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STRESZCZENIE

Proces odbudowy uszkodzonych mie¢éni szkieletowych obejmuje cztery fazy — degeneracji, odpowiedzi za-
palnej i immunologicznej, regeneracji oraz reorganizacji, regulowanych przez szereg czasteczek wydzielanych
przez komorki migsniowe i obecne w tkance mig§niowej komodrki immunologiczne, nablonkowe, §rodmigzszo-
we 1 in. Do tych czasteczek naleza cytokiny, czynniki wzrostu, erytropoetyna, enzymy oraz reaktywne formy
tlenu i azotu (ang. reactive oxygen and nitrogen species, RONS). Jedne z nich silnie stymulujg proliferacje
1 wzrost komorek migsniowych, inne moga hamowa¢. Od kilku lat cytokiny i czynniki wzrostu sg stosowane
w medycynie regeneracyjnej w formie koncentratu ptytek krwi lub w formie preparatow rekombinowanych.
Podejmowane sg takze proby wykorzystania komoérek mig$niowych i hodowli linii komoérkowych opartych
na komorkach pochodzenia migéniowego (ang. muscle-derived stem cells, MDSC) zawierajacych komorki sa-
telitarne, mezoangioblasty 1 perycyty, wyizolowanych komorkach satelitarnych lub mioblastach.

Celem pracy jest przedstawienie aktualnych informacji na temat molekularnych i komérkowych mecha-
nizmow regeneracji 1 reorganizacji migéni szkieletowych, roli cytokin i czynnikdéw wzrostu w proliferacji
komorek satelitarnych oraz mozliwosci terapeutycznego wykorzystania komodrek macierzystych pochodzenia
mig$niowego w medycynie regeneracyjne;j.

Stowa kluczowe: cytokiny, czynniki wzrostu, komodrki macierzyste migéni, transplantacja

SUMMARY

The skeletal muscles regeneration is characterized by a sequence of events consisting of degeneration,
inflammatory and immune response, regeneration and remodelling. The process is regulated by molecules such
as cytokines, growth factors, erythropoietin, enzymes, and reactive oxygen and nitrogen species (RONS)
released by muscle, immune, epithelial and interstitial cells. Some molecules stimulate the proliferation and
growth of muscle cells while others can inhibit these processes. For several years, cytokines and growth factors
have been used in regenerative medicine in the form of platelet concentrate or recombinant proteins. There have
also been attempts to use muscle cells and muscle-derived stem cell (MDSC) cultures, which contain satellite
cells, mesoanglioblasts and pericytes, as well as isolated satellite cells or myoblasts.

The aim of the paper is to present current knowledge concerning the molecular and cellular mechanisms of
regeneration and remodelling of skeletal muscles, the role of cytokines and growth factors in the proliferation
of satellite cells, and also the possibilities of therapeutic use of muscle-derived stem cells in regenerative
medicine.
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WSTEP

Migsénie szkieletowe stanowia od 30% do 40%
masy ciata, umozliwiajg poruszanie, utrzymanie pra-
widlowej postawy oraz uczestniczg w procesie oddy-
chania. Sktadaja si¢ z rownolegtych wiazek widkien
mig¢éniowych o dhlugosci kilku centymetrow i Sredni-
cy 10-100 pm, otoczonych warstwa tkanki lacznej
otaczajgce peczki wiokien migsniowych. Tkanka tacz-
na wprowadza naczynia krwionos$ne i pgczki wiokien
nerwowych. Kazde wiokno jest pojedyncza, duza
wielojadrowa komorka zwang miocytem. Od 2% do
7% jader komorkowych zwigzanych z jednym wtok-
nem mi¢$niowym nalezy do komoérek macierzystych
(ang. muscle-derived stem cells, MDSC) potozonych
pomigdzy sarkolemma a btong podstawng witdkien,
aktywowanych podczas odpowiedzi na wysitek, ura-
zy i choroby degeneracyjne mig¢éni [1,2].

KOMORKI MACIERZYSTE;
POTENCJAL REGENERACYJNY
MIESNI

Komérki macierzyste (ang. stem cells, SC) zacho-
wuja zdolno$¢ do samoodnowy przez caly okres zy-
cia organizmu. W zalezno$ci od etapu rozwoju onto-
genetycznego czlowieka, komorki SC dzieli si¢ na
dwie grupy — komorki macierzyste embrionalne
(ang. embrional stem cells, ESC) i nieembrionalne,
czyli somatyczne lub inaczej dojrzate komorki ma-
cierzyste (ang. adult stem cells, ASC). Komorki em-
brionalne stanowig wewng¢trzng mas¢ komorek za-
rodka, sa zdolne do nieskonczonej liczby symetrycz-
nych podziatow i moga da¢ poczatek wszystkim ty-
pom tkanek. Oznacza to, ze ESC sg pluripotentne. Na-
tomiast nieembrionalne komorki macierzyste moga
by¢ multipotentne, gdy r6znicujg si¢ w wiecej niz je-
den typ komorek potomnych Iub unipotentne, gdy ro-
znicujg si¢ w obrebie jednej linii komorkowej [3].

Komoérkami macierzystymi sa komorki satelitar-
ne migsni (ang. muscle-derived stem cells, MDSC),
ktore zostaly odkryte w 1961 roku przez Aleksandra
Mauro w dojrzatym wtoknie migéniowym konczyny
ptaza [4].

Komorki satelitarne stanowig aktywng mitotycz-
nie grup¢ komoarek, ktorych liczba zmienia si¢ w za-
leznosci od wieku, typu wiokna mig$niowego i ak-
tywnosci fizycznej. Komorki satelitarne nie sg jedno-
rodng populacja komorek. Ze wzgledu na funkcje
podzielono je na komoérki nieaktywne mitotycznie
odpowiedzialne za wzrost i aktywne mioblasty odpo-
wiedzialne za regeneracje [5]. Wedlug Mackey’a
i wsp. okoto 1,3% komorek satelitarnych jest mito-
tycznie aktywnych, a pod wplywem wysitku fizyczne-
go ich liczba wzrasta wielokrotnie (Tab. 1) [6].

BACKGROUND

Skeletal muscles make up 30-40% of body mass.
They make possible movement and keep proper po-
sture and contribute to the breathing process. They
are made up of parallel muscle fibre fascicles. The
fibres are a few centimetres long and have the diame-
ter of 10-100 um. They are covered with a layer of
connective tissue surrounding bundles of muscle fi-
bres. The connective tissue serves to introduce blood
vessels and bundles of nerve fibres. Each muscle
fibre is a single large multinucleated cell and is call-
ed a myocyte. 2-7% of cell nuclei associated with
one muscle fibre are stem cells (muscle-derived stem
cells, MDSC) located between the sarcolemma and
the fibre’s basement membrane and activated during
a response to physical effort, injuries or degenerative
muscle disease [1,2].

STEM CELLS;
REGENERATIVE POTENTIAL
OF MUSCLES

Stem cells (SC) preserve the ability to self-renew
during the whole life of the body. Depending on the
stage of ontogenic development in humans, SC cells
can be divided into two groups: embryonic stem cells
(ESC) and non-embryonic called somatic or adult
stem cells (ASC). Embryonic cells constitute the
inner cell bulk of the embryo. They have the capacity
to divide symmetrically an infinite number of times
and may develop into any kind of tissue. In other
words, ESC cells are pluripotent, while non-embryo-
nic stem cells can be multipotent, when they differen-
tiate into more than one daughter cell type, or unipo-
tent, when they differentiate into only one cell type [3].

Muscle-derived stem cells (MDSC), called satellite
cells, were discovered by Alexander Mauro in a ma-
ture muscle fibre of an amphibian’s limb in 1961 [4].

Satellite cells are a group of mitotically active
cells whose number depends on age, type of muscle
fibre, and physical activity. Satellite cells are not
a homogeneous cell population. They can be divided
with regard to their function into mitotically inactive
ones, responsible for growth, and active myoblasts,
responsible for regeneration [5]. According to Mac-
key et al., about 1.3% satellite cells are mitotically
active and their number increases several times in
response to exercise (Table 1) [6].

As a result of injury or trauma satellite cells be-
come activated, divide, differentiate, become elon-
gated, adhere to one another and undergo fusion,
forming multinucleated myotubes which later be-
come muscle fibres (Fig. 1). Myoblast fusion is a key
regeneration event during which cells express a num-
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Tab. 1. Wpltyw wysilku fizycznego na liczbg¢ komorek satelitarnych [6]

Tab. 1. The effect of exercise on the number of satellite cells [6]

,ZMIANY LICZBY )
BADANI KOMOREK SATELITARNYCH PISMIENNICTWO
WYSILEK EXERCISE SUBJECTS CHANGES IN NUMBER OF REFERENCES
SATELLITE CELLS
70%-100% wigcej u cigzarowcoOw niz u
Pojedyncza biopsja cigzarowcy vs. nietrenujacy nietrenujacych [7.8]
Single biopsy power lifters vs. non-athletes 70%-100% more in power lifters than in ’
non-athletes
. . . . 24 h itku: 1141% mtodzi,
nietrenujacy mtodzi vs. starsi po wy;;l;) sTtarsi o miodzl
Pojedyncza proba: wysitek . mezezyzni 24 h post-exercise: 1141% (young),T51%
ekscentryczny untrained young men vs. old men
. . . (old) [9,10]
Single bout: eccentric
exercise nietrenujacy mtodzi mezezyzni . o
untrained young men 4 dnipo wy51%ky. 1192%
4 days post-exercise: 1192%
Pojedyncza proba:
36 km bieg sportowcy 8 dni po: 127% 6]
Single bout: athletes 8 days after : 127%
36 km run
14 tyg. trening . U
wytrzymalosciowy aktywn} starsi mezczyzni 129% (1]
g active older men
14-wk endurance training
10 tyg. trening sitowy nietrenujacy mtodzi mezezyzni 31% [12]
10-wk strength training non-trained young men 131%
nietrenujacy mtodzi vs. starsi
16 tyg. trening sitowy mezezyzni 1 wytacznie u mtodych mezczyzn [13]
16-wk strength training non-trained young men vs older 1 in young men only
men

Ryc. 1. Etapy regeneracji migsni szkieletowych. A — proliferacja i migracja komoérek satelitarnych, roznicowanie, B — wydtuzanie,
przyleganie i fuzja mioblastow, C — uzupetnianie puli komorek satelitarnych, regeneracja i hipertrofia migséni [1; modyfikacja
wiasna]
Fig. 1. Stages of skeletal muscle regeneration. A — proliferation and migration of satellite cells, differentiation, B — myoblast
elongation, adherence and fusion, C — replenishing the satellite cell pool, regeneration and muscle hypertrophy [1; modified by
authors]
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W odpowiedzi na uraz lub uszkodzenie komorki
satelitarne sg aktywowane, dzielg si¢, r6znicujg, wy-
dtuzaja, przylegaja do siebie i ulegaja fuzji tworzac
wielojadrowe miotuby, z ktorych powstajg wok-
na miesniowe (Ryc. 1). Fuzja mioblastow jest jed-
nym z kluczowych etapéw regeneracji, w trakcie
ktorego komorki wykazujag ekspresje szeregu biatek
m.in. biatek adhezyjnych zaangazowanych w two-
rzenie potaczen pomi¢dzy mioblastami. Najwazniej-
sze biatka adhezyjne uczestniczace w fuzji ludzkich
mioblastow to M-kadheryna, biatko ADAMI12 (ang.
a disintegrin and metalloproteinase 12), podjednost-
ka a3 integryny oraz tetraspaniny CD9 1 CD81. Cz¢$§¢
aktywowanych komorek satelitarnych nie roznicuje
si¢ w kierunku wiokien migéniowych, ale odtwarza
wtasng populacje. Glowna rolg w tym procesie przypi-
suje si¢ czynnikowi transkrypcyjnemu Pax7 [14].

Regeneracyjny potencjal komorek satelitarnych
jest niezwykty. Wykazano, ze zaledwie siedem ko-
morek satelitarnych zasocjowanych z jednym wiok-
nem mig¢éniowym moze odtworzy¢ setki nowych
miocytéw zawierajacych tysiace jader komorkowych.
Regeneracja mig$ni szkieletowych jest tez wspoma-
gana w skrajnych przypadkach przez komorki nie-
migéniowe, jak obecne we krwi hematopoetyczne
komérki macierzyste (ang. hematopoetic stem cells,
HSC) [15].

MOLEKULARNE MECHANIZMY
REGENERACJI MIESNI

Naprawa migsni szkieletowych obejmuje cztery
powiazane ze sobg fazy (Ryc. 2). Pierwsza, to nekro-
za wywotana naptywem jonéw wapnia do sarkopla-
zmy z powodu uszkodzenia btony komorkowej i reti-
kulum sarkoplazmatycznego podczas wysitku. Wzrost
stezenia Ca* aktywuje enzymy proteolityczne, ktore
katalizuja rozpad biatek blonowych, cytoszkieletu i bia-
ek kurczliwych, doprowadzajac do zaburzenia funkcji
sarkomeréw 1 $mierci. W fazie nekrozy obserwuje si¢
wysoki poziom biatek komorkowych we krwi, jak np.
kinaza kreatynowa, dehydrogenaza mleczanowa,
b-galaktozydaza, troponina [16].

Zmiany nekrotyczne wiodkien mig$niowych pro-
wadza do miejscowego stanu zapalnego, zapoczatko-
wanego uwalnianiem czynnikéw chemotaktycznych
oddziatujacych na komorki immunologiczne rozpo-
czynajace proces naprawy — faza odpowiedzi zapal-
nej i immunologicznej. Neutrofile pojawiaja si¢ w miej-
scu uszkodzenia w ciggu kilku godzin i sg obecne do 24
godzin, nastgpnie wkraczaja makrofagi obecne do 14
dni po wysitku. Aktywowane neutrofile i makrofagi
usuwaja fragmenty uszkodzonej tkanki mig$niowe;,
uwalniajac ponad sto réoznych czgsteczek biorgcych

ber of proteins, including adhesive proteins involved
in building connections between myoblasts. The most
important adhesive proteins taking part in human
myoblast fusion are M-cadherin, ADAM12 (a disin-
tegrin and metalloproteinase 12), integrin a3-sub-
unit, and tetraspanins CD9 and CD81. Some activ-
ated satellite cells do not differentiate into muscle
fibres but reconstruct their own population. The main
role in this process is ascribed to transcription factor
Pax7 [14].

The regenerative potential of satellite cells is ex-
traordinary. It has been shown that as few as seven
satellite cells associated with one muscle fibre can re-
create hundreds of new myocytes comprising thou-
sands of cell nuclei. In extreme cases, skeletal muscle
regeneration is supported by non-muscle cells, such as
haematopoetic stem cells (HSC) present in blood [15].

MOLECULAR MECHANISMS
OF MUSCLE REGENERATION

The skeletal muscles repair is characterized by
a sequence of events consisting of degeneration/ne-
crosis, inflammatory and immune response, regene-
ration and remodelling, as described below in detail
and illustrated in Figure 2. Necrosis is caused by in-
flow of calcium ions into the sarcoplasm due to da-
mage to the cell membrane and sarcoplasmic reti-
culum during exercise. Increased Ca** concentration
activates proteolytic enzymes which are responsible
for disintegration of membrane, cytoskeleton and
contractile proteins, leading to disturbance of sarco-
mere function and finally to cell death. In the dege-
nerative phase, the blood levels of cell proteins, such
as creatine kinase, lactate dehydrogenase, B-galacto-
sidase and troponin are elevated [16].

Necrotic changes in muscle fibres lead to local
inflammation which begins with the release of che-
motactic factors inducing immunological cells to ini-
tiate repair processes (inflammatory and immune re-
sponse phase). Neutrophils appear at the site of da-
mage within a few hours and are present for up to 24
hours. They are followed by macrophages, which re-
main there for up to 14 days after exercise. Activated
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udzial w procesach naprawczych. Do tych czgste-
czek naleza cytokiny, czynniki wzrostu, erytropoety-
na, enzymy (kolagenaza, lipazy, fosfatazy, nukleazy,
glikozydazy, proteazy) oraz reaktywne formy tlenu
1 azotu (ang. reactive oxygen and nitrogen species,
RONS). Kumulacja RONS w uszkodzonych wiok-
nach migéniowych sprzyja regeneracji i reorganizacji
(ang. remodelling) migéni i adaptacji do wysitku
fizycznego. RONS biorg udziat m.in. w aktywacji ko-
aktywatora transkrypcji PGC-1a, ktéry reguluje kil-
kaset gendéw. Aktywacja PGC-la, lezy u podstaw
adaptacji do wysitku fizycznego [17].

Faza regeneracji mig¢sni, ktora trwa do 5 dni od
uszkodzenia, obejmuje aktywacje i roznicowanie ko-
morek satelitarnych. Promotorem réznicowania sa
jadrowe biatka regulatorowe rodziny MRF (ang. my-
ogenic regulatory factor), jak MyoD, Myf5, mioge-
nina i Mrf-4, ktore wystepuja wylacznie w komor-
kach miogennych migéni szkieletowych. Biatka

neutrophils and macrophages remove fragments of
damaged muscle tissue, releasing over hundred diffe-
rent molecules involved in repair processes. These mo-
lecules include cytokines, growth factors, erythropo-
ietin, enzymes (collagenase, lipases, phosphatases, nu-
cleases, glycosidases, and proteases) as well as react-
ive oxygen and nitrogen species (RONS). The accu-
mulation of RONS in damaged muscle fibres pro-
motes muscle regeneration and remodelling and their
adaptation to exercise. RONS are involved, among
others, in the activation of transcriptional coactivator
PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma coactivator 1a) that regulates expression of
many genes. PGC-1a plays a pivotal role in enduran-
ce exercise-induced muscle adaptation [17].

The phase of muscle regeneration, which continu-
es for up to 5 days after an injury, involves the activ-
ation and differentiation of satellite cells. Differentia-
tion is triggered by nuclear regulatory proteins belong-

DEGENERATIA/NEKROZA

DEGENERATION/NECROSIS

ODPOWIEDZ ZAPALNA | IMMUNOLOGICZNA
INFLAMMATORY AND IMMUNE RESPONSE

REGENERATIA
REGENERATION

REORGANIZACIA
REMODELLING

Ryc. 2. Fazy naprawy migéni szkieletowych [1]
Fig. 2. Phases of skeletal muscle repair [1]

Tab. 2. Wptyw czynnikéw wzrostu na proliferacjg¢ komorek satelitarnych i fuzjg mioblastow [19,23,29,30]

Tab. 2. Influence of growth factors on satellite cells proliferation and myoblast fusion [19,23,29,30].

CZYNNIK WZROSTU PROLIFERACJA FUZJA
GROWTH FACTOR PROLIFERA TION FUSION
FGF-1 (basic fibroblast growth factor 1) stymuluje/stimulates stymuluje /stimulates

IGF-I (insulin-like growth factor I)
NGR (nerve growth factor)
BDNF (brain-derived neutrophic factor)

LIF (leukaemia inhibitory factor)
PDGF-BB (platelet-derived growth factor, BB form)
FGF-2 (acidic fibroblast growth factor 2)
PDGEF-AA (platelet-derived growth factor, AA form)
EGF (epidermal growth factor)

TGF-a (transforming growth factor a)
TGF-B (transforming growth factor )

stymuluje /stimulates
stymuluje /stimulates
stymuluje /stimulates
stymuluje /stimulates
stymuluje /stimulates
hamuje/inhibits
hamuje/inhibits
hamuje/inhibits
hamuje/inhibits
hamuje/inhibits

stymuluje /stimulates
stymuluje /stimulates
stymuluje /stimulates
stymuluje /stimulates
hamuje/inhibits
stymuluje /stimulates
hamuje/inhibits
hamuje/inhibits
hamuje/inhibits
hamuje/inhibits
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MRF tworzg kompleksy z czynnikami transkrypcyj-
nymi E12, E47 i MEF2 (ang. myogenic enhancers
factor 2). Powstajacy uktad transkrypcyjny urucha-
mia synteze takich biatek mie$niowych, jak desmina,
fancuchy lekkie i ciezkie miozyny, kinaza kreatyno-
wa, receptor acetylocholiny i in. [18].

Ostatnia faza — reorganizacji jest kulminacyjnym
etapem dzialania czasteczek wytwarzanych podczas
nekrozy oraz odpowiedzi zapalnej i immunologicz-
nej. Wzrost stezenia jonow wapnia (Ca*) oraz nad-
tlenku wodoru i tlenku azotu (RONS) bezposrednio
lub posrednio aktywujg szereg biatek, jak kalmoduli-
na, kalcyneuryna, CaMKs (rodzina kinaz serynowo-
-treoninowych zaleznych od kalmoduliny i wapnia),
p38MAPK (ang. p38 mitogen-activated protein kina-
ses), MEF2 (ang. myogenic enhancers factor 2, akty-
wuje rejon promotorowy GLUT4), ATF2 (ang. acti-
vating transcription factor 2) oraz PGC-1a (ang. pe-
roxisome proliferator-activated receptor-gamma co-
activator la) kluczowy regulator przystosowania
migéni do intensywnego wysitku [19].

UDZIAL CYTOKIN I CZYNNIKOW
WZROSTOWYCH W REGENERACJI
MIESNI

Odbudowa uszkodzonych miesni szkieletowych
jest wysoce zsynchronizowanym procesem kontrolo-
wanym przez mechanizmy obejmujace interakcje
komoérka « komorka i komorka « srodowisko zewng-
trzkomorkowe. W mechanizmach tych uczestnicza
cytokiny pro- i przeciwzapalne (IL-1b, IL-1ra, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18 i TNFa) oraz czyn-
niki wzrostowe (HGF, PDGF-BB, FGF, IGF-I,
BDNF, LIF, TGF, NGF) uwalniane w ciagu kilku go-
dzin z leukocytow i1 komoérek miesniowych w odpo-
wiedzi na uszkodzenie lub uraz. Laczgc si¢ z odpo-
wiednim receptorem oddziatywuja na te same ko-
morki, ktore je wydzielajg (dzialanie autokrynowe),
na komorki w najblizszym sasiedztwie (dziatanie pa-
rakrynowe) lub na komorki znajdujace si¢ w innych
narzadach (dziatanie endokrynowe) [1,19].

U o0s6b aktywnych fizycznie poziom cytokin i czyn-
nikow wzrostowych jest podwyzszony, czego konse-
kwencja jest wigksza liczba komorek satelitarnych,
wyzszy potencjat regeneracyjny mi¢séni i szybszy po-
wréot do formy po przebytym urazie w poréwnaniu
do 0s6b nietrenujgcych [20].

Od kilku lat cytokiny i czynniki wzrostowe sa
stosowane w medycynie regeneracyjnej w formie
koncentratu ptytek krwi otrzymywanego przez wiro-
wanie krwi autogennej lub w formie preparatow re-
kombinowanych, jak hrBMPs (ang. human recombi-
nant bone morphogenic proteins), ' TGFp (ang. hu-

ing to the family of proteins known as myogenic regu-
latory factors (MRFs), including MyoD, Myf5, myo-
genin and MRF-4, which appear only in the myogenic
cells of skeletal muscle. MRF proteins are complexed
with transcription factors such as E12, E47 and MEF2
(myogenic enhancer factor 2). The ensuing transcrip-
tion complex initiates synthesis of muscle proteins
such as desmin, light and heavy myosin chains, crea-
tine kinase, acetylcholine receptor, and others [18].
The last stage, remodelling, is the climax of activity
of the molecules produced during the necrotic stage
and the inflammatory and immune response. The
increase in Ca** and oxygen peroxide and nitric oxide
(RONYS) directly or indirectly activates a number of
proteins such as calmodulin, calcineurin, CaMKs (a fa-
mily of calmodulin- and calcium-dependent serine-thre-
onine kinases), p38 mitogen-activated protein kinases
(p38MAPK), myogenic enhancer factor 2 (MEF2,
which activates the GLUT4 promoter region), activ-
ating transcription factor 2 (ATF2) and PGC-1a [19].

CONTRIBUTION OF CYTOKINES
AND GROWTH FACTORS TO MUSCLE
REGENERATION

Reconstruction of damaged skeletal muscles is
a highly synchronised process controlled by mecha-
nisms involving cell-cell and cell-extracellular en-
vironment interactions. These mechanisms involve
pro- and anti-inflammatory cytokines (IL-1pB, IL-1ra,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18 and TNFa)
and growth factors (HGF, PDGF-BB, FGF, IGF-I,
BDNF, LIF, TGF, NGF) released from leucocytes
and muscle cells within a few hours after muscle da-
mage. By binding to specific receptors, they exert an
effect on the cells which produce them (autocrine
signalling), cells in their nearest proximity (paracrine
signalling), or cells in other organs (endocrine sig-
nalling) [1,19].

In physically active people, the level of cytokines
and growth factors is elevated, which results in in-
creased numbers of satellite cells, higher potential for
muscle regeneration and faster recovery after muscle
injury in comparison to inactive subjects [20].

For several years cytokines and growth factors
have been used in regenerative medicine in the form
of platelet concentrates obtained by centrifugation of
autogenic blood or in the form of recombinant pre-
parations, such as human recombinant bone morpho-
genic proteins (hrBMPs), human recombinant trans-
forming growth factor B (hrTGFf), human recombi-
nant insulin-like growth factor (hrIGF), human re-
combinant platelet derived growth factor (hrPDGF)
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man recombinant transforming growth factor p),
hrIGF (ang. human recombinant insuline-like growth
factor), htPDGF (ang. human recombinant platelet
derived growth factor), hrtBDNF (ang. human recom-
binant brain-derived neurotrophic factor) w celu
przyspieszenia procesu gojenia i naprawy uszkodzo-
nych tkanek [21,22].

Zastosowanie koncentratu ptytek krwi (ang. pla-
telet-rich plasma, PRP) w urazach mig$ni stymuluje
odpowiedz zapalng i immunologiczng (druga faza re-
generacji migsni) i tym samym wzmacnia caly pro-
ces odbudowy uszkodzonych widkien migsniowych.
W modelu mysim zastosowanie PRP zwigkszyto po-
ziom czynnikéw wzrostu IGF-1 1 FGF, przyspieszyto
gojenie 1 zwigkszylo site skurczu migsni w poroéwna-
niu do grupy kontrolnej [23]. Sanchez i wsp. zastoso-
wali koncentrat plytek o bardzo wysokiej zawartosci
czynnikow wzrostowych (ang. plasma rich in groth fac-
tors, PRGF) nie zawierajacy leukocytow [24]. Zastoso-
wanie takiego preparatu spowodowato skrocenie czasu
gojenia o potowe w stosunku do oczekiwanego.

Silne dziatanie anaboliczne wykazuja cytokiny
przeciwzapalne 1L-6, IL-8 i IL-15, ktore zwickszaja
mas¢ migsni niezaleznie od poziomu czynnikow
wzrostowych [19]. Uszkodzenie genu IL-6 znosi
zdolno$¢ komorek satelitarnych do podziatow i osta-
bia przyrost migsni [25]. IL-6, IL-8 i IL-15 indukuja
takze wydzielanie naczyniowego czynnika wzrostu
(ang. vascular endothelial growth factor, VEGF),
ktéry pobudza angiogeneze i zmniejsza powysitko-
we bodle miesni [19,26].

Obecno$¢ w migéniach cytokin prozapalnych mo-
ze wywiera¢ dwojaki efekt. IL-1B, IL-18 i TNFa
uczestnicza w rekonstrukcji uszkodzonych wtokien
migéniowych poprzez aktywacj¢ fagocytow i enzy-
moéw proteolitycznych oraz stymulacje wytwarzania
czynnikéw wzrostowych regulujacych proliferacje
i réznicowanie komorek satelitarnych, neuronalnych
i $rodblonka naczyn krwionos$nych [27,28]. Udziat
TNFa w procesach naprawczych potwierdzono w ba-
daniach z zastosowaniem niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, ktére obnizyly poziom TNFa
i jednoczesnie op6znity odbudowe uszkodzonych wio-
kien mie$niowych u biegaczy dtugodystansowych [6].
Z drugiej strony, utrzymujacy si¢ powyzej 5 dni wy-
soki poziom IL-1f 1 TNFa hamuje transport glukozy
i syntezg biatka, zaburza fosforylacje oksydacyjna
i indukuje apoptoz¢ komorek satelitarnych, co
w konsekwencji wywotuje spadek zdolnosci regene-
racyjnych, masy i sity migsni [28].

W badaniach in vitro zaobserwowano, ze czynniki
wzrostowe podobnie jak cytokiny, wykazuja r6zng ak-
tywnos$¢ tzn. jedne silnie stymulujg proliferacje i wzrost
komorek miesniowych, inne mogg hamowac (Tab. 2).

and human recombinant brain-derived neurotrophic
factor (hrBDNF), in order to accelerate the repair and
healing of damaged tissue [21,22].

Platelet-rich plasma (PRP) is used in the treat-
ment of muscle injury to stimulate the inflammatory
and immune response (the second phase of muscle
regeneration), thereby enhancing the entire process
of damaged skeletal muscle fibre reconstruction. The
use of PRP in a mouse model increased the level of
growth factors IGF-I and FGF, accelerated healing
and increased the strength of muscle contraction in
comparison to the control group [23]. Sanchez et al.
[24] used a plasma concentrate rich in growth factors
(PRGF) which did not contain leucocytes. The time
of healing was reduced by half in comparison to the
expected time.

The anti-inflammatory cytokines IL-6, IL-8 and
IL-15, which increase muscle mass independently
from growth factors, have a strong anabolic effect
[19]. Knockout of IL-6 gene makes satellite cells
unable to divide and weakens the muscle hypertro-
phy [25]. IL-6, IL-8 and IL-15 also induce the release
of the vascular endothelial growth factor (VEGF)
that stimulates angiogenesis and reduces post-exer-
cise muscle soreness [19,26].

The present of pro-inflammatory cytokines in mus-
cles can induce opposite effects. IL-1B, IL-18 and
TNFa are involved in the reconstruction of damaged
muscle fibres by activating phagocytes and proteo-
lytic enzymes and stimulating production of growth
factors which regulate the proliferation and differen-
tiation of satellite and neuronal cells and the vascular
endothelium [27,28]. The involvement of TNFa in
repair processes has been confirmed in studies in-
volving non-steroidal anti-inflammatory agents,
which decreased TNFa levels and simultaneously
delayed reconstruction of damaged muscle fibres in
long-distance runners [6]. However, high levels of
IL-1B and TNFa for more than 5 days inhibit glucose
transport and protein synthesis, disturb oxidative
phosphorylation and induce apoptosis of satellite cells
in consequence limiting regenerative capabilities,
mass and strength of skeletal muscles [28].

In vitro studies have demonstrated that, just like
cytokines, growth factors display diverse activities:
some of them strongly stimulate proliferation and
muscle cell growth while other may inhibit these
processes (Table 2).
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TRANSPLANTACJA KOMOREK
MIESNIOWYCH

Wedhug Quintero i wsp. w sporcie uszkodzenia
mig$ni stanowig 35-55% stwierdzanych urazow
i kontuzji, ktorych gtowng przyczyng sg przecigzenia
uktadu mie$niowego [16]. Okoto 80% urazdéw migsni
konczy sie trzytygodniowg przerwa, pozostale wy-
magaja interwencji ortopedycznej. Obecnie podej-
mowane sg proby wykorzystania komorek migsnio-
wych w terapii regeneracyjnej urazéw i chordb dege-
neracyjnych migsni. Pierwsze do§wiadczenia z prze-
szczepianiem komorek pochodzenia migéniowego
przeprowadzono pod koniec lat 70-tych na modelach
zwierzecych, a w latach 90-tych wykonano pierwsze
proby kliniczne [S]. Nastepnie, dzigki opracowaniu
metody kontrolowania procesu roznicowania si¢ ko-
moérek macierzystych w okreslone linie komérkowe
mozliwe stalo si¢ tworzenie in vitro hodowli komor-
kowych. Do transplantacji wykorzystywane sg naj-
cze¢sciej trzy rodzaje wyizolowanych linii. Pierwsza
oparta jest na komoérkach pochodzenia mig$niowego
(ang. muscle-derived stem cells, MDSC), w ktorej
obok komorek satelitarnych migsni znajduja sie row-
niez mezoangioblasty i perycyty. Druga zawiera wy-
izolowane komorki satelitarne, a trzecia mioblasty.
Badania wykazaly, ze MDSC maja najwigkszy po-
tencjal regeneracyjny, gdyz obok przeksztatcania si¢
w fibroblasty, mogg rdéznicowac si¢ tworzac komor-
ki krwi, osteoblasty, adipocyty, czy chondrocyty [29].
Podczas badan na myszach z zastosowaniem MDSC
zaobserwowano silne zalezno$ci migdzy picig dawcy
i biorcy. Procesy regeneracji i naprawy migéni zacho-
dzity sprawniej po zastosowaniu komoérek pochodza-
cych od samic, natomiast regeneracja $ciggien i ko-
$ci po uzyciu hodowli uzyskanych z komorek pobra-
nych od samcow. Kiedy dawca i biorca byli tej same;j
pfci, przezywalno$¢ komoérek byta wigksza u samic
niz samcow. Do tej pory nie potwierdzono takich za-
leznoéci u ludzi [16].

Pomimo doskonalenia technik inzynierii tkanko-
wej, przeprowadzenie transplantacji komérkowych
nadal wigze si¢ z powaznymi problemami, jak staba
przezywalno$¢ komorek spowodowana silng reakcja
zapalng 1 immunologiczng biorcy, generacja RONS
1 apoptoza. W celu zwigkszenia efektywnosci trans-
plantacji wykonuje si¢ przeszczepy autologiczne,
podejmuje si¢ proby ostabienia reakcji zapalnej po-
przez zastosowanie przeciwciat skierowanych prze-
ciwko cytokinom prozapalnym, gldwnie przeciw cy-
tokinie IL-1B, ktdrej stgzenie wzrasta w ciggu 24 h
po przeszczepie. Ogranicza adhezje neutrofili 1 lim-
focytow blokujac aktywnos$¢ czasteczek adhezyj-
nych, takich jak selektyny i integryny. Stosuje si¢

MUSCLE CELL
TRANSPLANTATION

According to Quintero et al. [16], muscle injuries
account for up to 35-55% of all sports injuries caused
by overload of the muscle system. About 80% of
muscle injuries require prolonged recovery period,
while the rest of them require orthopaedic interven-
tion. Attempts are currently being made to use mus-
cle cells in the regenerative therapy of injuries and
degenerative muscle disease. Early experiments in-
volving transplantation of muscle cells were con-
ducted in animals in the late 1970s. The first clinical
trials were conducted in the 1990s [5]. Subsequently,
thanks to a newly developed method for controlling
the differentiation of stem cells into specific cell
lines, it became possible to create in vitro cell cul-
tures. Three types of cell lines are most frequently
used for transplantation. One method relies on mus-
cle-derived stem cells (MDSC), including not only
satellite muscle cells but also mesoangioblasts and
pericytes. Another one involves isolated satellite
cells, and the third one, myoblasts. Research shows
that MDSCs have a bigger potential for regeneration,
since apart from transforming into fibroblasts they
may also differentiate into blood cells, osteoblasts,
adipocytes and chondrocytes [29]. Murine studies of
MDSC revealed a strong correlation between the
gender of the donor and recipient. Muscle regenera-
tion and repair processes were more efficient when
cells harvested from females were used, while the
regeneration of tendons and bones was more efficient
in the presence of cells obtained from males. When
both the donor and the recipient were of the same
sex, cell survival was higher in females than in
males. Such relationships have not been confirmed in
people to date [16].

Despite continuing improvement of tissue engi-
neering methods, cell transplantation is still beset
with serious problems, such as poor cell survival
caused by an intense inflammatory and immune re-
sponse of the recipient, RONS formation and apop-
tosis. Solutions aiming to increase the effectiveness
of transplantations include autologous transplanta-
tion; attempts to suppress the inflammatory response
by using antibodies against pro-inflammatory cyto-
kines (especially IL-1B cytokine, whose concentra-
tion increases within 24 hours after transplantation);
limiting neutrophil and lymphocyte adhesion by
suppressing the activity of adhesive molecules such
as selectins and integrins; or preincubation with anti-
oxidants, such as N-acetylcysteine, ascorbate or su-
peroxide dismutase, which limits oxidative stress and
increases cell survival two-fold after reimplantation
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preinkubacje z antyoksydantami, jak N-acetylocyste-
ina, askorbinian lub dysmutaza ponadtlenkowa, co
ogranicza stres oksydacyjny i dwukrotnie zwigksza
przezywalno$¢ komorek po reimplantacji [5,29,30].
Selekcjonuje si¢ komorki podczas hodowli. Zaobser-
wowano, ze najlepiej przezywaja komorki, ktore naj-
wolniej przylegaly do podtoza i wykazywaty ekspre-
sj¢ desminy w 75% populacji. Dla poréwnania, ko-
morki uzyskane z izolowanych wtdkien migsniowych,
wykazujace ekspresje desminy w ponad 95% popu-
lacji, gwaltownie umieraty po przeszczepie (traco-
no 96% komorek w ciggu 48 godzin po zabiegu) [5].
Poprawia dystrybucje transplantowanych komorek
(ang. homing) przez zastosowanie SDF-1 lub TNFa,
ktore sg silnymi chemoatraktantami i w znaczacy
sposob utatwiajg migracje komorek [31]. Wykorzy-
stuje si¢ takze techniki inzynierii genetycznej, jak
transferowanie podawanych mioblastow genem ko-
dujacym antagonist¢ receptora interleukiny 1B lub
genem kinazy Akt, ktora chroni komorki przed nisz-
czgcym dziataniem czynnikow apoptycznych. Zaob-
serwowano, ze wymienione zabiegi znacznie zmniej-
szajg odsetek komorek ginagcych po 48, 72 1 120 go-
dzinach od transplantacji. Opracowuje si¢ roéwniez
metody uodparniania przeszczepionych komorek bez
konieczno$ci stosowania terapii genowej. Jak wcze-
$niej wspomniano moze to by¢ tzw. hartowanie, czy-
li poddawania komorek dziataniu czynnikéw fizycz-
nych, jak wysoka temperatura (42-43°C) lub hipok-
sja, ktore stymulujg ekspresje biatek ochronnych Hsp
[5,29,30].

Podejmowane sa takze proby poszukiwania po-
pulacji somatycznych komorek macierzystych, ktore
moglyby znalez¢ zastosowanie w rekonstrukcji mig-
$ni szkieletowych. Kilka lat temu rozpoczeto badania
nad zastosowaniem mezoangioblastow (ang. mezo-
angioblasts, MABs) i komorek mezenchymalnych
szpiku kostnego (ang. bone-marrow-derived satellite
cells, BMCSs), ktore nadal sg w fazie badan przed-
klinicznych. W 2005 roku po raz pierwszy opisano
zdolno$¢ komorek macierzystych pochodzacych ze
zrebu tkanki thuszczowej (ang. adipose-derived stem
cells, adipose-derived stromal cells, ADSC) do rege-
neracji migsni i ekspresji dystrofiny w mysim mode-
lu dystrofii Duchenn’a. Jednak obecnie realizowane
badania kliniczne nie obejmujg zastosowania ADSC
w regeneracji uszkodzonych miocytow [32]. W ubie-
glym roku na tamach Nature Cell Biology naukowcy
z Uniwersytetu Piotra i Marii Curie opublikowali
wyniki badan nad populacja komorek interstycjal-
nych PICs (ang. PW1*/Pax7 interstitial cells) rezy-
dujacych miedzy widknami mi¢sniowymi. PIC cha-
rakteryzuja si¢ wyzszym potencjalem regeneracyj-
nym i samoodnawialnoscia niz do tej pory badane

[5,29,30]. Another solution is cell selection during
culturing. It has been observed that cells which were
the slowest to adhere to the substrate and showed
desmin expression in 75% of the population had the
highest survival rate in comparison to cells obtained
from isolated muscle fibres, which expressed desmin
in over 95% of the population and would suddenly
die after transplantation (96% of cells was lost within
48 hours after transplantation) [5]. The homing of
transplanted cells is improved by using SDF-1 or
TNFa, which are potent chemoattractants and signi-
ficantly facilitate cell migration [31]. Genetic engi-
neering techniques are also used, such as transforma-
tion of the myoblasts with a gene which codes for an
interleukin 1B receptor antagonist or the gene of the
Akt kinase, which protects cells from the destructive
effect of apoptotic factors. It has been observed that
these solutions significantly decrease the rate of cell
death at 48, 72 and 120 hours after transplantation.
Methods to make transplanted cells resistant without
the use of genetic engineering techniques are also
being developed. As mentioned above, it this can be
achieved by hardening, i.e. exposing cells to high
temperature (42—430C) or hypoxia which stimulate
the expression of proteins Hsp [5,29,30].

There have also been attempts to find populations
of somatic stem cells that could be used in skeletal
muscle reconstruction. Several years ago, studies on
the use of mesoangioblasts (MABs) and bone-mar-
row-derived satellite cells (BMCSs) were started.
These studies are still in the preclinical phase. In
2005, the regenerative abilities of adipose-derived
stem/stromal cells (ADSC) were described for the
first time following the discovery of their ability to
induce muscle regeneration and dystrophin expression
in a mouse model of Duchenne’s muscular dystrophy.
However, current studies do not involve the use of
ADSC in the regeneration of damaged myocytes [32].
Last year, in Nature Cell Biology, scientists from the
University of Pierre and Marie Curie published the
results of studies on a population of PW1+/Pax7-
interstitial cells (PIC) found between muscle fibres.
They have higher regeneration and self-regeneration
potential than the stem cells that have been used in
skeletal muscle reconstruction to date. A characteristic
of these cells is the non-expression of the Pax7 trans-
cription factor, and the expression of the Pw1 factor,
which co-regulates the NFkB-TNFa signalling
pathway [33,34]. According to information publish-
ed in the EuroStemcells European Project portal, the
discovery of these cells offers hopes of improved
effectiveness of stem cell transplantations in degene-
rative diseases and posttraumatic skeletal muscle re-
modelling (www.eurostemcells.org).
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komorki macierzyste wykorzystywane w rekonstruk-
cji migsni szkieletowych. Cechg charakterystyczna
tych komorek jest brak ekspresji czynnika transkryp-
cyjnego Pax7, a ekspresja czynnika Pw1 wspotuczest-
niczacego w regulacji szlaku sygnalizacyjnego NF«B-
-TNFa [33,34]. Odkrycie tych komorek, zgodnie z in-
formacjami zamieszczonymi na portalu europejskie-
go projektu EuroStemCells jest nadziejg na poprawe
efektywnosci transplantacji komoérek macierzystych
w chorobach degeneracyjnych i pourazowej rekonstruk-
cji migéni szkieletowych (www.eurostemcells.org).
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