanie czy komorki
macierzyste fuzjuja z mioblastami i to prowadzi do indukcji réznicowania miogenicznego, czy tez
przeszczepione komorki rozpoczynajg rdznicowanie miogeniczne w $rodowisku regenerujgcego
migsnia szkieletowego, czego konsekwencjg jest fuzja z mioblastami. Po drugie, przeszczepione
komarki macierzyste mogg bra¢ udziat w odtwarzaniu populacji komérek satelitowych i uczestniczyé w

kolejnych rundach regeneracji. Po trzecie, produkowane przez komorki macierzyste cytokiny moga



modulowaé przebieg stanu zapalnego podczas regeneracji migsni oraz wptywac na procesy proliferacji
i réznicowania mioblastow.

Ponadto przeszczepione komérki posiadajg niezmienione lub ,naprawione” geny, na przyktad
gen kodujacy dystrofine. Brak funkcjonalnej dystrofiny, obserwowany w dystrofii migsniowej
Duchenne’a, jest przyczyna postepujacej degradacji widkien miesniowych. Przeszczepione komorki,
ktore wezmg udziat w rekonstrukcji miesni ,wprowadzajg” do nich funkcjonalng dystrofing,
uczestniczagcg w tworzeniu potgczen pomiedzy cytoszkieletem a btong wiékna migsniowego [praca

przeglagdowa (Benedetti i wsp., 2013)].
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Rycina 3. Udziat przeszczepionych komodrek macierzystych w regeneracji migsni szkieletowych. Komorki
macierzyste moga fuzjowac z mioblastami i bra¢ udziat w tworzeniu nowych lub naprawie uszkodzonych wtdkien
miesniowych. Moga bra¢ takze udziat w odtwarzaniu populacji komérek satelitowych i uczestniczy¢ w kolejnych
rundach regeneraciji. Produkowane przez komdrki macierzyste cytokiny moga modulowac przebieg regeneracji
miesni poprzez dziatanie na komorki stanu zapalnego i/lub proliferacjg oraz roznicowanie mioblastow.

Pierwszg populacjg komérek, ktére probowano przeszczepia¢ do uszkodzonych migsni byty
komorki satelitowe i uzyskane z nich mioblasty [praca przegladowa (Briggs i wsp., 2013; Meregalli i
wsp., 2013)]. O niezwyklym potencjale regeneracyjnym komoérek satelitowych Swiadczy fakt, ze po
przeszczepieniu do uszkodzonego migsnia pojedynczego wtdkna migsniowego wraz z towarzyszacymi

mu komérkami satelitowymi (Collins i wsp., 2005), a nawet pojedynczej komorki satelitowej (Sacco i
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wsp., 2008), komorki te z ogromng wydajnoscig byty zdolne do odtwarzania wtdkien miesniowych. W
doswiadczeniach przeprowadzonych przez Partridge’a i wspétpracownikéw (Partridge i wsp., 1989)
wykorzystano linie mysich mioblastéw C2C12. Komorki te przeszczepiano domiesniowo myszom mdx,
ktore nie posiadaja funkcjonalnego genu kodujacego dystrofine. Przeszczepione komdrki tworzyty
prawidtowo funkcjonujace wtékna miesniowe, w ktérych obserwowano ekspresje dystrofiny. Badania
te rozpoczety serie préb klinicznych z wykorzystaniem komérek satelitowych i mioblastéw [praca
przegladowa (Bajek i wsp., 2015)]. Préby te jednak nie przyniosty oczekiwanych rezultatéw.
Obserwowano niskg przezywalnos$¢ przeszczepianych komoérek oraz ich ograniczong zdolno$é¢ do
migracji w migsniu. Ponadto stosowane metody izolacji komérek satelitowych oraz hodowli w
warunkach in vitro prowadza zazwyczaj do utraty ich ,potencjatu regeneracyjnego”. W regeneracji
najbardziej wydajnie uczestniczg przeszczepione niezréznicowane komorki satelitowe (Montarras i
wsp., 2005; Cerletti i wsp., 2008; Sacco i wsp., 2008). Jednakze w tym przypadku powaznym
ograniczeniem jest uzyskanie ich odpowiedniej liczby. Zwiekszong wydajno$¢ zasiedlania przez
mioblasty dystroficznych migsni uzyskano przeszczepiajgc komorki domieéniowo co 1 mm (Skuk i wsp.,
2007). Niemniej jednak protokét ten moze mieé zastosowanie tylko do tatwo dostepnych miesni.
Stosowanie lekow immunosupresyjnych poprawia przezywalnosé komorek, lecz uzyskiwane wyniki nie
byty jednoznaczne, poniewaz poprawe funkcji migéni obserwowano réwniez w przypadku stosowania
wytacznie lekéw immunosupresyjnych bez transplantacji komorek [praca przeglagdowa (Briggs i wsp.,
2013)].

Postep wiedzy na temat komdérek macierzystych doprowadzit do préb ich wykorzystania w
terapiach chorob migsniowych [prace przegladowe (Tedesco i wsp., 2012; Sirabella i wsp., 2013)].
Wiele rodzajow komérek macierzystych, izolowanych zaréwno z miesni szkieletowych jak i z innych
tkanek, charakteryzuje potencjat miogeniczny - zdolno$¢ do réznicowania w komérki miesniowe in
vitro i we wiokna miesniowe in vivo. Jednym ze zrodet komdrek macierzystych o potencjale
miogenicznym jest sam migsien szkieletowy. Z przestrzeni $srédmigzszowej wyizolowano komarki PIC
(ang. Pwl+ interstitial cells) wykazujace ekspresje biatka Pw1, ktére jest wczesnym markerem komérek
miogenicznych. Komoérki PIC, w przeciwieristwie do komérek satelitowych, nie wykazujg ekspresiji
biatka Pax7. W warunkach in vitro mogg one réznicowaé w mioblasty i tworzy¢é miotuby, a po
przeszczepieniu uczestniczy¢ w regeneracji migsni (Mitchell i wsp., 2010). Inng populacjg zasiedlajaca
zardwno nisze komoérek satelitowych, jak i przestrzen §rédmigzszowa sg komérki mSP (ang. muscle side
population), ktére podawane domigsniowo lub do tetnicy tworzg od 1 do 30% nowych wtdkien w
uszkodzonym migsniu (Asakura i wsp., 2002). Takze komdrki macierzyste wykazujace ekspresje biatka
CD133 nazywane AC133+, izolowane zaréwno z migs$ni szkieletowych, jak i z krwi obwodowej

uczestnicza w rekonstrukcji migsni szkieletowych. Obiecujgce wyniki z zastosowaniem komdrek



AC133+ w terapii dystrofii Duchenne’a uzyskano podczas pierwszej fazy préby klinicznej w 2007 roku
(Torrente i wsp., 2007). Niezwykle interesujgce dane uzyskano réwniez po przeszczepieniu do
krwioobiegu myszy mdx oraz dystroficznych psow mezangioblastow, czyli komdrek macierzystych
zwigzanych z naczyniami krwiono$nymi (Sampaolesi i wsp., 2003; Galvez i wsp., 2006). Komérki te
bardzo efektywnie zasiedlaty uszkodzone miesnie. Podczas pierwszych préb klinicznych z
zastosowaniem tych komoérek podawanych dotetniczo wykazano, ze metoda ta jest bezpieczna, a w
miesniach pacjentéw pojawia sie ekspresja dystrofiny (Cossu i wsp., 2015). Jednakze nie obserwowano
poprawy funkcji miesni (Cossu i wsp., 2015). Potencjat miogeniczny wykazujg takze mezenchymalne
komorki macierzyste izolowane z réinych tkanek, komérki macierzyste $rédbtonka naczyn,
hematopoetyczne komoérki macierzyste, a takze zarodkowe komdrki macierzyste, indukowane
pluripotentne komaorki macierzyste [prace przegladowe (Tedesco i wsp., 2012; Sirabella i wsp., 2013)].
Badania, w ktérych uczestniczytam (prace nie wigczone do osiggniecia naukowego) koncentrowaty sie
na mozliwosci wykorzystania komdrek macierzystych izolowanych z krwi pepowinowej, galarety
Whartona (tkanka taczna w sznurze pepowinowym) oraz zarodkowych komaérek macierzystych w celu
poprawy wydajnosci regeneracji uszkodzonych miesni szkieletowych (Brzoska i wsp., 2006; Grabowska
i wsp., 2012; Grabowska i wsp., 2013; Archacka i wsp., 2014). Komérki macierzyste izolowane z krwi
pepowinowej i galarety Whartona okazaty sie by¢ zdolne do zasiedlania miesni i uczestniczenia w
tworzeniu nowych wtékien miesniowych, jednak proces ten przebiegat z niska wydajnoscig (Brzoska i

wsp., 2006; Grabowska i wsp., 2012; Grabowska i wsp., 2013).

Préby mobilizacji komérek macierzystych do uszkodzonych migsni

Przeszczepianie komoérek macierzystych wigze sie z kilkoma ograniczeniami. Po pierwsze,
stosowane do terapii komodrki muszg by¢ tatwe do pozyskania oraz hodowania in vitro, w warunkach
zapewniajacych zachowanie ich niezréznicowanego charakteru. Po drugie, nierozwigzane pozostaja
problemy z odrzucaniem przeszczepionych komérek i ich apoptoza po transplantacji. Kolejnym
ograniczeniem jest takze sposdb podawania komoérek. Przeszczepiane komdrki mogg by¢ podawane
systemowo, to znaczy do krwioobiegu, lub domigsniowo. W przypadku podawania komorek do
krwioobiegu mogg one zasiedla¢ liczne uszkodzone migsnie. Jednak tylko niektére rodzaje komérek
macierzystych posiadajg zdolnos$¢ migracji przez srédbtonek naczyn krwionoénych. Wigkszos¢ komérek
musi by¢ przeszczepiana domiesniowo, co ogranicza ich zastosowanie w przypadku trudnodostgpnych
miesni lub rozlegtych uszkodzen. Przyktadowo, przeszczepiane komdrki satelitowe nie majg zdolnosci
do przechodzenia przez Sciany naczyn krwionosnych (Dellavalle i wsp., 2007). W zwigzku z

wymienionymi ograniczeniami podjeliSmy préby mobilizacji endogennych komaérek macierzystych do



uszkodzonych migéni. Opieraty sie one o wykorzystanie cytokiny Sdf-1. Badania te byty finansowane z
trzech grantéw, ktérych bytam kierownikiem i ktére byty ufundowane przez Fundacje Naukowa
Polpharma, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (program luventus Plus) oraz Fundacje na
Rzecz Nauki Polskiej (program POMOST).

Pytanie o udziat komdrek macierzystych innych niz satelitowe w regeneracji miesni w
warunkach fizjologicznych (bez transplantacji) nadal pozostaje otwarte. Wiadomo, ze ze stosunkowo
niskg wydajnoscig perycyty (Dellavalle i wsp., 2007; Dellavalle i wsp., 2011), czyli komdrki macierzyste
zwigzane z naczyniami krwionosnymi oraz komérki szpiku kostnego (Palermo i wsp., 2005), moga
uczestniczy¢ w regeneracji miesni i odtwarzaniu populacji komérek satelitowych. Realizujac badania,
ktérych wyniki staty sie elementem prezentowanego osiggnigcia naukowego podjetam prébe
zwiekszenia wydajnosci zasiedlania uszkodzonych miesni przez endogenne (nieprzeszczepiane)
komorki macierzyste. W tym celu do uszkodzonych miesni podawalismy cytokine Sdf-1, ktdra jest
chemoatraktantem dla komdérek majgcych na swojej powierzchni receptor CXCR4 (ang. C-X-C
chemokine receptor type 4). Sdf-1 wigze sig takze z drugim, znacznie mniej poznanym receptorem, to
jest CXCR7. CXCR4 i CXCR7 to receptory metabotropowe zwigzane z biatkami G. Sdf-1 odgrywa bardzo
wazng role w migracji komorek macierzystych i prekursorowych posiadajacych na swojej powierzchni
wymienione receptory [prace przegladowe (Karin, 2010; Kowalski i wsp., 2012)]. Przeprowadzone
przez nas badania wykazaty, ze podawanie domiesniowo Sdf-1 poprawia wydajnos¢ regeneracji miesni
szkieletowych. W mig$niach traktowanych Sdf-1 obserwowano nie tylko poprawe morfologii wtdkien
migsniowych oraz obnizong fibroze, ale takze podwyiszong ekspresje strukturalnych biatek
mig$niowych (Brzoska i wsp., 2012). Ponadto nasze badania dowiodty, ze do migsni traktowanych Sdf-
1 naptywaja komérki wykazujgce ekspresje markeréw CD34 i CXCR4. Wykazalismy takze, ze pod
wptywem Sdf-1 zwieksza sie zdolno$¢ migracji mioblastéw na drodze zaleznej od metaloproteinaz
MMP-2 i MMP-9 (Brzoska i wsp., 2012). Niezwykle cennych informacji dostarczyty badania podczas
ktorych myszom pozbawionym funkcjonalnego genu Pax7 (Pax7 -/-) podawano Sdf-1 (Kowalski i wsp.,
2015). Wyniki tych prac staty sie elementem prezentowanego osiggnigcia naukowego. Tak jak
wspomniano powyzej, czynnik transkrypcyjny Pax7 odgrywa bardzo wazna role w utrzymaniu populacji
komoérek satelitowych, a migénie myszy Pax7 -/- charakteryzuja sie gwattownie spadajaca liczba
komérek satelitowych w pierwszych dniach po urodzeniu. Wykazaliémy, ze domigéniowe podanie Sdf-
1, a takze Sdf-1 po uprzednim traktowaniu G-CSF (ang. granulocyte-colony stimulating factor), w
istotny sposéb poprawia regeneracje miesni myszy Pax7 -/- . W przypadku podawania Sdf-1 i G-CSF
obserwowalismy wzrost liczby komérek zwigzanych z wiéknami migsniowymi, ktére wyizolowalismy z
regenerujacych migsni. Do uszkodzonych mieéni naptywaty komoérki wykazujace ekspresje CD34,

CXCR4 i CXCR7. Przeprowadzone analizy pozwolity nam na stwierdzenie, ze podawanie Sdf-1 i G-CSF



stymuluje regeneracje miesni szkieletowych nawet w przypadku niedoboru komdrek satelitowych
(Kowalski i wsp., 2015).

Udziat biatek adhezyjnych w mobilizacji komérek macierzystych do uszkodzonych migsni

Kolejnym etapem prowadzonych przeze mnie badar byfa analiza mechanizmu dziatania Sdf-1
prowadzacego do poprawy regeneracji migsni szkieletowych. Postawitam hipotezg, ze Sdf-1 wptywajac
na poziom biatek adhezyjnych zwigksza zdolno$¢ komérek macierzystych do migracji, a wigc
zasiedlania przez nie uszkodzonych miesni i do ich fuzji z mioblastami. Wykazalismy, ze traktowanie
regenerujacych miesni Sdf-1 prowadzi do wzrostu ekspresji tetraspaniny CD9 (Brzoska i wsp., 2015).
Przeprowadzone przez nas badania wykazaty takze, ze pod wptywem Sdf-1 w hodowanych in vitro
komarkach macierzystych, takich jak mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego czy tez
zarodkowe komorki macierzyste, dochodzi do wzrostu ekspresji biatka adhezyjnego CD9. Rowniez w
hodowanych in vitro mioblastach traktowanych Sdf-1 wzrasta poziom biatka CDS. Wzrost ekspresji
tetraspaniny CD9 okazat sie by¢ zwigzany z aktywacjq receptora CXCR4, a nie CXCR7. Wyciszenie
ekspresji CXCR4 prowadzito do spadku poziomu CD9. Po wyciszeniu ekspresji CXCR7 nie obserwowano
znaczacych zmian w poziomie CD9. Ponadto wykazaliémy, ze w hodowlach mieszanych komorki
macierzyste ze zwigkszong ekspresjg CD9 bardziej wydajnie migruja, fuzjujg i tworza miotuby z
mioblastami. Moze mieé¢ to kluczowe znaczenie dla zwigkszenia wydajnosci udziatu komorek

macierzystych w regeneracji migsni szkieletowych.

Przeprowadzone przeze mnie badania pozwolity na okreslenie roli biatek adhezyjnych i
cytokiny Sdf-1 w réznicowaniu i mobilizacji komérek macierzystych do uszkodzonych miesni (Rycina 4).
Réznicowanie unipotentnych miesniowych komérek macierzystych, to jest komdrek satelitowych, w
mioblasty, wyrazone utratg ekspresji czynnika transkrypcyjnego Pax7, prowadzi do fuzji mioblastow.
Prawidfowa fuzja mioblastéw przebiega z udziatem biatek adhezyjnych, takich jak M-kadheryna oraz
integryna a3p1. Kluczowe dla fuzji mioblastéw jest tworzenie kompleksow integryny a3pB1 z biatkiem
ADAM12, tetraspaning CD9 oraz CD81, a takze M-kadheryny z B-katenina. Wzrost ekspresji
tetraspaniny CD9 przez komdrki macierzyste mobilizowane podanym domigéniowo Sdf-1 prowadzi do
wzrostu wydajnosci zasiedlania przez nie uszkodzonych migéni oraz wydajniejsze] fuzji tych komorek z
mioblastami. Sdf-1 zwieksza takze zdolnos¢ mioblastow do migracji. Konsekwencjg tych procesdw jest
wydajniejsza regeneracja migsni szkieletowych. Opisane w autoreferacie wyniki majg szanse
przyczyni¢ sie do opracowania terapii uszkodzonych lub zle regenerujgcych miesni szkieletowych. Majg
wiec potencjalne zastosowanie praktyczne. Wyniki te stanowia podstawe projektéw o znaczeniu

aplikacyjnym, ktére uzyskaty finansowanie z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju w ramach



Programu Badan Stosowanych Il (tytut projektu ,Opracowanie i wdrozenie nowej metody
wspomagania regeneracji miesni szkieletowych z zastosowaniem mezenchymalnych komorek
macierzystych uzyskiwanych z tkanki ttuszczowej”) oraz Programu Strategicznego: profilaktyka i
leczenie chorob cywilizacyjnych STRATEGMED (tytut projektu ,Wykorzystanie potencjatu

regeneracyjnego mezenchymalnych komarek macierzystych”).
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Rycina 4. Udziat biatek adhezyjnych i cytokiny Sdf-1 w rdéznicowaniu i mobilizacji komdrek macierzystych do
uszkodzonych miesni. Rdéznicowanie unipotentnych miesniowych komdrek macierzystych (komdrek
satelitowych) w mioblasty, wyrazone utrata ekspresji czynnika transkrypcyjnego Pax7, prowadzi do fuzji
mioblastéw. Prawidtowa fuzja mioblastéw przebiega z udziatem biatek adhezyjnych takich jak M-kadheryna oraz
integryna a3pB1. Kluczowe dla fuzji mioblastéw jest tworzenie komplekséw integryny a3p1 z tetraspaninami CD9
i CD81. Wzrost ekspresji tetraspaniny CD9 przez komérki macierzyste mobilizowane po domiesniowym podaniu
Sdf-1 prowadzi do wydajniejszego zasiedlania przez nie uszkodzonych mieséni oraz wydajniejszg fuzje tych
komorek z mioblastami. Konsekwencja tych zjawisk jest wydajniejsza regeneracja miesni szkieletowych.
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

W niniejszej czesci opisano dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora.

Oprocz szesciu prac przedstawionych jako osiggniecie naukowe jestem takze wspotautorem
siedmiu prac oryginalnych i siedmiu prac przegladowych. Pierwsza z prac oryginalnych dotyczyta
udziatu podjednostki a3 integryny i mechanizméw fuzji mioblastéw w warunkach in vitro (Brzoska i
wsp., 2006). Kolejne koncentrowaty sie na roli metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomdrkowej
(Zimowska i wsp., 2008) oraz przebiegu stanu zapalnego (Grabowska i wsp., 2015) podczas regeneracji
miesni szkieletowych. Cztery prace traktowaty o mozliwosci zastosowania réznych populacji komdrek
macierzystych do wspomagania regeneracji mie$ni szkieletowych i byty to komérki wyizolowane z krwi
pepowinowej (Brzoska i wsp., 2006), mezenchymalne komdrki macierzyste pochodzgce z galarety
Whartona (Grabowska i wsp., 2012), frakcji adhezyjnej komérek macierzystych krwi pepowinowe;j
(Grabowska i wsp., 2013) oraz zarodkowych komoérek macierzystych (Archacka i wsp., 2014). Trzy
pierwsze prace powstaty w wyniku wspdtpracy z Centrum Medycznym Ksztatcenia Podyplomowego
oraz Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Curie-Sktodowskiej. Kolejna z prac powstata réwniez w
wyniku wspotpracy z Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Curie-Sktodowskiej w Warszaawie. W
trakcie jej realizacji badano poziom ekspresji SCCA-1 i -2 (ang. squamous cell carcinoma antigen 1 and
2) w PBMC (ang. peripheral blood mononuclear cel) oraz komdrkach raka sromu (Chechlinska i wsp.,

2010).

Prace oryginalne:

1. Brzoska E, Bello V, Darribere T, Moraczewski J (2006) Integrin alpha3 subunit participates in
myoblast adhesion and fusion in vitro. Differentiation 74: 105-118

2. Brzoska E, Grabowska |, Hoser G, Streminska W, Wasilewska D, Machaj EK, Pojda Z, Moraczewski J,
Kawiak J (2006) Participation of stem cells from human cord blood in skeletal muscle regeneration
of SCID mice. Exp Hematol 34: 1262-1270

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

4. Chechlinska M, Kowalewska M, Brzoska-Wojtowicz E, Radziszewski J, Ptaszynski K, Rys J, Kaminska
J, Nowak R (2010) Squamous cell carcinoma antigen 1 and 2 expression in cultured normal

peripheral blood mononuclear cells and in vulvar squamous cell carcinoma. Tumor Biol 31: 559-567



. Grabowska I, Brzoska E, Gawrysiak A, Streminska W, Moraczewski J, Polanski Z, Hoser G, Kawiak J,

Machaj EK, Pojda Z, Ciemerych MA (2012) Restricted myogenic potential of mesenchymal stromal
cells isolated from umbilical cord. Cell Transplant 21: 1711-1726

Grabowska I, Streminska W, Janczyk-llach K, Machaj EK, Pojda Z, Hoser G, Kawiak J, Moraczewski J,
Ciemerych MA, Brzoska E (2013) Myogenic potential of mesenchymal stem cells - the case of

adhesive fraction of human umbilical cord blood cells. Curr Stem Cell Res Ther 8: 82-90

. Archacka K, Denkis A, Brzoska E, Swierczek B, Tarczyluk M, Janczyk-llach K, Ciemerych MA,

Moraczewski J (2014) Competence of in vitro cultured mouse embryonic stem cells for myogenic

differentiation and fusion with myoblasts. Stem Cells Dev 23: 2455-2468

. Grabowska I, Mazur MA, Kowalski K, Helinska A, Moraczewski J, Streminska W, Hoser G, Kawiak J,

Ciemerych MA, Brzoska E (2015) Progression of inflammation during immunodeficient mouse

skeletal muscle regeneration. J Muscle Res Cell Motil 36: 395-404

Bytam wspétautorem takze siedmiu prac przegladowych. Prace te dotyczyty regeneracji mieéni

szkieletowych (Moraczewski i wsp., 2008) oraz udziatu komérek macierzystych w tym procesie (Kawiak

iwsp., 2006; Archacka i wsp., 2013). Kolejne publikacje opisywaty zagadnienia samoodnowy i aktywacji

komorek satelitowych, czyli unipotentnych komérek macierzystych biorgcych udziat w regeneraciji

migsni szkieletowych (Przewozniak i wsp., 2008; Brzoska i wsp., 2011), wspomagania regeneracji

migséni szkieletowych poprzez zastosowanie cytokin (Kowalski i wsp., 2012) lub transplantacji komdrek

(Bajek i wsp., 2015).

Prace przeglagdowe:

1.

Kawiak J, Brzoska E, Grabowska I, Hoser G, Streminska W, Wasilewska D, Machaj EK, Pojda Z,
Moraczewski J (2006) Contribution of stem cells to skeletal muscle regeneration. Folia Histochem
Cytobiol 44: 75-79

Moraczewski J, Archacka K, Brzoska E, Ciemerych MA, Grabowska |, Janczyk-llach K, Streminska W,
Zimowska M (2008) From planarians to mammals - the many faces of regeneration. Int J Dev Biol
52:219-227

Przewozniak M, Brzoska E (2008) Biatka Pax w réznicowaniu komaérek i organogenezie. Postepy
Biologii Komérki 35: 227-240

Brzoska E, Ciemerych MA, Przewozniak M, Zimowska M (2011) Regulation of muscle stem cells
activation: the role of growth factors and extracellular matrix. Vitam Horm 87: 239-276

Kowalski K, Markowska-Zagrajek A, Plaskota |, Kowalewska M, Archacki R, Archacka K, Czerwiriska

AM, Grabowska I, Zimowska M, Janiczyk-llach K, Stremiriska W, Ciemerych MA, Brzéska-Wojtowicz



E (2012) Rola SDF-1 w procesach regeneracji i nowotworzenia. Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji
2:29-38

6. Archacka K, Kowalski K, Brzoska E (2013) Czy komorki satelitowe sg macierzyste? Postepy Biochemii
59:205-218

7. Bajek A, Porowinska D, Kloskowski T, Brzoska E, Ciemerych MA, Drewa T (2015) Cell therapy in

Duchenne Muscular Dystrophy treatment. Crit Rev Eukaryot Gene Expr 25: 1-11

Obecnie jako wykonawca biore udziat w realizacji dwoch grantéw finansowanych przez Narodowe
Centrum Badan i Rozwoju. Pierwszy uzyskany zostat w ramach konkursu Program Badar Stosowanych
Il i zatytutowany jest ,Opracowanie i wdrozenie nowej metody wspomagania regeneracji migsni
szkieletowych z zastosowaniem mezenchymalnych komérek macierzystych uzyskiwanych z tkanki
ttuszczowe]”. Jest to grant realizowany przez konsorcjum MioCell, ktérego liderem jest Wydziat Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego (Zaktad Cytologii), a cztonkami Centrum Onkologii — Instytut im. Marii
Curie-Sktodowskiej oraz firma OpenExome SC. Drugi zostat uzyskany w ramach Programu
Strategicznego: profilaktyka i leczenie choréb cywilizacyjnych STRATEGMED i dotyczy wykorzystania
potencjatu regeneracyjnego mezenchymalnych komérek macierzystych izolowanych ze szpiku
kostnego (tytut projektu ,Wykorzystanie potencjatu regeneracyjnego mezenchymalnych komorek
macierzystych”). Liderem konsorcjum EXPLORE ME jest Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. M. Mossakowskiego PAN, a Zaktad Cytologii wraz z kolejnymi 9 jednostkami jego wspdtwykonawca.

Oba projekty majg charakter aplikacyjny.
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