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Streszczenie: Migsnie szkieletowe sg zdolne do regeneracji w odpowiedzi na uszkodzenie bedace wyni-
kiem na przykltad urazu mechanicznego, dziatania toksyny lub choroby. Kluczowa rolg w tym procesie
odgrywajg komorki satelitowe zlokalizowane w migsniu szkieletowym. Jednak zard6wno w warunkach
fizjologicznych, jak i eksperymentalnych w regeneracje moga zosta¢ zaangazowane komorki macierzyste
rezydujace w migs$niu lub pochodzace z innego zrddla. Budzi to nadzieje na potencjalne wykorzystanie
tych komdrek w terapii chorob migsni szkieletowych, takich jak dystrofie migsniowe czy rdzeniowy
zanik migsni. U pacjentow cierpiacych nate choroby obserwuje si¢ zaburzenia regeneracji migsni, czg¢sto
powigzane z wyczerpaniem lub zmniejszeniem endogennej populacji komorek satelitowych. Dlatego
wykorzystanie komdrek macierzystych mogtoby spowodowaé przywrocenie mozliwosci odbudowy
migsni szkieletowych. Jednak taka terapia bgdzie mozliwa dopiero po przeprowadzeniu precyzyjnej
analizy wlasciwosci komorek macierzystych, ktérej kluczowym elementem jest ocena ich potencjatu
miogenicznego, czyli zdolnosci do réznicowania w komorki i wldkna migsniowe. Niniejsza praca podsu-
mowuje aktualny stan wiedzy na temat potencjalu miogenicznego réznych populacji komorek macie-
rzystych i wskazuje te z nich, ktére maja szans¢ sta¢ si¢ Zrodlem komorek przeszczepianych podczas
terapii choréb migsni szkieletowych.

Stowa kluczowe: mig$nie szkieletowe, regeneracja, komorki macierzyste, transplantacja, potencjal miogeniczny.

Summary: Skeletal muscle tissue is characterized by ability to regenerate in response to injury resulting
for example from mechanical trauma, toxin or disease. The key role in this process is played by satellite
cells localized in skeletal muscle. However, both under physiological and experimental conditions diffe-
rent types of stem cells originating either from skeletal muscle or other tissues can be also involved in
regeneration. This raises the hope for potential use of stem cells in the therapy for skeletal muscles
diseases, such as muscular dystrophies or spinal muscle atrophy. These pathologies are characterized by
impairment of regeneration linked with depletion or reduction of endogenous population of satellite cells.
Thus, transplantation of stem cells could improve regeneration of such muscle and, as a result, support
their reconstruction. However, stem cells based therapy will be possible only after precise analysis of
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their features, especially their myogenic potential, i.e. the ability to differentiate into muscle cells and
fibers. This review summarizes current state of knowledge concerning myogenic potential of different
types of stem cells and indicates those that are likely to be used in a future as a source of cells transplanted
during skeletal muscle therapy.

Keywords: skeletal muscles, regeneration, stem cells, transplantation, myogenic potential.

1. WPROWADZENIE

Migsnie szkieletowe sa zdolne do regeneracji w odpowiedzi na uszkodzenie
mechaniczne (intensywny wysilek fizyczny, zmiazdzenie, rozerwanie), chemiczne
(dziatanie toksyn) oraz termiczne (dziatanie wysokiej lub niskiej temperatury). Réwniez
podczas rozwoju choroby wywolanej np. nieprawidlowym unerwieniem mig$ni lub
brakiem istotnych biatek strukturalnych w migsniach szkieletowych indukowana jest
regeneracja. Podstawowa role w regeneracji odgrywaja komoérki prekursorowe
miesni szkieletowych — komorki satelitowe. Komorki satelitowe zlokalizowane sa
w niszy pomigdzy sarkolemma a btona podstawna wiokna migsniowego i w warun-
kach fizjologicznych pozostaja nieaktywne mitotycznie. Szacuje sig, ze u myszy
wkrotce po urodzeniu jadra komoérek satelitowych stanowia okoto 30% wszystkich
jader obecnych w migsniach szkieletowych. Wraz z wiekiem ich liczba znaczaco
si¢ zmniejsza, co wplywa na ograniczenie zdolnosci miesni szkieletowych do
regeneracji [68].

Komorki satelitowe syntetyzuja wiele charakterystycznych dla nich czynnikow,
takich jak: biatka transblonowe M-kadheryna (czasteczka adhezyjna zalezna od jondw
wapnia), c-Met (receptor dla hepatocytowego czynnika wzrostu), CD34 (marker
hematopoetycznych komdrek macierzystych) oraz czynniki transkrypcyjne Pax7 i
Myf-5 [69]. Najwazniejsze z wymienionych czynnikéw — biatko Pax7 — jest
kluczowe dla powstania odpowiednio duzej puli komorek satelitowych. U myszy
pozbawionych funkcjonalnego genu pax7 liczba komorek satelitowych jest znacznie
mniejsza niz u myszy typu dzikiego, co powoduje zaburzenia procesu regeneracji
[45]. Po uszkodzeniu migsnia lub w trakcie rozwoju choroby, komorki satelitowe
ulegaja aktywacji, zaczynaja si¢ intensywnie dzieli¢, a nastgpnie réznicowaé w
mioblasty. Nastepnie mioblasty w wyniku fuzji albo sa wlaczane do istniejacych
wildékien miesniowych, albo tworza de novo wielojadrowe miotuby i widkna
migsniowe, co prowadzi do odtworzenia struktury regenerujacego miesnia. W
zaktywowanych, réznicujacych komorkach dochodzi do sekwencyjnej syntezy
miesniowych czynnikéw regulatorowych — MRF (ang. myogenic regulatory factors,
do rodziny tej nalezag MyoD, Myf-5, Mrf-4 oraz miogenina). W czesci populacji
aktywowanych komorek satelitowych rozpoczyna si¢ ekspresja genu myoD, natomiast
stopniowo zanika ekspresja pax7. Uruchamia to kaskade sygnalow prowadzacych
do réznicowania tych komorek w mioblasty. Kolejnym etapem réznicowania jest fuzja
mioblastéw i utworzenie przez nie wielojadrowych miotub, a nastgpnie dojrzewanie
powstatych witokien migsniowych. Procesom tym towarzyszy ekspresja mrf4 i
miogeniny — czynnikow transkrypcyjnych zaliczanych do tzw. ,,pd6znych” MRF. W
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pozostatych komorkach satelitowych nie dochodzi do ekspresji myoD, dzigki czemu
syntetyzuja one nadal biatko Pax7, pozostaja w stanie niezréznicowanym i odtwarzaja
pule komorek satelitowych [68]. Z komdrek satelitowych zwigzanych z jednym
wloknem miesniowym moze powsta¢ ponad sto nowych widkien zawierajacych
tysiace jader. Ponadto, poniewaz komorki satelitowe charakteryzuje zdolnos¢ do
samoodnawiania populacji, proces ten moze by¢ wielokrotnie powtarzany [16].

2. PIERWSZE PR(')B,Y TERAPII DYSFUNKCJONALNYCH
MIESNI SZKIELETOWYCH

Regeneracja miesni szkieletowych nie zawsze przebiega w sposob prawidtowy.
U pacjentéw cierpigcych na choroby migsni, takie jak dystrofie migsniowe czy
rdzeniowy zanik migsni, obserwuje si¢ powazne zaburzenia tego procesu [26, 37].
Najpowszechniejsza grupa chordéb miesni sa dystrofie migsniowe, w tym wystgpujaca
u 1 na 3500 urodzonych chlopcéw dystrofia migsniowa Duchenne'a [3]. Dystrofie
mig¢éniowe stanowia grupg ponad 30 chordb genetycznych, objawiajacych sig
stopniowym ostabieniem i zanikiem migsni szkieletowych. We wczesnej fazie choroby
w migsniach zachodza na zmiang fazy degeneracji i regeneracji, ktore prowadza
do wyczerpania puli komoérek satelitowych. W efekcie miesien nieprawidtowo
regeneruje, dochodzi w nim do rozwoju fibrozy (zwioknienia), ktora zaburza strukture
i funkcj¢ migsni [26]. Opisane zmiany patologiczne moga prowadzi¢ do niepetno-
sprawnosci ruchowej i czesto do $mierci na skutek niewydolnosci oddechowej. Do
chwili obecnej nie zostata opracowana skuteczna terapia najciezszych dystrofii
miesniowych oraz wielu innych choréb neuromiesniowych. Wyniki prowadzonych
w ostatnich latach badan $wiadcza, ze wykorzystanie komorek macierzystych w
terapii tych chorob moze da¢ satysfakcjonujace rezultaty [46, 47].

Podstawowa role w regeneracji miesni szkieletowych odgrywaja komorki satelito-
we, dlatego tez sq one komorkami ,,pierwszego wyboru” w terapiach komérkowych
majacych na celu leczenie lub tagodzenie objawdw chordb migsni szkieletowych.
Pionierskie doswiadczenia z wykorzystaniem komorek satelitowych lub powstatych
z nich, w wyniku réznicowania, mioblastow przeprowadzono na przetomie lat 80. i
90. W 1989 roku Partridge i wspdlpracownicy wprowadzili mioblasty linii komorkowe;j
C2C12 do migs$ni myszy mdyx, stanowiacych zwierzecy model dystrofii [46, 47].
Myszy mdx charakteryzuje mutacja w genie kodujacym dystrofing, jedno z biatek
strukturalnych, ktorego obecnos¢ jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania
migsni szkieletowych [3]. Dystrofina zapewnia swoiste polaczenie pomigdzy F-aktyna
wchodzaca w sklad cytoszkieletu widkna migsniowego a kompleksem glikoprotei-
nowym DAG (ang. dystrophin-associated glycoprotein complex) zlokalizowanym
w jego sarkolemmie (ryc. 1). Kompleks DAG zbudowany jest z sarkoglikanow i
dystroglikanow odpowiedzialnych z kolei za wigzanie biatlek macierzy zewnatrz-
komorkowej, np. lamininy. Dystrofina, tworzac potaczenie pomigdzy cytoszkieletem
a macierza zewnatrzkomorkowa stabilizuje blone widkna migsniowego podczas
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RYCINA 1. Oddzialywania dystrofiny z innymi biatkami strukturalnymi we wtdknie mi¢sniowym.
Dystrofina zlokalizowana jest w cytoplazmie widkna mig$niowego, gdzie odpowiada za potaczenie
z F-aktyna, bialkiem cytoszkieletu, a takze z kompleksem glikoproteinowym obecnym w sarkolemmie.
Kompleks ten sktada si¢ z licznych biatek transbtonowych, m.in. z sarkoglikandw i sarkospanu o nieznanych
funkcjach, a takze dystroglikanéw odpowiedzialnych za wigzanie bialek macierzy zewnatrzkomorkowej,
np. lamininy. Laminina mi¢dzy innymi wraz z kolagenem tworzy btong¢ podstawna otaczajaca wtdkno
migsniowe

FIGURE 1. Interactions of dystrophin with other structural proteins in a skeletal fiber: Dystrophin is
localized in the cytoplasm of a skeletal fiber, where it forms links both with F-actin, a cytoskeletal
protein, and the glycoprotein complex present in the sarcolemma. The complex includes many transmem-
brane proteins like sarcoglycans and sarcospan, not described functionally yet, as well as dystroglycans
that bind proteins of the extracellular matrix, for example laminin. Laminin together with collagen are the
major proteins of the basal lamina surrounding the muscle fiber

skurczu migsnia. Ponadto posredniczy w przekazywaniu sity generowanej w kurczacych
si¢ sarkomerach, podstawowych jednostkach strukturalno-czynnosciowych migsni
szkieletowych, do macierzy zewnatrzkomorkowej, a nastepnie do $ciegien [3]. Nieobecnosé
dystrofiny w miesniu szkieletowym prowadzi wiec do obnizenia sily jego skurczu, a takze
do ciaglego uszkadzania blony widokien migsniowych podczas kolejnych skurczdw.

W doswiadczeniach przeprowadzonych przez Partridge'a i wspotpracownikow
zaobserwowano wznowienie syntezy dystrofiny w migsniach szkieletowych myszy
mdx po transplantacji mioblastow linii C2C12. Swiadczylo to o tym, ze wprowadzone
komorki byty zdolne do zasiedlenia dystroficznego miesnia i tworzenia prawidlowo
funkcjonujacych wtokien migsniowych. Te i podobne doswiadczenia zapoczatkowaty
w latach 90. ,,Jawing” badan klinicznych, podczas ktorych wstrzykiwano ,,zdrowe”
mioblasty do migs$ni szkieletowych pacjentow cierpiacych na dystrofig. Proby te
jednak zakonczyly sie niepowodzeniem. Obserwowano bardzo wysoka smiertelnos¢
transplantowanych komorek (okoto 75% z nich ginglo wkrotce po transplantacji),

ich niewielkg migracje w miesniu oraz, dodatkowo, eliminacj¢ wprowadzonych
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komorek na skutek odpowiedzi immunologicznej chorego [46, 47]. Zastosowanie
lekéw immunosupresyjnych oraz modyfikacja metod wprowadzania mioblastow do
mies$ni (np. przez wykorzystanie tréjwymiarowych ,rusztowan” dla komorek,
podawanie wraz z komoérkami czynnikow wzrostu i biatek macierzy zewnatrz-
komoérkowej) pozwolito w ostatnich latach osiagnac lepsze wyniki (wyzsza przezywal-
nos¢ transplantowanych komorek, lepsza migracja komoérek w migsniu). Ciagle
jednak nie doprowadzono do znaczacej poprawy funkcjonowania miesnia, co nie
pozwala mysle¢ o stosowaniu tej terapii w leczeniu chordéb migsni [60].

Standardowe metody izolacji komorek satelitowych z migsni szkieletowych i ich
pdzniejsza hodowla in vitro prowadza do réznicowania w mioblasty, a przez to
niestety do obnizenia ich ,,potencjatu regeneracyjnego” [42]. Pierwsze doswiadczenia
polegajace na wprowadzeniu do migsni szkieletowych niezroznicowanych komorek
satelitowych przeprowadzono dopiero w ostatnich latach. W doswiadczeniach tych
transplantowano cate wiokna migsniowe razem z obecnymi w nich komdrkami
satelitowymi lub komorki satelitowe bezposrednio po ich izolacji z wiokien. W obu
przypadkach obserwowano masowa regeneracj¢ migsni oraz poprawe ich funkcjono-
wania. Ponadto, przeszczepione komorki zasiedlaly nisze charakterystyczne dla
komorek satelitowych, co jest jednym z warunkow powodzenia terapii komdrkowej
[12, 16, 42, 50]. Mimo obiecujacych wynikow, terapia z wykorzystaniem komorek
satelitowych wydaje si¢ by¢ jednak malo realna ze wzgledu na liczne trudnosci. Po
pierwsze, populacja tych komorek jest ograniczona i wykorzystanie ich do transplan-
tacji wymagatoby zwiekszenia ich liczby w warunkach in vitro, co niestety prowadzi
do utraty ich zdolnosci do wydajnego udzialu w regeneracji [42]. Ograniczenia
zwiazane z hodowla in vitro uniemozliwiaja takze zabiegi, ktore moglyby doprowadzi¢
do genetycznej ,,korekty” komodrek pobranych od pacjenta cierpiacego na dystrofie
miesniowa i powtdrne ich wprowadzenie do organizmu chorego. Stad tez duze
nadzieje wzbudza mozliwo$¢ wykorzystania komorek macierzystych, ktore moglyby
stanowi¢ alternatywne zrédlo komorek do przeszezepu.

Duze zainteresowanie mozliwoscia wykorzystania komoérek macierzystych w
medycynie regeneracyjnej wiaze si¢ z ich cechami charakterystycznymi, tj. zdolnoscia
do samoodnawiania, ktéra gwarantuje uzyskanie wystarczajaco duzej populacji
komorek do transplantacji, oraz ich zdolnoscia do réznicowania w wyspecjalizowane
rodzaje komodrek. Komorki macierzyste sa obecne w organizmach na wszystkich
etapach rozwoju, od rozwoju zarodkowego do dorostosci. Te wywodzace sie z
zarodkow charakteryzuja si¢ wysokim tempem proliferacji oraz duzymi zdolnos$ciami
do réznicowania. Komorki macierzyste obecne w organizmach dorostych zwykle
maja ograniczone mozliwosci réznicowania i odpowiadaja za uzupetnianie populacji
komorek tkanki, w ktorej rezyduja, a ktore ,,zuzywane” sa w trakcie zycia organizmu
[34]. Jednak bez wzgledu na istniejace roéznice kluczowa cecha wszystkich rodzajow
komdrek macierzystych, ktére moglyby stanowi¢ zrédto materialu do przeszczepu
w terapii choréb migsni szkieletowych, musi by¢ ich zdolno$¢ do réznicowania w
komorki migsniowe. Zdolnos¢ ta okreslana jest jako potencjal miogeniczny.
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3. JAK OCENIC POTENCJAL MIOGENICZNY KOMOREK
MACIERZYSTYCH?

Potencjal miogeniczny komorek macierzystych mozna ocenié testujac je zaréwno
w warunkach hodowli in vitro, jak i in vivo. Pozwala to na okresSlenie, czy z
komorek macierzystych powstaja komorki tozsame lub przypominajace pod wzgledem
wiasciwosci komorki mig$niowe — czyli komorki satelitowe 1 wywodzace si¢ z nich
mioblasty, a nastgpnie wielojadrowe miotuby i wiokna mig$niowe.

a. Ocena potencjatu miogenicznego komorek macierzystych in vitro

Poddawane ocenie komorki macierzyste porownuje si¢ do mioblastow sprawdzajac
obecnos¢, zarowno na poziomie mRNA jak i biatka, czynnikéw z rodziny Pax oraz
MREF, a takze wystgpowanie bialek strukturalnych oraz niezbednych do fuzji biatek
adhezyjnych (np. M-kadheryny, syndekanu-4, ci¢zkich tancuchow miozyny).
Kolejnym istotnym etapem weryfikacji potencjalu miogenicznego komorek macie-
rzystych jest okreslenie, czy sygnaly ptynace ze srodowiska, w ktorym sie znajduja
sa w stanie zaindukowa¢ ich réznicowanie w mioblasty. Proces ten mozna induko-
wac stosujac kilka procedur. Badane komoérki moga by¢ hodowane w standardowych
pozywkach promujacych proliferacje, a nastgpnie réznicowanie komdrek migsnio-
wych. Komoérki macierzyste mozna hodowaé takze w pozywce kondycjonowanej
(inaczej warunkowanej) przez roznicujace komdrki migsniowe, czyli takiej, ktora
zawiera czynniki wydzielane przez mioblasty [6, 58]. W praktyce metody te czesto
okazuja sie niewystarczajace do indukcji roznicowania komorek macierzystych w
mioblasty. Bardziej efektywna wydaje si¢ by¢ hodowla mieszana (inaczej kokultura)
komorek macierzystych z réznicujacymi komorkami migsniowymi. Zapewnia ona
bezposredni kontakt badanych komoérek z mioblastami, dzigki czemu maja one szanse
odpowiedzie¢ na czynniki wydzielane przez mioblasty, migdzy innymi insulinopodobny
czynnik wzrostu — IGFI i IGFIl (ang. insulin-like growth factor) czy czynnik
wzrostu fibroblastow — FGF (ang. fibroblast growth factor) i rozpoczaé roznicowa-
nie. Metoda ta umozliwia takze okreslenie czgstosci wystegpowania hybrydowych
miotub powstatlych w wyniku fuzji komérek macierzystych z mioblastami, ktérych
obecnos¢ sugeruje, ze z danego typu komorek moga powsta¢ funkcjonalne komorki
migsniowe biorace aktywny udzial w procesie regeneracji migsni szkieletowych [56].

Inna strategia moze by¢ wprowadzanie do pozywki, w ktorej hodowane sa
komorki macierzyste, czynnikow odpowiedzialnych za indukcje miogenezy podczas
rozwoju zarodkowego, takich jak: biatka z rodziny Wnt, biatko morfogenetyczne kosci
BMP (ang. bone morphogenetic protein) czy Sonic Hedgehog. Préba naslado-
wania procesow zachodzacych in vivo jest jednak dos$¢ trudna i czgsto wymaga
zastosowania kilku czynnikéw dodawanych do pozywki w scisle okreslonym czasie
i stezeniu. Dlatego popularnym sposobem testowania potencjalu miogenicznego
komorek macierzystych jest ich hodowla w obecnosci komérek wydzielajacych
wspomniane czynniki, takich jak np. fibroblasty syntetyzujace biatko Wnt7a, ktore
podczas rozwoju zarodkowego odpowiada za indukcje miogenezy [6].
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Réznicowanie niektorych komorek macierzystych mozna osiagnac przez stoso-
wanie czynnikéw chemicznych, np. 5-azacytydyny (5-AzaC), ktdra jest inhibitorem
metylacji DNA i przez zmiang konformacji chromatyny w komorce wptywa na zmiang
wzoru ekspresji okreslonych gendéw. Pod wptywem 5-AzaC wiele typow komorek,
np. komdérki macierzyste ptynu owodniowego i mezenchymalne komoérki macierzyste
szpiku kostnego roznicuje w komorki migsniowe [11, 24]. Podobny efekt mozna
osiagna¢ wprowadzajac do testowanych komoérek wektory kodujace okreslone
migsniowe czynniki regulatorowe. Taka strategia przyniosta pozytywne wyniki m.in.
w przypadku zarodkowych komoérek macierzystych. Przyktadowo, nadekspresja
biatka Pax3 w tych komorkach wywotala ich roznicowanie w komorki miogeniczne
[19].

b. Ocena potencjatu miogenicznego komdrek macierzystych in vivo

Ocena mozliwosci roznicowania komorek macierzystych w komorki migsniowe
w warunkach in vitro stanowi wstep do najwazniejszej czesci analizy, czyli weryfika-
¢ji ich potencjatu miogenicznego in vivo. Najpopularniejszym stosowanym testem
jest wprowadzanie badanych komoérek do regenerujacych miesni szkieletowych
zwierzat laboratoryjnych (np. myszy), a nastgpnie kompleksowa analiza skutkow tej
transplantacji. Regeneracja migs$ni szkieletowych moze byé wywolana na wiele
sposobdw, migdzy innymi przez mechaniczne uszkodzenie migsni, silne zmrozenie
lub nastrzyknigcie miotoksyna (np. kardiotoksyna otrzymana z jadu kobry).
Kardiotoksyna powoduje perforacj¢ bton komorkowych i aktywacje tkankowe;j
fosfolipazy C, a w konsekwencji zaburzenia w funkcjonowaniu kanatéw jonowych,
ktére prowadza do depolaryzacji i degradacji blon komérkowych [28]. Bez wzgledu
na sposob uszkodzenia, w miesniu dochodzi do naruszenia integralnosci blony wiokien
miesniowych, ktore staja si¢ bardziej przepuszczalne i pozwalaja na uwolnienie do
surowicy czynnikow zlokalizowanych do tej pory w ich cytoplazmie, np. kinazy
kreatyninowej. Proces regeneracji przebiega wedlug podobnego schematu i sktada
si¢ z dwoch naktadajacych sie faz: degeneracyjnej (miolizy) oraz regeneracyjnej
(rekonstrukcji). Podczas miolizy dochodzi do nekrozy uszkodzonych wiokien
mig$niowych, a uwalniane z nich cytokiny i czynniki wzrostu powoduja rozwoj stanu
zapalnego w miejscu uszkodzenia. Komorki stanu zapalnego, takie jak neutrofile i
makrofagi, fagocytujg uszkodzone widkna migsniowe i resztki uszkodzonej tkanki.
Réwnoczesnie w migsniu dochodzi do aktywacji komorek satelitowych, ktére
intensywnie proliferuja, réznicuja i odtwarzaja widkna miesniowe (ryc. 2) [15].

W doswiadczeniach prowadzonych in vivo wazne jest sprawdzenie, czy wprowa-
dzone komorki potrafia przetrwaé¢ w srodowisku regenerujacych migsni, a takze czy
sa zdolne do proliferacji i migracji w obrebie tej tkanki. Wprowadzone komorki moga
by¢ rozpoznawane i eliminowane przez uktad odpornosciowy biorcy, nalezy wiec
okresli¢, jak ich obecnos¢ w migsniu szkieletowym wplywa na rozwoj stanu zapalnego
i czy nie wywoluje odpowiedzi immunologicznej gospodarza przeciwko przeszczepowi,
zaburzajac w ten sposob przebieg regeneracji. W prowadzonych in vivo badaniach
czesto wykorzystuje si¢ myszy SCID, NOD lub Rag2™". Zwierzeta te charakteryzuje
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RYCINA 2. Regeneracja migs$ni szkieletowych myszy. A — przekrdj poprzeczny przez nieuszkodzony
migsien szkieletowy myszy (m. gastrocnemius), widoczne witokna migsniowe z peryferyjnie potozonymi
jadrami komorkowymi; B — przekrdj poprzeczny przez migsien szkieletowy myszy, 3. dzien po
uszkodzeniu kardiotoksyna, widoczne uszkodzone wtdkna migsniowe i liczne komorki stanu zapalnego
rozwijajacego si¢ w miesniu; C — przekrdj poprzeczny przez migsien szkieletowy myszy, 14 dni po
uszkodzeniu kardiotoksyna, widoczne nowoutworzone widkna migsniowe z centralnie potozonymi jadrami
komorkowymi; D — przekrdj poprzeczny przez migsien szkieletowy 3-miesigcznej myszy SMN,
widoczne liczne widkna migsniowe z centralnie potozonymi jadrami komorkowymi powstate w wyniku
~spontanicznej” regeneracji mig$nia w odpowiedzi na nieprawidtowe unerwienie migsnia (skrawki barwione
hematoksyling Harrisa i eozyna Y — A, B, C oraz hematoksyling Gilla i eozyna Y — D, skala— 500 um

FIGURE 2. Regeneration of mouse skeletal muscles: A — representative cross section of intact mouse
skeletal musle (gastrocnemius muscle). Muscle fibers with peripherally located nuclei are visible. B —
cross section of mouse skeletal muscle 3 days after cardiotoxin injection. Damaged muscle fibers and
numerous inflammatory cells are visible. C — cross section of mouse skeletal muscle 14 days after
cardiotoxin treatment. Newly regenerated fibers with central nuclei are visible. D — cross section of
skeletal muscle isolated from 3-month-old SMN mouse. As a result of ,,spontaneous” regeneration of
muscle in response to improper innervation numerous muscle fibers with centrally located nuclei are
visible. Sections stained with Harris' hematoxylin and eosin Y (A, B, C) or Gill's hematoxylin and eosin Y
(D) Bar represents 500 um

niedobor odpornoscei [33, 35], a co za tym idzie nie odrzucaja one przeszczepdw nie
tylko w ukfadzie allogenicznym (od osobnikow tego samego gatunku), ale takze w
uktadzie ksenogenicznym (od osobnikoéw innych gatunkdéw). Wykorzystanie tych
zwierzat pozwala wigc na testowanie udziatu np. ludzkich komdrek macierzystych w
regeneracji miesni szkieletowych. Najwazniejszym etapem analizy wilasciwosci
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wprowadzonych do migsnia komorek macierzystych jest okreslenie, czy komorki te
réznicujag w mioblasty, czy podczas regeneracji biora udzial w tworzeniu hybrydowych
wiokien migsniowych i czy sa zdolne do zasiedlenia niszy charakterystycznej dla
komorek satelitowych. Tylko taka obserwacja pozwala na wlasciwa weryfikacje
potencjatu miogenicznego wprowadzonych komorek, a pozytywny wynik daje szanse
na uzyskanie dtugofalowych efektow transplantacji komorek.

Oprocz zwierzat, u ktérych regeneracja jest wywolana uszkodzeniem migsnia,
w doswiadczeniach in vivo wykorzystuje si¢ takze zwierzgta, ktore stanowig
zwierzgce modele chordb miesni wystepujacych u ludzi. Przykladem moga byé
wspomniane juz myszy mdx oraz myszy SMN (ang. survival of motor neurons),
ktére stanowia zwierzecy model choroby okreslanej jako rdzeniowy zanik miesni
[44]. W migsniach szkieletowych obu rodzajéw myszy obserwuje si¢ ,,spontaniczng”
regeneracj¢ indukowang w odpowiedzi na rozwdj choroby (ryc. 2). Regeneracja
miesni dystroficznych przebiega ,,standardowo” we wczesnych stadiach choroby.
Jednak w wyniku kolejnych rund regeneracji i degeneracji migsni populacja komorek
satelitowych ulega wyczerpaniu. Nastepstwem tego sa powazne zaburzenia struktury
i funkcji migsni szkieletowych, a nastgpnie ich stopniowy zanik. Poniewaz rozwdj
choroby u myszy mdx jest duzo wolniejszy i tagodniejszy niz u ludzi, model ten nie
jest doskonaly. W przeciwienstwie do ludzi chorych na dystrofie Duchenne'a, mimo
widocznych zmian w strukturze mig$ni myszy mdx sa zdolne do poruszania sig, a
dlugos¢ ich zycia jest tylko nieznacznie krotsza w poréwnaniu z myszami typu
dzikiego. Roéznice w przebiegu choroby u ludzi i myszy tlumaczy si¢ wigksza
zdolnoscig miesni szkieletowych myszy do regeneracji, a takze czesciowa kompensa-
cja braku dystrofiny przez inne biatka strukturalne, np. utrofing [3]. Pomimo tego
myszy mdx stanowia popularny model wykorzystywany do oceny potencjalu mioge-
nicznego komoérek macierzystych. Dowodem na to, ze przeszczepione komorki
macierzyste biora udzial w regeneracji migsni myszy mdx jest synteza dystrofiny,
poprawa architektury i zwigkszenie sity skurczu mig$nia.

Z kolei u myszy SMN obserwuje si¢ postgpujaca degeneracje miesni szkieleto-
wych wywolang nieprawidlowym unerwieniem tej tkanki, co prowadzi do przed-
wczesnej Smierci zwierzat [37, 44]. Przeprowadzone w ostatnich latach badania
wykazaly jednak, ze proces ten moze zosta¢ zahamowany przez wprowadzenie do
miesni myszy SMN roznych rodzajéow komorek macierzystych, m.in. komoérek
satelitowych i komodrek izolowanych ze szpiku kostnego [43, 51]. Obecnos¢ tych
komorek nie tylko wptyneta na poprawe struktury i funkcjonowania migsni, ale takze
przedtuzyta zycie tych myszy, co stanowi kluczowy argument przemawiajacy za
kontynuowaniem badan poswigconych poszukiwaniu najlepszego zrodta komorek do
terapii chorob migsni.

Potencjal miogeniczny komoérek macierzystych mozna bada¢ nie tylko w regene-
rujacych, ale takze w rozwijajacych si¢ migesniach szkieletowych. Doswiadczenia
takie polegaja na wprowadzeniu badanych komoérek do zarodkéw myszy na stadium
blastocysty, a nastgpnie przeszczepieniu blastocysty do drég rodnych samicy. Jesli
wprowadzone blastocysty ulegna implantacji w macicy samicy-biorczyni, mozna
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spodziewac¢ sig, ze badane komorki wezma udziat w tworzeniu tkanek rozwijajacego
si¢ zarodka, w tym réwniez miesni szkieletowych. Udzial poddawanych analizie
komorek macierzystych w budowie miegsni szkieletowych mozna ocenia¢ na réznych
etapach rozwoju zarodka, a takze po narodzinach uzyskanego w ten sposob
zwierzgcia chimerowego. Stosujac te technike Schulze i wspotpracownicy wykazali,
ze mezenchymalne komorki macierzyste izolowane ze szpiku kostnego moga braé
udziatl w tworzeniu migsni szkieletowych [56].

4. POTENCJAL. MIOGENICZNY KOMOREK MACIERZYSTYCH

Dotychczas przeprowadzono wiele badan weryfikujacych potencjat miogeniczny
komérek macierzystych pochodzacych z roznych zrédet. Najwigcej publikacji
naukowych poswigconych jest roli komorek macierzystych ze szpiku kostnego,
mezenchymalnych komorek macierzystych, komérek macierzystych z naczyn
krwionos$nych oraz zarodkowych komoérek macierzystych (tab. 1) w regeneracji
miesni szkieletowych.

a. Hematopoetyczne komorki macierzyste

Pierwszym rodzajem komorek macierzystych, ktore wzbudzily zainteresowanie
jako potencjalne zrodto komorek do wykorzystania w terapii chordb migsni szkieleto-
wych, byty komorki izolowane ze szpiku kostnego. Obecne sa w nim co najmniej
dwie populacje komdrek macierzystych, tj. hematopoetyczne komdrki macierzyste
— HSC (ang. hematopoietic stem cells) i mezenchymalne komoérki macierzyste —
MSC (ang. mesenchymal stem cells). HSC odpowiedzialne sa za wytwarzanie
wszystkich komorek krwi, zas MSC sg zrédltem cytokin i czynnikoéw wzrostu oraz
zapewniaja odpowiednie mikrosrodowisko w szpiku kostnym. Pionierskie doswiadcze-
nia przeprowadzone przez Meyera i Yaroma w latach 80. udowodnily, ze obecnos¢
komorek izolowanych ze szpiku znaczaco poprawiata przebieg regeneracji miesni
szkieletowych szczuréw i malp, a takze zmniejszata wtoknienie tkanki migsniowe;j
[61]. W 1988 roku Ferrari i wspdtpracownicy wykazali, ze komorki izolowane ze
szpiku kostnego sa zdolne do zasiedlenia uszkodzonego migsnia szkieletowego, a w
odpowiedzi na sygnaly docierajace ze Srodowiska sa w stanie réznicowac i braé
udzial w odtwarzaniu wlokien migsniowych [47]. Kolejne doniesienia sugerowaty
jednak, ze mimo iz transplantacji komorek uzyskanych ze szpiku kostnego do migsni
myszy mdx towarzyszyto wznowienie syntezy dystrofiny w powstajacych wioknach
miesniowych, to wprowadzone komorki byly wlaczane do zaledwie 1% regeneru-
jacych wiokien [27]. W tym samym czasie LaBarge i Blau opublikowali jednak
prace, w ktorej wykazali, ze komodrki macierzyste wyizolowane ze szpiku kostnego
myszy transgenicznej, w ktorej komodrkach dochodzi do ekspresji GFP (ang. green
fluorescent protein), i wprowadzone przez zyle ogonowa do krwioobiegu myszy
biorczyni wziety udzial w odtworzeniu 3,5% zregenerowanych witdkien. Ponadto
komorki syntetyzujace biatko GFP byly zdolne do zasiedlenia niszy komorek
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satelitowych i ekspresji markeréw miogenicznych, takich jak: Myf-5, integryna a7 i
c-Met [47]. Komdrki syntetyzujace GFP (komorki dawcy), ktore wyizolowano z
migs$ni myszy biorczyn, byly zdolne do podjecia roznicowania in vitro i utworzenia
wielojadrowych miotub.

W 2003 roku opublikowano wyniki dos§wiadczen, w ktérych do uszkodzonych
migsni szkieletowych wprowadzono wylacznie wyselekcjonowane, hematopoetyczne
komorki macierzyste, a nie mieszaning wszystkich komoérek izolowanych ze szpiku
kostnego, jak poprzednio. Camargo i wspotpracownicy oraz Corbel i wspolpracownicy
niezaleznie wykazali, ze pojedyncza komodrka HSC wprowadzona do organizmu
biorcy wykazuje nie tylko potencjal hematopoetyczny, ale takze miogeniczny.
Wywodzace si¢ z niej komoérki potomne zasiedlaty uszkodzony migsien szkieletowy
i braty udziat w tworzeniu hybrydowych wiokien, jednak nie byly zdolne ani do
zasiedlenia niszy komorek satelitowych, ani do przeksztalcenia w funkcjonalne
mioblasty. Zdaniem Camargo i wspotpracownikéw komorki te braty udzial w
regeneracji wyltacznie dzigki fuzji z komorkami biorcy podczas tworzenia nowych
wlokien migsniowych [47]. Obserwacje te zostaly rozszerzone o wyniki innych
badan, ktore dowiodly, ze mimo iz HSC sa zdolne do zasiedlania uszkodzonego
migsnia, to jednak proces ten zachodzi z niska czestoscia. HSC wykryte w niszy
komorek satelitowych byly, w przeciwienstwie do uprzednio opisanych badan,
niefunkcjonalne [57, 58]. Wyniki te zakwestionowaly sens prowadzenia terapii z
wykorzystaniem hematopoetycznych komorek macierzystych. Pomimo to ciagle
prowadzone sa badania poswigcone ustaleniu optymalnych warunkow transplantacji
komorek macierzystych ze szpiku kostnego do migsni szkieletowych, cho¢ uzyski-
wane wyniki sa nadal niesatysfakcjonujace [1, 2, 38, 40]. Moze warto wiec pamigtaé
o hipotezie Sherwooda i wspolpracownikdéw mowiacej o tym, ze jesli jakies komorki
obecne w szpiku kostnym maja potencjal miogeniczny, to nie sa to z pewnoscia
HSC, a z duzym prawdopodobienstwem mezenchymalne komorki macierzyste [58].

b. Mezenchymalne komorki macierzyste

Mezenchymalne komorki macierzyste po raz pierwszy zidentyfikowano w szpiku
kostnym. Obecne sa one w wielu tkankach zaréwno zarodkowych, jak i dorostych
organizmow, a takze we krwi pgpowinowej i ptynie owodniowym [11, 39]. Komorki
te sa wigc tatwiej dostepne niz np. komorki macierzyste szpiku kostnego. Wiadomo
réowniez, ze MSC moga réznicowaé w wiele tkanek pochodzenia mezodermalnego,
w tym np. tkanke thuszczowa, chrzastke czy kos¢. W 1995 roku po raz pierwszy
stwierdzono, ze wykazuja one takze potencjal miogeniczny. Badania przeprowadzone
przez grupe pod kierownictwem Caplana wykazaly, ze MSC wyizolowane ze szpiku
kostnego szczura i hodowane w obecnosci 5-AzaC réznicuja w mioblasty, syntetyzuja
specyficzne migsniowo czynniki, takie jak np. miozyna, oraz tworza wielojadrowe,
spontanicznie kurczace si¢ miotuby [11]. Ci sami naukowcy wykazali tez, ze komorki
te hodowane z mioblastami tworza hybrydowe miotuby, a po wprowadzeniu MSC
do migsni myszy mdx zaobserwowano nie tylko wzrost masy miesni, ale takze
ekspresje¢ dystrofiny w nowopowstajacych wtdknach. Zdaniem autorow swiadczyto
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to o tym, ze w populacji MSC znajduja si¢ komoérki zdolne do réznicowania w
mioblasty [11]. W roku 2002 i 2003 de Bari i wspotpracownicy stwierdzili, ze ludzkie
MSC wyizolowane z blony maziowej i wprowadzone do migsni myszy SCID-mdx
sa zdolne do ekspresji jedynie jednego markera miogenicznego — Myf-5. Pomimo
to komorki te uczestniczyly w tworzeniu 60% nowopowstalych widkien, a takze
zasiedlity nisz¢ charakterystyczng dla komorek satelitowych. Takze MSC izolowane
z krwi pgpowinowej, ptynu owodniowego oraz krwi ptodowej réznicuja i tworza
wiokna migsniowe w odpowiedzi na czynniki, takie jak: 5-azaC, sterydy, surowica
konska czy wydzielana przez rdznicujace mioblasty galektyna [13, 24, 31]. We
wszystkich przypadkach hodowane komorki syntetyzowaly charakterystyczne dla
miesni szkieletowych biatka.

Dla zrozumienia mechanizmu udzialu MSC w regeneracji migsni istotne bylo
znalezienie odpowiedzi na pytanie, czy ich réznicowanie jest wynikiem ,,autonomicz-
nej” reakcji na stosowane bodzce, czy tez wiaze si¢ z fuzja tych komoérek z
mioblastami i ich wlaczaniem do tworzacych si¢ miotub i widkien migsniowych.
Wyniki uzyskane przez grupe kierowana przez Brauna $wiadczyly o tym, ze MSC
hodowane w obecnosci komoérek wydzielajacych czynniki istotne dla réznicowania
komorek migsniowych, takie jak Wnt7a czy Wntl1 sg zdolne do podjecia réznicowa-
nia, ale samodzielnie nie sa w stanie utworzy¢ funkcjonalnych komorek migsniowych,
a ich pelne réznicowanie wymaga kontaktu i fuzji z mioblastami [6, 56]. Hipoteza
Brauna i wspdtpracownikéw méwiaca o niemoznosci petnego i niezaleznego od fuzji
z mioblastami réznicowania macierzystych komorek mezenchymalnych wydaje si¢
by¢ jednak sprzeczna z obserwacjami innych grup badawczych, m.in. Dezawy i
wspotpracownikow oraz Ganga i wspotpracownikow. Wykazali oni, ze w hodowa-
nych in vitro MSC, w ktorych doprowadzono do nadekspresji czynnikow regulu-
jacych miogeneze, takich jak Notchl i Pax3, dochodzi do ekspresji zarowno mar-
kerow charakterystycznych dla ,,wczesnych” (MyoD, Myf-5), jak i ,,pdznych”
stadiéow roznicowania mioblastow (miogenina, ciezkie fancuchy miozyny [25, 30]).
Komoérki te tworzyly takze zdolne do spontanicznych skurczéw wielojadrowe
miotuby. Warto zaznaczy¢, ze w populacji réznicujacych MSC obecne byly takze
takie, ktore syntetyzowaly markery komorek satelitowych — Pax7, Myf-5 i c-Met,
co jest niezwykle istotnym ,,parametrem” $wiadczacym o potencjale miogenicznym
badanych komorek [25, 30].

Oprocz wynikdéw doswiadczen przeprowadzonych in vitro, niezwykle obiecujace
dla opracowania metod potencjalnej terapii sa rdwniez rezultaty badan prowadzonych
w warunkach in vivo. Dezawa i wspotpracownicy wykazali, ze MSC zainduko-
wane do réznicowania w komodrki migsniowe przez nadekspresje biatka Notch-1, a
nastgpnie wprowadzone do regenerujacych miesni, byly wykrywane w 30-40%
zregenerowanych wiokien [25]. Komorki te zasiedlaly takze nisze komorek satelito-
wych i co istotne braly udzial w kolejnych rundach regeneracji. W regeneracji migsni
szkieletowych myszy SCID moga uczestniczy¢ rowniez ludzkie komorki krwi
pepowinowej, ktore po wstrzyknigciu do uszkodzonych mechanicznie migsni szkiele-
towych biora udzial w budowie okoto 10% nowych widkien migsniowych i zasiedlaja
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nisze charakterystyczne dla komorek satelitowych [9]. Udowodniony potencjat
miogeniczny oraz mozliwos¢ pozyskania mezenchymalnych komorek macierzystych
z roznych zrédel czyni z nich potencjalne zrédlo materiatu do przeszczepow.

c. Komoérki macierzyste pochodzace z naczyn krwionosnych

Oprécz MSC, duze nadzieje na wykorzystanie w leczeniu dystrofii i poprawie
regeneracji miesni szkieletowych budza komorki macierzyste pochodzace z naczyn
krwionos$nych, tj. mezangioblasty oraz komorki syntetyzujace CD133 i okreslane jako
AC133+. Pierwsze z nich, mezangioblasty, opisano po raz pierwszy w 1999 roku jako
syntetyzujace markery endotelialne i miogeniczne komorki obecne w $cianie aorty
grzbietowej rozwijajacego si¢ zarodka myszy [18]. Hodowane in vitro mezangioblasty
nie roznia si¢ morfologia od mioblastow, poza tym syntetyzuja one m.in. MyoD,
Myf-5 oraz M-kadheryne i sa zdolne do fuzji z mioblastami. Najistotniejsze jest jednak
to, ze wprowadzenie mezangioblastow do krwioobiegu myszy lub psow cierpiacych
na dystrofi¢ prowadzi do ich rozleglej migracji w migs$niach poprzez system kapilar,
dzigki czemu sa one wykrywane nawet w 70% widkien [52]. Obecnos¢ mezangio-
blastow w dystroficznych migsniach doprowadzita do poprawy funkcji zasiedlonej
tkanki, co stwierdzono migdzy innymi na podstawie analizy sity skurczow migsni [18].
Poprzedzajaca przeszczep ekspozycja mezangioblastow na stromalny czynnik wzrostu
(SDEF-1), przy rownoczesnej nadekspresji L-selektyny w tych komorkach, zwigkszyta
ich zdolnos¢ do migracji i adhezji. W konsekwencji po wprowadzeniu do organizmu
komorki te braty udziat w budowie ponad 80% widkien migsniowych [29]. Przytoczone
wyniki badan czynia z mezangioblastow jeden z najbardziej obiecujacych rodzajoéw
komorek mozliwych do wykorzystania w terapii dysfunkcjonalnych migsni szkiele-
towych. Ciagle jednak istnieje potrzeba opracowania wydajnej i wysoce selektywnej
metody izolacji tych komorek. Pozwoliloby to na odrzucenie zarzutow o mozliwej
kontaminacji populacji mezangioblastow przez inne komorki, a takze o wplywie
stosowanych przez autoréw lekéw immunosupresyjnych na poprawe funkcjonowania
miesni dystroficznych [8, 21, 48].

Inng grupa komodrek zwigzana z naczyniami krwiono$nymi sa komorki syntety-
zujace biatko powierzchniowe CD133 i okreslane jako komorki AC133+. Komérki
te obecne sa m.in. w krwi obwodowej, szpiku kostnym, nerkach, trzustce, krwi
pepowinowej oraz ptodowej watrobie. Wykazuja one zdolnos¢ do wielokierunkowego
réznicowania, m.in. w komorki linii hematopoetycznej, Srodblonkowej i neuronalnej
[41]. Komoérki AC133+ hodowane z mioblastami sg takze zdolne do rozpoczgcia
réznicowania miogenicznego wyrazanego ekspresjg takich czynnikow, jak: Pax7,
Myf5, M-kadheryna i CD34 [64]. Wprowadzenie ich do krwioobiegu myszy mdx
doprowadzito do znaczacej poprawy regeneracji dystroficznych miesni, utworzenia
przez komorki AC133 wiodkien syntetyzujacych dystrofing oraz zasiedlenia przez nie
niszy komorek satelitowych. Ich obecnos¢ w migsniach wplyneta takze na wzrost
sily skurczu migsni [64]. Potencjal miogeniczny komorek AC133+ zostal potwier-
dzony w kolejnych badaniach, ktore wykazaly migedzy innymi, ze wzrost ekspresji
odpowiedzialnego za adhezje biatka VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion
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molecule-1) w migsniach szkieletowych, wywotany wysitkiem fizycznym, cztero-
krotnie zwigekszyl liczbe wlokien migsniowych powstalych przy udziale komorek
ACI133+ [32]. Obecnos¢ komdrek AC133+ w regenerujacych migsniach wptynela
na przyspieszenie procesu rekonstrukcji miesni przez ograniczenie rozwoju fibrozy
oraz lepsze ukrwienie regenerujacego migsnia [59].

Zdolnos¢ komorek AC133+ oraz mezangioblastéw do migracji w naczyniach
krwiono$nych umozliwiajaca im zasiedlenie niemal wszystkich migsni szkieletowych,
a takze wptyw tych komorek na poprawe struktury i fizjologii migsni szkieletowych
sprawiaja, Ze sa one uwazane za ,,najpowazniejszych” kandydatéw do wykorzystania
w terapii komorkowej dystrofii migsniowych.

d. Zarodkowe komorki macierzyste

Zarodkowe komorki macierzyste — komorki ES (ang. embryonic stem cells) sa
komérkami pluripotencjalnymi, zdolnymi do réznicowania we wszystkie linie komorek
i tkanek budujacych organizm. Stosujac odpowiednie warunki hodowli in vitro mozna
sprawic¢, ze beda one tworzyly tréjwymiarowe agregaty okreslane jako kule zarodko-
we, zbudowane z ekto-, endo- i mezodermy. /n vivo, po wprowadzeniu komorek
ES np. pod skére myszy SCID, przejawem ich pluripotencji jest tworzenie teratom,
czyli tagodnych guzéw nowotworowych zawierajacych rozne rodzaje tkanek. W
teratomach znajdowane sg rowniez komorki wykazujace ekspresje genow charakte-
rystycznych dla tkanki migsniowej szkieletowej [66]. Sugeruje to, ze komoérki ES
majq potencjal miogeniczny, pomimo ze utrzymywane w stanie niezréznicowanym
nie syntetyzuja czynnikow miesniowych [4, 5, 14, 20, 36, 63, 70]. Po raz pierwszy
obecno$¢ komorek eksprymujacych czynniki MRF zostata stwierdzona w kulach
zarodkowych w 1994 roku przez Rohwedela i wspotpracownikow. Analiza ta byla
oparta jedynie na obserwacji zmian morfologii komorek oraz wykrywaniu transkryp-
tow MRF metoda RT-PCR, co stato si¢ podstawa watpliwosci podnoszonych przez
inne grupy badawcze. Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaly bowiem,
ze komorki budujace kule zarodkowe nie sa zdolne do ,,samodzielnego” rozpoczgcia
réznicowania w mioblasty [19, 54] lub tez réznicowanie takie zachodzi bardzo
sporadycznie [63, 70]. Indukcja roznicowania w mioblasty byta mozliwa dopiero po
zastosowaniu dodatkowego czynnika (np. sperminy lub 5-AzaC) [54, 70]. Jednak
uzyskane w ten sposob komorki syntetyzuja tylko niektore markery miogeniczne i
fuzjuja z niska czestoscia, co stawia pod znakiem zapytania ich funkcjonalnosé.

Inna strategia indukcji roznicowania miogenicznego komoérek ES zostata wykorzys-
tana przez Barberi'ego i wspotpracownikow. Hodowali oni ludzkie komodrki ES w
kokulturze z komdrkami zrebu szpiku, ktére wydzielaja czynniki promujace
réznicowanie w mezodermg. Po 6 tygodniach sposréd hodowanych komérek wyse-
lekcjonowano te, ktore syntetyzowaly charakterystyczne dla komodrek mezoder-
malnych biatko CD73, a nastepnie hodowano je w warunkach umozliwiajacych ich
réznicowanie w mioblasty. Uzyskane komorki nie byly jednak zdolne do podjecia
takiego réznicowania — nie wykryto w nich obecnosci zadnych markeréw miogenicz-
nych, ani nie zaobserwowano zmian morfologii. Dopiero hodowla komdrek CD73+
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w obecnosci mioblastow linii komorkowej C2C12 lub inkubacja z 5-AzaC zainduko-
waly ekspresj¢ myoD i1 miogeniny [5]. Modyfikacja procedury doswiadczenia o
dodatkowa selekcje komorek, ktére syntetyzowaly charakterystyczne m.in. dla
komorek satelitowych i roznicujacych mioblastow biatko N-CAM (ang. neural cell
adhesion molecule), przyniosta lepsze wyniki. Po 6 tygodniach hodowli od 2 do
10% komorek komorek CD73+ i N-CAM+ syntetyzowato markery miogeniczne [4].
Wyselekcjonowane w ten sposob komoérki wykrywano jeszcze po 6 miesigcach od
ich wprowadzenia do uszkodzonych migsni szkieletowych myszy SCID [4].

Najlepsze rezultaty w uzyskiwaniu komérek migsniowych z komérek ES otrzymano
w wyniku nadekspresji okreslonych czynnikéw w komorkach ES. Nadekspresja insu-
linopodobnego czynnika wzrostu Il — IGFIl (ang. insulin-like growth factor-II),
wydzielanego przez rdéznicujace mioblasty zarowno w hodowli in vifro, jak i w
regenerujacym miegsniu szkieletowym, doprowadzita do rozpoczgcia syntezy MyoD,
Myf5, miogeniny i M-kadheryny. Komdrki, w ktorych zaindukowano zwigkszona
ekspresje igfll, byly zdolne do fuzji i utworzenia wielojadrowych, kurczacych si¢
miotub [36, 66]. Natomiast nadekspresja genu pax3 doprowadzila do zmiany
morfologii zarodkowych komérek macierzystych oraz do ekspresji czynnikow
miogenicznych [19].

Potencjal miogeniczny komoérek ES zostat takze poddany ocenie w warunkach
in vivo. Bhagavati i Xu przeprowadzili doswiadczenia, w ktérych wykorzystano
komorki ES hodowane uprzednio przez kilka dni z mioblastami. Procedura ta miata
zaindukowa¢ réznicowanie komoérek ES w mioblasty. Dowodem na potencjat
miogeniczny tych komorek mial by¢ ich udziat w regeneracji mig$ni myszy mdx i
obecnos¢ wiokien, w ktorych stwierdzono syntez¢ dystrofiny [7]. Jednak liczba
wiokien zawierajacych dystrofing byta bardzo mata i mogla by¢ wynikiem tzw.
»Spontanicznego odwrocenia mutacji”. Zjawisko to obserwowane jest u myszy mdx,
u ktorych pomimo mutacji w genie kodujacym dystrofing sporadycznie wykrywa
si¢ obecnos¢ tego biatka w migs$niach [67]. Transplantacja wstepnie zréznicowanych
komorek ES do miesni szkieletowych, a nastgpnie ocena skutkow takiego zabiegu
zostata przeprowadzona takze przez kilka innych grup badawczych. Wprowadzenie
komorek ES, w ktorych najpierw zaindukowano ekspresje igfll, wptyngto na poprawe
funkcji motorycznych regenerujacych migsni juz po 14 dniach od zabiegu [36].
Transplantowane komorki syntetyzowaly specyficzne mig$niowo czynniki oraz
receptory acetylocholiny, co $wiadczylo o dojrzewaniu utworzonych widkien miesnio-
wych oraz tworzeniu funkcjonalnych ptytek motorycznych. W migsniach, do ktorych
wprowadzono komorki ES zaindukowane do réznicowania przez nadekspresj¢ genu
pax3, czestos¢ wystgpowania widkien zasiedlonych przez te komdrki wyniosta
10-20% [19]. Mimo ze wprowadzone do migsnia komorki syntetyzowaly M-kadhe-
ryne, syndekan-4 i CD34, markery komorek satelitowych, to transplantowanych
komorek nie wykryto w niszy komorek satelitowych. Zasiedlenie niszy komorek
satelitowych stwierdzono w innych doswiadczeniach, w ktérych wykorzystano
komorki ES uprzednio zaindukowane do réznicowania przez hodowle w obecnosci
epidermal-nego czynnika wzrostu, 5-azaC lub surowicy konskiej [14, 70]. Komorki



KOMORKI MACIERZYSTE W REGENERACIJI MIESNI 203

takie byly zdolne do syntezy markerow komorek satelitowych, takich jak: Pax7,
Myf-5, c-Met, M-kadheryna, i braty udzial w kolejnych rundach regeneracji, mimo
iz zasiedlaty nisz¢ komorek satelitowych z niska czestoscia. Przeszczepianie do
migs$ni wstepnie zroznicowanych komorek znaczaco zwigksza mozliwos¢ wykorzys-
tania komorek ES w terapii chordéb migsni.

Do najpowazniejszych problemdw stojacych przed badaczami oceniajacymi szanse
na wykorzystanie komorek ES w medycynie regeneracyjnej jest zagrozenie zwigzane
z powstawaniem w organizmie biorcy teratom, problemy zwiazane z usuwaniem
przeszczepionych komérek w wyniku reakcji immunologicznej oraz budzace zastrze-
zenia natury etycznej ,,zarodkowe pochodzenie” komorek ES. Tworzenie teratom u
myszy, ktorym wszczepiono komorki ES, stwierdzono tylko w nielicznych przypad-
kach, gdy niezréznicowane komorki byly przeszczepiane do tkanek myszy z uposle-
dzonym uktadem odpornosci [19, 63]. Jednak w wigkszosci opisanych badan, w
ktorych wykorzystywano wstepnie zréznicowane komorki ES, nie zaobserwowano
rozwoju guzéw [4, 14, 70]. Wedtug Tiana i wspdlpracownikdéw brak teratom w
organizmie niepoddawanego immunosupresji, ,,allogenicznego™ biorcy Swiadczy o
usunigciu tych komorek z zasiedlonego migsnia w wyniku odpowiedzi immunolo-
gicznej [63]. Jednak w dwodch niezaleznych badaniach potwierdzono obecnosé
komérek ES w mig$niach biorcy pomimo wykorzystania w doswiadczeniu ,,ukltadu
allogenicznego™ [14, 36]. Trzeba jednak wspomnie¢, ze Autorzy pierwszej pracy nie
podali czestosci wystepowania tych komodrek, w drugiej pracy opisano, ze byly one
obecne jedynie w 1% wszystkich widkien.

Zatem mimo obiecujacych wynikow przeprowadzonych do tej pory badan, ciagle
istnieje wiele niewiadomych dotyczacych mozliwosci roznicowania komoérek ES w
warunkach in vitro i in vivo, a takze oceny skutkoéw transplantacji tych komorek
do organizmu biorcy.

W 2006 roku z fibroblastow uzyskano indukowane komorki pluripotencjalne —
iPS (ang. induced pluripotent stem [62]). W kolejnych latach komorki takie
otrzymano takze z innych rodzajow komorek [55]. Poniewaz pochodzenie komorek
iPS jak dotychczas nie budzi watpliwosci natury etycznej, nalezy rozwazac je jako
nowe zrédto komorek, ktore moglyby w przysztosci wspomagac regeneracj¢ miesni
szkieletowych. Ze wzgledu na wiele cech wspdlnych w badaniach komérek iPS
wykorzystywana jest wiedza uzyskana z badan nad komorkami ES. Stwarza to
nadziej¢ na szybki postep badan, a co za tym idzie identyfikacje czynnikdw, ktore
pozwolityby nie tylko wydajnie uzyskiwa¢ z komorek pluripotencjalnych komorki
miesniowe, ale takze doktadnie przeanalizowa¢ mechanizmy ich réznicowania.

5. PODSUMOWANIE

Jednym z najbardziej fascynujacych aspektéw badan nad biologia komorek
macierzystych jest szansa na opracowanie nowych terapii chordb, ktorych do tej
pory nie mozna bylo skutecznie leczyé. Prace badawcze nad zastosowaniem komorek
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macierzystych jako potencjalnego zrodta komorek do wspomagania regeneracji migsni
szkieletowych sa prowadzone od wielu lat i w wielu laboratoriach. Przytoczone
powyzej wyniki badan przyczynily si¢ do lepszego poznania réznych populacji
komorek, dzigki czemu by¢é moze niektdre z nich (np. mezenchymalne komorki
macierzyste) znajda w przysztosci zastosowanie w leczeniu choréb migsni. Jednakze
pomimo prowadzenia intensywnych analiz wiele pytan dotyczacych udziatlu
niemig$niowych komoérek macierzystych w regeneracji migsni szkieletowych pozo-
staje bez odpowiedzi.
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