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IV. Wskazanie osiggniecial wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. 2017 r. poz. 1789):

A) Tytul osiagniecia naukowego:

Komérki macierzyste - regulacja proliferacji oraz réznicowania miogenicznego
in vitro i in vivo

Powyzsze osiqgniecie naukowe zostato udokumentowane w formie cyklu publikacji
wymienionych ponizej w punkcie B. Kopie publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia
naukowego wraz z oswiadczeniami o wktadzie autoréw zostaty zawarte w Zatqczniku 5.

B) Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego:

1. Helinska A, Krupa M, Archacka K, Czerwinska AM, Streminska W, Janczyk-Ilach K,
Ciemerych MA, Grabowska I* (2017), Myogenic potential of mouse embryonic stem
cells lacking functional Pax7 tested in vitro by 5-azacitidine treatment and in vivo in
regenerating skeletal muscle. Eur ] Cell Biol.; 96(1):47-60.
praca oryginalna
IF 2.939; [Fs.etni 3.532; punkty MNiSW 25; liczba cytowan: 1
Méj udziat procentowy szacuje na 60%

2. Czerwinska AM, Nowacka ], Aszer M, Gawrzak S, Archacka K, Fogtman A, Iwanicka-
Nowicka R, Jariczyk-Ilach K, Koblowska M, Ciemerych MA, Grabowska I* (2016), Cell
cycle regulation of embryonic stem cells and mouse embryonic fibroblasts lacking
functional Pax7. Cell Cycle; 15(21):2931-2942.
praca oryginalna
IF 3.530 [Fs.iemi 4.064; punkty MNiSW 30; liczba cytowan: 3
Moj udziat procentowy szacuje na 52%

3. Czerwinska AM, Grabowska I, Archacka K, Bem ], Swierczek B, Helinska A,
Streminska W, Fogtman A, Iwanicka-Nowicka R, Koblowska M, Ciemerych MA (2016),
Myogenic Differentiation of Mouse Embryonic Stem Cells That Lack a Functional Pax7
Gene. Stem Cells Dev.; 25(4):285-300.
praca oryginalna
IF 3.562; [Fs.emi 3.821; punkty MNiSW 35; liczba cytowan: 5
Méj udziat procentowy szacuje na 30%

4. Grabowska I, Mazur MA, Kowalski K, Helinska A, MoraczewsKi ], Streminska W, Hoser
G, Kawiak |, Ciemerych MA, Brzoska E (2015), Progression of inflammation during
immunodeficient mouse skeletal muscle regeneration. | Muscle Res Cell Motil;
36(6):395-404.
praca oryginalna
IF 2.071; IFs.emi 1.987; punkty MNiSW 15; liczba cytowan: 2
M6j udziat procentowy szacuje na 52%
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5. Grabowska I, Streminska W, Janczyk-Ilach K, Machaj EK, Pojda Z, Hoser G, Kawiak ],
Moraczewski ], 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(1):82-90.
praca oryginalna
IF 2.861; IFs.jetni 3.000; punkty MNiSW 20; liczba cytowan: 9
Moj udziat procentowy szacuje na 54%

6. Czerwinska AM, Streminska W, Ciemerych MA, Grabowska I* (2012), Mouse
gastrocnemius muscle regeneration after mechanical or cardiotoxin injury. Folia
Histochem Cytobiol.; 50(1):144-53.
praca oryginalna
IF 1.101; IFs.emi 1.284; punkty MNiSW 15; liczba cytowan: 13
Moj udziat procentowy szacuje na 60%

7. Grabowska I, Brzoska E, Gawrysiak A, Streminska W, Moraczewski ], Polanski Z,
Hoser G, Kawiak ], Machaj EK, Pojda Z, Ciemerych MA (2012), Restricted myogenic
potential of mesenchymal stromal cells isolated from umbilical cord. Cell Transplant.;
21(8):1711-26.
praca oryginalna
IF 4.422; IFs.jemi 3.982; punkty MNiSW 40; liczba cytowan: 11
Méj udziat procentowy szacuje na 77%

*autor korespondujacy
C) Dane publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe

1. Sumaryczny Impact Factor wedlug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania
publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe: 20.486

2. Sumaryczny Impact Factor s.emi wedlug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania
publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe: 21.670

3. Sumaryczna liczba punktow MNiSW publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe:
180

4. Sumaryczna liczba cytowan publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe wedtug
bazy danych Web of Science (WoS): 44

Indeks Hirscha wedtug WoS: 11
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V. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Komoérki macierzyste - regulacja proliferacji oraz réznicowania miogenicznego
in vitro i in vivo

Regulacja molekularna i udziat komérek w regeneracji miesni szkieletowych

Miesnie szkieletowe majg zdolno$¢ do regeneracji nawet po rozlegtych
uszkodzeniach. Informacje dostepne na temat mechanizméw naprawy mies$ni sg jednak wcigz
niepelne. Rdwniez dane na temat skutecznego wykorzystania komdrek macierzystych w celu
zwiekszenia zdolno$ci mie$ni do regeneracji, ktorych zdolno$¢ regeneracyjna jest
ograniczona ze wzgledu na np. stan zdrowia, miopatie lub w wyniku sarkopenii, s3
ograniczone. W ostatnich latach celem wielu badan nad regeneracja mie$ni byto
wykorzystanie komoérek macierzystych i przeszczepianie ich do uszkodzonej tkanki. Jednak,
wiedza na temat interakcji mie$ni szkieletowych z przeszczepionymi komoérkami
macierzystymi oraz roli poszczegélnych czynnikéw transkrypcyjnych, czy funkcji niszy w
procesie regeneracji wcigz jest niewystarczajgca. Prawidtowe interakcje miedzy
uszkodzonym miesniem a komdrkami macierzystymi sg kluczowe dla wydajnej naprawy i
przywrdcenia funkcji tkanki po urazie.

Regeneracje miesni mozna podzieli¢ na dwie gtéwne fazy: degradacje i rekonstrukcje
(Fig. 1) [Charge and Rudnicki, 2004; Czerwinska et al., 2012]*. Fazy regeneracji mie$ni sg
podobne u réznych organizméw (np. u myszy, szczura i cztowieka) a takze wtedy kiedy
regeneracja wynika z roznych typow uszkodzen. Jednakze, kinetyka, zasieg oraz
intensywno$¢ kazdej fazy moze sie r6zni¢ w zalezno$ci od rozlegtosci uszkodzenia i czynnika,
ktéry je wywotal. Jednym z najprostszych i najczesciej stosowanych eksperymentalnych
sposobéw wywotywania uszkodzen mie$ni jest zastosowanie kardiotoksyny (CTX). CTX jest
peptydem wyizolowanym z jadu kobry, ktéry indukuje uszkodzenie i regeneracje mie$ni
poprzez nagta depolaryzacje sarkolemmy, prowadzaca do jej zniszczenia [Fletcher et al,
1996; Harris, 2003].

Inicjacja degeneracji mie$ni wigze sie z utratg stabilnosci bton komoérkowych,
uwolnieniem jondéw wapnia, aktywacja enzyméw proteolitycznych oraz uszkodzeniem
struktury wiékien mie$niowych. Nastepnie rozpoczyna sie stan zapalny, a liczne komorki
migruja i lokalizujg sie Srédmigzszowo i w obrebie uszkodzonych wtékien mie$niowych. Stan
zapalny odgrywa kluczowa role w regeneracji mie$ni. Neutrofile stanowig pierwsza
populacje komédrek uktadu odpornosciowego, ktére migruja do w miejsca uszkodzenia.
Komorki te fagocytuja uszkodzone widkna mie$niowe i uwalniajag wiele czynnikéw, m.in.
cytokiny, ktére ,przyciagaja”, indukujg migracje i ré6znicowanie lokalnych monocytéw do
makrofagéw. Po poczatkowym znacznym zwiekszeniu liczba neutrofili spada 24 godziny po
uszkodzeniu. Pierwsza populacja makrofagéw, makrofagi. M1, obserwowana po uszkodzeniu
mie$ni ma charakter prozapalny. Makrofagi M1 fagocytujg nekrotyczne wtdékna mie$niowe i
produkuja prozapalne cytokiny (np. TNF-a, IL-1b). Druga populacja makrofagow
uczestniczgcych w naprawie mie$ni szkieletowych sg makrofagi M2 wykazujgce aktywno$¢
przeciwzapalng poprzez wydzielanie cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-10 i TGF-8
[Villalta et al, 2009]. Prozapalne komoérki M1, "wykorzystujac" czasteczki adhezyjne, jak

*W niniejszym zataczniku prace wchodzace w sktad osiggniecia zaznaczono pogrubiong czcionka.
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réwniez uwalnianie mitogenow (IL-6, TNF-a, G-CSF), stymuluja proliferacje komorek
macierzystych mie$ni szkieletowych, tzw. satelitowych i pozytywnie wplywaja na
proliferacje komorek wywodzacych sie z komorek satelitowych - mioblastow [Arnold et al.,
2007]. Cytokiny przeciwzapalne produkowane przez komoérki M2 wspomagaja miogeneze,
angiogeneze i indukujg synteze sktadnikéw macierzy zewnatrzkomdérkowej (ECM, ang.
extracellular matrix), co jest krytyczne dla prawidlowego i efektywnego tworzenia nowych
wtokien miesniowych [Deng et al., 2012].
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Na podstawie E. Simko WCVM

Fig.1 Przebieg regeneracji miesni szkieletowych. W zdrowych, nieuszkodzonych miesniach, komdrki
satelitowe pozostajq w fazie GO (1, zielone), zlokalizowane pomiedzy sarkolemmq wtékna miesniowego
a btong podstawnq (fioletowa). W wyniku dziatania czynnikéw zewnetrznych, takich jak uszkodzenie
miesni (2, symbol blyskawicy), rozpoczyna sie stan zapalny, co jest zwiqzane z pojawieniem sie komdrek
stanu zapalnego (3). Komdrki satelitowe ulegajq aktywacji (zielony/Zz6tty), wznawiajq cykl komorkowy i
réznicujqg w mioblasty (4). Po kilku rundach podziatu mioblasty (5, komdrki czerwone, biate jgdra
komdrkowe) fuzjujq i tworzq miotuby (5, czerwone syncytium). Dojrzewanie miotub prowadzi do
powstawania witdékien miesniowych. Réwnoczesnie powstaje btona podstawna i odnawia sie pula
komdrek satelitowych (1).

Po zakonczeniu réznicowania komoérek satelitowych w mioblasty i po powstaniu
miotub, liczba makrofagéw gwaltownie spada (omdwione w: [Saclier et al, 2013]). Stan
zapalny jest wiec procesem zsynchronizowanym, ktéry wymaga odpowiedniej regulacji, aby
regeneracja byta wydajna i prowadzita do przywrdcenia funkcji mie$nia. Zaburzenia w
naptywie i/lub udziale odpowiednich populacji komérek stanu zapalnego moze skutkowaé
przedtuzajacym sie stanem zapalnym, ktéry w efekcie prowadzi do nieprawidtowosci w
regeneracji.

Podstawowa role w regeneracji mie$ni szkieletowych odgrywaja komorki komorki
satelitowe ([Mauro, 1961], oméwione w: [Scharner and Zammit, 2011]). Komorki satelitowe
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znajduja sie pomiedzy btong podstawng i sarkolemma wtdkien miesniowych i charakteryzuja
sie ekspresjg Pax7 (gen kodujacy czynnik transkrypcyjny Pax7), Scd4 (kodujacy syndekan-4)
i Cdh15 (kodujacy m-kadheryne). Komorki te sg mitotycznie nieaktywne (stan GO) i ulegaja
aktywacji w odpowiedzi na bodZce fizjologiczne, tj. ¢wiczenia, wzrost organizmu lub warunki
patologiczne, takie jak urazy, miopatie, choroby degeneracyjne. Aktywacja komorek
satelitowych jest wynikiem dziatania czynnikéw wzrostu, takich jak czynnik wzrostu
hepatocytéw (HGF, ang. hepatocyte growth factor) i czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF, ang.
fibroblast growth factor), wydzielanych przez komorki stanu zapalnego, komorki Srédbtonka,
komorki sSrodmigzszowe (fibroblasty, mezenchymalne komoérki macierzyste) lub uwolnione
z macierzy pozakomoérkowej (omoéwione w: [Brzoska et al, 2011; Ciemerych et al, 2011]).
Aktywowane komorki satelitowe proliferujg i ré6znicuja w mioblasty. Mioblasty mogg albo
Iaczy¢ sie ze sobg, tworzac nowe miotuby, ktére p6zniej dojrzewajg we wtokna miesniowe.
Moga réwniez fuzjowac z istniejagcymi wiéknami mie$niowymi [Gayraud-Morel et al., 2009]
(Fig. 1). Nieznaczna cze$¢ populacji komorek satelitowych nie réznicuje i powraca do stanu
GO, odtwarzajac populacje komérek macierzystych koniecznych w przypadku kolejnych
uszkodzen miesni lub ich wzrostu [Zammit et al, 2004]. Wszystkie uszkodzone elementy
architektury mie$nia szkieletowego musza zosta¢ odtworzone. Nalezg do nich btona
podstawna otaczajgca wtékna mie$niowe oraz unaczynienie zapewniajace doptyw krwi.
Najwazniejsze jednak dla pelnej regeneracji i dojrzewania wiékien miesniowych jest ich
unerwienie przez wyspecjalizowana synapse, tj. polagczenie nerwowo-mie$niowe (NM]J, ang.
neuromuscular junction) [Bloch-Gallego, 2015].

Regeneracja miesni szkieletowych a powstawanie miesni w czasie rozwoju

Regeneracja mie$ni szkieletowych pozwala na utrzymanie homeostazy dorostego
organizmu i umozliwia naprawe mie$ni w odpowiedzi na uszkodzenia lub choroby, aktywujac
komorki satelitowe, jak rowniez inne komérki macierzyste i prekursorowe. Powstawanie
mie$ni, tj. miogeneza i regeneracja, maja pewne wspolne cechy, np. sie¢ czynnikéw je
regulujacych, sygnaty zewnetrzne i zmiany morfologiczne (Fig. 2).

Miogeneza zarodkowa zachodzi w dwdch falach réznicowania komorek, ktore sa
kontrolowane przez specyficzne i sekwencyjnie eksprymowane geny. Czynniki
transkrypcyjne zawierajgce domene paired Pax3 i jego paralog Pax7 dziataja przed
czynnikami nalezacymi do rodziny mie$niowych czynnikéw regulatorowych (MRF, ang.
myogenic regulatory factors), zawierajacych domene helisa-petla-helisa (ang. helix-loop-helix;
HLH): MyoD, Myf5, Mrf4 i miogening. Pax3 jest eksprymowany w mezodermie przyosiowe;j i
w somitach [Goulding et al., 1994; Williams and Ordahl, 1994]. Znaczenie Pax3 w miogenezie
odkryto uzyskujgc zarodki myszy pozbawione funkcjonalnej kopii genu Pax3, u ktérych nie
rozwijajg sie miesnie konczyn i przepona [Bober et al., 1994; Tremblay et al., 1998]. Ekspresja
Pax7 rozpoczyna sie w trakcie rozwoju somitéw i nie jest niezbedna dla tworzenia mie$ni
zarodkowych, ale odgrywa kluczowa role w rozwoju/dojrzewaniu mie$ni po urodzeniu
[Jostes et al, 1990; Mansouri et al, 1996; Seale et al, 2000]. Analiza skutkéw braku
funkcjonalnych kopii gené6w kodujacych niektére czynniki transkrypcyjne u myszy wykazata,
ze MyoD, Myf5 i Mrf4 sa kluczowe dla miogenezy [Rudnicki et al, 1993]. Przy braku
wszystkich trzech czynnikéw jednocze$nie miesnie szkieletowe nie powstajg. Miogenina,
czwarty MRF, kontroluje réznicowanie mioblastéw we wtékna miesniowe (omoéwione w:
[Moncaut et al., 2013]).
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Mie$nie szkieletowe wywodza sie z somitéw, ktore sg stopniowo tworzone w efekcie
segmentacji mezodermy. Sygnaty z sasiednich tkanek i struktur, tj. cewki nerwowej, struny
grzbietowej, ektodermy grzbietowej i mezodermy bocznej, indukuja ekspresje czynnikow
regulujagcych powstawanie miesni szkieletowych. Wykazano, ze Shh, Wnt1/3, Wnt11 i IGF
indukuja ekspresje Myf5. Pax3 i Myf5 niezaleznie reguluja ekspresje genu kodujacego MyoD,
natomiast Myf5 reguluje przejSciowa ekspresje Mrf4. Myf5 i MyoD niezaleznie aktywuja
ekspresje miogeniny, ktora indukuje ekspresje genéw kodujacych biatka strukturalne
wtokien miesniowych, np. ciezkie tanicuchy miozyny (MyHC, ang. myosin heavy chains).

Podczas rozwoju zarodkowego mies$nie szkieletowe powstaja w wieloetapowym
procesie wynikajacym z sekwencyjnej ekspresji aktywacji genéw i tworzenia réznych typow
komérek prekursorowych. W rozwoju zarodkowym myszy miogeneza rozpoczyna sie
wczesnie (8 dnia rozwoju) i trwa okoto 10 dni, jednak 2-3 tygodnie po urodzeniu rozwoj
mie$ni wcigz trwa. Przebieg miogenezy u dorostych organizméw, tj. podczas regeneracji
mie$ni, odtwarza wiele komoérkowych i molekularnych aspektéw zarodkowego rozwoju
mie$ni, m.in. sygnalizacje pozakomérkowa i oddziatywania pomiedzy czynnikami
transkrypcyjnymi. Nieaktywne komorki satelitowe eksprymuja Pax7, ktéory reguluje
ekspresje MyoD i Myf5, nastepnie Myf5 reguluje ekspresje MyoD, ktory z kolei promuje
ekspresje miogeniny i Mrf4, a miogenina indukuje ekspresje miozyn. Podobnie jak w rozwoju,
aktywnos$¢ MyoD reguluje losy komoérek prekursorowych mie$ni, czyli samoodnawiajacych
sie i réznicujacych komérek satelitowych.

Pdgfra- mezoderma przyosiowa
Kdr (Flk1) - mezoderma boczna

co Pax3, Pax7 -

oo komorki prekursorowe mioblastéw
X MIOGENEZA W ROZWOJU

Shh, Wnt aktywacja miogenezy

Pax7, Myf5, Sdc4, Cdh15,
Notch, Wnt
komorki satelitowe

MyoD, Myf5 - mioblasty

MyoD, Myf5- mioblasty

m Mrf4, Myog, MyHC -

L] : miotuby, wi. migsniowe

REGENERACJA

Fig.2 Najwazniejsze czynniki regulujqce przebieg regeneracji miesni i w miogenezie zarodkowej.
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Interakcje i sieci powigzan pomiedzy czynnikami transkrypcyjnymi,
zewnetrznymi regulatorami i komérkami podczas miogenezy zarodkowej i regeneracji
w dorostym organizmie nadal nie sq w petni poznane. W zwiqzku z powyziszym celami
moich badan byly:

1) charakterystyka mechanizmow regeneracji miesni szkieletowych przy uzyciu réznych
metod i modeli,

2) charakterystyka mechanizméw odpowiedzialnych za interakcje miedzy tkankq
miesniowq a przeszczepionymi komérkami macierzystymi,

3) wyjasnienie roli specyficznych czynnikoéw transkrypcyjnych w réZnicowaniu komorek
macierzystych.

Poréwnatam rézne techniki stosowane do wywolywania uszkodzenn miesni
szkieletowych oraz rézne modele mysie, takie jak myszy z niedoborem odpornosci,
co pozwolito mi udowodnié, ze jednym z kluczowych czynnikoéw regulujqcych regeneracje
jest prawidtowa progresja stanu zapalnego [Czerwinska et al., 2012; Grabowska et al.,
2015]. Wyniki moich badann nad rézinymi modelami regeneracji pozwolily mi
przeanalizowaé zdolnosé mezenchymalnych komérek macierzystych
i pluripotencjalnych komérek macierzystych do rézZnicowania miogenicznego
i wspomagania regeneracji [Grabowska et al, 2012b; Grabowska et al, 2013;
Czerwinska et al, 2016a; Helinska et al, 2017]. Poniewaz komérki macierzyste,
takie jak komdrki pluripotencjalne, bardzo trudno jest skierowaé na Sciezke
roznicowania w komorki satelitowe lub mioblasty skoncentrowatam sie na maszynerii
molekularnej sterujqcej réoznicowaniem. Skupitam sie na z badaniu roli czynnika
transkrypcyjnego Pax7 w proliferacji i miogenicznym réznicowaniu komdrek
macierzystych [Czerwinska et al., 2016a; Czerwinska et al., 2016b; Helinska et al., 2017].

1. Charakterystyka mechanizméw regeneracji miesni szkieletowych przy uzyciu réznych
metod i modeli

Jak mozna modelowa¢ regeneracje miesni szkieletowych?

W licznych badaniach nad regeneracja mies$ni szkieletowych wykorzystuje sie kilka
eksperymentalnych modeli kontrolowanego uszkodzenia tej tkanki. Do najczesciej
stosowanych metod uszkadzania mie$ni naleza: wstrzykiwanie miotoksyn, takich jak
bupiwakaina [Benoit and Belt, 1970], kardiotoksyna z jadu kobry (CTX) [Couteaux et al,
1988], uszkodzenie fizyczne, np. zamrazanie [Vracko and Benditt, 1972], przeszczepy miesni
[Carlson and Gutmann, 1975], miazdzenie [Bassaglia and Gautron, 1995] lub odnerwienie i
wywotanie niedokrwienia [Anderson, 1991]. Kazda z tych metod prowadzi do uszkodzenia
miesni i ich degeneracji, a nastepnie indukcji regeneracji. Jednak charakterystyka przebiegu
regeneracji moze sie r6zni¢ w zaleznosci od zastosowanego typu uszkodzenia, co sprawia, ze
poréwnanie wynikow uzyskanych w roznych badaniach jest trudne. Regeneracja mie$ni
szkieletowych w dorostym organizmie trwa zazwyczaj 3-4 tygodnie. Przeprowadzono wiele
eksperymentéw majacych na celu zbadanie licznych aspektéw regeneracji, ale tylko w kilku
pracach Autorzy przeprowadzili szczegétowe poréwnanie regeneracji mie$ni wywotanej
réznymi metodami. Publikacje te nie obejmujg jednak wszystkich zmian molekularnych
zachodzacych w mieé$niach [Lefaucheur and Sebille, 1995; Fink et al., 2003; Vignaud et al,,
2005].

10



dr Iwona Grabowska - Kowalik
Zatqcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

Celem opisanych badan byto kompleksowe poréwnanie przebiegu regeneracji miesni
szkieletowych wywotanego dwoma rodzajami urazéw: 1) mechaniczne uszkodzenie witdkien
miesSniowych poprzez miazdzenie lub 2) wstrzykniecie kardiotoksyny, ktora jest czynnikiem
miotoksycznym powodujagcym miolize widkien miesniowych [Czerwinska et al., 2012].
Poniewaz w licznych publikacjach dotyczacych wykorzystania komdérek macierzystych w celu
poprawy lub przyspieszenia regeneracji, stosuje sie myszy o obniZonej odpornosci [Shi et al,
2004; Sakurai et al, 2008; de la Garza-Rodea et al,, 2010; Skuk et al, 2010; Fakhfakh et al.,
2011], w zwiazku z tym, oprécz wyzej wymienionych badan, przeprowadziliSmy analize
regeneracji mie$ni szkieletowych u myszy z niedoborem odpornosci (SCID, ang. severe
combined immunodeficiency), charakteryzujacych sie brakiem odpornosci humoralnej i
komérkowej z powodu braku dojrzatych limfocytéw T i B [Renz et al., 1996]. Poniewaz myszy
SCID charakteryzuja sie obecno$cig komérek NK, przed wszczepieniem komdrek w uktadzie
ksenogenicznym konieczne jest poddanie myszy dziataniu cyklofosfamidu [Basch et al,
1997]. Zastosowany przez nas szczep myszy zostal wyprowadzony z myszy BALB/c C.B-17
[Bosma et al., 1983]. Myszy SCID akceptuja przeszczepy ksenogeniczne i z tego powodu s3
czesto wykorzystywane jako model do badania potencjatu miogenicznego ludzkich komoérek
macierzystych [Brzoska et al., 2006; Dellavalle et al., 2007; Morosetti et al,, 2010; Grabowska
etal., 2012b; Grabowska et al., 2013].

W obu projektach mysie mie$nie szkieletowe byty uszkadzane i poddane analizie w
kolejnych stadiach regeneracji. Masa mie$ni i szczeg6towa analiza histologiczna wykazata, ze
stan zapalny i powstawanie nowych widkien mie$Sniowych jest op6éZnione w przypadku
uszkodzenia mechanicznego mie$ni myszy BALB/c w poréwnaniu do nastrzykiwanych CTX.
Miesnie uszkodzone mechanicznie charakteryzowaty sie rowniez istotnie nizsza masg w
poréwnaniu z mie$niami nastrzykiwanymi CTX [Czerwinska et al., 2012]. OkresliliSmy tez
liczbe i zdolnos¢ do tworzenia miotub (wyrazona, jako indeks fuzji) komdrek wyizolowanych
z mie$ni uszkodzonych mechanicznie i przez wstrzykniecie CTX. Mies$nie uszkodzone
mechanicznie zawieraly wiecej komoérek jednojadrowych niz uszkodzonych przez CTX,
zaréwno w 7 jak i 14 dniu po urazie. Srednia wartoé¢ indeksu fuzji komérek wyizolowanych
z nieuszkodzonych/kontrolnych mieéni i hodowanych przez 12 dni wynosita 13,3%. Sredni
indeks fuzji komoérek wyizolowanych z mie$ni uszkodzonych przez wstrzykniecie CTX byt
podobny niezaleznie od zaawansowania procesu regeneracji i wynosit okoto 7%. Jednak w
przypadku urazu mechanicznego indeks fuzji r6znit sie istotnie (4% w 7 dniu w poréwnaniu
z 17,9% w 14 dniu). Taka obserwacja sugeruje, Ze komorki wyizolowane ze zmiazdZzonych
mie$ni réznicujg z pewnym opdznieniem w poréwnaniu z komérkami otrzymanymi z mie$ni
uszkodzonych CTX [Czerwinska et al., 2012].

Postep regeneracji mozna réwniez analizowa¢ na podstawie ekspresji réznych
izoform ciezkich taficuchéw miozyny (MyHCs). W$rdd nich najbardziej znaczace sg: wolna (1)
i szybka (1la, IIb, [1d/x), ale takze zarodkowa i tzw, noworodkowa izoforma MyHCs. W trakcie
miogenezy zmienia sie wzorzec ekspresji MyHCs, jako pierwsza obserwowana jest
zarodkowa, potem noworodkowa, nastepnie wolna (I) i szybkie (Ila, IIb, IId/x) izoformy
MyHCs [Lyons et al.,, 1990; Lu et al., 1999], z wyjatkiem tego, Ze podczas regeneracji szybka
izoforma MyHC moze wystepowac przed wolng izoformga [d'Albis et al, 1989; Launay et al.,
2006]. Nasze badania dowiodty, ze ekspresja réznych izoform ciezkich tancuchéw miozyny
obserwowana byta wczes$niej w miesniach myszy BALB/c uszkodzonych CTX w poréwnaniu
ze uszkodzonymi poprzez miazdzenie. Tak wiec, pierwszy rodzaj urazu moze spowodowac
zaburzenia regeneracji i atrofie wtékien miesniowych [Czerwinska et al., 2012]. Jednak
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regeneracja mie$ni przebiegata wedtug schematu standardowego, niezaleznie od tego, w jaki
sposéb miesnie zostaty uszkodzone.

Kontynuacjg tych badan byto poréwnanie regeneracji miesnia szkieletowego myszy
BALB/c i myszy charakteryzujacych sie niedoborem odpornosci (SCID). Wczesne etapy
regeneracji w mies$niach obu szczepéw myszy byly poréwnywalne. Jednak nizZsza liczba
komorek jednojadrowych w regenerujacych miesniach myszy SCID wskazywata na nizszy
poziom stanu zapalnego. Zaobserwowano roéznice w liczbie komoérek CD14-/CD45+
(makrofagi) i komdrek CD14+/CD45+ (komorki hematopoetyczne, tj. granulocyty, komérki
T, komérki B) miedzy regenerujacymi mie$niami BALB/c i SCID. U myszy BALB/c liczba
komoarek hematopoetycznych (CD14-/CD45+) wzrosta w ciggu pierwszych 24 h po urazie, a
komorki te byty obecne w regenerujacych miesniach w czasie 7 dni regeneracji mie$ni.
Najwieksza liczba komdrek CD14-/CD45+ obserwowana byta w 2 dniu regeneracji, nastepnie
zmniejszata sie i byta istotnie mniejsza w mie$niach myszy SCID. W 5 dobie regeneracji liczba
komoérek CD14+/CD45+ byta istotnie mniejsza w mie$niach myszy SCID nizZ w mie$niach
myszy BALB/c [Grabowska et al., 2015]. Ponadto stwierdziliSmy istotne rdéznice
wystepowaniu populacji makrofagéow, M1 i M2, identyfikowanych za pomoca markeréw
CD68 i CD163 w mie$niach myszy BALB/c i SCID. Makrofagi prozapalne M1 (CD68+)
odgrywaja wazng role w promowaniu odpowiedzi immunologicznej Th1, wytwarzajg zestaw
cytokin zapalnych i tlenek azotu [Roszer, 2015]. mie$niach regenerujacych myszy BALB/c i
SCID liczba makrofagdw byta rézna. Duza liczba makrofagéw M1 byta obserwowana w
regenerujgcym mie$niu myszy SCID w 1 dniu, natomiast w myszy BALB/c w 3 dniu
regeneracji. W mie$niach myszy SCID makrofagi M1 wystepowaty czesSciej niz w przypadku
myszy BALB/c. Zmiana fenotypowa makrofagéw M2 wymaga odpowiedzi immunologicznej
Th2, ktora nie wystepuje u myszy SCID. Makrofagi M2 odgrywaja istotng role w modulacji
naprawy i przebudowy tkanek [Roszer, 2015]. Makrofagi M2 promujg miogeneze, wzmagajg
angiogeneze i stymuluja synteze biatek ECM [Deng et al., 2012; Zhang et al., 2013]. Co wazne,
w regenerujacych mie$sniach myszy SCID nie wystepowatly natomiast makrofagi
przeciwzapalne M2. Mozliwe, Ze to ograniczenie stanu zapalnego spowodowato zwiekszenie
rozwoju tkanki tgcznej obserwowane w mie$niu myszy SCID w 30 dniu regeneracji.
Wykazano, zatem, Ze chociaz u myszy SCID nie wystepuja w trakcie regeneracji mies$ni
komoérek CD163+, czyli makrofagi M2, ich brak nie powodowata istotnych zaburzen w
przebiegu regeneracji [Grabowska et al., 2015].

Podsumowanie:

e Niezaleznie od sposobu uszkodzenia miesni regeneracja przebiega zgodnie ze
standardowym schematem.

e Regeneracja miesni szkieletowych myszy z niedoborem odpornosci przebiega bez istotnych
nieprawidtowosci, pomimo braku makrofagow M2.

e Regenerujgce miesni myszy z niedoborem odpornosci charakteryzuje zwiekszona ilos¢
tkanki tqcznej.

Dynamika i efekt regeneracji miesni szkieletowych zalezy od zastosowanego modelu
zwierzecego (SCID, BALB/c) i metody uszkodzenia miesni (CTX, uszkodzenie mechaniczne).

12



dr Iwona Grabowska - Kowalik
Zatqcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

2. Charakterystyka mechanizméw odpowiedzialnych za interakcje miedzy tkankq
miesniowq a przeszczepionymi komérkami macierzystymi

Wspomaganie regeneracji miesni

Uszkodzenie mies$ni szkieletowych moze by¢ spowodowane urazem fizycznym,
niedokrwieniem, chorobami degeneracyjnymi lub sarkopenia i prowadzi¢ do postepujacego
ostabienia, niepelosprawnosci, a w skrajnych przypadkach, np. dystrofia mie$niowa
Duchenne'a (DMD), do $mierci. Dystrofia lub urazy mies$ni szkieletowych moga spowodowac
uszkodzenie wszystkich lub duzych partii mie$ni. Badania majace na celu zaprojektowanie
wilasciwego leczenia koncentruja sie na zastgpieniu uszkodzonej tkanki oraz poprawie
mobilnosci pacjenta i homeostazy mie$ni. Zanim jednak bedzie to osiggalne konieczne jest
zidentyfikowanie catej sieci interakcji miedzy czasteczkami i komdrkami w tkance
mie$niowej. Obecne terapie majace na celu leczenie choréb mie$ni ograniczaja sie gtéwnie do
zredukowania objawéw, np. zahamowania stanu zapalnego. Pojawiaja sie jednak obiecujace
nowe koncepcje terapeutyczne. Naleza do nich m.in: 1) farmakoterapie, w tym kontrola stanu
zapalnego, regulacja homeostazy wapniowej oraz 2) terapie genowe z wykorzystaniem
technologii exon skipping lub réznych wektoréw (lentiwirusy lub wirusy zwigzane z
adenowirusami) - kodujacych brakujace biatka, takie jak mikrodystrofina lub utrofina. Inng
mozliwa terapia w przypadku duzej utraty masy miesniowej jest zastosowanie strategii
leczenia opartej na wykorzystaniu rusztowan, czyli wykorzystanie biomateriatéw, ktére
moga dostarczy¢ sygnatéw chemicznych i fizycznych przeszczepionym komoérkom lub
komoérkom mie$niowym gospodarza umozliwiajac lepsza regeneracje miesni [Liu et al,
2018]. Regeneracja mies$ni szkieletowych zalezy jednak od dziatania komorek i w
konsekwencji strategie oparte na wykorzystaniu komoérek stanowig nadal pierwszy wybor.

Komérki macierzyste w regeneracji miesni

Duze zainteresowanie mozliwym zastosowaniem komorek macierzystych w
medycynie regeneracyjnej wiagze sie z ich wtasciwosciami, tj. zdolnos$ciag do samoodnowy,
ktéra gwarantuje uzyskanie wystarczajaco duzej liczby komérek do przeszczepienia oraz ich
zdolno$¢ do réznicowania w wyspecjalizowane rodzaje komdrek. Komoérki macierzyste sa
obecne w organizmach na wszystkich etapach rozwoju. Komérki uzyskane z zarodkdéw, czyli
zarodkowe komorki macierzyste, charakteryzujg sie wysokim tempem proliferacji i duza
zdolno$cia roéznicowania. Komorki macierzyste obecne w organizmach dorostych,
odpowiedzialne za uzupelnianie populacji komérek w tkankach, i ktére sg ,zuzywane” w
trakcie zycia organizmu, wykazujg zazwyczaj ograniczone zdolno$ci réznicowania (Fig. 3)
[Hipp and Atala, 2008]. Niezaleznie od rdznic, najwazniejsza cechg wszystkich typow
komérek macierzystych, ktére stanowig potencjalne Zzrodto komoérek do stosowania w terapii
mies$ni szkieletowych, jest ich zdolno$¢ do poddania sie réznicowaniu miogenicznemu.
Zdolno$¢ ta okreslana jest jako potencjal miogeniczny. Mozna go oceni¢ poprzez badanie
komorek macierzystych w warunkach in vitro i in vivo. 0dpowiednio dobrane testy pozwalajg
okresli¢, czy komorki macierzyste mogg réznicowaé sie w mioblasty, miotuby, wtékna
mie$niowe i wreszcie komdrki satelitowe.

In vitro komoérki macierzyste, ktére rozwazane sg jako zdolne do wspomagania
regeneracji, porownywane sg z mioblastami poprzez ocene ich zdolnosci do ekspresji
czynnikéw Pax7 i MRF zar6wno na poziomie mRNA, jak i biatek, a takze obecnosci biatek
adhezyjnych i strukturalnych niezbednych do fuzji, czyli M-kadheryny, syndekanu-4,
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podjednostki integryny o3. Nastepnie wazne jest okre$lenie, czy sygnaty ze Srodowiska, w
ktérym znajduja sie komdrki macierzyste, sa w stanie wywotac¢ ich réznicowanie w mioblasty.
Test taki moze by¢ przeprowadzony przy uzyciu kilku procedur. Na przykiad, badane
komoérki mogg by¢ hodowane w podtozu sprzyjajacym proliferacji i pdZniejszemu
réznicowaniu komoérek mieSniowych. Komorki macierzyste mozna réwniez hodowa¢ w
pozywce kondycjonowanej przez roznicujagce mioblasty, zawierajacej czynniki wydzielane
przez mioblasty [Sherwood et al, 2004; Bedada and Braun, 2008]. Jednak metody te czesto
okazujg sie niewystarczajgce, aby zaindukowal réznicowanie komdrek macierzystych.
Bardziej efektywna wydaje sie by¢ hodowla mieszana komoérek macierzystych z
réznicujagcymi mioblastami. Zapewnia ona bezposredni kontakt komoérkom, dzieki czemu
majg one szanse zareagowal na czynniki wydzielane przez mioblasty i rozpoczac
réznicowanie. Hodowla mieszana pozwala rowniez na okreslenie czesto$ci wystepowania
hybrydowych miotub powstajgcych w wyniku fuzji komérek macierzystych z mioblastami.
Obecnos¢ takich hybrydowych miotub sugeruje, ze badany typ komoérek moze tworzy¢
komoérki miesniowe zdolne do uczestniczenia w regeneracji mie$ni szkieletowych [Schulze et
al., 2005].

KOMORKI MACIERZYSTE
e

komorki satelitowe

multipotencjalne pluripotencjalne
(PSC)
moga réznicowaé w kilka moga réznicowaé we wszystkie
(wiele) rodzajéw komoérek rodzaje komérek budujacych organizm
mezenchymalne komérki macierzyste zarodkowe komérki macierzyste (ESC)
(adHUCB, UC-MSC) indukowane komérki pluripotencjalne (iPSC)

unipotencjalne

Fig. 3 Komodrki macierzyste w regeneracji miesni i klasyfikacja. Riézne rodzaje komdrek
macierzystych sq rozwazane jako Zrédto komdrek do naprawy uszkodzen miesni szkieletowych. adHUCB
- adherentna frakcja komdrek krwi pepowinowej, UC-MSC - komdrki macierzyste/stromalne sznura
pepowinowego.

Inna strategia pozwalajgca na zbadanie potencjatu miogenicznego komorek
macierzystych polega na odtworzeniu oddziatywan kolejnych czynnikéw odpowiedzialnych
za indukcje miogenezy podczas rozwoju zarodkowego. Wsrdd nich sg biatka z rodziny Wnt,
biatko morfogenetyczne kosci (BMP, ang. bone morphogenetic protein) lub Shh dodane do
pozywki, w ktérej hodowane sg komorki macierzyste [Borchin et al., 2013; Shelton et al,
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2014; Chal et al.,, 2015]. Jednak préba nasladowania proceséw zachodzacych in vivo jest dos¢
trudna i czesto wymaga zastosowania kilku czynnikéw dodawanych do pozywki w okreslonej
kolejnosci i stezeniu. Niemniej jednak, proby odtworzenia in vitro zdarzen, sygnatow i $ciezek
wystepujacych podczas rozwoju zarodkowego sg szeroko stosowane zwtaszcza w celu
indukcji réznicowania komoérek pluripotencjalnych. W przypadku pluripotencjalnych
komorek macierzystych stosuje sie rowniez specjalne techniki hodowli. Wéréd nich znajduje
sie uzyskiwanie i hodowla komorek w tzw. kulach zarodkowych (EBs, ang. embryonic bodies),
czyli agregatach komoérek macierzystych i ich rozrostach (EBOs, ang. embryonic bodies
outgrowths). Roznicowanie niektérych komoérek macierzystych mozna zaidukowa¢ poprzez
zastosowanie czynnikdw chemicznych, takich jak 5-azacytydyna (5azaC), ktéra jest
inhibitorem metylacji DNA oraz poprzez zmiane konformacji chromatyny w komorce wptywa
na ekspresje niektérych genéw. Pod wptywem 5azaC wiele typéw komoérek, np. komorki
macierzyste ptynu owodniowego i komorki macierzyste szpiku kostnego réznicuja w
komorki miesniowe ([Constantinides et al., 1977; Constantinides et al., 1978; Taylor and
Jones, 1979; De Coppi et al., 2007; Caplan, 2009], oméwione w: [Grabowska et al., 2012a]).

Inne podejscie stosowane do indukcji miogenicznego rdéznicowania komdrek
macierzystych polega na zastosowaniu wektoréw kodujacych okreslone miesniowe czynniki
regulatorowe. Taka strategia daje rdéwniez pozytywne wyniki w przypadku
pluripotencjalnych komoérek macierzystych (PSCs, ang. pluripotent stem cells). Na przyktad
nadekspresja Myod1 (gen kodujacy MyoD) prowadzi do ich réznicowania, jednak komorki
musz3 by¢ réwniez hodowane w postaci EBs w pozywce o niskiej zawartosci mitogenéw
[Dekel et al., 1992; Shani et al., 1992]. Podobnie, nadekspresja Pax3 lub Pax7 takze indukuje
wydajniejsze réznicowanie miogeniczne PSCs [Darabi et al., 2008; Darabi and Perlingeiro,
2008; Darabi et al, 2011a; Abujarour et al, 2014; Maffioletti et al, 2015]. Jednak
zastosowanie takiej metody wyklucza przyszte wdrozenie uzyskanych komoérek do
klinicznego zastosowania.

Ocena miogenicznego potencjatu komdrek macierzystych in vitro stanowi wstep do
najwazniejszej czesSci analizy, czyli weryfikacji uzyskanych danych in vivo. R6znicowanie in
vivo moze by¢ analizowane poprzez uzyskanie potworniakdw, czyli nieztosliwych guzéw,
sktadajacych sie z réznorodnych komorek i tkanek, pochodzacych ze trzech listkéw
zarodkowych [Dixon and Moore, 1952]. Uzyskiwanie potworniakéw pozwala na badanie
spontanicznego roéznicowania komoérek in vivo i uwzglednia sygnaty z przestrzennych
interakcji pomiedzy komorkami (oméwione w: [Grabowska et al, 2012a; Swierczek et al,
2015]). Potworniaki stuzg jako tatwo dostepny test do okreslania zdolnoSci réznicowania
komérek pluripotentnych, ktére niosg rézne mutacje. Wérdéd nich znalazty sie pierwsze
komoérki iPSC uzyskane od os6b cierpigcych na dystrofie mie$niowe Duchenne’a i Beckera
[Park et al, 2008].

Najczesciej stosowane testy in vivo polegajg na wprowadzaniu badanych komérek do
regenerujacych mie$ni szkieletowych zwierzat laboratoryjnych, a nastepnie kompleksowej
analizie skutkow tego przeszczepu. W doswiadczeniach in vivo wazne jest sprawdzenie, czy
wprowadzone komorki mogg przetrwac w sSrodowisku regenerujgcych miesni i czy sa zdolne
do podziatébw i migracji w obrebie tej tkanki. Wprowadzone komdrki mogg by¢
rozpoznawane i eliminowane przez uktad odpornosciowy gospodarza, dlatego konieczne jest
okreslenie, w jaki sposob ich obecno$¢ w miesniu szkieletowym wplywa na rozwdj stanu
zapalnego i czy nie powoduje reakcji immunologicznej gospodarza na przeszczep, zakt6cajac
tym samym przebieg regeneracji.

15



dr Iwona Grabowska - Kowalik
Zatqcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

Komdrki satelitowe majg najwieksza zdolno$¢ do réznicowania in vivo w mioblasty i
wtdékna miesniowe. Komoérki te charakteryzuje tez jednak bardzo ograniczona zdolnos$¢ do
migracjii zasiedlania mie$ni, a ponadto ich dostepnos$¢ jest ograniczona [Guerette et al., 1994;
Huard et al, 1994; Fan et al., 1996; Guerette et al., 1997; Skuk et al., 1999]. Tak wiec wsrod
populacji komérek rozwazanych jako Zrédto komérek do wspomagania regeneracji miesni
szkieletowych sg réwniez hematopoetyczne komoérki macierzyste (HSC, ang. hematopoietic
stem cells), mezangioblasty, perycyty, mezenchymalne komorki macierzyste/stromalne
(MSC, ang. mesenchymal stem/stromal cells) oraz pluripotencjalne komérki macierzyste, czyli
zarodkowe komoérki macierzyste (ESCs, ang. embryonic stem cells) lub indukowane komérki
pluripotencjalne (iPSC, ang. induced pluripotent cells) [Collins et al, 2005; Lee et al,, 2005;
Sasaki et al., 2008; Scheper and Copray, 2009]. Camargo i wsp. w 2003 roku wykazali, ze HSC
biorg udziat w tworzeniu wtékien miesniowych tylko poprzez fuzje z mioblastami i wiéknami
biorcy, a nie poprzez przeksztatcanie ich w funkcjonalne mioblasty i nastepnie réznicowanie
we widkna miesSniowe. Ponadto Sherwood i wsp. udowodnili, ze HSC przeszczepione do
mie$ni nie biorg udziatu w kolejnych rundach regeneracji mie$ni, co oznacza, Ze nie powstaja
z nich komorki satelitowe [Camargo et al., 2003].

Przeszczepienie odpowiednio dobranych komoérek macierzystych moze poprawic
przebieg regeneracji i w rezultacie wspomaéc odbudowe mie$ni szkieletowych. Jednak terapia
oparta na komérkach macierzystych bedzie mozliwa dopiero po doktadnej analizie ich cech,
zwlaszcza ich potencjalu miogenicznego, czyli zdolnosci do réznicowania w mioblasty i
wtokna mie$niowe.

Multipotencjalne komdrki macierzyste

Mezenchymalne komoérki macierzyste po raz pierwszy zostaty odkryte w szpiku
kostnym (omoéwione w: [Sacchetti et al, 2016]). Sg obecne w wielu tkankach, zaréwno
organizméw rozwijajacych sie, jak i dorostych, w tym we krwi pepowinowej, ptynie
owodniowym, tkance ttuszczowej, miesniach szkieletowych [Caplan, 2009; Markert et al,
2009]. Komorki te sg zatem tatwiej dostepne niz np. HSCs. Wiadomo réwniez, ze MSCs mogg
réznicowac¢ przede wszystkim w tkanki wywodzace sie z mezodermy, w tym w tkanke
ttuszczowa, chrzastke i kos¢. W 1995 roku po raz pierwszy wykazano, ze wykazujg one
réwniez potencjal miogeniczny. MSCs wyizolowane ze szpiku kostnego szczura i hodowane
w obecnosci 5azaC, roznicowaty w mioblasty i syntetyzowaty specyficzne czynniki miesniowe
oraz powstawaty z nich wielojagdrowe miotuby [Caplan, 2009]. MSCs w hodowli mieszanej z
mioblastami tworza hybrydowe miotuby, a wprowadzone do miesni myszy mdx (myszy
pozbawione dystrofiny, powszechnie stosowany, ale nie najlepszy model DMD) [Gussoni et
al., 1999; McCarthy et al., 2007; Rousseau et al., 2010; Podkalicka et al., 2019] spowodowaty
wzrost masy mie$niowej i ekspresje dystrofiny w nowoutworzonych wtéknach [Caplan,
2009]. MSCs wyizolowane z innych zZrddet, takich jak krew pepowinowa galareta Whartona
sznura pepowinowego, ptyn owodniowy i tkanka ttuszczowa rowniez réznicowaty i tworzyty
wtokna mie$niowe [Gang et al., 2004; Chan et al., 2006; De Coppi et al., 2007].

W naszych wtasnych analizach badali$my skuteczno$¢ réznych populacji komoérek
wspomagajacych regeneracje mies$ni szkieletowych. Wsrad takich komorek byta adherentna
frakcja komorek krwi pepowinowej (adHUCBCs) [Grabowska et al., 2013] i mezenchymalne
komérki stromalne wyizolowane ze sznura pepowinowego [Grabowska et al., 2012b].
Ludzka krew pepowinowa zawiera zaréwno mezenchymalne jak i hematopoetyczne komorki
macierzyste i prekursorowe [Romanov et al,, 2003; Carvalho et al.,, 2011]. MSCs maja zdolnos¢
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do réznicowania w komorki i tkanki pochodzenia mezodermalnego, ale majg réwniez
potencjat do réznicowania w komdérki srédbtonka [Lin et al, 2010], osteoblasty [Kim et al,
2008], a takze komorki tkanki nerwowej [Buzanska et al, 2002; Buzanska et al, 2005;
Buzanska et al, 2006]. Wykazano, ze adherentna frakcja komoérek HUCB jest subpopulacja
wzbogacong w MSC [Erices et al., 2000; Goodwin et al., 2001; Lee et al., 2004]. Nasze badania
wykazaty, ze komo6rki HUCB byly réwniez w stanie zasiedla¢ uszkodzony miesien szkieletowy
myszy SCID, jednak ich potencjat do poprawy regeneracji byt ograniczony [Brzoska et al,
2006]. Komorki HUCB wszczepione do uszkodzonych mie$ni byty wykrywalne przez 30 dni.
Byty one w stanie fuzjowac z komérkami myszy i utworzy¢ hybrydowe witékna, i wzig¢ udziat
w regeneracji miesni szkieletowych. W 7 dniu po uszkodzeniu odsetek hybrydowych wiékien
mie$niowych osiggnat az 9,8%. ZasugerowaliSmy rowniez, Ze zasiedlanie mie$ni przez
komoérki HUCB zalezy od aktywnosci osi SDF-1/CXCR4 [Brzoska et al., 2006].

Te obiecujgce wyniki sktonity nas do analizy mezenchymalnych komoérek
macierzystych wyizolowanych z galarety Whartona sznura pepowinowego [Grabowska et
al., 2012b]. Aby przeanalizowaé potencjat miogeniczny UC-MSCs przeprowadziliSmy szereg
badan in vitro i in vitro [Grabowska et al., 2012b]. Wstepne analizy UC-MSCs wykazaty, ze
ponad 80% komdrek scharakteryzowano jako komorki wyrazajgce CD29, CD73, a takze
CD105 i pozbawione CD34, CD45 i Lin1l, w zwigzku z tym analizowane komoérki uznano za
MSCs. Komdrki te réznicowaly in vitro w kierunku miogenicznym, co udowodniliSmy poprzez
hodowle mieszang z mioblastami C2C12. OkresliliSmy czestotliwo$¢ wystepowania miotub
zawierajacych ludzkie jadra, co pozwolito stwierdzié, Ze 15% z nich to miotuby hybrydowe i
pozwolito nam uzna¢, ze UC-MSC s3 w stanie r6znicowa¢ w mioblasty i tworzy¢ miotuby w
warunkach stymulujacych zréznicowanie miogeniczne. Nastepnie poréwnalisSmy przebieg
regeneracji mie$ni szkieletowych myszy uszkodzonych CTX oraz uszkodzonych CTX, do
ktérych przeszczepiono UC-MSC. Aby sprawdzi¢, czy SDF-1 poprawia zdolno$¢ UC-MSCs do
zasiedlania uszkodzonych mie$ni, przeprowadziliSmy eksperyment, w ktérym komérki przed
przeszczepieniem w hodowli in vitro byty wstepnie poddawane dziataniu SDF-1 [Grabowska
et al, 2012b]. Analiza histologiczna uszkodzonych mie$ni wykazata korzystny wptyw
transplantowanych UC-MSCs na regeneracje. Traktowanie komoérek SDF-1 przed
transplantacja spowodowato, Ze istotnie zwiekszyta sie masa miesni, co jest miarg wydajnej
regeneracji. Wykazali$my rowniez, Ze traktowanie US-MSCs cytoking SDF-1 nie wptyneto na
liczbe ludzkich komoérek zlokalizowanych w obrebie regenerujacego mies$nia, co wskazuje na
brak wptywu SDF-1 na zdolno$¢ UC-MSC do ,przetrwania” w uszkodzonej tkance. Zaré6wno
komorki kontrolne, jak i traktowane SDF-1, znajdowaly sie w bliskim s3siedztwie
nowoutworzonych wtokien mie$niowych. Sporadycznie komérki wywodzace sie z UC-MSC
wilaczane byly do regenerujacych widkien miesniowych. Zaledwie 5,3% widkien
mie$niowych stanowily wtékna hybrydowe. Wykryto réwniez UC-MSCs zlokalizowane w
bliskim sasiedztwie widkien mie$niowych, w pozycjach specyficznych dla komorek
satelitowych. StwierdziliSmy, ze UC-MSCs sa w stanie skolonizowa¢ uszkodzone mie$nie
szkieletowe i wspomagaja regeneracje, szczegdlnie po pre-traktowaniu SDF-1, mimo iz matg
czestotliwoscig uczestniczg w tworzeniu nowych wiékien miesniowych.

Podsumowanie:
e  Multipotencjalne komorki macierzyste (adHUCB i UC-MSC) majq potencjat miogeniczny.
e In vitro UC-MSC fuzjujq z mioblastami w tworzq hybrydowe miotuby z wysokq
wydajnoscig.
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e Przeszczepianie komdrek multipotencjalnych do uszkodzonych miesni szkieletowych
ma pozytywny wplyw na regeneracje.

Multipotencjalne komérki macierzyste (adHUCB i UC-MSC) majq potencjat miogeniczny in
vitro i wspomagajq regeneracje miesni.

3. Rola specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych w rézinicowaniu komdrek
macierzystych

Pluripotencjalne komorki macierzyste

Zarodkowe komorki macierzyste (ESCs) sa pluripotencjalne, co oznacza, Ze maja
zdolnos$¢ do réznicowania we wszystkie komorki budujace organizm. Przy zastosowaniu
odpowiednich warunkéw hodowli ESCs tworzga EBs rdznicuja w nich w komérki trzech
listkéw zarodkowych, ekto-, endo- i mezodermy. In vivo, po wprowadzeniu ESC, np. pod skére
myszy z niedoborem odpornosci, ich pluripotencja przejawia sie zdolnoscig do tworzenia
potworniakéw, czyli guzéw, w ktorych z PSCs powstajg réznorodne komdrki i tkanki
[Grabowska et al., 2012a]. Z punktu widzenia moich badan, najciekawsze wydaje sie to, ze w
potworniakach, PSCs wydajnie réznicuja w mie$niowe prekursory, mioblasty, miotuby a
takze w dojrzate wiékna miesniowe (oméwione w: [Grabowska et al.,, 2012a]). Zdolno$¢ do
tworzenia wtokien miesniowych w potworniakach potwierdza, ze ESCs maja potencjat
miogeniczny. Jednak przy zastosowaniu innych modeli badawczych ESCs bardzo
nieefektywnie roznicuja w komdrki miogeniczne. Majac powyzsze na uwadze, interesujace
jest to, ze ich zdolno$¢ do réznicowania w kardiomiocyty jest z kolei bardzo wysoka (dodatek
aktywiny A i BMP4 do pozywki zwieksza odsetek kardiomiocytéw uzyskanych z ludzkich
ESCs do 90%) [Laflamme et al., 2007].

Kiedy ESCs s3 hodowane w warunkach podtrzymujacych pluripotencje nie
eksprymujg gendéw charakterystycznych dla mie$ni szkieletowych [Kamochi et al, 2006;
Zheng et al., 2006; Barberi et al., 2007; Darabi et al.,, 2008; Tian et al., 2008; Chang et al., 2009;
Czerwinska et al, 2016a]. Rohwedel i wsp. w 1994 roku po raz pierwszy opisali
wystepowanie w kulach zarodkowych komoérek eksprymujgcych geny kodujace czynniki z
rodziny MRF [Rohwedel et al., 1994]. Analiza ta opierata sie na obserwacji zmian morfologii
komérek i wykrywaniu transkryptéw MRF, co budzito watpliwosci zgtaszane przez inne
grupy badawcze. Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze komérki budujace
EB nie sg w stanie "spontanicznie" rozpoczac¢ réznicowania w mioblasty [Darabi et al.,, 2008;
Scheper and Copray, 2009], albo takie rdznicowanie zachodzi z bardzo niska czestoScig
[Zheng et al.,, 2006; Tian et al., 2008]. Indukcja réznicowania ESC do mioblastéw byta mozliwa
po zastosowaniu dodatkowego czynnika, np. 5azaC lub kwasu retinowego (RA, ang. retinoic
acid) [Zheng et al., 2006; Sasaki et al., 2008]. Uzyskane w ten sposéb komdrki syntetyzowaty
jednak tylko niektére markery miogeniczne i tworza miotuby z niska czestotliwoscig [Zheng
etal., 2006; Sasaki et al,, 2008].

Inna strategia indukowania réznicowania miogenicznego ESCs zostata zastosowana
przez Barberiego i wsp., ktérzy wykorzystali hodowle mieszang ludzkich ESCs z komé6rkami
szpiku kostnego, ktére wydzielajg czynniki promujgce réznicowanie w mezoderme. Uzyskane
przez nich prekursory mezodermy nie byty zdolne do réznicowania w mioblasty. Tylko
komorki o fenotypie CD73+ w hodowli mieszanej z mioblastami C2C12 lub inkubacja w
pozywce zawierajacej 5azaC indukowaly ekspresje Myodl i MyoG [Barberi et al, 2005].
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Najlepsze wyniki w pozyskiwaniu komérek miesniowych z ESCs otrzymano jednak poprzez
nadekspresje okreslonych genéw zwigzanych z réznicowaniem komérek w miesniowych, np.
nadekspresja genu kodujgcego IGFII (insulinopodobny czynnika wzrostu II) doprowadzita do
syntezy MyoD, Myf5, miogeniny i M-kadheryny. Komorki, w ktérych indukowano zwiekszong
ekspresje IGFII, tworzyty rdwniez miotuby in vitro [Wobus and Boheler, 2005; Kamochi et al.,
2006]. Réwniez nadekspresja MyoD, ktéry odgrywa centralng role w roéznicowaniu
miogenicznym [Berkes and Tapscott, 2005], prowadzi do miogenicznego réznicowania, ale
tylko wtedy gdy komorki sg hodowane w postaci kul zarodkowych w pozywce zawierajgcej
czynniki indukujace réznicowanie [Dekel et al., 1992; Shani et al., 1992; Armour et al., 1999;
Gianakopoulos et al, 2011]. W$réd czynnikéw, ktéorymi byly transfekowane ESCs, aby
wywotaé réznicowanie, znalazty sie rowniez Pax3 i Pax7 [Dekel et al., 1992; Darabi et al.,
2008; Darabi and Perlingeiro, 2008; Darabi et al., 2009; Darabi et al., 2011b; Goudenege et al,,
2012; Tanaka et al, 2013; Abujarour et al., 2014; Maffioletti et al., 2015; Shoji et al.,, 2016].
Oprdcz metod polegajacych na nadekspresji wybranych czynnikéw, zaproponowano szereg
innych technik i modeli do pozyskiwania komoérek miesni szkieletowych z komorek
pluripotencjalnych. Niemniej jednak, uzyskiwanie mioblastow in vitro jest nadal
nieefektywne. Potencjat miogeniczny ESC zostal réwniez oceniony in vivo [Bhagavati and Xu,
2005; Archacka et al, 2010; Grabowska et al, 2012a; Magli et al, 2017]. Na przyktad,
Bhagavati i Xu przeprowadzili eksperymenty z wykorzystaniem wcze$niej hodowanych z
mioblastami przez kilka dni ESCs. Po przeszczepieniu wstepnie zréznicowanych ESCs do
regenerujgcych mies$ni myszy mdx, liczba widkien mieSniowych zawierajgcych dystrofine
byta bardzo niska i mogta by¢ wynikiem tak zwanego "spontanicznego odwrdcenia mutacji"
[Bhagavati and Xu, 2005]. Transplantacja wstepnie zréznicowanych ESCs do mie$ni
szkieletowych, a nastepnie ocena skutkéw tej procedury zostata przeprowadzona réwniez
przez inne grupy badawcze.

Zastapienie uszkodzonej tkanki mie$niowej lub poprawa przebiegu regeneracji z
wykorzystaniem komorek macierzystych stanowi potencjalng strategie leczenia wielu
choréb zwyrodnieniowych miesni. Z tego powodu analizowaliSmy zdolnos¢ ESC do
réznicowania w mioblasty i wspomagania regeneracji mies$ni szkieletowych.

Pax7 - proliferacja i miogeniczne réznicowanie komorek pluripotencjalnych

Rodzina genéw Pax stanowi konserwowang ewolucyjnie grupe dziewieciu czynnikow
transkrypcyjnych, ktére odgrywaja kluczowa role podczas organogenezy i homeostazy
tkankowej [Chi and Epstein, 2002; Robson et al, 2006; Buckingham and Relaix, 2007;
Przewozniak and Brzdska, 2008]. Spontaniczne mutacje w genach Pax mogg prowadzi¢ do
zaburzen w rozwoju zaré6wno myszy jak i ludzi [Lang et al, 2007] a takze do rozwoju
nowotworow [Robson et al., 2006; Wang et al., 2008]. Pax3 i Pax7 to spokrewnione czynniki
zaangazowane w specyfikacje i utrzymanie populacji komérek prekursorowych mie$ni
szkieletowych [Bober et al, 1994; Goulding et al, 1994; Tajbakhsh et al, 1997; Chi and
Epstein, 2002; Robson et al, 2006]. Pax7 odgrywa kluczowa role podczas miogenezy
zarodkowej, utrzymuje prawidlowe funkcjonowanie komorek satelitowych, ktore sa
komérkami macierzystymi dorostego mie$nia szkieletowego. Uprzednio wykazano, ze
nadekspresja Pax7 promuje roéznicowanie miogeniczne pluripotencjalnych komorek
macierzystych [Darabi et al., 2011a]. Pax7 jest eksprymowany w nieaktywnych mitotycznie
komérkach satelitowych, a jego obecno$¢ utrzymuje sie po aktywacji komorek az do
momentu rozpoczecia réznicowania. Myszy Pax7-/- rodza sie Zywe, ale majg znacznie nizsza
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mase urodzeniowg i z powodu ostabienia miesni i probleméw neurologicznych przezywaja
zaledwie 2-3 tygodnie [Seale et al., 2000]. Fenotyp myszy Pax7-/- wskazuje, Ze Pax7 nie jest
konieczny do powstania mie$ni w rozwoju zarodkowym i ptodowym. Myszy pozbawione
Pax7 s3 co prawda mniejsze, ale maja stosunkowo dobrze wyksztatcong tkanke mie$sniowa.
Zdolnos$¢ regeneracji mie$ni po uszkodzeniu jest jednak znaczaco obniZona, co jest
konsekwencja bardzo zredukowanej liczby komoérek satelitowych albo wrecz ich braku
[Mansouri et al., 1996; Oustanina et al., 2004].

Pax7

Specyfikacja, podziaty oraz réznicowanie komorek podczas
rozwoju mieénl

Regulacja migracji, réznicowania i podziatéw komoérek podczas é,o
rozwoju mozgu, rdzenia kregowego, grzebienia nerwowego

Koordynacja ekspresji mie$niowych czynnikow regulatorowych

Marker komérek satelitowych

Funkcja anty-apoptotyczna i regulacja samoodnowy komoérek satelitowych \y

W miesniach myszy Pax7-/- obecne sg komorki satelitowe, ale jest ich znaczaco
mniej niz w mie$niach myszy kontrolnych

In vitro nadekspresja Pax7 w ESC prowadzi do réznicowania komorek w mioblasty

Fig.4 Pax7 - proliferacja i miogeniczne réznicowanie. Pax7 odgrywa rézne role w regulacji
miogenezy, petni role w aktywacji programu réznicowania miogenicznego i jednoczesnie zapobiega
terminalnemu réznicowaniu.

Komorki progenitorowe mie$ni obecne w somitach eksprymuja Pax3 i Pax7 [Kassar-
Duchossoy et al,, 2005; Relaix et al., 2005]. Niektore z tych komdrek utrzymuja sie przez caty
okres rozwoju embrionalnego i ptodowego i dlatego s3 uwazane za zZrédto postnatalnych
komérek satelitowych. Wyniki eksperymentéw z wykorzystaniem indukowanej inaktywacji
Pax7 w mie$niach myszy zakwestionowaty znaczenie tego czynnika w dojrzatych miesniach
[Lepper et al., 2009]. Autorzy tych badan doszli do wniosku, Ze Pax7 ma kluczowe znaczenie
dla utrzymania progenitoro6w komorek satelitowych podczas rozwoju i wczesnego
dojrzewania, ale po ustanowieniu populacji nieaktywnych komoérek satelitowych, tj. po 20
dniu od urodzenia myszy, Pax7 jest zbedny. Nie uwzglednili oni jednak udzialu komoérek
infiltrujgcych mieénie, ktére mogg zrekompensowac brak lub uposledzenie funkcji komoérek
satelitowych [LaBarge and Blau, 2002; Kowalski et al., 2016].

Pax7 jest wykrywany w aktywowanych i proliferujagcych komérkach satelitowych a
jego poziom ulega szybkiej redukcji w zréznicowanych komoérkach [Olguin and Olwin, 2004;
Zammit et al, 2004]. Eksperymenty przeprowadzone z wykorzystaniem pierwotnych
mioblastow izolowanych z mie$ni dorostych myszy i hodowanych in vitro wykazaty, ze w
niewielkiej czesci populacji komdrek Pax7+/MyoD+ dochodzi do obnizenia ekspresji Myod1,
i podwyzszenia ekspresji Pax7, co zapewnia utrzymanie puli komoérek satelitowych [Olguin
and Olwin, 2004; Reimann et al., 2004; Zammit et al., 2004]. Nadekspresja Pax7 w mioblastach
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prowadzi do obnizenia poziomu MyoD i zablokowanie réznicowania komérek [Olguin and
Olwin, 2004; Olguin et al, 2007]. Tak wiec, nie jest zaskakujace, ze w hodowanych in vitro
mioblastach izolowanych z mie$ni myszy Pax7-/- dochodzi do aktywacji MyoD, obserwuje sie
tez nasilenie proliferacji i réznicowania komo6rek w miotuby [Oustanina et al., 2004; Kuang et
al., 2006; Relaix et al., 2006]. Jednakze, w poréwnaniu z rodzing czynnikéw MRF, rola Pax7 w
miogenezie embrionalnej i u dorostych osobnikéw (w tym podczas regeneracji) nie jest w
pelni zdefiniowana (Fig. 4).

Aby przetestowaé¢ role Pax7 w miogenicznym réznicowaniu komdrek
pluripotencjalnych uzyskaliSmy linie komoérkowe ESCs: kontrolne i pozbawione
funkcjonalnej kopii genu Pax7 [Czerwinska et al., 2016a]. PotwierdziliSmy, Ze uzyskane
przez nas linie ESCs sa pluripotencjalne, czyli czy tak jak powszechnie stosowana linia
komoérek ESCs - D3 in vitro i in vivo réznicuja w komdrki pochodzenia ekto-, endo- i
mezodermalnego, z uwzglednieniem komorek mies$ni szkieletowych. Analiza uzyskanych
potworniakéow wykazata, Ze wszystkie analizowane linie ESCs kontrolne, i Pax7-/- sa
pluripotencjalne i powstaja z nich w potworniakach wtékna miesniowe [Czerwinska et al.,
2016a]. AnalizowaliSmy réwniez ekspresje czynnikow miogenicznych, takich jak MRF i
specyficzne dla mie$ni mikroRNA, w hodowanych w warunkach podtrzymujacych
pluripotencje jak i réznicujacych ESCs Pax+/+ i Pax7-/-. W celu indukcji miogenezy in vitro
ESCs byty hodowane w specjalnych warunkach obejmujacych uzyskiwanie kul zarodkowych
i ich rozrostéw, obnizong zawarto$¢ surowicy i suplementacje pozywki kwasem retinowym
oraz insuling, transferryna i selenem (ITS) [Rohwedel et al, 1999; Barberi et al, 2007;
Kennedy et al, 2009]. Nastepnie pordéwnaliSmy transkryptom obu typéw komdrek
réznicujacych in vitro. Ekspresja czynnikdw kluczowych dla specyfikacji i zréznicowania
mioblastow, takich jak Pax3, Myod1, Myog, Myf5i Id2, rosta podczas r6znicowania ESC, ale nie
réznila sie istotnie miedzy ESCs Pax7+/+ i Pax7-/-. We wszystkich analizowanych hodowlach
ESCs Pax7+/+ i Pax7-/- ekspresja MyHCs byta wykrywalna, co wskazuje na tworzenie sie
aparatu kurczliwego w réznicujagcych komdrkach. Ponadto rozrosty MyHC+ zawieraty
mioblasty i miotuby, co wskazywato, Ze réznicujace ESCs moga osiaga¢ zaawansowane etapy
réznicowania miogenicznego. Dodatkowe analizy wykazaty, ze komoérki obecne w EBOs
uzyskanych z ESCs Pax7-/- charakteryzowaly sie wiekszg liczbg komérek MyoD+ niz te
powstate z komérek Pax7+/+. OceniliSmy réwniez stadium rozwojowe analizowanych
mioblastow i miotub utworzonych przez ESCs, tj. czy byly to mioblasty pierwotne
(embrionalne) czy wtdrne (ptodowe), okreslajac poziom ekspresji transkryptow Myh7, Nfix i
Eno3 w0, 2,7 121 dniu ré6znicowania. Wolna izoforma ciezkich taticuchéw miozyny (Myh7)
jest charakterystyczna dla zarodkowych wtdékien pierwotnych [Biressi et al.,, 2007]. Eno3 jest
enzymem metabolicznym charakterystycznym dla mioblastéw zarodkowych [Barbieri et al.,
1990]. Produkt genu Nfix kontroluje przetaczanie miogenezy z miogeneza zarodkowej na
ptodowg [Messina et al., 2010]. Nasza analiza wykazata, Ze in vitro myogeniczne ré6znicowanie
ESCs w EBs i EBOs, niezaleznie od genotypu prowadzi do powstawania miotub o cechach
embrionalnych, na co wskazuje ekspresja Myh7, oraz prekursoréw ptodowych, na ktére
wskazuje ekspresja Nfix. W rezultacie wykazaliSmy, ze brak funkcjonalnego Pax7 nie
uniemozliwia miogenicznego roéznicowania ESC in vitro i sprzyja roéznicowaniu
miogenicznemu [Grabowska et al., 2012a].

Niektore dowody wskazuja, Ze Myod1 jest kluczowym genem miogenicznym, a jego
ektopowa ekspresja, moze zapoczatkowa¢ program miogeniczny w innych rodzajach
komorek, tj. fibroblastach, adipocytach, komérkach pigmentowych i innych [Davis et al,
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1987; Weintraub et al., 1989]. Warto zauwazy¢, Ze nadekspresja Pax7 hamuje réznicowanie
komérek C3H10T1/2 do mioblastéw, roznicujagcych w wyniku ektopowej ekspresji Myod1
[Olguin and Olwin, 2004] a takze rdznicowanie mioblastéw C2C12 [Zammit et al, 2006;
McFarlane et al., 2008; McKinnell et al., 2008; Kumar et al., 2009]. Prawdopodobnie Pax7
hamuje wczesne reakcje w molekularnej kaskadzie prowadzace do réznicowania mie$ni
[Olguin and Olwin, 2004; Olguin et al., 2007; Kumar et al, 2009], przypuszczalnie poprzez
hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej MyoD. Zastosowanie 5azaC w hodowli komorek linii
C3H10T1/2 powoduje, ze komoérki te réznicuja w komoérki podobne mioblastéw pod
wzgledem cech morfologicznych i biochemicznych [Pinney and Emerson, 1989]. Ta zmiana
fenotypu moze wynika¢ z aktywacji gen6w endogennych w odpowiedzi na hemimetylacje
[Ciemerych et al, 2011; Bem and Grabowska, 2013; Swierczek et al, 2015]. W kolejnych
badaniach zweryfikowaliémy role Pax7 w réznicowaniu ESCs przy uzyciu czynnika
demetylujacego 5azaC w warunkach in vitro i in vivo, czyli w srodowisku regenerujgcych sie
mie$ni szkieletowych [Helinska et al., 2017].

Molekularne podstawy dziatania 5azaC opieraja sie na zmianach epigenetycznych
spowodowanych demetylacja cytozyn, prowadzaca do ,odblokowania” ekspresji niektérych
gen6w [Konieczny and Emerson, 1984]. Indukcja réznicowania komorek poprzez
traktowanie 5azaC moze wynika¢ nie tylko ze zmiany poziomu metylacji cytozyn, ale takze
przez degradacje Oct3/4 i Nanog, w ktorej posredniczg kaspazy -3 i -7 [Musch et al,, 2010].
Co wazne, wykazano, ze Oct3/4 zapobiega ekspresji Myod1i, a zatem jego degradacja ma
bezposredni wplyw na réznicowanie miogeniczne [Watanabe et al, 2011]. 5azaC
rzeczywiScie indukuje ekspresje MyoD w ludzkich ESC [Zheng et al, 2006], jak rowniez w
mysich ESCs [Archacka et al, 2014]. Archacka i wsp. zasugerowali, Zze 5azaC uwrazliwia
komérki ESCs na czynniki obecne w surowicy konskiej, ktére indukuja miogeniczne
réznicowanie tych komorek [Archacka et al, 2014]. Na podstawie wielu doniesien
udokumentowano, ze suplementacja podtoza hodowlanego surowica koniska jest kluczowa
dla prawidtowego réznicowania komorek, takich jak mioblasty pierwotne, mioblasty C2C12
i inne komorki, np. komdrki macierzyste AC133+ lub mezenchymalne komoérki macierzyste z
tkanki ttuszczowej [Torrente et al., 2004; Di Rocco et al., 2006]. Z tego powodu, od 1960 roku,
surowica korniska jest powszechnie stosowana w hodowli mioblastéow [Capers, 1960].
Surowica ta byta rowniez wykorzystywana, jako czynnik promujacy réznicowanie ESCs w
mioblasty [Zheng et al.,, 2006; Chang et al., 2009].

WykazaliSmy, ze po 10 dniach hodowli kolonii ESCs w pozywce indukujjcej
réznicowanie ich morfologia wskazywata na rozpoczecie réznicowania - kolonie ESCs byty
okragte, ale "splaszczone" na ich brzegach [Helinska et al.,, 2017]. Zastosowanie 5azaC
potegowato ten efekt i dodatkowo powodowato rozproszenie kolonii i migracje komorek.
Zmiany w morfologii kolonii byty najbardziej widoczne w komérkach Pax7-/-, co sugeruje, ze
komoérki te sg bardziej podatne na inicjowanie réznicowania w odpowiedzi na dziatanie
5azaC. Okreslenie pola powierzchni zajmowanego przez komorki MyHC+ potwierdzito, ze
réznicowanie miogeniczne byto bardziej efektywne w przypadku linii ESCs Pax7-/-. W
komérkach Pax7-/- ESC poziom mRNA i biatek kodujgcych marker mezodermy przyosiowej
Pdfgra, a takze Pax3, Myf5, Miogeniny byly wyzsze w poréwnaniu z komoérkami Pax7+/+
[Helinska et al., 2017]. Obiecujace wyniki uzyskane w warunkach in vitro sktonity nas do
zbadania zachowania sie Pax7-/- ESC w warunkach in vivo, ZatozyliSmy, ze ESCs Pax7-/-,
ktére s3 bardziej podatne na up-regulacje MRF in vitro, bedg charakteryzowaty sie
zwiekszong zdolnoscig do uczestniczenia w regeneracji miesni. Niestety, nie byliSmy w stanie
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wykry¢ widkien mieSniowych utworzonych przez przeszczepione ESCs. Co wazne,
zaobserwowaliSmy, Ze po 7 dniach regeneracji liczba komérek wywodzacych sie z
przeszczepionych ESCs Pax7-/- i obecnych w regenerujacych mie$niach byta istotnie wyzsza
niz w przypadku kontrolnych ESCs. Zjawisko to bylo zwigzane z naszym odkryciem, ze
wiekszy odsetek komdérek wywodzacych sie z przeczepionych komérek Pax7-/- wyrazat
Ki67, czyli marker komorek proliferujacych. Postulujemy, zatem, ze ESCs Pax7-/- zachowaty
zdolno$¢ do proliferacji w regenerujacych sie miesniach, co sprzyjato ich wiekszej
przezywalnosci [Helinska et al., 2017].

Uzyskane dane wykazuja, ze ESCs pozbawione funkcjonalnej kopii genu kodujacego
Pax7 charakteryzowaly sie wieksza zdolnoscia proliferacyjng po przeszczepieniu do
regenerujacych sie miesni, w poréwnaniu z komoérkami Pax7+/+. Obecno$¢ tych komoérek nie
miata jednak wplywu na profil transkrypcyjny regenerujacego mie$nia. Wykazalismy, ze brak
Pax7 nie zapobiega réznicowaniu miogenicznemu in vitro i zasiedlaniu regenerujacego
mie$nia in vivo [Helinska et al., 2017]. Co wazne, réznicujace in vitro ESCs Pax7- /- sg bardziej
podatne na inicjowanie réznicowania miogenicznego, wskazujac, ze proces ten moze by¢
utatwiony nie tylko przez nadekspresje miogenicznych czynnikéw regulatorowych, ale takze
przez brak niektérych z nich.

Wyniki naszych badan nad rola Pax7 w proliferacji ESCs w regeneracji mie$ni oraz
wczedniejsze analizy wykazujace, ze Pax7 jest obecny w proliferujacych komérkach
satelitowych i jest szybko degradowany w komoérkach réznicujgcych [Olguin and Olwin,
2004; Zammit et al, 2004], wraz z danymi na temat przejSciowej nadekspresji Pax7 w
mioblastach, wykazujacymi ze Pax7 indukuje obniZzenie poziomu ekspresji Myodl i
zahamowanie miogenezy, a takze redukcje inkorporacji BrdU w transfekowanych
komorkach, wskazuja ze wplyw Pax7 na regulacje proliferacji i apoptozy komorek
satelitowych i mioblastéw jest niepodwazalny [Olguin et al., 2007]. Jednak jego udziat w
regulacji cyklu komoérkowego jest jeszcze mato poznany w poréwnaniu z takimi regulatorami
miogenicznymi jak na przyktad MyoD.

W naszej pracy dotyczacej roli Pax7 w proliferacji wykazaliSmy, ze brak
funkcjonalnego Pax7 w réznicowaniu ESCs moduluje cykl komoérkowy utatwiajac proliferacje
tych komorek. ESCs Pax7-/- charakteryzuje wyzszy poziom cykliny E1, niZzszy poziom
inhibitoréw cyklu komérkowego. W efekcie wyzszy odsetek ESCs Pax7-/- wyrazat marker
Ki67 charakterystyczny dla proliferujacych komoérek, w poréwnaniu do komdrek
kontrolnych [Czerwinska et al., 2016b]. Kontrolne do$wiadczenia przeprowadzone zostaty
z wykorzystaniem komdrek "niemie$niowych", a wiec mysich zarodkowych fibroblastach
(MEFs, ang. mouse embryonic fibroblasts). Wykazaty one, ze Pax7 jest wykrywalny rowniez
MEFs. Wyniki analizy transkryptomu, wykonane technikg mikromacierzy, wskazaty role Pax7
réwniez w regulacji cyklu komérkowego MEFs. Potwierdzity one nizszy poziom ekspresji
inhibitora cyklu komoérkowego kodujacego mRNA, tj. p57, w MEF Pax7-/- [Czerwinska et al.,
2016b]. Wigzato sie to z wyzszym tempem proliferacji tych komdrek. Brak Pax7 ma zatem
pozytywny wptyw na proliferacje zarodkowych fibroblastow myszy (komentarz [Dulak,
2017)).

W ostatnich latach wiele o$rodkéw badawczych sugerowato, ze Pax7 odgrywa
kluczowa role w powstawaniu populacji komérek satelitowych i ich funkcji, utrzymaniu
populacji i regulacji r6znicowania miogenicznego [Seale et al., 2000; Kuang et al., 2006; Olguin
et al., 2007; McKinnell et al., 2008; Collins et al., 2009; Lepper et al.,, 2009]. Jednak doktadna
rola Pax7 w tych procesach, tj. regulacja, cele molekularne, interakcje, Sciezki sygnatowe, jest
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wciagz zbadana tylko powierzchownie. Moim zdaniem Pax7 odgrywa, wiec podwojna role w
réznicowaniu ESCs - promuje miogeneze poprzez indukowanie ekspresji MRF oraz
zapobieganiu terminalnemu réznicowaniu poprzez blokowanie funkcji MRF i wspieranie
proliferacji.
Podsumowanie:

e Brak Pax7 nie blokuje rézZnicowania miogenicznego komdrek pluripotencjalnych.

e Transplantacja ESC Pax7-/-wykazata, Zze majq wyzszq zdolnos¢ do kolonizacji miesni

szkieletowych.

e Zarodkowe komdrki macierzyste Pax7-/- proliferujg wydajniej.

Brak Pax7 utatwia ekspresje MRF i réZnicowanie ESC.
Pax7 jest zaangazowany w regulacje cyklu komdérkowego.

Podsumowanie
Za swoje najwazniejsze osiggniecia uwazam:

e Wskazanie mechanizméw regulujacych przebieg regeneracji przy
zastosowaniu réznych metod uszkodzenia miesni i modeli zwierzecych.

e Okreslenie roli réznych typow komorek macierzystych we wspomaganiu
regeneracji miesni.

e OdKrycie, ze pluripotencjalne komorki macierzyste pozbawione funkcjonalnej
kopii genu kodujacego Pax7 wydajniej r6znicuja w mioblasty.

o Wskazanie nowej roli Pax7 w regulacji cyklu komérkowego.
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Zwiezly opis innych osiagnie¢ naukowych i perspektywy

Moje zainteresowania badawcze dotycza miogenezy zarodkowej, regeneracji mie$ni
szkieletowych oraz mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za interakcje miedzy
tkanka miesniowa a réznymi typami komorek macierzystych. Badam réwniez role
specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych w réznicowaniu komérek macierzystych.
Prowadzone przeze mnie badania byly finansowane ze $rodkéw pozyskanych przez mnie
m.in w NCN, ale bytam i jestem wykonawca takze w innych projektach naukowych, w ktérych
zajmuje sie bliska moim zainteresowaniom naukowym tematyka (20 projektéw). Realizacja
wilasnych pomystéw i wspéipraca z innymi badaczami, w tym doktorantami, zaowocowata
licznymi publikacjami oryginalnymi i przegladowymi (31 publikacji) oraz prezentacjami
podczas konferencji naukowych. Mam roéwniez bogate doswiadczenie dydaktyczne:
prowadze zajecia dla studentéw studiéw licencjackich i magisterskich. Bytam promotorem
26 studentdéw i promotorem pomocniczym dwoch prac doktorskich. Aktywnie popularyzuje
nauke, jako uczestnik i organizator réznych wydarzen na Wydziale Biologii. Pracuje rowniez
na rzecz Wydziatu Biologii, jako cztonek Rady Wydziatu, Rady Instytutu i komisji Rady
Wydziatu (Komisja ds. studenckich i toku studiéw, Komisja ds. nagréd naukowych i
dydaktycznych).

Szczegdtowe informacje dotyczqce moich osiggnie¢ naukowych znajdujq sie w Zatqczniku 4.
Plany naukowe:

1. Zbadanie roli czynnika Pax7 w dojrzewaniu wiékien mie$niowych.
- Rola Pax7 w tworzeniu i organizacji potagczen nerwowo-mie$sniowych
- Rola Pax7 w regulacji rozwoju btony podstawnej z wtékna mie$sniowego.
- Rola Pax7 w chorobach nerwowo-mie$niowych
2. Zbadanie, czy brak Pax7 wptywa na zréznicowanie komdrek macierzystych uzyskanych
innymi metodami niz uzyskanie linii zarodkowych komérek macierzystych, w tym
ludzkich iPSC.
3. Kontynuacja wspétpracy i badan nad wspomaganiem regeneracji mies$ni szkieletowych
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