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1. Streszczenie rozprawy doktorskiej

1.1. Wersja polskojezyczna streszczenia

Migso komorkowe (ang. cultured meat) stanowi uzupetienie dla tradycyjnej hodowli
migsa, wykorzystujac zdolnos¢ komorek migsniowych do formowania w warunkach in vitro
zaawansowanych trojwymiarowych struktur odpowiadajacych tkance migsniowe;.
Wykorzystanie potencjatu migsniowych komoérek — komodrek prekursorowych migsni — do
samoodnowy, proliferacji i roznicowania, w polaczeniu z zaawansowanymi technikami
hodowli komoérkowej, umozliwito przeprowadzenie pomys$lnych prac prowadzacych do
otrzymania in vitro struktur odpowiadajgcych tkance mig¢sniowej. Niemniej jednak, redukcja
kosztow produkcji koncowego produktu oraz doskonalenie technik bioinzynieryjnych
wymagaja dalszych badan naukowcéw z wielu dziedzin.

Celem niniejszej pracy byla ocena parakrynnego wpltywu fibroblastéw — komorek
tkanki tgcznej — na przebieg miogenezy bydlgcych komorek satelitarnych w systemie hodowli
dwuwymiarowej (inserty typu Transwell) oraz hodowli tréjwymiarowej (bioreaktory typu
spinner flask). We wstgpnym etapie, z wykorzystaniem analizy statystycznej DOE (ang. Design
of Experiments), opracowano sktad pozywki hodowlanej wspierajacej proliferacje komorek
mig$niowych, przy jednoczesnym niskim stopniu spontanicznego réznicowania.

Otrzymane wyniki wskazuja, Ze najistotniejszym czynnikiem determinujagcym tempo
podzialow byt rodzaj zastosowanej surowicy, a w dalszej kolejnosci dodatek czynnika
mitogennego — zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF). Stezenie glukozy nie
wptywato istotnie na tempo proliferacji, jednakze w warunkach obnizonej zawartosci glukozy
(1 g/L) utrzymywany byl fenotyp komoérek samoodnawiajacych sig.

Ocena parakrynnego wptywu fibroblastbw na przebieg procesu miogenezy
w hodowlach dwuwymiarowych z wykorzystaniem analizy transkryptomu (RNA-Seq)
wykazata, ze fibroblasty poprzez sygnalizacje parakrynng promuja wczesny etap roznicowania
miogennego. W warunkach promujacych proliferacje (tj. w pozywce wzrostowej)
obserwowano zwickszong ekspresj¢ gendéw wcezesnego réznicowania, takich jak EGRI, IL6,
NR4A41, SOCS3 czy EYA2, przy jednoczesnej supresji ekspresji genow poéznego réznicowania.
Po indukcji r6znicowania poprzez modyfikacje warunkéw hodowli efekt ten ulegat nasileniu,
co wskazuje, ze sygnalizacja parakrynna fibroblastow moze regulowa¢ zakres réznicowania

miogennego. Istotnym okazal si¢ rowniez stosunek sygnaldw parakrynnych, ktory ulegat
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zmianom w trakcie hodowli z uwagi na szybsze tempo proliferacji fibroblastow, co moglo
wywiera¢ hamujacy wpltyw na terminalne réznicowanie (tj. formowanie si¢ miotub) m.in.
poprzez podwyzszong sygnalizacje TGF-8.

Ocena parakrynnego wpltywu fibroblastow na przebieg miogenezy w warunkach
trojwymiarowych, z wykorzystaniem zelatynowych mikrono$nikow i bioreaktorow typu
spinner flask, wykazata istotnie wyzsza ekspresje genow zaangazowanych w proliferacj¢ (jak
PAX7, MYF5, MYOD), jak i wczesne réznicowanie (MYOG, EGRI). Ponadto, poziom ekspres;ji
biatka miozyny szkieletowej — markera réznicowania — byt istotnie wyzszy w warunkach
kokultury z fibroblastami.

Podsumowujac, fibroblasty na drodze parakrynnej sygnalizacji wplywaja stymulujaco
na wezesny etap réznicowania miogennego komoérek migsniowych, co potwierdzajg analizy
przeprowadzone z wykorzystaniem modeli hodowli dwuwymiarowych 1 trojwymiarowych.
Poprzez modulacj¢ stosunku ilosci sygnatow pochodzacych z fibroblastow mozliwe jest
ukierunkowane indukowanie réznicowania miogennego. Ponadto uzyskane wyniki wskazuja
na potencjat wykorzystania elementéw sygnalizacji parakrynnej, np. w postaci pecherzykow
zewnatrzkomorkowych (EVs — ang. extracellular vesicles), jako efektywnego substytutu

kosztownych czynnikéw biologicznych i chemicznych dodawanych do pozywki hodowlane;.
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1.2. Wersja angielskojezyczna streszczenia

Cultured meat is a promising supplement to traditional meat husbandry, utilizing the
ability of muscle cells to form advanced three-dimensional structures in vitro, which closely
resemble muscle tissue. Using the potential of muscle satellite cells — precursors of muscle cells
— for self-renewal, proliferation, and differentiation, combined with advanced cell culture
techniques, has enabled successful attempts to obtain structures reflecting muscle tissue in vitro.
However, reducing the production costs of the final product and further improving
bioengineering techniques requires further research from scientists in many fields.

The aim of this study was to evaluate the paracrine effect of fibroblasts — connective
tissue cells — on the myogenesis of bovine muscle satellite cells in a two-dimensional culture
system (Transwell inserts) and a three-dimensional culture system (spinner flask bioreactors).
At the initial stage, using DOE (Design of Experiments) statistical analysis, a culture medium
composition was developed that supported muscle cell proliferation while maintaining a low
rate of spontaneous differentiation.

The results indicate that the most important factor determining the rate of cell division
was the type of serum used, followed by the addition of the mitogenic factor — basic fibroblast
growth factor (bFGF). Glucose concentration did not significantly affect the proliferation rate;
however, under conditions of reduced glucose (1 g/L), the self-renewing cell phenotype was
maintained.

Assessment of the paracrine effect of fibroblasts on the myogenesis process in two-
dimensional cultures using transcriptome analysis (RNA-Seq) demonstrated that fibroblasts
promote early myogenic differentiation through paracrine signaling. Under proliferation-
promoting conditions (in growth medium), increased expression of early differentiation genes
such as EGRI, IL6, NR4A1, SOCS3, and EYA2 was observed, while the expression of late
differentiation genes was downregulated. After induction of differentiation by modifying cell
culture conditions, this effect was enhanced, indicating that fibroblast paracrine signaling may
regulate the extent of myogenic differentiation. The ratio of paracrine signals also proved
significant, as it changed during culture due to the faster rate of fibroblast proliferation, which
could have an inhibitory effect on terminal differentiation, including through increased TGF-f3
signaling.

Assessment of the paracrine influence of fibroblasts on the course of myogenesis under
three-dimensional conditions, using gelatin microcarriers and spinner flask bioreactors,
revealed significantly higher expression of genes involved in proliferation (such as PAX7,

MYF5, MYOD) and early differentiation (MYOG, EGRI). Furthermore, skeletal myosin —
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a differentiation marker — protein expression levels were significantly higher in the co-culture
with fibroblasts.

In summary, fibroblasts stimulate early myogenic differentiation of muscle cells
through paracrine signaling, as confirmed by analyses conducted using two-dimensional and
three-dimensional cell culture models. By modulating the ratio of paracrine signals from
fibroblasts, it is possible to induce myogenic differentiation. Furthermore, the obtained results
indicate the potential of using paracrine signaling elements, such as extracellular vesicles (EVs),
as an effective substitute for expensive biological and chemical factors added to the culture

medium.
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2. Wstep

2.1. Mieso komorkowe jako uzupelnienie dla tradycyjnej hodowli migsa

Szybki rozwdj gospodarczy oraz wzrost populacji powoduja zwigkszony popyt na
zywno$¢, w tym na migso i alternatywne zrodta bialtka, stanowigce kluczowy element dobrze
zbilansowanej diety. Pomimo ze zrownowazona intensyfikacja rolnictwa oraz modele
agroekologiczne majg potencjal, by ogranicza¢ degradacj¢ S$rodowiska 1 zwiekszac
efektywnos¢ produkcji na obecnych gruntach rolnych, ich powszechne wdrozenie napotyka
liczne przeszkody polityczne oraz spoteczno-ekonomiczne (Hocquette i wsp., 2025; Vezovnik,
2025). W uyjeciu prawnym mi¢so definiowane jest jako jadalne czesci zwierzat, w tym krew
(rozporzadzenie nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady), jednak wspotczesna
biotechnologia oferuje przetomowa alternatywe, mogaca stanowi¢ uzupehnienie dla sektora
migsnego. ,,Migso komorkowe” (ang. cultured meat, alternatywnie nazywane ,,mi¢sem
in vitro”) wytworzone technikami ex vivo dostarcza potencjalnych rozwigzan dla wyzwan
zwigzanych z tradycyjng hodowlg migsa. Technologia ta moglaby stanowi¢ bardziej
zrownowazong opcje dla Srodowiska poprzez mniejsza emisj¢ gazow cieplarnianych
(dwutlenku wegla czy metanu) o 78-96%, mniejsze zuzycie gruntdéw rolnych o 99% oraz
zasobow wodnych o 82-96% (Xie i wsp., 2025). Ponadto produkcja ,,migsa in vitro” moze
przyczyni¢ si¢ do zminimalizowania zoonoz i patogendéw odzwierzecych (jak Escherichia coli,
Campylobacter czy Salmonella), zwigkszajac tym samym bezpieczenstwo zywnosci. Pod
wzgledem warto$ci odzywczej sklad ,migsa komorkowego” moze by¢ precyzyjnie
kontrolowany poprzez wzbogacenie pozywki hodowlanej o prozdrowotne sktadniki takie jak
nienasycone kwasy thuszczowe (Morais da Silva 1 wsp., 2022). W przeciwienstwie do
alternatywnych zrodet biatka pochodzenia roslinnego ,,mi¢so komdrkowe” moze nasladowac
strukture tkanki mig$niowej, profil odzywczy oraz cechy sensoryczne konwencjonalnego migsa
(Gurel 1 wsp., 2024).

Produkcja ,,mi¢sa komorkowego” wigze si¢ jednak z wieloma wyzwaniami, ktore
wymagajg interdyscyplinarnej wspotpracy naukowcow w celu umozliwienia wytwarzania go
na skale przemystowa. Brak jednolitych regulacji prawnych i obawy dotyczace bezpieczenstwa
wplywaja na ograniczong akceptacj¢ technologii ,,mi¢sa komorkowego” przez konsumentow
(Chriki 1 wsp., 2025). Takze brak szczegotowych danych dotyczacych jakosci 1 bezpieczenstwa
,migsa komorkowego” (Ong 1 wsp., 2021), wymaga rygorystycznego monitorowania kazdego

etapu produkcji. Wielkoskalowa produkcja musiataby rozwigzaé problem wysokich kosztow
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technologii czy wysokiego zuzycia energii (np. poprzez odnawialne zrodta energii) (Chen i
wsp., 2022; Hubalek i wsp., 2022). Co istotne, szacunki dotyczace zmniejszenia emisji gazow
cieplarnianych oraz naktadow energii dotycza gléwnie wotowiny, podczas gdy dla
wieprzowiny czy drobiu nie s3 juz tak obiecujgce. Niemniej jednak to konwencjonalna
produkcja wotowiny stanowi czg$¢ sektora hodowlanego, ktory generuje najwyzszy poziom
emisji gazow cieplarnianych (Sinke i wsp., 2023, Tavan i wsp., 2026). Watpliwym jest rowniez
zawartos¢ kluczowych sktadnikéw odzywczych, takich jak witamina B12 czy zelazo, w ,,migsie
komoérkowym™ (Chriki 1 wsp., 2022; Fraeye i1 wsp., 2020), jednak mozliwa jest ich
suplementacja na koncowym etapie formowania produktu (Demarquoy, 2025; Rice i wsp.,

2025) (Rycina 1).
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Rycina 1. Proces produkcji ,,mi¢sa komorkowego” oraz zalety i wady tej technologii.
iPSCs (ang. induced pluripotent stem cells) — indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste, MSC (ang. mesenchymal stem cell) — mezenchymalne komorki macierzyste, FAP
(ang. fibroadipogenic progenitors) — progenitory fibroadipogenne. Grafika przygotowana w
programie Biorender.

Pierwszy produkt technologii ,,mi¢sa komoérkowego™ uzyskat w 2013 roku holenderski
naukowiec Mark Post, ktory, hodujac bydlece mioblasty w bioreaktorach perfuzyjnych,
wytworzyl burgera wotowego (Post, 2014). Obecnie szacuje si¢, ze 57,35% produkc;ji ,,mi¢sa
komorkowego” dotyczy wolowiny, a w dalszej kolejnosci: wieprzowiny, drobiu, owocoéw

morza 1 jagnieciny (Yun 1 wsp., 2024). Wykorzystanie zaawansowanych technik
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bioinzynieryjnych, obejmujacych metody takie jak biodruk 3D oraz innowacyjne rusztowania
stanowigce podtoze dla komorek, pozwala na odtworzenie struktury tkanki migsniowej i profilu
organoleptycznego migsa konwencjonalnego (Gurel i wsp., 2024).

Obecnie obrét ,,migsem komoérkowym” zostal oficjalnie zatwierdzony w Singapurze,
Izraelui Stanach Zjednoczonych. Pionierem w tym zakresie byt Singapur, ktory w 2020 roku
jako pierwszy kraj wydatl zezwolenie na sprzedaz ,,mi¢sa komodrkowego” — firma EatJust
wypuscita na rynek komercyjng lini¢ ,,nuggetséw” spetniajagcych wymogi bezpieczenstwa i
jakosci (Tan 1 wsp., 2025). Ciekawym kierunkiem jest rowniez wykorzystanie ,,mi¢sa in vitro”
jako karmy dla zwierzat domowych. Przyktadem jest firma Bene Meat Technologies, ktora
w 2023 roku uzyskata oficjalng rejestracj¢ takiego produktu (Stieberova i wsp., 2026). ,,Migso
komorkowe” klasyfikowane jest jako ,,nowa zywno$¢” (ang. novel food), a ramy regulacyjne
jego produkcji sg w dalszym ciggu opracowywane i aktualizowane. W celu pozyskania
akceptacji konsumentéw niezbedne jest okreslenie przepisow i wytycznych dotyczacych
bezpieczenstwa, etykietowania i dopuszczenia na rynek (Bryant i Barnett, 2020).

Dostepne dane wskazuja na zwigkszajacg si¢ liczbe firm i startupoéw zajmujacych si¢
technologia ,,mi¢sa komorkowego”, wraz ze stale rosngcymi inwestycjami przez podmioty
publiczne 1 prywatne (Benussi i Samoggia, 2025). Baza danych Good Food Institute zawiera
153 pozycje firm 1 startupéw koncentrujacych si¢ na technologii migsa in vitro (stan na
04.2026). W Polsce dziata pojedynczy startup, Labfarm sp. z o. o. ktéry zajmuje si¢ produkcja
drobiowego ,,migsa komérkowego”, osiggajac coraz wigksze sukcesy na miedzynarodowym
rynku.

Efektywnos$¢ produkcji ,,migsa komdrkowego™ zalezna jest od istotnych aspektow
bioinzynieryjnych, takich jak zrodto pozyskania komorek, sktad i cena pozywek hodowlanych,
odpowiednie rusztowania hodowlane badz komorki rosngce zawiesinowo, wydajne systemy
bioreaktoréw oraz odtworzenie tekstury i cech sensorycznych tkanki mig¢$niowej (Gu 1 wsp.,

2025; Martins i wsp., 2024).

2.2. Zrédlo komérek o potencjale miogennym

W celu produkcji ,,migsa komdrkowego” wykorzystywane sg rdézne typy komorek,
w tym embrionalne komoérki macierzyste (ESCs — ang. embryonic stem cells), indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste (iPSCs — ang. induced pluripotent stem cells), pierwotne
linie komérkowe (m.in. migéniowe komorki satelitarne oraz FAPs — ang. fibroadipogenic

progenitors) oraz unie$miertelnione linie komorkowe (Martins 1 wsp., 2024).
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Kluczowymi kryteriami wyboru odpowiedniej linii komoérkowej sa parametry
hodowlane takie jak: wysoka wydajnos¢ izolacji, zdolno$¢ ekspansji i roznicowania, sktad
pozywki, dlugotrwata stabilno$¢ linii komorkowej oraz jej kompatybilnos¢ z wielkoskalowymi
systemami hodowli, zdolno$¢ do hodowania w zawiesinie oraz zdolno$¢ do uniesmiertelnienia
(Gu 1 wsp., 2025; Martins 1 wsp., 2024). Wykorzystanie ssaczych embrionalnych komorek
macierzystych wiaze si¢ z implikacjami etycznymi, co sprawia, ze ich potencjat do
nieskonczonej liczby podziatow i roznicowania w rdzne typy komorek nie moze zosta¢ w pelni
wykorzystany (Xie 1 wsp., 2025).

W zwigzku z tym do produkcji ssaczego ,migsa komodrkowego” powszechnie
wykorzystywane sa doroste komorki macierzyste, takie jak mezenchymalne komorki
macierzyste, komorki macierzyste tkanki tluszczowej oraz komoérki progenitorowe migsni —

mig$niowe komorki satelitarne.

2.3. Mi¢sniowe komorki satelitarne i przebieg procesu miogenezy

Migsniowe komorki satelitarne (MuSCs — ang. muscle satellite cells) — komorki
prekursorowe mig$ni — zaangazowane sg w proces wzrostu i regeneracji uszkodzonych wtdkien
mieg$niowych (Chargé i Rudnicki, 2004). Po raz pierwszy MuSCs zostaly opisane w 1961 roku
przez Alexandra Mauro, ktory, wykorzystujac mikroskopie¢ elektronowa, zaobserwowat ich
obecnos$¢ na obwodzie wtokna miesniowego zaby (Mauro, 1961). MuSCs lokalizujg si¢ migdzy
btong podstawna, a sarkolemma widkien migsniowych u dorostych osobnikéw, a ich liczba jest
sciSle zwigzana z rodzajem witokien migsniowych, wiekiem i gatunkiem. W warunkach
homeostazy organizmu MuSCs s3 mitotycznie nieaktywne — znajdujg si¢ w fazie Go cyklu
komorkowego, co angazuje ponad 500 gendéw obejmujacych regulatory cyklu komorkowego,
inhibitory miogenezy, jak i inne geny zaangazowane w regulacj¢ wzrostu komorek,
sygnalizacj¢ miedzykomorkowa czy tworzenie macierzy zewnatrzkomérkowej — ECM (ang.
extracellular matrix) (Almeidia 1 wsp., 2016). Nieaktywne mitotycznie MuSCs charakteryzuja
si¢ zwiekszong iloscig heterochromatyny i niewielka ilo$cia cytoplazmy, co odréznia je od
mioblastéw — proliferujacych komoérek migsniowych (Hawke i Garry, 2001). Kluczowa cecha
komorek satelitarnych jest ich zdolno$¢ do samoodnawiania, w ktorej pod wpltywem warunkow
mikrosrodowiskowych 1 ekspresji specyficznych genow komorka ulega podziatowi
symetrycznemu (na dwie komorki progenitorowe lub dwie komorki macierzyste) lub
asymetrycznemu (na komorke progenitorowa i komoérke macierzystg). Komorki progenitorowe
przechodza kolejne etapy miogenezy, aby roznicowac si¢ we widkna mi¢sniowe (Shirakawa i

wsp., 2022).
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Us$pione komorki satelitarne wykazuja ekspresje genu PAX7 (w niektérych tkankach
rowniez genu PAX3), ktéry reguluje geny promujace wejScie w proliferacje i hamuje
roznicowanie miogenne. Geny MYF5, MYOD, MYF6 i MYOG koduja biatka nalezace do
rodziny miogenicznych czynnikéw regulacyjnych (MRF — ang. Myogenic Regulatory Factors).
MYF5 1 MYOD, aktywowane przez PAX7 1 PAX3, sa kluczowe na wczesnym etapie miogenezy.
Wraz z postgpem réznicowania mioblastow — aktywowanych komorek satelitarnych — zwicksza
si¢ ekspresja gendow MYF6 1 MYOG. Ekspresja genu MYF6 nadzoruje hamowanie
przedwczesnego réznicowania i jest utrzymywana na stalym poziomie. Ekspresja MYOG
(miogeniny) ma kluczowe znaczenie dla regulacji ekspresji genow zwigzanych
z roznicowaniem w miocyty (Kuang i Chargé,, 2006; Le Grand i Rudnicki, 2007; Chal
1 Pourquie, 2017) (Rycina 2). Wykorzystujac zdolnos¢ MuSCs do samoodnawiania,

proliferacji i roznicowania, mozliwe jest odtworzenie tkanki mi¢sniowej w warunkach in vitro.

migéniowe komdrki

satelitarne
PAX3/
PAX7 aktywacja komérek
| samoodnawianie
mioblasty miocyty miotuby
MYOD" MYF6* MyH*
MYFs5* MYOG*

Rycina 2. Schemat przebiegu procesu miogenezy mieSniowych komoérek satelitarnych.

Schemat przygotowano w programie Biorender.

2.4. Ograniczenia w stosowaniu pierwotnych linii komorkowych w technologii mig¢sa
komorkowego

Jednym z ograniczen stosowania migsniowych komorek satelitarnych jest wysoka
heterogeniczno$¢ pierwotnej linii komorkowej, co wigze si¢ z konieczno$cig zwigkszenia

homogenicznosci hodowli pierwotnej (oraz nastepnie wyprowadzonej pierwotnej linii
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komorkowej) z wykorzystaniem metody wstepnego posiewu (ang. pre-plating) lub metod
magnetycznego lub aktywowanego fluorescencyjnie sortowania komoérek (Martins et al.,
2024).

Proliferacja — namnazanie si¢ komoérek — stanowi kluczowy element produkcji biomasy,
niezbe¢dnej do wytworzenia struktur in vitro odpowiadajacych tkance migsniowej. Gtéwnym
ograniczeniem tego etapu jest brak zdolnosci komodrek do nieograniczonej liczby podziatow,
definiowany jako limit Hayflicka (Gu i wsp., 2025). Dlugotrwata hodowla pierwotnych linii
komorek macierzystych przyczynia si¢ do utraty ich fenotypu i zdolnosci do réznicowania.
Obserwowane starzenie komorkowe wigze si¢ z wyjsciem z cyklu komérkowego, zmiang
profilu ekspresji gendw oraz zmianami morfologicznymi. Istotnym elementem utrzymania
macierzystosci jest wykorzystanie wysoko homogenicznej populacji (Ding et al., 2018).
Ekstensywne namnazanie komodrek migsniowych moze prowadzi¢ do niestabilnosci
genetycznej, dlatego tez istotnym elementem monitoringu na etapie przemystowym jest
kontrola prawidlowo$ci genomu (Hocquette i wsp., 2025).

Rozwigzaniem pozwalajagcym na obejscie problemoéw zwigzanych z ograniczong liczba
podziatéw jest unie$miertelnienie komorek definiowane jako ustanowienie banku komorek
zdolnych do nieskonczonych podziatéw komoérkowych (Fridman i Tainsky, 2008).
Spontaniczne unie$miertelnienie jest do§¢ rzadkim procesem, dlatego zastosowanie narzg¢dzi
biologii molekularnej — modyfikacji genetycznych — daje realne mozliwosci wykorzystania
uniesmiertelnionych linii komoérkowych w technologii migsa in vitro (Gui wsp., 2025). Jednak
modyfikacje genetyczne generuja problemy regulacyjno-prawne i zwigkszaja obawe i niechgé

konsumentoéw do technologii ,,mi¢sa komorkowego™ (Broad 1 wsp., 2026; Zao i wsp., 2026).

2.5. Sklad i ekonomiczno$¢ pozywek hodowlanych

Glowny koszt obecnego systemu produkcji migsa komorkowego (31-99%) stanowia
pozywki hodowlane, dostarczajace niezbednych sktadnikow odzywczych dla dzielacych si¢
komorek (Goodwin i wsp., 2026). Jednym z kluczowych kierunkéw w badaniach nad ,,migsem
komorkowym” jest ograniczenie stosowania sktadnikow pochodzenia odzwierzgcego - gtéwnie
ptodowej surowicy bydlgcej (FBS — ang. fetal bovine serum), ktorej zastosowanie jest
sprzeczne z zatozeniami technologii ,,mi¢sa komdrkowego™ oraz z zatozeniami biznesowymi
przedsigbiorstw. Opracowano kilka formul bezsurowiczych pozywek, w tym pozywki
produkowanej przez firm¢ MosaMeat, przeznaczonej dla bydlecych komdrek migsniowych
(Hong 1 wsp., 2021). Ponadto roslinne suplementy jak hydrolizat biatka pszenicy, ekstrakt z alg
czy izolat biatka sojowego moga efektywnie zastapi¢ surowice bydleca (Xie 1 wsp., 2025).
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Istotne jest zidentyfikowanie kluczowych sktadnikow pozywek hodowlanych, takich jak zrodto
energii (np. w postaci glukozy), zawarto§¢ aminokwaséw i witamin, czynnikow wzrostu
1 cytokin, hormondéw czy srodkéw buforujacych utrzymujacych odpowiednie pH pozywki
hodowlanej, ktore beda zgodne z zastosowang linig komodrkowa, systemem hodowli oraz

normami regulacyjnymi i przepisami prawnymi (Soleymani i wsp., 2024).

2.6. Systemy hodowli - hodowle dwuwymiarowe i tréjwymiarowe w konteksScie
bioinzynierii tkanki mi¢sniowej

Zastosowanie dwuwymiarowych hodowli (2D) komérkowych wigze si¢ z ograniczong
reprezentatywnoscig warunkow naturalnie wystepujacych w organizmie oraz uproszczeniem
interakcji miedzykomorkowych. Komoérki adherentne (zalezne od podtoza — naczynia
hodowlanego) rosng zwykle w ptaskiej monowarstwie, ktore nie odzwierciedla ich naturalnego
wzrostu i organizacji (Oh et al., 2009).

Hodowle trojwymiarowe (3D) stwarzaja mozliwo$s¢ modelowania $rodowiska
komorkowego zblizonego do warunkdéw in vivo, oferujac ogromny wachlarz mozliwosci
w zalezno$ci od zadanych parametrow hodowli. Zastosowanie hodowli 3D pozwala na
precyzyjniejsze badanie wzrostu, proliferacji, réznicowania, komunikacji migdzykomorkowej
oraz ekspresji specyficznych markerow komorkowych (Antoni 1 wsp., 2015). W technologii
»migsa komoérkowego” wykorzystywane sa dwa podejscia: hodowle komorek w zawiesinie
(niezaleznie od podloza) oraz hodowle komorek z wykorzystaniem mikrono$nikow (zaleznie
od podtoza). Zastosowanie mikrono$nikow uchodzi za szybka i wydajng metod¢ umozliwiajaca
rozlegly ekspansj¢ komorek miesniowych, charakteryzujacg sie¢ wigkszym stosunkiem
powierzchni do objetosci, w poréwnaniu z hodowla 2D (Oyama i wsp., 2021). Wykorzystanie
migsniowych komorek satelitarnych w  produkcji  ,,migsa komodrkowego” wymaga
przyczepienia do podtoza, nie wywotujac anoiks — rodzaju $mierci apoptotycznej wynikajacej
z utraty interakcji macierzy zewnatrzkomorkowej (Samandari 1 wsp., 2023). Ponadto
optymalne byloby zastosowanie mikrono$nikow biokompatybilnych z tkanka migsniowa
o jako$ci spozywczej, co nie wymagaloby dysocjacji mikrono$nikow i1 zwickszatoby tym
samym odzysk komorek (Andreassen i wsp., 2022).

Zapewnienie optymalnych warunkoéw hodowlanych, takich jak: temperatura, stezenie
gazéw (DO, dCO»), pH 1 odpowiedni sktad pozywki, lepkos$¢, osmolalno$¢, mieszanie przy
niskiej sile $cinajacej, jest kluczowe dla sukcesu formowania tkanki mi¢sniowej w warunkach
in vitro w ztozonych systemach hodowli, takich jak bioreaktory. Wiele zwigzkow

bioaktywnych — w tym czynniki wzrostu jak TGF-B czy IGF-1, hormony jak insulina,
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deksametazon oraz biatka funkcjonalne jak FGF, VEGF czy mioglobina — wptywa stymulujaco
na przebieg formowania si¢ wtdkien migsniowych (Ahmad i wsp., 2022; Syverud i wsp., 2016;
Simsa 1 wsp., 2019). Jednak mozliwe jest réwniez zastgpienie kosztownych czynnikoéw
biologicznych 1 chemicznych, odpowiednio modulujgc s$rodowisko wzrostu komorek,
wykorzystujac posrednio komorki, tworzace nisz¢ dla komodrek mig§niowych, jak fibroblasty,

preadipocyty czy FAP.

2.7. Fibroblasty — komorki tkanki lacznej - jako potencjalny modulator miogenezy

Fibroblasty, = komoérki  tkanki  tacznej,  syntetyzuja  elementy  macierzy
zewnatrzkomorkowej — ECM, bogatej w szereg biatek takich jak lamininy, fibronektyny,
proteoglikany, kolagen czy syndekany (Gillies et al., 2011). Badania pokazuja, ze w warunkach
in vivo 1 in vitro fibroblasty wspierajg proces regeneracji uszkodzonych wiokien mi¢sniowych,
poprzez tworzenie stabilnej macierzy zewnatrzkomorkowej, syntetyzowanej w odpowiedzi na
bodzce mechaniczne. W wyniku uszkodzenia migs$nia fibroblasty wykazuja wysoki potencjat
proliferacyjny, co wigze si¢ ze wzrostem liczby komorek satelitarnych, podczas gdy ich
niedobor silnie sprzyja przedwczesnemu réznicowaniu komorek migsniowych (Murphy i in.,
2011; Dumont i in., 2015). Sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej odgrywaja kluczowa rolg
w procesie regeneracji — kolageny typow V 1 VI biorg udziat w utrzymaniu puli komorek
satelitarnych (Priiller i1 in., 2018). Modele kokultury komoérek mig$niowych i fibroblastow
wykazaly stymulujacy wptyw fibroblastow na réznicowanie i fuzj¢ mioblastow. Jednak, co
istotne, wigkszo$¢ badan dotyczyla sygnalizacji typu komorka-komorka, pomijajgc znaczenie
parakrynnej sygnalizacji (Mann 1 wsp., 2011). Wykorzystujac system Transwell, wykazano
redukcje apoptozy komodrek migsniowych podczas réznicowania w warunkach hodowli
ksztaltowanych przez parakrynng sygnalizacj¢ fibroblastow (Zhang 1 wsp., 2010). Kokultura
swinskich komoérek migsniowych i fibroblastow przez 24 h i 48 h wykazata zmiany ekspres;i
kluczowych markerow z rodzin PAX i MRF — gléwnie wyzszg ekspresje genu MYF'5 (Siddiqui
1 wsp., 2019). Wspothodowla linii mysich mioblastow C2C12 hodowanych z linig fibroblastow
3T3 wykazata hamujacy wplyw fibroblastow na drodze parakrynnej sygnalizacji, przypisywana
szlakowi sygnatowemu FGF-2 (Hinds i wsp., 2013). Z kolei, Rao 1 wsp. (2013) sugeruja, ze to
komunikacja bezposrednia jest podstawa sygnalizacji pomiedzy komoérkami migsniowymi, a
fibroblastami.

W ostatnich latach potencjal wykorzystania fibroblastow w technologii produkcji
,migsa komorkowego” znaczgco wzrost. Fibroblasty embrionalne cechuje wysoka zdolnos¢ do

podziatéw komorkowych, podczas gdy te specyficzne tkankowo (jak fibroblasty pochodzace
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ze skory) sa tatwe w izolacji. Fibroblasty wykazuja wysoka plastyczno$¢ fenotypu i zdolnosé¢
do réznicowania w procesie miogenezy (w komodrki migsniowe), adipogenezy (w komorki
thuszczowe) 1 chondrogenezy (w chondrocyty) (Ma 1 wsp., 2024). Ostatnie badania wskazujg
na mozliwo$¢ uzyskania komoérek wykazujacych cechy komorek migsniowych (jak zdolnos¢
do roznicowania w miotuby) na drodze roznicowania fibroblastéw z wykorzystaniem
manipulacji genetycznych takich jak transdukcja lentiwirusowa (Jeong i wsp., 2022; Zhao
1 wsp., 2025). W tym kontek$cie, wykorzystanie sygnalizacji parakrynnej fibroblastow w
modulacji przebiegu miogenezy moze stanowi¢ obiecujacy kierunek w technologii ,,mi¢sa

komorkowego”.

2.8. Odtworzenie procesu miogenezy w warunkach in vitro jako istotne narzedzie
bioinzynierii

Odtworzenie procesu formowania si¢ mig$ni w warunkach in vitro wraz z postepem
wiedzy 1 narzedzi bioinzynieryjnych stato si¢ realne. Zrozumienie mechanizmow tego procesu
jest kluczowe zaréwno dla postgpu medycyny, jak i nauk zootechnicznych. Nalezy podkresli¢,
ze obowigzujace przepisy w ramach ,,Europejskiej Konwencji w sprawie ochrony zwierzat
kregowych wykorzystywanych do celow doswiadczalnych oraz innych celow naukowych”
(Dyrektywa UE 2010/63/UE) podkreslajg istotno$¢ stosowania zasady ,,3R” (ang. replacement
— zastgpienie, reduction — ograniczenie, refinement — doskonalenie). W tym konteks$cie
nowoczesne metody hodowli komoérkowych, w szczegodlno$ci trojwymiarowe systemy
hodowlane, stanowig trafng alternatywe, umozliwiajac realizacj¢ badan naukowych przy

ograniczonym udziale zwierzat w do§wiadczeniach.
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3. Cele pracy i hipotezy badawcze

Odtworzenie procesu miogenezy w warunkach in vitro wymaga dostarczenia
odpowiednich czynnikow wspomagajacych proliferacje migsniowych komorek satelitarnych,
przy jednoczesnym niskim poziomie spontanicznego roznicowania si¢ komorek.
Wykorzystanie parakrynnych sygnatéw pochodzacych z fibroblastow w modulacji przebiegu
procesu miogenezy mogloby stanowi¢ efektywny substytut kosztownych czynnikow
biologicznych 1 chemicznych, powszechnie uzywanych w suplementacji pozywek
hodowlanych.

Doskonalenie technik bioinzynieryjnych, pozwalajacych na otrzymywanie struktur in
vitro odpowiadajacych tkance mig¢sniowej, jest istotnym elementem rozwoju technologii
»~mi¢sa komorkowego” jako alternatywnego zrodla bialka. Ponadto wykorzystanie
zaawansowanych modeli komoérkowych tkanki migsniowej, moze stanowic istotny etap badan
zootechnicznych wpisujac si¢ w zasade ,,3R” (zastgpienie, zmniejszenie i doskonalenie).

Glowne cele badawcze rozprawy doktorskiej obejmowaly:

1. Opracowanie sktadu pozywki hodowlanej, ktéora wysoce wydajnie stymuluje
proliferacje mig$niowych komoérek satelitarnych w oparciu o metode¢ planowania
doswiadczen DOE (ang. design of experiments).

2. Oceng parakrynnego wplywu fibroblastow na przebieg miogenezy mig$niowych
komorek satelitarnych przy wykorzystaniu hodowli typu kokultura w warunkach 2D.

3. Analizg transkryptomu i zmian ekspresji wybranych genow i szlakéw sygnatowych
kluczowych w procesie miogenezy odtworzonej w warunkach in vitro, w kokulturze
z fibroblastami w warunkach 2D.

4. Oceng parakrynnego wptywu fibroblastow na przebieg miogenezy mig$niowych
komorek satelitarnych przy wykorzystaniu hodowli typu kokultura w warunkach 3D .

Glowne hipotezy badawcze zakladaja:

1. Pozywka hodowlana suplementowana ptodowa surowicg bydleca oraz czynnikiem
mitogennym bFGF bedzie wykazywac najwyzszg efektywnos$¢ w stymulacji proliferacji
bydlecych komorek satelitarnych.

2. Fibroblasty poprzez sygnalizacje parakrynng beda stymulowaty przebieg miogenezy, co
bedzie obserwowane poprzez zmiany w transkryptomie oraz w ekspresji wybranych
markerow biatkowych.

3. Hodowle komérkowe prowadzone w bioreaktorach typu spinner flask, ze wzgledu na
warunki hodowli, w tym cechy fizykochemiczne, beda wptywaé na regulacje szlakow
sygnatlowych 1 odmienne wzorce ekspresji kluczowych markerow miogenezy
w porownaniu z hodowlg 2D.
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4. Wykaz i streszczenie prac naukowych wchodzacych w
sklad rozprawy doktorskiej

4.1. Publikacja nr 1

Zygmunt K, Otwinowska-Mindur A, Pioérkowska K, Witarski W. Influence of Media
Composition on the Level of Bovine Satellite Cell Proliferation. Animals. 2023; 13(11):1855.
https://doi.org/10.3390/ani13111855

Odtworzenie przebiegu miogenezy w warunkach in vitro, a tym samym struktury
przypominajacej tkanke mig¢sniowa, stanowi podstawe badan nad pozyskiwaniem ,,migsa
komoérkowego” 1 wymaga dostarczenia odpowiednich czynnikow wspomagajacych proliferacje
komorek satelitarnych — prekursordw migsni szkieletowych. Celem pracy bylo opracowanie
sktadu pozywki hodowlanej, ktora wysoce wydajnie stymulowataby proliferacje bydlgcych
miesniowych komorek satelitarnych. Wykorzystujac statystyczng metode optymalizacji
1 modelowania DOE, mozliwe byto zbadanie synergistycznego wplywu trzech gtownych
komponentow pozywki: typu surowicy (plodowa surowica bydlgca vs surowica konska),
stezenia dodatku czynnika mitogennego bFGF (5 ng/mL vs 10 ng/mL) oraz poziomu glukozy
(1 g/L vs 4,5 g/L) na tempo proliferacji komodrek migsniowych. Dodatkowo, w celu zbadania
wzglednej ekspresji gendw markerowych — PAX7 1 genow z rodziny MRF przeprowadzono
analiz¢ qPCR.

Otrzymane wyniki wykazaly statystycznie istotny, stymulujacy wpltyw rodzaju
surowicy (plodowa surowica bydleca) oraz czynnika mitogennego bFGF (10 ng/mL) na
proliferacje bydlecych komorek migsniowych. Istotnie wyzszy poziom ekspresji PAX7 i MYF5
(gendw zaangazowanych w samoodnawianie 1 proliferacjc komoérek migsniowych)
zaobserwowano w komoérkach hodowanych w pozywce o nizszej zawartosci glukozy (p<0.05).

Podsumowujac, sktadniki pozywki hodowlanej, takie jak ptodowa surowica bydleca
1 dodatek czynnika mitogennego bFGF w st¢zeniu 10 ng/mL, wysoce wydajnie stymuluja
proliferacje komorek miesniowych. Z kolei, niska zawartos¢ glukozy w pozywce zapewnia

ekspresje genéw zaangazowanych w samoodnawianie i proliferacj¢ komorek migsniowych.

24



4.2. Publikacja nr 2

Zygmunt K, Zukowski K, Piorkowska K, Smotucha G, Wierzbicka A, Witarski W. Paracrine
effect of fibroblasts on the proliferation and differentiation of bovine satellite cells in vitro.
Biochimie. 2026; 241:26-43. doi:10.1016/j.biochi.2025.11.006

Kokultura komorek mie$niowych i fibroblastéw stanowi obiecujacy kierunek w celu
udoskonalenia technik otrzymywania ,,migsa komérkowego”. Dotychczasowe doniesienia
literaturowe wskazujg na stymulujgcy wplyw fibroblastow na przebieg miogenezy, jednak
wigkszo$¢ badan opierala si¢ na interakcjach komorka-komorka, pomijajac istotnos¢
komunikacji parkarynnej. Celem pracy byto zbadanie parakrynnego wplywu fibroblastow na
miogeneze¢ bydlgcych komorek migsniowych, glownie w oparciu o analize zmian
transkryptomu z wykorzystaniem sekwencjonowania RNA (RNA-seq). Komoérki mig§niowe
1 fibroblasty wspothodowano na ptytkach Transwell przez 5 dni w warunkach promujacych
proliferacj¢ (tj. w pozywce wzrostowej) oraz nastgpnie przez 24 h i 72 h w warunkach
promujacych réznicowanie. W celu oceny zmian ekspresji kluczowych szlakéw sygnatowych
1 markerow miogennych wykorzystano analiz¢ RNA-Seq oraz analizy proteomiczne (Western
Blot i ELISA) w potaczeniu z analizg immunofluorescencyjng dla wybranych markeréw.

Otrzymane wyniki wykazaly zmiany w ekspresji wielu gendéw zaangazowanych
w miogeneze. Na etapie proliferacji zaobserwowano zwigkszong ekspresj¢ genow takich jak
IL6, SOCS3 czy EGRI zaangazowanych we wczesny etap roznicowania. Na 24-godzinnym
1 72-godzinnym etapie rdznicowania rowniez zaobserwowano nadekspresj¢ genow
zaangazowanych we wczesny etap réznicowania, z jednoczesnym obnizeniem ekspresji genéw
odpowiedzialnych za terminalne réznicowanie (tj. formowanie si¢ miotub). Analiza ELISA
wykazata istotnie wyzsza ekspresje miozyny szkieletowej na etapie proliferacji (p=0,0183),
jednak nie wykazata istotnych réznic na etapie roznicowania.

Podsumowujac, fibroblasty poprzez parakrynng sygnalizacj¢ promuja wczesny etap

réznicowania miogennego i poprzez ilo$¢ sygnatow moga modulowac jego zakres.
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4.3. Publikacja nr 3

Zygmunt K., Piorkowska K., Adamiak J., Witarski W. Modulation of Bovine Muscle Satellite
Cells Myogenesis by Paracrine Fibroblast-Derived Signaling in Three-Dimensional Spinner
Flask Culture System. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology. 2026. 197-
198; 106970. doi.org/10.1016/j.biocel.2026.106970

Weczesniejsze badania z wykorzystaniem systemu typu Transwell w warunkach 2D
potwierdzity stymulujacy wplyw fibroblastow poprzez sygnalizacj¢ parakrynng na przebieg
miogenezy bydlecych migsniowych komorek satelitarnych. Jednak modele trojwymiarowe
(3D) znacznie lepiej oddaja ztozonos¢ tkanki migsniowej w warunkach in vivo. Celem pracy
byta ocena parkarynnego wptywu fibroblastow na miogeneze bydlecych komorek migsniowych
w warunkach 3D z wykorzystaniem bioreaktorow typu spinner flask. Komorki migsniowe
hodowano w monokulturze lub w kokulturze z fibroblastami na zelatynowych mikronos$nikach,
stanowigcych podtoze dla komorek, zwickszajac dostepng powierzchni¢ wzrostu dla komorek.
Nastepnie komorki migsniowe oddzielono od fibroblastow metoda FACS w oparciu
o negatywng ekspresj¢ biatka powierzchniowego CD90 — markera fibroblastow.
Przeprowadzono testy metaboliczne 1 barwienia fluorescencyjne w celu kontroli warunkow
hodowli. Oceng procesu miogenezy przeprowadzono w oparciu o analiz¢ wzglednej ekspresji
gendéw markerowych (wybranych w oparciu o wyniki uzyskane z etapu hodowli 2D) metoda
gPCR oraz analiz¢ ELISA dla miozyny szkieletowej (MYH).

Otrzymane wyniki wskazujg na istotnie zwigkszong ekspresj¢ markerow proliferacji
(PAX7, MYF5 i MYOD) oraz réznicowania (MYOG, EGRI 1 MYH). Nie wykazano istotnie
wyzszej ekspresji genow takich jak TCAP, IL6, SOCS3, TGFBI oraz ITGA7. Analizy
metaboliczne 1ibarwienia fluorescencyjne potwierdzily prawidtlowos$¢ przeprowadzonej
hodowli w bioreaktorach typu spinner flask.

Podsumowujgc, fibroblasty poprzez parakrynng sygnalizacje promuja wczesne
roznicowanie miogenne, co jest zgodne z wczesniejszymi wynikami. Ponadto w oparciu
o analiz¢ ekspresji markerow miogennych mozna przypuszczaé, ze fibroblasty promuja

réwniez proliferacje komodrek migsniowych.
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5. Materialy i metody

5.1. Ocena wplywu skladu pozywki hodowlanej na poziom proliferacji bydlecych

mieSniowych komorek satelitarnych

5.1.1. Wyprowadzenie pierwotnej linii miesniowych komorek satelitarnych

Materiat badawczy stanowily fragmenty mie$nia najdluzszego grzbietu (musculus
longissimus dorsi) trzech osobnikéw bydta domowego — Bos taurus (jatbwek rasy holsztynsko-
fryzyjskiej), pozyskane jako materiat rzezny poubojowy. Zgodnie z obowigzujacym prawem
procedura ta nie wymagata zgody Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzetach. Komorki migéniowe izolowano metodg enzymatyczng. Tkanke poddano
trawieniu kolagenaza II (2 mg/mL) w buforze PBS (ang. phosphate buffer saline) (pH 7,2)
z dodatkiem 4% albuminy surowicy bydlecej (BSA — ang. bovine serum albumin). Proces
trawienia prowadzono przez ok. 2 h w temperaturze 37 °C. Uzyskany nadsacz przefiltrowano
przez nylonowe sitko o $rednicy porow 70 um i przemyto w sterylnym buforze PBS. Komorki
wirowano 10 min przy predkosci 500 x g, uzyskany supernatant odrzucono, a otrzymang
heterogenng populacje komoérek migsniowych oczyszczono metoda wstepnego posiewu (ang.
pre-plating), opartej na szybkosci adhezji komorek do podtoza. Komodrki wysiano w pozywce
Skeletal Muscle Cell Medium (Cell Applications) z 1% dodatkiem antybiotyku Primocin
(InVivoGen) na niepowlekanej plytce hodowlanej. Po uptywie 1h pozywke hodowlana
zawierajaca nieprzyczepione komorki przeniesiono do nowych naczyn hodowlanych pokrytych
cienka warstwg 0,1% zelatyny. Po uzyskaniu wysokiej konfluencji procedure powtorzono.
Wyprowadzone linie mi¢sniowych komorek satelitarnych zamrozono w celu dalszych badan
w medium DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) z dodatkiem 20% ptodowe;j
surowicy bydlecej (FBS — ang. fetal bovine serum) i 10% DMSO jako krioprotektanta.

5.1.2. Wybor badanych komponentéow pozywki hodowlanej

Zastosowany uktad doswiadczalny mial na celu zbadanie synergistycznego wptywu
trzech komponentéw pozywki hodowlanej na proliferacj¢ bydlgcych migsniowych komorek
satelitarnych.
Badanymi czynnikami byty:
Czynnik A - st¢zenie glukozy w pozywce hodowlanej - niska zawarto$¢ (1 g/L) vs wysoka
zawarto$¢ (4,5 g/L) (Thermo Fisher Scientific)
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Czynnik B — rodzaj surowicy - surowica konska (ang. horse serum - HS) vs bydleca surowica
ptodowa (FBS)

Czynnik C — zawarto$¢ zasadowego czynnika wzrostu bFGF (ang. basic fibroblast growth
factor) (Thermo Fisher Scientific) —5 ng/mL vs 10 ng/mL.

Kompletng pozywke hodowlang przygotowywano bezposrednio przed uzyciem ze wzgledu na
niskg stabilno$¢ czynnika wzrostu bFGF. W celu zminimalizowania zmienno$ci wynikéw

w przeprowadzonym eksperymencie wykorzystano surowice pochodzaca z jedne;j serii.

5.1.3. Ocena tempa proliferacji komorek miesniowych wraz z przyzyciowymi analizami

mikroskopowymi

W celu zbadania wptywu komponentow pozywki hodowlanej na tempo proliferacji
wybrano dwie pierwotne linie mig¢sniowych komorek satelitarnych na trzecim pasazu,
oznaczone jako RI1 oraz R2. Komorki posiano na 96-dotkowych ptytkach hodowlanych
powlekanych 0,1% zelatyna, w gestosci 3500 komorek/dotek, w pozywce Skeletal Muscle Cell
Medium z 1% dodatkiem antybiotyku Primocin. Do$wiadczenie przeprowadzono w czterech
powtorzeniach technicznych dla kazdej z badanych grup i linii komérkowych.

Po 24 h liczba komorek zostala oszacowana (dzien 0) za pomoca testu

fluorometrycznego CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega). Odczynnik przygotowano
zgodnie z protokotem producenta. Inkubacja odczynnika z komoérkami trwata 1 h w warunkach
wysokiej wilgotnosci, temperaturze 37 °C i atmosferze 5% CO.. Czas inkubacji oraz wyj$ciowa
gesto$¢ komorek zostaty wezesniej zoptymalizowane. Pomiar fluorescencji (535ex/595em nm)
przeprowadzono z wykorzystaniem czytnika Plate Reader AF2200 (Eppendorf).
Po przeprowadzonym pomiarze w dniu 0, w dotkach wymieniono pozywke na docelowa,
o roznej kombinacji badanych czynnikéw. Ocene proliferacji przeprowadzono w trzecim,
piatym, siodmym i dziesigtym dniu z wykorzystaniem testu CellTiter-Blue® Cell Viability
Assay. Wyniki otrzymane w jednostce RFU (ang. relative fluorescence unit) zostaly
znormalizowane do wartosci otrzymanych w dniu 0.

Roéwnoczesnie, prowadzone  byly  przyzyciowe analizy  mikroskopowe
z wykorzystaniem mikroskopu Opta-tech i1 programu OptaView-IS. Zdjecia zostaty poddane
obrobce w programie Image] w celu zwigkszenia kontrastu, stosujac algorytm CLAHE (ang.

Contrast Limited Adaptive Histogram Equalization).
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5.1.4. Analiza statystyczna i analiza DOE

Analiz¢ danych przeprowadzono w srodowisku Python z wykorzystaniem bibliotek
NumPy, SciPy, Stats Models, Pandas i Matplotlib. W celu oceny wplywu badanych
komponentéw (Xi) zastosowano analize DOE — pelny uktad czynnikowy 2°. Pozwolito to na
ocen¢ wptywu trzech skladnikéw (Xi — glukoza, Xo — surowica, X3 — bFGF) na tempo
proliferacji komorek miesniowych wyrazonej w wartosciach RFU. Dla kazdej linii komdrkowej
oraz kazdego punktu czasowego opracowano oddzielny model (tacznie 8 ukladéw DOE)
w czterech powtorzeniach. Zmienne niezalezne zostaly zakodowane jako -1 (poziom
minimalny) oraz +1 (poziom maksymalny) (Tabela 1). Zastosowano model regresji
uwzgledniajacy efekty gtowne oraz interakcje. Istotno$¢ wspotczynnikow oceniano na
podstawie wartosci p (p <0,05 oznacza istotno$¢ na poziomie ufnosci 95%). Dopasowanie
modeli zweryfikowano za pomoca kryteriow AIC (ang. Akaike Information Criterion), BIC
(ang. Bayesian Information Criterion) oraz wspotczynnikéw determinacji (R?, R%.qj). W celu
oceny waznos$ci parametréw 1 interakcji wykorzystano wykresy Pareto. Walidacjg¢ statystyczng
modelu przeprowadzono za pomocag analizy wariancji (ANOVA). Jako efekt gléwny
zdefiniowano $rednig wszystkich odpowiedzi uzyskanych poprzez zmiang badanego czynnika.
Szczegdtowe dane dotyczace warunkéw eksperymentalnych oraz model matematyczny uzyty

do przeprowadzenia analiz znajduja si¢ w Publikacji nr 1.

Tabela 1. Badane czynniki i ich poziomy wykorzystane w pelnym uktadzie czynnikowym 2°.

Zmienne Badane czynniki Poziom minimalny (-1) Poziom maksymalny
(+1)

X1 glukoza 1g/L 4,5 g/L

X2 surowica 20% HS 20%FBS

X3 bFGF 5 ng/mL 10 ng/mL

5.1.5. Analiza wzglednej ekspresji genéw markerowych procesu miogenezy

Wpltyw kazdego z badanych komponentéw oceniano indywidualnie. Mig§niowe
komorki satelitarne zostaty wysiane na szalkach hodowlanych o $rednicy 35 mm powlekanych
0,1% zelatyng, w gestosci 8500 komorek/cm? w medium Skeletal Muscle Cell Medium z 1%
dodatkiem antybiotyku Primocin. RNA izolowano w trzecim i pigtym dniu hodowli
z wykorzystaniem zestawu PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) i PureLink™
DNase Set (Thermo Fisher Scientific). Stgzenie RNA oznaczono metodg spektrofotometryczng

z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 2000C (Thermo Fisher Scientific), a jakos¢
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i integralno$¢ RNA oceniono elektroforetycznie. 500 ng RNA zostato przepisane na cDNA
w procesie odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem zestawu High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher). Wzgledng ekspresje gendéw markerowych oceniano metoda
qPCR, a geny RPL27 oraz OAZI stanowily kontrole endogenng. Sekwencje starteréw zostaty
zaprojektowane w programie Primer3 web (wersja 4.10) i zsyntetyzowane przez firme
Genomed (Warszawa, Polska). Sekwencje starterow znajduja si¢ w Publikacji nr 1. Analize
wzglednej ekspresji badanych gendw przeprowadzono z zastosowaniem zestawu HS-PCR Mix
SYBR zgodnie z instrukcjg producenta (A&A Biotechnology) 1 systemu QuantStudio 7 Pro
(Thermo Fisher Scientific).

5.1.6. Analiza statystyczna wzglednej ekspresji genéw markerowych

Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw zostata przeprowadzona w programie
Statistica (StatSoft, wersja 13). Zgodno$¢ rozktadu danych z rozkltadem normalnym
potwierdzono testem Shapiro-Wilka. W celu oceny istotno$ci roéznic wykorzystano
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem post-hoc Bonferroniego. W przypadku

niespeinienia zatozenia testu Leavene, zastosowano nieparametryczny test Mann-Whitney U.

5.2 Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow na proces miogenezy bydlecych komorek
satelitarnych w hodowli 2D

5.2.1 Wyprowadzenie pierwotnej linii fibroblastow bydlecych

Fragmenty skory trzech osobnikow bydia domowego (rasa holsztynsko — fryzyjska)
pozyskano jako materiat rzezny poubojowy. W pierwszej kolejnosci usunigto warstwe
naskorka, a pozostatg tkanke przemyto 70% etanolem oraz szesciokrotnie buforem PBS (pH
7,2) z dodatkiem antybiotyku Primocin. Nast¢pnie, przy uzyciu sterylnych narzedzi, tkanke
pocigto na fragmenty o $rednicy ok. 5 mm i prowadzono hodowlg metodg eksplantu w pozywce
DMEM z 10% dodatkiem FBS, zestawem aminokwasow NEAA (ang. non-essential amino
acids) (Thermo Fisher Scientific) i antybiotykiem Primocin. Ze wzgledu na specyfik¢ materiatu
przez okres pierwszego tygodnia hodowli stosowano antybiotyk Normocure (InVivoGen)

o szerokim zakresie dzialania.

5.2.2 Kokultura mi¢sniowych komorek satelitarnych i fibroblastow
Trzy polaczone linie mig§niowych komorek satelitarnych (pasaz trzeci) i trzy polaczone
linie fibroblastow (pasaz dziesigty) wysiano na 6-dotkowe plytki hodowlane typu Transwell —

posiadajace inserty o wielkosci poréw 0,4 pum. Komorki migsniowe wysiano na dolnej czgsci
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ptytki, a fibroblasty na gornej cz¢$ci insertu - w czterech powtorzeniach technicznych, w ilosci
8500 komorek/cm?, w pozywce DMEM z niskg zawartoscig glukozy i 20% dodatkiem FBS
1 antybiotyku Primocin. Po pigciu dniach hodowli réznicowanie indukowano poprzez zmiang
pozywki na DMEM z wysoka zawarto$cig glukozy oraz z dodatkiem 10% surowicy konskiej

1 antybiotyku Primocin.

5.2.3. Analiza transkryptomu

Catkowite RNA wyizolowano z uzyciem zestawu PureLink RNA Mini Kit i DNase Set.
Analizg ilo$ciow3 i jakosciowa wyizolowanego RNA przeprowadzono odpowiednio za pomocg
spektrofotometru DeNovix DS-1 Spectrophotometr (DeNovix) i TapeStation 2200 (Agilent
Technologies). Biblioteki cDNA przygotowano z uzyciem zestawu Vazyme VAHTS Universal
V8 RNA-Seq Library Prep Kit, zgodnie z instrukcja producenta. Analize jakosciowa i ilosciowg
bibliotek cDNA przeprowadzono odpowiednio z zastosowaniem urzadzen TapeStation 2200
(D1000 tapes) oraz Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Sekwencjonowanie nowej generacji
(NGS — ang. next-generation sequencing) zlecono firmie Admera Health (USA) jako ustuge
zewngetrzng. Sekwencjonowanie musiato spetnia¢ nast¢pujace kryteria: 1) przeprowadzenie na
urzadzeniu Illumina zgodnym z zastosowanym kitem do przygotowania bibliotek cDNA, ii)
wszystkie 24 probki mialy zosta¢ poddane kontroli jako$ci na kazdym etapie, iii) dlugos¢
odczytow powinna wynosi¢ 150 pz (pair-ended), iv) przy gltebokosci sekwencjonowania 40 min

odczytow na probke.

5.2.4. Analiza bioinformatyczna

Jako$¢ surowych danych oceniono w programie FastQC. Nastgpnie adaptery Illumina
oraz sekwencje poli-A zostaly usuni¢te z wykorzystaniem programu fastp. Sekwencje
o dhlugosci ponizej 36 pz oraz sekwencje o jakosci ponizej 20 zostaly wyeliminowane.
Oczyszczone sekwencje zmapowano do genomu Bos taurus (ARS-UCDI.3-bosTau9)
z wykorzystaniem bazy Ensembl. Poziom ekspresji oszacowano za pomocg pakietu RSEM
z algorytmem STAR. Jako$¢ mapowania zweryfikowano w programach SAMStat i NRA-
SeQC, a koncowy raport wygenerowano w programie MultiQC. Geny o zréznicowanej
ekspresji analizowano z uzyciem programu DESeq2 dla nastepujacych parametréw: p agi< 0,05
1 [logz2 krotnej zmiany| > 0,5. Analiz¢ wzbogacenia ontologii genow (GO) oraz protein-protein
interaction (PPI) przeprowadzono w programie STRING, a analiz¢ nadreprezentowanych

szlakow w programie KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Szczegotowe dane
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z etapu sekwencjonowania i analizy bioinformatycznej znajduja si¢ w bazie Gene Expression

Omnibus (GEO) pod numerem akcesyjnym GSE289644.

5.2.5 Walidacja wynikow sekwencjowania

Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto 300 ng RNA oraz zestawu High-Capacity RNA
to cDNA Kit. Wzgledng ekspresje wybranych DEGs (EGRI, IL6, ITGA7, SOCS3 oraz TCAP)
oraz genéw z rodziny PAX (PAX7) i MRF (MYF5, MYOD, MYF6 oraz MYOG) oznaczono
metoda qPCR z uzyciem zestawu RT HS-PCR MIX SYBR (A&A Biotechnology). Kontrole
endogenng stanowity geny RPL27 i OAZI. Sekwencje starterow dla poszczegdlnych genow
znajduja si¢ w publikacji nr 2. Analiz¢ otrzymanych wynikéw przeprowadzono w oparciu
o korelacje Pearsona, pordwnujac je z znormalizowanymi danymi RNA-seq (oprogramowanie

Statistica, wersja 13.1).

5.2.6 Analiza tempa proliferacji komorek mi¢sniowych

Tempo proliferacji komoérek mig$niowych analizowano metoda fluorymetryczng
z wykorzystaniem testu CellTiter-Blue® Cell Viability Assay na etapie proliferacji. Odczynnik
przygotowano zgodnie z protokotem producenta i inkubowano z komorkami przez 1 h
w temperaturze 37 °C w atmosferze 5% CO;. Pomiar fluorescencji (535ex/595em nm)

przeprowadzono z wykorzystaniem czytnika Plate Reader AF2200 (Eppendorf).

5.2.7 Analizy proteomiczne

W celu potwierdzenia ekspresji miozyny szkieletowej przeprowadzono analiz¢ Western
Blot. Lizaty komorkowe przygotowano z zastosowaniem buforu RIPA Lysis and Extraction
Buffer oraz inhibitoréw proteaz Halt Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific).
Oznaczanie ilosciowe biatka przeprowadzono metoda BCA z wykorzystaniem zestawu
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Biatko (1 pg/mL) zmieszano
z buforem obcigzajagcym Gel Loading Buffer II (Denaturing PAGE) (Thermo Fisher Scientific)
1 przeprowadzono denaturacje przez 10 min w 100 °C. Biatka rozdzielono metodg SDS-PAGE,
a nastepnie przeprowadzono transfer mokry na membrang PVDF o $rednicy 0,45 um przez 100
min. Membraneg inkubowano w buforze blokujacym przez 1 h w temperaturze pokojowej,
a inkubacj¢ z przeciwcialem pierwszorzedowym prowadzono w 4 °C przez noc. Nastepnie
membrang ptukano czterokrotnie i inkubowano w buforze z przeciwciatem drugorzedowym

(Donkey anti-Rabbit IgG (H + L) Secondary Antibody, HRP (Thermo Fisher Scientific)).
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Wizualizacj¢ przeprowadzono z zastosowaniem substratu Clarity™ Western ECL Substrate
(Bio-Rad) i systemu do obrazowania ChemiDoc™ (Bio-Rad).

W celu oceny zmian w ekspresji miozyny szkieletowej przeprowadzono test ELISA.
Powierzchni¢ dotkéw ptytek dedykowanych do analiz immunoenzymatycznych optaszczono
roztworem biatka (1 pg/mL w 100 pL 100 mM buforu wodoroweglanowego) i inkubowano
przez 16 h w temperaturze pokojowej. Nastgpnie plytki ptukano czterokrotnie buforem
pluczacym 1inkubowano w buforze blokujacym przez 2 h. Inkubacje z przeciwcialem
pierwszorzedowym (anty-miozyna, stezenie 1:1000 w 0,1% buforze BSA w PBS)
przeprowadzono przez 1 h, a nast¢pnie ptytki przeptukano czterokrotnie buforem ptuczacym.
Inkubacj¢ z przeciwciatem drugorzegdowym — Donkey anti-Rabbit IgG (H + L) Secondary
Antibody, HRP, (Thermo Fisher Scientific) w stezeniu 1:4000 w 0,1% buforze BSA)
przeprowadzono przez 1 h. Ptytki przeptukano czterokrotnie buforem ptuczacym, a nastgpnie
inkubowano z substratem HRP (Sigma) do momentu catkowitej zmiany koloru, po czym
reakcje zatrzymano z uzyciem 1 N HCI w stosunku 1:1. Detekcje sygnalu przeprowadzono
z wykorzystaniem absorbancji o dlugosci fali 410 nm z czytnikiem ptytek Plate Reader
AF2200.

W celu przeprowadzenia barwienia immunofluorescencyjnego dla syndekanu-4,
komorki migsniowe wysiano na szkietkach przeznaczonych do obrazowania, pokrytych 0,1%
zelatyna. Na danym etapie eksperymentu komorki utrwalano w 4% paraformaldehydzie w PBS
przez 20 min w temperaturze pokojowej i w metanolu przez 5 min w -20 °C. Permabilizacje
przeprowadzano w 0,1% Tween-20 przez 15 min w temperaturze pokojowej. Inkubacje
z przeciwcialem pierwszorzegdowym (syndekan-4 -#sc-12766 AF594, Santa Cruz
Biotechnology) w stezeniu 1:50 przeprowadzono przez 90 min w temperaturze 37 °C. Preparaty
zamknieto w medium Fluoroshield z DAPI (Sigma Aldrich). Komorki analizowano z uzyciem
mikroskopu Zeiss AX100 Imager D.2 (Niemcy) oraz oprogramowania Zeiss Zen 2 Blue

Edition.

5.2.8. Analizy statystyczne

Analizy statystyczne wynikow otrzymanych na etapie badania ekspresji gendow
przeprowadzono z uzyciem programu Statistica (Statsoft, wersja 13). Normalno$¢ rozktadu
danych oceniono testem Shapiro-Wilka. Istotno$¢ réznic migdzy grupami oceniono testem
t- Studenta. W przypadku niespetnienia zatozenia o jednorodno$ci wariancji wykorzystano test

U Mann-Whitney'a. Wykresy wygenerowano w programie GraphPad (Prism, wersja 10.2.3).
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5.3. Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow na proces miogenezy bydlecych komorek
satelitarnych w hodowli w naczyniu typu spinner flask

5.3.1 Wyprowadzenie linii mi¢gSniowych komorek satelitarnych i fibroblastow

Migsniowe komorki satelitarne oraz fibroblasty wyizolowano zgodnie z protokotami
opisanymi w podpunktach 5.1.1 oraz 5.2.1. Pierwotng lini¢ fibroblastéw oczyszczono metoda
magnetycznego sortowania komorek — MACS (ang. magnetic-activated cell sorting) w oparciu
o pozytywng ekspresje¢ CD90 —  powierzchniowego markera charakterystycznego dla
fibroblastow. W celu otrzymania homogennej populacji mi¢sniowych komorek satelitarnych
przeprowadzono sortowanie metoda fluorescencyjnego sortowania komoérek — FACS (ang.
fluorescence-activated cell sorting). W pierwszej kolejnosci przeprowadzono sortowanie
w oparciu o negatywna selekcje dla CD31 — markera komorek endotelialnych oraz CD45 —
markera komoérek krwiotworczych. Nastepnie przeprowadzono procedure sortowania FACS
w oparciu o pozytywna selekcje dla markerow CD29 oraz CD56. Analize FACS

przeprowadzono z zastosowaniem sortera CytoFlex SRT (Beckman Coulter).

5.3.2. Hodowla mi¢sniowych komorek satelitarnych w bioreaktorach typu spinner flask

Etap proliferacji prowadzono w pozywce DMEM z wysoka zawartoscig glukozy,
suplementowanej 20% FBS, 25 mM HEPES oraz antybiotykiem Primocin. Na etapie
réznicowania komorki hodowano w pozywce DMEM z wysoka zawartoscig glukozy,
uzupetnionej o 10% surowicy konskiej, 25 mM HEPES oraz Primocin.

Zelatynowe mikronosniki Cultishper G o standardowej porowatosci (Sigma Aldrich)
przygotowano zgodnie z protokotem producenta. W celu przygotowania mikrono$niki
przeplukano dwukrotnie buforem PBS bez jonéw Ca?" i Mg?" a nastepnie autoklawowano (121
°C, 20 min). Po sterylizacji mikrono$niki zawieszono w podtozu hodowlanym (0,01 g/mL).
Migsniowe komorki satelitarne oraz fibroblasty (w stosunku 2:1) wysiano oddzielnie na
mikrono$nikach w gestoéci 8500 komérek/cm? w nieadherentnych szalkach hodowlanych. Po
18-godzinnym etapie adhezji mikronos$niki zostaty przeniesione do 250-mL biorekatorow typu
spinner flask. Poczatkowo obroty ustawiono na 30 obrotow/min w pierwszym dniu, nastgpnie
zwigkszono do 50 obrotow/min w fazie proliferacji trwajacej 4 dni w pozywce wzrostowej.
Etap réznicowania trwat 3 dni w pozywce do réznicowania przy 70 obrotach/min. Predkos¢
mieszadta, sklad pozywki oraz odporno$¢ mechaniczna mikrono$nikéw zostaty wczesniej
zoptymalizowane. Zastosowano tzw. strategie fed-batch, w ktorej 50% pozywki bylo
wymieniane co 24 h. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtdrzeniach

biologicznych (z dwoma powtdrzeniami technicznymi).
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W celu wizualizacji komorki barwiono przyzyciowo barwnikiem CellTracker CMDFA
(Thermo Fisher Scientific). Nastepnie komorki utrwalono w 4% paraformaldehydzie przez
20 min i barwiono DAPI (1:1000, Sigma Aldrich) przez 20 min. Obserwacje mikroskopowe
przeprowadzono z uzyciem mikroskopu Zeiss AX100 imager D.2 oraz oprogramowania Zeiss
Zen Blue 2 Edition Software.

W celu oddzielenia komorek mig$niowych od fibroblastow wykorzystano metode
FACS w oparciu o negatywng ekspresje markera CD90 w komorkach migsniowych. Komorki
na mikrono$nikach inkubowane byty z przeciwciatem anty-CD90 (1 pg/mL, #MA135307,
Thermo Fisher Scientific) w buforze do FACS przez 45 min na lodzie. Po trzykrotnym
przeptukaniu buforem pluczacym, komorki inkubowane byty z przeciwcialem drugorzedowym
sprzezonym z fluorochromem Alexa Fluor 594 (#A211201, Thermo Fisher Scientific) przez 20
min na lodzie. Komorki negatywne dla markera CD90 (definiowane jako komorki migsniowe)
wybrano do dalszych etapow badania. Analize FACS przeprowadzono z zastosowaniem sortera

CytoFlex SRT (Beckman Coulter).

5.3.3. Ilosciowe analizy metaboliczne

Probki pozywek z obu badanych grup zbierano na etapie proliferacji (dzien 5) oraz
réznicowania (dzien 8) i wirowano przy przyspieszeniu 1000 x g, celem usunigcia resztek
komoérkowych 1 zanieczyszczen. Dedykowane testy luminescencyjne wybrano do analizy
czterech kluczowych metabolitow. Metabolizm glukozy oceniano testem Glucose-Glo™
(Promega), aprodukcje kwasu mlekowego testem Lactate-Glo™ (Promega). Metabolizm
glutaminy oraz glutationu oceniano testem Glutamine/Glutamate-Glo™ (Promega). Wszystkie
testy zostaty przeprowadzone zgodnie z protokotem producenta, a intensywnos$¢ luminescencji
mierzono z wykorzystaniem urzadzenia BioTek Cytation 1 Cell Imaging Multimode Reader

(Agilent Technologies).

5.3.4. Analiza ekspresji genow markerowych

Catkowite RNA wyizolowano z uzyciem zestawu PureLink RNA Mini Kit i DNase Set.
Ocen¢ ilosciowa 1 jakosciowg wyizolowanego RNA przeprowadzono za pomoca
spektrofotometru DeNovix DS-1, a integralno$¢ oceniono metodg elektroforetyczng. Do reakcji
odwrotnej transkrypcji uzyto 250 ng RNA oraz zestawu High-Capacity RNA to cDNA Kit
(Thermo Fisher Scientific). Wzgledng ekspresje genéw markerowych oceniono metodg qPCR
z wykorzystaniem zestawu RT HS-PCR MIX SYBR (A&A Biotechnology). Kontrole
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endogenne stanowily geny YWHAZ i ACTB. Sekwencje starteréw badanych genow znajduja si¢
w publikacji nr 3.

5.3.5. Analizy proteomiczne
Poziom ekspresji biatka miozyny zostat oceniony testem ELISA, ktérego metodyka

zostala szczegotowo opisana w podpunkcie 5.2.7.

5.3.6. Analiza statystyczna

Analize statystyczng otrzymanych wynikow przeprowadzono w programie Statistica
(Statsoft, wersja 19) oraz w programie GraphPad (Prism, wersja 10.2.3). Normalno$¢ rozktadu
danych oceniono testem Shapiro-Wilka, a analizy przeprowadzono testem t-Studenta dla

danych z analizy ekspresji genow 1 dwuczynnikowg ANOVA dla testow metabolizmu.

36



6. Wyniki i dyskusja

6.1. Ocena wplywu skladu pozywki hodowlanej na poziom proliferacji bydlecych
mieSniowych komorek satelitarnych

Analiza statystyczna wykazata istotng zmienno$¢ czynnikow wptywajacych na
proliferacje migsniowych komorek satelitarnych w trakcie prowadzonej hodowli. Dobor
zastosowanych modeli oparto na parametrach dopasowania: kryterium informacyjnym
Akaikiego (AIC), bayesowskim kryterium informacyjnym (BIC) oraz wspotczynniku
determinacji (R?). W trzecim dniu hodowli w linii komérkowej R1 najwigksza site efektu
sposrod testowanych sktadnikow (warto$é efektu 6,92 x10%) wykazywal dodatek bFGF
(komponent C). W pigtym, sidédmym i dziesigtym dniu najwigksza sile efektu wykazywat rodzaj
surowicy (komponent B). We wszystkich punktach czasowych efekty gtowne (komponenty A,
B i1 C) byly istotne. Odnotowano réwniez istotne interakcje: w trzecim dniu A:B, w pigtym
A:B:C1iB:C oraz w siodmym — A:B:C, A:C oraz B:C (Rycina 3).

W linii komorkowej R2 rodzaj surowicy (komponent B) wykazywal najwicksza site
efektu sposrod wszystkich testowanych czynnikéw przez caly czas trwania eksperymentu.
Istotny wplyw wykazywat rowniez dodatek czynnika wzrostu bFGF (komponent C). W trzecim
dniu hodowli istotne byly interakcje A:C oraz A:B, natomiast w siodmym dniu interakcja A:C
(Rycina 3). Szczegotowe dane dotyczace zastosowanych modeli oraz szacowanych efektow
1 wspolczynnikow dla poszczegoélnych etapéw doswiadczenia znajdujg si¢ w Publikacji nr 1.

W celu przedstawienia zastosowanych modeli oraz zachodzacych interakcji
wygenerowano wykresy szescienne dla poszczegdlnych linii komérkowych. W linii
komorkowej R1 najwyzszg wartos¢ RFU uzyskano przy dodatku FBS oraz czynnika wzrostu
bFGF w stezeniu 10 ng/mL, a w trzecim 1 siddmym dniu rowniez przy wysokim stezeniu
glukozy. W linii komoérkowej R2 najwyzsza warto§¢ RFU uzyskano przy dodatku FBS oraz
czynnika wzrostu w stezeniu 10 ng/mL, a w siodmym 1 dziesigtym dniu réwniez dla niskiego
stezenia glukozy (Rycina 4).

Przyzyciowe obserwacje mikroskopowe wykazaly wolniejsze tempo réznicowania
komorek migsniowych w pozywce hodowlanej z dodatkiem FBS oraz czynnika wzrostu bFGF
w stezeniu 10 ng/mL, w poréwnaniu z grupa hodowang w pozywce z dodatkiem surowicy
konskiej 1 bFGF w stezeniu 5 ng/mL. Formowanie si¢ miotub w warunkach stymulujacych

réznicowanie obserwowane byto od pigtego dnia hodowli (Rycina 5).
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Rycina 3. Wykres Pareto dla identyfikacji najistotniejszych czynnikéw dla linii

komorkowych R1 oraz R2: (a) dzien trzeci, (b) dzien piaty, (c¢) dzien sidodmy, (d) dzien
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Rycina 5. Obserwacje mikroskopowe migsniowych komorek satelitarnych; (A) komorki
migsniowe hodowane w medium z wysoka zawartoscig glukozy, 20% dodatkiem FBS i bFGF
o stezeniu 10 ng/mL; (B) komorki mig$niowe hodowane w medium z niskg zawarto$cia

glukozy, 20% dodatkiem HS i bFGF w stgzeniu 5 ng/mL. Pasek skali odpowiada 500 um.

Analiza wzglednej ekspresji genéw markerowych oznaczonych metoda qPCR nie
wykazata istotnych r6znic pomiedzy grupami réznigcymi si¢ stgzeniem bFGF (5 ng/mL vs
10 ng/mL). Jednak istotnie wyzsza ekspresj¢ genoOw wczesnej miogenezy — PAX7 oraz MYF5
zaobserwowano w trzecim dniu hodowli w komorkach utrzymywanych w nizszym stezeniu
glukozy (1 g/L) (Rycina 6A). W pigtym dniu hodowli obserwowano istotnie wyzsza wzglgedng
ekspresj¢ PAX7 1 MYF6 oraz istotnie nizsza wzgledng ekspresje MYF5 w komorkach
hodowanych w pozywce suplementowanej ptodowa surowicg bydleca (Rycina 6B).
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Rycina 6. (A) Wzgledna ekspresja gendw markerowych komoérek miesniowych hodowanych
w pozywce z roznym stezeniem glukozy (1 g/L vs 4,5 g/L) (B) Wzgledna ekspresja gendéw
markerowych komoérek migéniowych hodowanych w pozywce suplementowanych réznym
typem surowicy (FBS vs HS) oznaczonych metoda qPCR (n=3). Wykresy dla wszystkich
badanych czynnikow znajdujg si¢ w publikacji nr 1.

Odtworzenie przebiegu miogenezy w warunkach in vitro wymaga dostarczenia
odpowiednich sktadnikow podtoza hodowlanego, ktére stymulujg proliferacje komorek
mieg$niowych, jednocze$nie hamujac ich spontaniczne réoznicowanie w miotuby. Niespdjnosé¢
dostepnych w literaturze danych utrudnia wybor optymalnego sktadu pozywki, a ponadto
wiekszo$¢ opracowanych kompozycji ukierunkowana jest na proces rdznicowania, a nie na
stymulowanie podziatow komoérkowych (Will 1 wsp., 2015). Wykorzystanie metody
modelowania i optymalizacji DOE umozliwilo zbadanie synergistycznego wplywu trzech
komponentow: stezenia glukozy (1 g/L vs 4,5 g/L), rodzaju surowicy (plodowa surowica
bydleca vs surowica konska) oraz stezenia czynnika wzrostu bFGF (5 ng/mL vs 10 ng/mL) na
proliferacje migsniowych komorek satelitarnych (Yasui 1 wsp., 2021). Otrzymane wyniki
wskazujg, ze sposrod testowanych czynnikéw to rodzaj surowicy (czynnik B) najsilniej
stymulowat proces proliferacji bydlecych MuSCs. Uzyskane dane sa zgodne z obserwacjami

Franke 1 wsp. (2014), ktorzy odnotowali wyzsze tempo proliferacji bydlecych MuSCs
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w pozywce suplementowanej FBS po 24 godzinach hodowli. Podobne zaleznosci
zaobserwowano w przypadku konskich komodrek mezenchymalnych, ktéore hodowane
w pozywce z dodatkiem FBS wykazywaty zwiekszone tempo proliferacji i wyzszy poziom
sekrecji m.in. interleukin oraz bFGF (Pezzanite i wsp., 2021).

W niniejszym badaniu wykazano réwniez istotng interakcj¢ miedzy rodzajem surowicy,
a stgzeniem bFGF (czynnik C). Potwierdzono mitogenny wplyw czynnika wzrostu — st¢zenie
10 ng/mL silniej stymulowato proliferacje komorek miesniowych, stanowigc drugi, co do
istotnosci, czynnik wptywajacy na tempo podziatdéw komoérkowych. Dowiedziono, ze bFGF
reguluje miogeneze poprzez aktywacje lub hamowanie specyficznych szlakow metabolicznych
migsni oraz hamuje proces przedwczesnego roznicowania komorek satelitarnych (Pawlikowski
1 wsp., 2017). Stymulujacy wptyw bFGF 1 nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF — ang.
epidermal growth factor) na tempo proliferacji oraz poziom ekspresji genu MYOD
zaobserwowano w przypadku komodrek miesniowych $win rasy Jeju Black (Park 1 wsp., 2021).

Pomimo ze poziom glukozy nie wykazal istotnego wptywu na tempo podzialow
komoérkowych, analiza ekspresji genow markerowych wykazata istotnie wyzszy poziom
wzglednej ekspresji genow PAX7 1 MYF5 w trzecim dniu hodowli w grupie o nizszej zawartosci
glukozy (1 g/L). Geny te sa kluczowe dla wczesnej miogenezy i zaangazowane $3
w samoodnawianie populacji komoérek satelitarnych, co potwierdzily wczes$niejsze badania,
w ktorych wykazano zdolno$¢ komorek migsniowych do samoodnawiania si¢ w warunkach
o ograniczonej dostepnosci glukozy (Furuichi 1 wsp., 2021).

Warto pokresli¢, ze wykorzystanie surowicy pochodzenia zwierzecego jest sprzeczne
z podstawowymi zalozeniami technologii ,migsa komodrkowego”, dlatego gltéwnym
kierunkiem badan stato si¢ opracowanie nieodzwierz¢cych substytutow, ktore stymulowatyby
proliferacje komoérek miesniowych z wydajnoscig porownywalng do bydlecej surowicy
ptodowej (Kolkmann i wsp., 2020). Podjete przez nasz zespot proby ekspansji komorek
migsniowych w pozywce zawierajacej komercyjnie dostepny zamiennik surowicy KnockOut™
Serum Replacement (Thermo Fisher Scientific) wykazaly jednak istotnie nizsze tempo
proliferacji komorek migsniowych, przy jednoczesnym wzroscie wzglednej ekspresji MYF'5.
Poza aspektem etycznym 1 ekonomicznym, istotnym ograniczeniem w stosowaniu surowicy
bydlecej jest naturalnie wystgpujaca zmienno$¢ pomiedzy partiami produktu w stezeniu
czynnikow wzrostu i cytokin. Opracowanie alternatyw o $cisle zdefiniowanym i powtarzalnym
sktadzie jest niezbedne dla standaryzacji protokotéw technologii ,,mi¢sa komdrkowego™.

W zwiazku z ryzykiem ograniczonej dostepnosci konkretnej partii surowicy na dalszych

etapach badan, w celu zapewnienia powtarzalnosci otrzymanych wynikow, przetestowano
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komercyjnie dostgpne pozywki — MesenPRO RS™ Medium (Thermo Fisher Scientific),
StemFlex™ Medium (Thermo Scientific) oraz HSkMC Growth Medium (Cell Applications),
oceniajac ich wplyw na proliferacj¢ komodrek migsniowych. Wykazano, ze pozywka HSkKMC
Growth Medium zapewnia najszybsze tempo proliferacji, przy jednoczesnym utrzymaniu
komoérek w stanie niezréznicowanym, co potwierdzita istotnie nizsza wzgledna ekspresja
gendw MYOD i MYF6. Z kolei zastosowanie pozywki MesenPRO RS™ skutkowalo nizszym
tempem proliferacji oraz istotnie wyzszg ekspresja gendw MYF5, MYOD i MYF6. Na podstawie
przeprowadzonych analiz wytypowano pozywke HSkMC Growth jako wydajny komercyjny
substytut pozywki hodowlanej na etapie ekspansji bydlecych MuSCs (Zygmunt i wsp., 2023).

6.2. Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow na proces miogenezy bydlecych komorek
satelitarnych w hodowli dwuwymiarowej

6.2.1 Analiza transkrytpomu MuSCs hodowanych w kokulturze z fibroblastami

W celu oceny parakrynnego wplywu fibroblastow na proces miogenezy przygotowano
biblioteki c¢cDNA migéniowych komorek satelitarnych hodowanych w monokulturze
1 w kokulturze z fibroblastami dla trzech punktow czasowych (proliferacja, 24-godzinne
roznicowanie, 72-godzinne roznicowanie). Selekcje genéw o zroznicowanej ekspresji (DEGs —
ang. differentially expressed genes) oparto na skorygowanym poziomie istotno$ci (padj)
padj <0,05 oraz module logarytmu o podstawie dwa zmiany krotnosci [logoFC[> 0,05. W celu
sklasyfikowania i scharakteryzowania biologicznego znaczenia DEGs przeprowadzono analize
wzbogacenia GO (ang. gene ontology). W przeprowadzonych analizach skupiono si¢ na
terminach GO zwigzanych z miogeneza, takich jak procesy rozwojowe, proliferacja komorek
1 réznicowanie. Szczegdlowe dane dotyczace analizy wzbogacenia znajdujg si¢ w publikacji
nr 2.

Analiza roznicowej ekspresji genow na etapie proliferacji wykazala istotng zmiang
ekspresji 1133 gendéw, z czego 483 wykazywalo podwyzszong i 650 obnizong ekspresje.
Sposréd DEGs wybrano 15 gendow o obnizonej ekspresji i 17 gendow o podwyzszonej ekspresji,
kluczowych dla procesu miogenezy.

Genem o najbardziej obnizonej ekspresji byt FGF2 (logo:FC= -1,16), wspierajacy
proliferacie¢ MuSCs. Z kolei genem o najbardziej podwyzszonej ekspresji byt SOCS3
promujacy réznicowanie miogenne poprzez hamowanie szlaku JAK/STATI1/STAT3
(logoFC= 1,09) (Diao i wsp., 2009). Zaobserwowano réwniez wzrost ekspresji DEGs
indukujacych réznicowanie, takich jak /L6 (logoFC = 1,06) oraz EGRI (logoFC= 1,01).
Wykazano, ze IL6 zwigksza ekspresjec MYOD 1 MYOG 1 promuje przejscie komorek do fazy
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Go/G1 (Steyn 1 wsp., 2019), natomiast EGR1 promuje roéznicowanie miogenne poprzez
pozytywna regulacje ekspresji MYOG (Zhang i wsp., 2018). Regulatory transkrypcji, takie jak
NR4A1, HDAC4, PITXI czy EYA2, wykazaly zwigkszong ekspresje w warunkach kokultury
z fibroblastami. HDAC4 reguluje proliferacj¢ poprzez hamowanie ekspresji p21 oraz wptywa
na roéznicowanie miogenne poprzez hamowanie ekspresji Sharpl (Renzini i wsp., 2018).
NR4A1 zaangazowany jest w rdéznicowanie miogenne, a jego nadekspresja promuje
zwiekszong fuzje mioblastow (Pan i wsp., 2019). Z kolei EY A2 aktywuje geny takie jak MYOD,
MYF6 czy MYOG (Grifone 1 wsp., 2007).

W naszym badaniu zaobserwowano obnizong ekspresj¢ DEGs istotnych na etapie
terminalnego réznicowania, m.in. MYOMI, CALCRL, CRYAB, CAVI, ANK3 oraz
podwyzszong ekspresj¢ DES (integracja miofibryli oraz organelli w komorce), XIRP
(regeneracja wiokien migsniowych), TCAP (tworzenie rusztowania dla miofibryli) (Capetanaki
i wsp., 1997; Otten 1 wsp., 2012; Markert i wsp., 2010). Ponadto wykazano obnizenie ekspresji
innych markeréw roznicowania zaangazowanych w regeneracj¢ migséni, takich jak GDF135,
HOMERI, ROCKI, RBI. Co istotne, zaobserwowano podwyzszong ekspresj¢ TGFBI,
kluczowego elementu szlaku sygnatowego TGF-B, istotnego w procesie rozwoju migsni.

Analiza roéznicowej ekspresji genow (DEGs) na etapie 24-godzinnego rdéznicowania
wykazata istotng zmiang ekspresji 397 genéw — 158 o podwyzszonej ekspresji i 239 o obnizonej
ekspresji. Sposrod DEGs wybrano 19 genéw o obnizonej ekspresji i 18 gendw o podwyzszonej
ekspresji kluczowych dla procesu miogenezy. Genem o najbardziej obnizonej ekspresji byt
ITGA7, kluczowy marker migsniowych komorek satelitarnych decydujacy o ich polarno$ci
1 tworzeniu polaczen z ECM (Dominici i Richard, 2022; Ozeki 1 wsp., 2006). Spadek ekspresji
odnotowano réwniez dla BHLHAIS5, FOXS1, HESI, kontrolujacych aktywnos¢ MYODI,
jednego z najwazniejszych czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny MRF. Obnizona ekspresja
represorow  MYOD wskazuje na promowanie roéznicowania w warunkach kokultury
z fibroblastami. Ponadto wiele innych DEGs, w tym m.in. MYORG (rozw0j migéni), NES
(utrzymanie populacji MuSCs), CD44 (r6znicowanie i migracja komoérek migsniowych), TCAP
oraz GDF15 wykazywaly obnizong ekspresj¢ w komorkach migsniowych hodowanych
w kokulturze z fibroblastami (Datta i wsp., 2009; Pallari i wsp., 2011). Obnizona ekspresja
NES przekladata si¢ na promowanie wczesnej miogenezy — poprzez zwickszong ekspresje
MyHC oraz MYOG (Pallari i wsp., 2011).

Genem o najbardziej podwyzszonej ekspresji byl EGRI (logoFC= 3,49). Ponadto,
wyzszy poziom transkryptow wykazano m.in. dla DCN (promowanie proliferacji), /L6,

regulatorow transkrypcji: RUNXI, NR4A1, SOCS3, EYA2. Odnotowano rowniez podwyzszong
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ekspresje genéw zaangazowanych w kluczowe szlaki sygnatowe, takie jak WNT, Hedgehog,
BMP oraz TGF-8.

Analiza réznicowej ekspresji genoOw na etapie 72-godzinnego réznicowania wykazata
istotng zmiang ekspresji 1630 genow — 922 o podwyzszonej ekspresji i 708 o obnizonej
ekspresji. Sposréd DEGs wybrano 23 geny o obnizonej ekspresji i 12 genéw o podwyzszone;j
ekspresji kluczowych dla procesu miogenezy. Genem o najbardziej obnizonej ekspresji byt
ITGA7 (logoFC=2,01). Spadek ekspresji odnotowano rowniez dla FOXSI oraz HEYL2,
kontrolujacych aktywno$s¢ MYODI1, a takze dla szeregu DEGs biorgcych udziat w procesie
réznicowania oraz formowania cytoszkieletu, takich jak DES, MYOM1, CRYAB, GDF15, NES,
LMODI (promowanie réznicowania miogennego), FLNC (budowa dysku Z sarkomeru).
Genem o najbardziej podwyzszonej ekspresji byt /L6 (logoFC=2,66). Ponadto DEGs takie jak
EGRI, SOCS3, HDAC4 wykazywaty zwigkszong ekspresje w MuSCs w warunkach kokultury
z fibroblastami. Co istotne, zaobserwowano zwigkszona ekspresj¢ receptorow sygnalizacji
TGF-B, takich jak TGFBRI oraz TGFBR3, ktére hamuja terminalne réznicowanie.

Walidacja wynikéw RNA-Seq przeprowadzona metoda qPCR czesciowo potwierdzita
otrzymane wyniki. Wspétczynnik Pearsona (R?) dla EGRI, IL6 oraz ITGA7 wynosil >0,78,
a dla pozostalych walidowanych genow — SOCS3 oraz TCAP — <0,32. Tabele ze
szczegotowymi danymi dotyczacymi otrzymanych wartosci dla badanych genéw znajduja si¢

w publikacji nr 2.

6.2.2. Analiza wzglednej ekspresji genow z rodziny PAX i MRF metoda qPCR

Wzglednag ekspresje genéw z rodziny PAX — PAX7 oraz MRF — MYF5, MYOD, MYFG,
MYOG dla ktorych nie wykryto zmian ekspresji analiza RNA-Seq, oceniono technika qPCR.
Na etapie proliferacji istotnie wyzszg ekspresje genow PAX7 (p=0,0019), MYF5 (p=0,006)
1 MYOG (p=0,0043) obserwowano w komodrkach hodowanych w kokulturze z fibroblastami
(Rycina 7A). Na etapie 24-godzinnego rdéznicowania istotnie nizsza ekspresje genow MYF5
(p=0,0241) i MYOD (p=0,0044) obserwowano w uktadzie kokultury (Rycina 7B). Brak istotnie
statystycznych roznic migdzy badanymi grupami obserwowano na etapie 72-godzinnego

roéznicowania.
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Rycina 7. Wzgledna ekspresja genow markerowych oznaczonych metoda qPCR (n=4): (A) na

etapie proliferacji; (B) na etapie 24 godzinnego réznicowania.

6.2.3 Analiza tempa proliferacji mi¢Sniowych komorek satelitarnych

Analiza tempa proliferacji MuSCs z wykorzystaniem fluorymetrycznego testu opartego
na pomiarze resazuryny, wykazata istotnie wyzsze tempo proliferacji komoérek migsniowych
hodowanych w kokulturze w trzecim (p=0,03), czwartym (p=0,002) i pigtym (p=0,0049) dniu
hodowli (Rycina 8). Jednakze, analiza RNA-seq nie wykazata zmian w ekspresji markerow
proliferacji takich jak Ki-67, pCNA, kinaz zaleznych od cyklin (CDK2, CDK4) czy cyklin
(CCNDI, CCNEI) podczas etapu proliferacji i 24 godzinnego roznicowania. Na etapie
72- godzinnego roznicowania podwyzszong ekspresje MKI67 (logoFC=1,35), pCNA
(log2FC=0,59) oraz CDK?2 (log2FC=0,71) zaobserwowano w grupie kokultury.
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Rycina 8. Analiza tempa proliferacji MuSCs w warunkach monokultury 1 kokultury z
fibroblastami, przeprowadzona z zastosowaniem testu fluorometrycznego CellTiter Blue Assay

(Promega).

6.2.4. Analiza markerow miogenezy — miozyny i syndekanu-4 - na poziomie biatlkowym

Analiza Western Blot dla tancuchow cigzkich miozyny szkieletowej (MyHC)
potwierdzita ekspresj¢ biatka, wykazujac prazki o masie ok. 230 kDa w obu badanych grupach
na wszystkich etapach hodowli (Rycina 9A). Ilosciowa analiza bialka miozyny szkieletowe]
technikg ELISA wykazata istotnie wyzsza ekspresje biatka (p=0,0183) w grupie kokultury na
etapie proliferacji (Rycina 9B).
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Rycina 9. (A) Biatko tancucha cigzkiego miozyny miozyny I (MYHC- ang. myosin heavy
chain) — 228 kDa w MuSCs hodowanych w monokulturze i w kokulturze z fibroblastami
oznaczone metodg Western Blot (B) Poziom biatka MYH1 w MuSCs hodowanych w

monokulturze 1 w kokulturze z fibroblastami (n= 3) oznaczone metoda ELISA.

Barwienie immunofluorescencyjne dla syndekanu-4 wykazalo ekspresje biatka na
wszystkich etapach w obu badanych grupach. Na etapie 72-godzinnego roznicowania
zaobserwowano internalizacj¢ syndekanu-4 z cytoplazmy do lokalizacji jadrowej, co jest
zgodne z obserwacjami Renning 1 wsp. (2015), wskazujac na postepujace rdznicowanie

miogenne (Rycina 10).
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Rycina 10. Lokalizacja syndekanu-4 w monokulturze i w kokulturze MuSCs z
fibroblastami. Obserwacje na etapie 72-godzinnego roznicowania. Jadra komorkowe

wybarwiono DAPI. Pasek skali odpowiada 20 um.

Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze fibroblasty poprzez sygnaly
parakrynne stymuluja wczesne réznicowanie mioblastéw. W warunkach proliferacji
obserwowano zwigkszong ekspresje genow wczesnego roznicowania, takich jak EGRI, IL6,
EYA2, NR4A1 czy SOCS3, przy jednoczesnym obnizeniu ekspresji genéow pdznego
réznicowania (jak CRYAB czy MYOM]1). Po indukcji r6Znicowania poprzez zmiang warunkow
hodowlanych efekt ten ulegl nasileniu, co wskazuje, ze sygnalizacja parakrynna fibroblastow
moze regulowaé zakres roznicowania miogennego. Istotny jest rowniez stosunek sygnalow
parakrynnych, ktory ulegat zmianom w trakcie hodowli w zwigzku z szybszym tempem
proliferacji fibroblastow, co mogto hamujaco wptynagé¢ na terminalne réznicowanie m.in.

poprzez podwyzszong sygnalizacj¢ TGF-B.
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6.3 Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow na proces miogenezy bydlecych komorek
satelitarnych w hodowli w naczyniu typu spinner flask

6.3.1. Analiza warunkow hodowlanych — obserwacje mikroskopowe oraz analizy
metaboliczne

MuSCs 1 fibroblasty hodowane na nos$nikach zelatynowych wybarwiono przyzyciowo
barwnikami CellTracker CMDFA (znakujacy cytoplazm¢) i DAPI (znakujacy jadro
komorkowe), aby potwierdzi¢ ich adhezj¢ do powierzchni mikrono$nikéw (Rycina 11A).
Ponadto na etapie roznicowania w grupie kokultury komorek migsniowych z fibroblastami nie
obserwowano agregacji mikrono$nikow, w przeciwienstwie do monokultury.

Analiza ilosciowa czterech kluczowych metabolitow: glukozy, kwasu mlekowego,
glutaminianu oraz glutaminy nie wykazata istotnych réznic w ich poziomach pomiedzy
monokulturg, a kokulturg na danym etapie hodowli. Zuzycie glukozy spadto w warunkach
roznicowania w obu badanych grupach. Wydzielanie kwasu mlekowego rowniez uleglo
obnizeniu, co $wiadczy o spadku udziatu $ciezki glikolitycznej — efekt ten byt szczegdlnie
widoczny w grupie kokultury (p=0,0278). Podobnie sekrecja glutaminy spadta w warunkach

roznicowania, a zuzycie glutationu wzrosto (Rycina 11B).
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Rycina 11. (A) Komorki hodowane na mikrono$nikach Cultishper G wybarwione znacznikiem
przyzyciowym Cell Tracker CMDFA oraz DAPI na etapie 72-godzinnego rdéznicowania.
Obserwacje mikroskopowe przeprowadzono z uzyciem mikroskopu Zeiss AX100 Imager D.2
1 oprogramowania Zeiss Zen 2 Blue Edition Software. Pasek skali odpowiada 100 pm (B)
Ilosciowa analiza kluczowych metabolitow: glukozy resztkowej (definiowanej jako
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niewykorzystana glukoza pozostata w pozywce) (mM), mleczanu (mM), glutaminy resztkowej
(definiowanej jako niewykorzystana glutamina pozostata w pozywce) (mM) oraz glutaminianu
(mM) (n=3), z uzyciem dedykowanych testow opartych na luminescencji (Promega).
6.3.2. Izolacja komorek mi¢sniowych od fibroblastow metoda FACS

Do dalszych analiz komoérki mig$niowe z kokultury z fibroblastami wybrano na
podstawie negatywnej selekcji dla markera CD90 z wykorzystaniem analizy FACS.
Reprezentatywny histogram potwierdza obecno$¢ dwodch odrebnych populacji komoérek —
CD90-negatywnych (definiowanych jako komorki mig$niowe) oraz CD90-pozytywnych
(definiowanych jako fibroblasty) (Rycina 12).
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Rycina 12. Analiza FACS przeprowadzona w celu oddzielenia komoérek CD90-negatywnych
(definiowanych jako komorki migsniowe) od komorek CD90-pozytywnych (definiowanych
jako fibroblasty). (A) monokultura komorek migsniowych (B) kokultura komoérek migsniowych
z fibroblastami. Reprezentatywny histogram pokazuje intensywnos$¢ fluorescencji w kanale
Y610 wskali logarytmicznej. Dane uzyskane wykorzystujac sorter CytoFlex SRT i
oprogramowanie CytExpert (Beckman Coulter).

6.3.3. Analiza ekspresji markerow miogenezy
Istotnie wyzsza wzgledng ekspresje genu PAX7, zaangazowanego w utrzymanie stanu
spoczynku 1 proliferacji komoérek migsniowych, zaobserwowano w grupie kokultury

(p=0,0160). Ponadto istotnie wyzsza ekspresje genéw MYF5, MYOD i MYOQG,
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zaangazowanych w proliferacje¢ 1 réznicowanie miogeniczne, zaobserwowano w grupie

kokultury komodrek mig$niowych z fibroblastami

(odpowiednio p=0,0310; p=0,0045;

p=0,0036). Istotnie wyzsza wzgledna ekspresj¢ EGRI (p=0,0009), ktory jest zaangazowany

W roznicowanie miogeniczne, obserwowano w grupie kokultury. Nie zaobserwowano istotnie

statystycznych rdznic w ekspresji markerow takich jak SOCS3, IL6, TCAP, ITGA7 czy TGFBI

(Rycina 13A). Wyzsza wzgledna ekspresj¢ biatka miozyny szkieletowej zaobserwowano

w grupie kokultury (p=0,0019) (Rycina 13B).
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Rycina 13. (A) Wzgledna ekspresja gendéw markerowych oznaczonych metodag qPCR (n=6).

(B) Poziom ekspresji biatka miozyny szkieletowej oznaczony technikg ELISA (n=6).
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Trojwymiarowe systemy hodowli znacznie wierniej oddaja zlozono$¢ interakcji
mi¢dzykomoérkowych niz tradycyjne hodowle dwuwymiarowe. Zastosowane mikrono$niki
zelatynowe zwigkszaja powierzchni¢ dostepng do adhezji i wzrostu komorek, jednoczesnie
zapewniajac efektywng wymiane sktadnikow odzywczych i gazéw dzieki swojej porowatej
strukturze (Swan 1 wsp., 2024). Bioreaktor typu spinner flask pozwala na réwnomierne
rozmieszczenie mikrono$nikow i sktadnikow odzywczych w catym naczyniu hodowlanym,
stanowigc bardzo dobry wybdr do skalowania hodowli komérkowych (Yang 1 wsp., 2022).
Odmienne cechy fizykochemiczne hodowli w naczyniach typu spinner flask, jak uktad
dynamiczny napgdzany mieszaniem, sita mechaniczna (gtéwnie naprezenie $cinajace) oraz
odmienny profil transferu sktadnikoéw odzywczych i1 tlenu - stanowig istotne czynniki
modulujgce wzrost komorek (Vallejos 1 wsp., 2011; Ismadi 1 wsp., 2014).

Podsumowujac, wspothodowla komoérek migsniowych z fibroblastami w warunkach 3D
potwierdzita wczedniejsze obserwacje, ze fibroblasty poprzez parakrynng sygnalizacje
wspierajg wezesne roznicowanie komorek migsniowych oraz potencjalnie wspieraja proces
proliferacji komorek migsniowych, co obserwowane byto poprzez zwigkszong ekspresje genow
PAX7, MYF51 MYOD. Ze wzgledu na specyficzne warunki hodowli w naczyniach typu spinner
flask (w tym warunki fizykochemiczne) obserwowane byly odmienne wzorce ekspres;ji
kluczowych markeréw miogenezy. Jednak w obu systemach hodowli obserwowane bylo

ukierunkowanie na promowanie wczesnego etapu réznicowania miogennego.
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7. Wnioski

Otrzymane wyniki pozwalajgq na sformulowanie nastepujacych wnioskow:

1. Rodzaj zastosowanej surowicy stanowi kluczowy element pozywki hodowlane;j,
wpltywajacy na proliferacje 1 roznicowanie bydlecych mig$niowych komorek
satelitarnych. Drugim istotnym elementem jest dodatek czynnika mitogennego.

2. Pozywka hodowlana suplementowana ptodowa surowica bydlgca oraz czynnikiem
mitogennym w st¢zeniu 10 ng/mL najsilniej stymuluje proliferacj¢ komorek
mig$niowych sposrod badanych uktadéw czynnikow.

3. Wspodthodowla komorek migsniowych z fibroblastami w systemie 2D promuje wczesny
etap réznicowania miogennego, co obserwowane jest poprzez wyzsza ekspresje genow
takich jak [7L6, SOCS3, EGRI oraz gendow kodujacych biatka strukturalne
1 cytoszkieletowe.

4. Sygnalizacja parakrynna fibroblastow moze regulowaé zakres roznicowania
miogennego, prowadzac do hamowania terminalnego réznicowania (tj. formowania si¢
miotub) na drodze m.in. sygnalizacji TGF-8.

5. Wspoéthodowla komorek miesniowych z fibroblastami w warunkach 3D promuje
wczesny etap rdznicowania miogennego, co obserwowane jest poprzez wyzsza
ekspresje markerow wczesnego réznicowania oraz przypuszczalnie promuje
proliferacje, co obserwowane jest poprzez wyzsza ekspresje genéow PAX7, MYF5
i MYOD.

6. Wspodthodowla komorek migsniowych z fibroblastami w warunkach 3D w bioreaktorze
typu spinner flask, ze wzgledu na specyficzne warunki hodowli, skutkuje odmienng
ekspresja markerow miogennych w poréwnaniu z hodowla 2D. Jednak w obu systemach
hodowli obserwowane bylo ukierunkowanie na promowanie wczesnego etapu
réznicowania miogennego.

7. Wykorzystanie sygnatow parakrynnych moze z sukcesem znalez¢ zastosowanie

w optymalizacji wielkoskalowej produkcji migsa technikami in vitro.
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8. Ograniczenia i przyszle kierunki badan

Przeprowadzone badania w ramach rozprawy doktorskiej wskazujg na istotny potencjat
wykorzystania sygnatow parakrynnych pochodzacych z fibroblastow w optymalizacji procesu
miogenezy w warunkach in vitro oraz w redukcji kosztow technologii ,,mi¢sa komorkowego™.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze skalowanie produkcji ,,migsa komodrkowego” wigze si¢
z konieczno$cig wdrozenia zaawansowanych technik hodowli w bioreaktorach, gdzie na
przebieg procesu wplywa wiele czynnikdw pominietych w niniejszej pracy, gltownie
zwigzanych z samg technologia, a nie z kwestiami biologicznymi — jak np. stres $cinajacy, stres
mechaniczny czy réwnomierna dystrybucja gazéw. Ponadto kluczowym etapem
komercjalizacji jest standaryzacja i obnizenie kosztéw pozywek hodowlanych.

Wiasciwym kierunkiem pozwalajagcym na rozwigzanie tego problemu bytaby
wspothodowla komodrek migsniowych z innymi typami komorek (jak fibroblasty), co
stanowitoby ekonomiczne Zrédlo sygnalow stymulacyjnych. Alternatywnym rozwigzaniem
byloby skupienie si¢ na konkretnych elementach sygnalizacji parakrynnej, takich jak
pecherzyki zewnatrzkomoérkowe (EVs), bedace podstawa sygnalizacji parakrynne;j.
Prowadzone obecnie badania w ramach grantu Preludium 22 z Narodowego Centrum Nauki
wstepnie potwierdzaja skuteczno$¢ wykorzystania pecherzykdéw zewnatrzkomoérkowych
pochodzacych z fibroblastow w modulacji przebiegu miogenezy.

Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze interpretacja uzyskanych wynikow wymaga
uwzglednienia specyfiki pierwotnych linii komorkowych, w tym wptywu ich pochodzenia (jak
typ tkanki, wiek osobnika) oraz stosowanych technik i parametréw hodowli (jak sposob

uzyskania homogennej linii komorkowej czy sktad pozywek hodowlanych).
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Simple Summary: Culturing of muscle precursor cells—satellite cells—is the basis for research
on obtaining meat using in vitro techniques, which can become an alternative to traditional meat
production. The available literature data do not give a clear answer as to the medium used at the
proliferation stage of bovine satellite cells; therefore, there is a need to select the level of components
of the growth medium. In our research, based on the fluorometric measurement of proliferating cell
growth and qPCR analysis, we examined the effect of the three most common components: glucose,
serum (bovine or horse), and bFGF—a mitogenic factor. The results show that the most critical
component affecting the proliferation rate is the serum—the addition of bovine serum, followed by
the addition of bFGF—at 10 ng/mL. In turn, the lower glucose content ensures the maintenance of
cells at the early stage of myogenesis and, thus, the self-renewal of their population. In conclusion, a
higher proliferation rate of bovine satellite cells is ensured under the conditions of bovine serum and
a mitogenic factor at 10 ng/mL.

Abstract: It is predicted that already in 2040, 35% of requirements for meat will be provided by
in vitro production. Recreating the course of myogenesis in vitro, and thus resembling a structure of
muscle tissue, is the basis for research focusing on obtaining cultured meat and requires providing
relevant factors supporting the proliferation of satellite cells—being precursors of skeletal muscles.
The present work aimed to develop the composition of the medium that would most effectively
stimulate the proliferation of bovine satellite cells (BSCs). The modeling and optimization methods
included the measurements of the synergistic, co-stimulatory effect of three medium components: the
amount of glucose, the type of serum (bovine or horse), and the amount of mitogenic factor—bFGE.
Additionally, the qPCR analyses determined the expression of genes involved in myogenesis, such
as Pax7 and Myogenic Regulatory Factors, depending on the level of the tested factor. The results
showed significant positive effects of serum type (bovine serum) and mitogenic factor (addition of
10 ng/mL bFGF) on the proliferation rate. In turn, qPCR analysis displayed no significant differences
in the relative expression level of Pax7 genes and MRF factors for both factors. However, a statistically
higher Pax7 and Myf5 gene expression level was revealed when a low glucose medium was used
(p < 0.05). In conclusion, the components of the medium, such as bovine serum and the addition of a
mitogenic factor at the level of 10 ng/mL, ensure a higher proliferation rate of BSCs and lower glucose
content ensured the expression of crucial genes in the self-renewal of the satellite cell population.

Keywords: proliferation; media composition; bovine satellite cells

1. Introduction

The world population is predicted to reach approximately 9.7 billion people in 2050 [1],
so the demand for food—including meat—will continue to increase, contrary to the ability
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to produce the resources necessary for its production. Conventional meat production is
associated with a destabilizing effect on the environment—highly impoverishing water
resources and using vast areas—as much as 2/3 of available agricultural land—for pastures
and meadows for grazing livestock [2]. Additionally, traditional meat farming leads to high
greenhouse gas emissions—mainly carbon dioxide, nitrous oxide, and methane—which
constitute 14% of total greenhouse gas emissions [3]. However, recent scientific reports
show that cultured meat production using highly purified culture media can generate
significantly higher carbon dioxide emissions than traditional meat husbandry. Solving
the endotoxins problem or using cheaper substitutes for media components made from
agricultural by-products would significantly reduce production costs [4]. In the context of
a direct impact on human health, meat obtained by conventional methods poses risks of
zoonotic pathogens and pesticides, fungicides or heavy metals used in agriculture for the
production of fodder may be toxic. Therefore, in vitro meat production (named alternative
“cultured meat”, “artificial meat”, or “lab-grown meat”) can be more environmentally
friendly (by using less water and land), safer, and healthier for consumers alternative
to traditional husbandry, due to much lower exposure to zoonotic pathogens such as
Salmonella, E. coli or Campylobacter [5]. The in vitro technology also creates the possibility
of enriching the composition of the product with nutrients that improve the quality and
healthiness of cultured meat [6]. Using the ability of muscle stem cells to proliferate,
differentiate, and self-renew their population, it is possible to construct three-dimensional
structures in vitro that correspond to muscle tissue. It is predicted that already in 2040, 35%
of requirements for meat will be provided by in vitro production [7].

As precursors of myofibers, muscle satellite cells (MuSCs) were first described by
Alexander Mauro [8], who observed their presence between the basement membrane and
the sarcolemma of myofibers dissected from the tibialis anticus muscle of an adult frog
by electron microscopy. Satellite cells play a crucial role in the myogenesis process—both
at the prenatal stage—when they are involved in muscle formation, and at the postnatal
stage, in the regeneration of damaged skeletal muscles. During the organism’s homeostasis,
MuSCs are in a quiescent state—in the Gy phase of the cell cycle, being mitotically inactive.
Because of activation, in the form of mechanical damage to the muscle, they re-enter
the G phase of the cell cycle. Gene Pax7 is expressed in quiescent satellite cells; during
MuSCs activation, additional genes such as genes from the family of myogenic regulatory
factors (MRFs)—Myfb and MyoD—are beginning to be expressed. Activated satellite cells
intensively proliferate to myoblast form and differentiate into myotubes, which is associated
with Myf6 and MyoG expression [9-11].

Recreating the course of myogenesis in vitro and thus resembling a structure of muscle
tissue is the basis for research focusing on obtaining cultured meat. In the available
literature, exist some combinations of medium components at the proliferation stage of the
culture of bovine satellite cells (BSCs), and the inconsistency between their composition
makes it difficult to select the optimal composition of the medium that supports the
proliferation process (Table 1). So far, the conducted research has focused mainly on the
selection of the medium at the stage of muscle cell differentiation [12,13]. Our research
aimed to develop the optimal composition of the medium that would most effectively
stimulate the proliferation of BSCs. In this case, achieving a high proliferation rate with a
low degree of muscle progenitor cells that undergo spontaneous differentiation is important.
The tested components were the glucose content, the type of serum and the concentration
of the mitogenic factor—bFGF—which are mainly used to cultivate MuSCs. Culture media
usually require serum supplementation and depend on cell type also other substances that
provide cells with an additional reservoir of biologically active factors such as cytokines
or hormones. The most popular type of serum is fetal bovine serum, but many studies on
satellite cells also use horse serum [14-16]. Moreover, other components such as growth
factors may stimulate dividing cells. bFGF—basic fibroblast growth factor—is a known
mitogenic factor, inhibiting the process of satellite cell differentiation [17]. In the study, we
used the modeling and optimization method—Design of experiment (DOE)—full fractional
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design, which allows for studying the influence of several factors on the response and
interactions between the tested factors [18]. Additionally, an analysis of the expression of
key genes involved in myogenesis—Pax7 and Myogenic Regulator Factors—MRF factors:
Myf5, MyoD, Myf6 and MyoG, depending on the level of a particular component of the
medium, was performed.

Table 1. Summary of compositions of media for BSCs cultivation.

Composition of Media for BSCs Cultivation References
Ham’s F-10 Nutrient Mix or DMEM/F-12 as basal medium, supplemented with 20% fbs and 5 ng/mL FGF-2 [19]
Low-glucose DMEM as basal medium, supplemented with 10% hs [20]
DMEM/F12 as basal medium, supplemented with 0.02 M glutamine and 10% fbs [12,21]
DMEM as a basal medium, supplemented with 20% fbs, and 5 ng/mL basic FGF [22]

2. Materials and Methods
2.1. Isolation of Muscle Satellite Cells

Satellite cells were isolated from musculus longissimus dorsi from female calf specimen
as two separate isolations (described as R1 and R2). A sample of skeletal muscles was
sourced from fresh slaughter waste and therefore required no ethical committee acceptance
according to local law. The tissue was digested with collagenase II (2 mg (500 U)/mL;
2-3 mL/g tissue; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in Phosphate Buffered
Saline—PBS buffer pH 7.2 (Thermo Fisher Scientific) with 4% BSA (Thermo Fisher Scientific)
for two hours at 37 °C. Then, cells were washed in PBS buffer and filtered through a
70 pm nylon strainer (Corning, New York, NY, USA). Cells were centrifuged for 10 min
at 500x g, the supernatant was discarded, and cells were purified by pre-plating method,
based on the rate of adhesion of different types of cells to the surface. Cells were seeded
in Skeletal Muscle Cell Medium (Cell Applications, Inc., San Diego, CA, USA) with 1% of
antibiotic Primocin (InVivoGen, San Diego, CA, USA) on non-coated culture dish. After 1h,
the medium containing non-adherent cells were collected, centrifuged, and the cells were
plated in the same medium on a thin layer of 0,1% gelatin (Thermo Fisher Scientific) [23].
The procedure was repeated during the next cell split. Part of the cells was frozen in a
medium DMEM (Thermo Fisher Scientific) with the addition of 20% fetal bovine serum
(Thermo Fisher Scientific), 1% antibiotic Primocin (InVivogen), and 10% DMSO (Thermo
Fisher Scientific).

2.2. Selection of the Components of the Tested Media

The experimental design was set to measure the synergistic, co-stimulatory effect of
three medium components, which effect was evaluated on the proliferation rate of BSCs.
Those stimulants were:

A—CGlucose content in the culture medium—DMEM medium with low glucose content
(1 g/L) versus DMEM medium with high glucose content (4.5 g/L) (Thermo Fisher Scientific).

B—Type of serum—horse serum (hs) at a concentration of 20% versus fetal bovine
serum (fbs) at a concentration of 20% (Thermo Fisher Scientific). It was hypothesized that
fetal bovine serum would stimulate the proliferation of BSCs more efficiently [24,25].

C—Content of bFGF (Thermo Fisher Scientific) with known mitogenic effect at con-
centrations of 5 ng/mL and 10 ng/mL.

Culture media was prepared fresh just before each medium change due to the instabil-
ity of bFGF.

During the entire experiment, sera from one lot were used due to the possibility of
differences in the concentration of individual components between batches.

2.3. Cell Culture and Estimation of Proliferation Rate and Visualisation

Satellite cell lines R1 and R2 (both—3rd passage since isolation) were plated in the
96-well multiwell plate at a density of 3500 cells/wells in Skeletal Muscle Cell Medium
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(Cell Applications, Inc.) supplemented with 1% addition of antibiotic Primocin (InVivo-
Gen) on a thin layer of 0.1% gelatin used as a coating (Thermo Fisher Scientific). Each
cell line consisted of four replicates per experimental group. After 24 h, the number of
cells in each well was estimated based on a fluorimetric method—CellTiter Blue Assay
(Promega, Madison, WI, USA). The CellTiter solution was prepared according to the manu-
facturer’s protocol, then was added to the plate with treated cells and incubated for one
hour in 5% CO, in humidified air at 37 °C (previously length of the incubation period
and the number of cells/wells were optimized). Fluorescence intensity was measured at
535 nm excitation and 595 nm emission wavelength using PlateReader AF2200 (Eppendorf,
Hamburg, Germany). After the measurement, in each group tested media were added
containing an appropriate amount of tested factors. The number of proliferating cells was
estimated, based on CellTiter Blue assay, after three, five, seven, and ten days of incubation
in the tested medium. The measurement results were obtained in the RFU unit—relative
fluorescence unit. RFU values from each measurement were normalized based on day 0
RFU values.

Alongside to described, microscopic observation of satellite cells was carried out.
Pictures of the representative area were visualized in Opta-tech microscope using OptaView-
IS programme. Further post-processing consisted of contrast enhancement for every picture
using Image] CLAHE algorithm (blocksize 79, hist bins 50, max slope 2.5) [26,27].

2.4. Statistical Analysis

The results were analyzed using Python [28] with NumPy [29], SciPy [30], Statsmod-
els [31], Pandas [32,33], and Matplotlib [34]. A 23 full factorial design was applied to
evaluate the effects of three factors (Xi) on experimental results. The high and low levels
defined for the 23 factorial designs are presented in Table 2. The variables X;, X, and
X3 represented the levels of glucose, serum, and bFGF, respectively. The analysis was
performed separately for R1 and R2 cell lines and on the subsequent day of the experiment
(3, 5,7, or 10), so eight designs of experiments (DoE) were created. Additionally, the design
is replicated fourth time. The experimental conditions obtained for each reaction set by the
full factorial design are shown in Table 3. Every treatment factor in an experiment has two
levels. The higher level (maximum) was designated as (+1) and the lower value (minimum)
was designated as (—1).

Table 2. Factors and levels used in 23 factorial designs.

Variables Factors Minimum Value (—1) Maximum Value (+1)
X1 Glucose Low High
X5 Serum 20% hs 20% fbs
X3 bFGF 5ng/mL 10 ng/mL

fbs—fetal bovine serum, hs—horse serum.

Table 3. Experimental design matrix and mean experiment results.

Glucose Serum bFGF Day
Experiment (A) X1 (B) Xy Q) X3 3 5 7 10
CellR1
1 Low -1 20% hs -1 5 -1 15,955.75 31,677.25 28,933.00 33,853.67
2 High 1 20% hs -1 5 -1 16,306.75 34,783.50 27,695.00 33,094.92
3 Low -1 20% fbs 1 5 -1 19,805.75 38,343.00 34,947.75 39,300.67
4 High 1 20% fbs 1 5 -1 24,156.25 37,564.50 28,476.25 38,544.92
5 Low -1 20% hs -1 10 1 22,741.75 31,017.50 30,000.75 36,570.17
6 High 1 20% hs -1 10 1 25,299.75  28,279.25 28,439.75  36,007.92
7 Low -1 20% fbs 1 10 1 24,983.50 36,288.25 35,539.75 44,442.42
8 High 1 20% fbs 1 10 1 30,865.50 38,722.75 35,602.00 44,852.17
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Table 3. Cont.

Glucose

Experiment (A)

bFGF
(@]

Serum

(B)

Day
X3 3 5 7

Xz 10

Cell R2

1 Low
High 1
Low
High 1
Low
High 1
Low
High 1

R IO UL WD

20% hs -1
20% hs -1
20% fbs 1

20% fbs 1 5
20% hs -1 10 1
20% hs -1 10
20% fbs 1 10
20% fbs 1 10

-1
-1
-1

8235.83
10,363.08
9674.08
11,130.58
8640.83
8268.33
11,351.08
8238.33

15,581.58
14,512.83
18,065.83
19,391.58
16,889.08
15,504.33
21,916.33
20,687.58

16,733.53
15,741.53
21,579.53
22,167.53
20,221.50
18,161.50
27,310.75
23,910.00

20,570.58
20,267.58
29,369.08
28,893.08
25,239.33
21,907.83
36,324.83
33,665.08

a1 U1 Q1

—_ =

fbs—fetal bovine serum; hs—horse serum.

The coded mathematical model may be given as:
Y = Xp + qul + O(2X2 + O(3X3 + (XquXz + OC13X1X3 + 0623X2X3 + 0(123X1X2X3

where Y is the proliferation rate measured as RFU value, X; are the coded variables
(=1 or +1), and o represents the fitted constants. Additionally, in this notation the «;;
constant represented the estimation of the interaction effect between factor i and j for
the response.

The p-values are used as a tool to check the significance of each coefficient, which can
indicate the pattern of the interactions between the independent variables. If the p-value
is below 0.05, then the model is significant at the 95% confidence interval. Additionally,
the Akaike Information Criterion (AIC), Bayesian Information Criterion (BIC), coefficient
of determination (R?), and adjusted coefficient of determination (R? adj) were calculated to
show the goodness of fit of models.

Pareto’s charts were used to evaluate the meaning and type of effects. Pareto anal-
ysis indicates the relative importance of each independent model’s parameter and their
interactions on the proliferation rate measured as RFU value. The values displayed in the
horizontal columns are the absolute values of t-Student test values for each effect and the
vertical line indicates the minimal significant effect magnitude for a 95% confidence level.

At the end of the analysis, the statistical validation of the model was performed
using an analysis of variance (Table 4). The main effect is the mean of all of the responses
produced by changing the level of a factor, i.e., glucose, serum, or bFGE.

Table 4. Analysis of variance (p-values) for cell lines R1 and R2 in subsequent day of experiment.

Source

Cell Line R1 Cell Line R2

Day 3

Day 5 Day 7 Day 10 Day 3 Day 5 Day 7 Day 10

2.00 x 10712
9.29 x 1073

Main effects
2-way
interactions
3-way

. ) 7.81 x 1071
interaction

3.56 x 10714
437 x 1072

3.07 x 1077 2.39 x 10716
517 x 1072 3.17 x 1073

712 x 1074
8.76 x 10~°

1.35 x 10712
6.47 x 1072

8.79 x 10710
1.99 x 1073

1.94 x 1078
1.24 x 1071

299 x 1073 3.06 x 1073 650 x 1071 8.69x 1072 658 x107% 272 x 1072 7.34 x 1071

If the p < 0.05, then the source is significant.

2.5. Analysis of the Expression of Genes of Myogenesis

For the analysis of myogenesis gene expression, the effect of each component was
examined individually. Satellite cells (3rd passage) were plated on 35 mm culture dishes
at a density of 70,000 cells/dish in Skeletal Muscle Cell Medium (Cell Applications, Inc.)
supplemented with 1% of antibiotic Primocin (InVivoGen) on a thin layer of 0.1% gelatin
(Thermo Fisher Scientific), six replicates per group, within the tested factor. After 24 h,
the medium was replaced with the tested medium depending on the group studied. Af-
ter three days, three replicates from each group were harvested, and RNA was isolated
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according to the manufacturer’s protocol using PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher
Scientific). The medium was changed to a new one in the residual culture plates and after
five days, RNA was isolated as described above. RNA concentration was determined
using a NanoDrop2000C (Thermo Fisher Scientific) spectrophotometer, and the integrity
of the isolated RNA was checked electrophoretically on a 1.5% agarose gel. Reverse tran-
scription was performed using a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific). Before starting the analysis, all tested solutions were equilibrated, re-
garding RNA concentrations in RNase-free water. The qPCR method was used to deter-
mine the expression of Pax7, Myf5, MyoD, Myf6, and MyoG genes. The RPL27 and OAZ1
genes were the endogenous control. The primer sequences were designed in Primer3Web
(v. 4.1.0, https:/ /primer3.ut.ee/, accessed on 30 November 2022) and produced by Genomed
(Warsaw, Poland) (Table 5). Gene expression analysis was performed using the HS-PCR
Mix SYBR according to the manufacturer’s protocol (A&ABiotechnology, Gdansk, Poland)
and QuantStudio 7 Pro System (Thermo Scientific).

Table 5. Primer sequences for studied genes.

Gene Starter Forward Starter Reverse Length of the Product
Pax7 5 AAGCGGACAAGAAGGAGGAG 3 5 CGGGTTCTGACTCCACATCT 3’ 114

Myf5 5 TGCTTAGGGAACAGGTGGAA 3 5 AACTGCTGCTCTTTCTGGAC 3/ 135

MyoD 5" AACACTACAGCGGCGACT 3/ 5’ GTAGTAAGTGCGGTCGTAGC 3’ 122

Myfe 5 CCCTTCAGCTACAGACCCAA 3 5 CCTTGGCAGTTATCACGAGC 3’ 118

MyoG 5" TCCAGTACATAGAGCGCCTG 3’ 5’ CTATGGGAGCTGCATTCACTG 3 121
RPL27 5" ATAATCACCTCATGCCCACAA 3" 5 CATGACCTTTGCCTCTCGTC 3’ 206

OAZ1 5 TTCGCCAGAGAGAAGGAAGG 3 5 GGACCCAGGTTACTACAGCA 3/ 143

2.6. Statistical Analysis of the Expression of Genes

Statistical analysis of the obtained results was carried out in the Statistica program
(StatSoft, v.13). The normal distribution was tested with the Shapiro-Wilk test. The analyzes
were based on the one-way analysis of variance (ANOVA) using the Bonferroni post hoc
test. In the case of failure to comply with assumptions of Leavene’s test, the Mann-Whitney
U test was used.

3. Results
3.1. Full Factorial Design of Tested Components

On the third day, in cell line R1 (Table 6 and Figure 1a), the concentration of bFGF in
the medium (component C) showed the most robust effect strength of 6.92 x 103 value
from among tested components. All the effects of the main tested, i.e., glucose (A), serum
(B), and bFGF (C) components, were significant (p < 0.05). The interaction of the two A:B
factors was significant (p < 0.05). The obtained results indicate that component C is a key
factor in stimulating the proliferation of satellite cells and that its level is independent of
the levels of other tested components on the third day. According to the data presented
in Table 6 and the graphical Pareto chart shown in Figure 1a, the final first-order model
for RFU in terms of coded parameters can be proposed. What is important, the nonsignif-
icant effects were neglected to form the best-fitted regression equation, so the proposed
model was:

RFU value at 3rd day = 22,514.38 + 1642.69X; + 2438.38X; + 3458.25X5 + 915.44X; Xy
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Table 6. Estimated effects and coefficients for media components, day 3, cell line R1.
Term Effect Coefficient SE Coef t-Value p-Value

Constant 450 x 10* 22,514.38 299.62 75.14 5.34 x 10730

A 3.29 x 103 1642.69 299.62 5.48 1.23 x 10°°

B 4.88 x 103 2438.38 299.62 8.14 233 x 108

C 6.92 x 10° 3458.25 299.62 11.54 2.79 x 10~ 11

AB 1.83 x 10% 915.44 299.62 3.06 544 x 1073

A:C 9.35 x 102 467.31 299.62 1.56 1.32 x 10~}

B:C —9.73 x 102 —486.50 299.62 —1.62 1.18 x 1071

A:B:C —168.875 —84.44 299.62 —0.28 7.81 x 1071
AIC BIC R? R?,4;
573.47 585.20 0.91 0.88

A - Glucose
B - Serum
C - bFGF

2 & a
Standard effact

T T T T T T
n 2 Bl & B o 2 4 6 8 10 12

Standard effect Standard effact

Figure 1. Pareto chart for standard effect; cell line R1; (a)-3rd day, (b)-5th day, (c)-7th day, (d)-10th
day. Red vertical line correspondences to a significance level of « = 0.05.

On days 5, 7, and 10, in cell line R1 (Tables 7-9 and Figure 1b—d), the serum type
(component B) showed the most robust effect strength of 6290.25; 4874.313; 6903.375 values
from among tested components, respectively. The type of serum was the most important
component affecting the proliferation of BSCs. The factors that occur with a p-value less
than 0.05 are considered to have a significant effect on the response significantly. On
days 5 and 10, the main effects of components B and C were significant (p < 0.05), and on
day 7, all the tested components, i.e., glucose (A), serum (B), and bFGF (C) were significant
(p < 0.05). On days 5, 7, and 10, the interaction of factors B:C was significant, and on day 7,
the interaction of factors A:C was significant. On days five and seven, the interaction of all
three factors A:B:C was significant. Thus, according to the data presented in Tables 7-9 and
in Figure 1b—d, the regressions model for RFU in terms of coded parameters were:

RFU value at the 5th day = 34,584.50 + 3145.13X, — 1007.56X3 + 783.44X,X5 + 1132.19X; X, X3,
RFU value at the 7th day = 31,204.28 — 1151.03X; + 2437.16X, + 1191.28X5 + 776.34X, X5 + 738.16 X, X3 + 857.09X1 X, X3,

RFU value at the 10th day = 38,333.69 + 3451.69X; + 2134.81X5 + 727.44X; Xy.
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Table 7. Estimated effects and coefficients for media components, day 5, cell line R1.
Term Effect Coefficient SE Coef t-Value p-Value
Constant 6.92 x 10% 34,584.50 342.80 100.89 463 x 10733
A 5.06 x 102 253.00 342.80 0.74 4.68 x 1071
B 6.29 x 103 3145.13 342.80 9.17 257 x 1077
C —2.02 x 103 —1007.56 342.80 —2.94 717 x 1073
AB 3.22 x 102 161.00 342.80 0.47 6.43 x 1071
A:C —6.58 x 102 —328.94 342.80 —0.96 3.47 x 1071
B:C 1.57 x 108 783.44 342.80 2.29 314 x 1072
A:B:C 2264.375 1132.19 342.80 3.30 299 x 1073
AIC BIC R? R?,4;
582.09 593.81 0.82 0.77
Table 8. Estimated effects and coefficients for media components, day 7, cell line R1.
Term Effect Coefficient SE Coef t-Value p-Value
Constant 6.24 x 10% 31,204.28 260.24 119.90 7.40 x 103
A —2.30 x 103 —1151.03 260.24 —4.42 1.80 x 104
B 4.87 x 103 2437.16 260.24 9.36 1.74 x 1079
C 2.38 x 103 1191.28 260.24 458 1.22 x 1074
A:B —9.03 x 102 —451.28 260.24 -1.73 9.57 x 1072
A:C 1.55 x 103 776.34 260.24 2.98 6.46 x 1073
B:C 1.48 x 10° 738.16 260.24 2.84 9.12 x 1073
A:B:C 1714.188 857.09 260.24 3.29 3.06 x 1073
AIC BIC R? R
564.45 576.18 0.87 0.83
Table 9. Estimated effects and coefficients for media components, day 10, cell line R1.
Term Effect Coefficient SE Coef t-Value p-Value
Constant 7.67 x 104 38,333.69 263.46 145.50 7.17 x 10737
A —4.17 x 10? —208.38 263.46 —0.79 437 x 107!
B 6.90 x 103 3451.69 263.46 13.10 1.99 x 1012
C 427 x 103 2134.81 263.46 8.10 251 x 108
A:B 2.44 x 102 121.88 263.46 0.46 6.48 x 1071
A:C 3.41 x 102 170.25 263.46 0.65 5.24 x 1071
B:C 1.45 x 103 727 44 263.46 2.76 1.09 x 1072
A:B:C 242.25 121.13 263.46 0.46 6.50 x 1071
AIC BIC R? R
565.24 576.97 0.91 0.89

Four of the goodness of fit parameters, i.e., AIC, BIC, R? and R? adj Were calculated.
The model with the lowest AIC and BIC and with higher, closer to 1 R? and Rzadj had better
fit to data. In the case of R1 cell line, the obtained statistical parameters are presented in
Tables 6-9 and show a better fit on the 3rd and 10th days.

On days 3, 5, 7, and 10, in cell line R2 (Tables 10-13 and Figure 2), the serum type
(component B) showed the most robust effect strength of values of 1221.5, 4393.375, 6027.438,
and 6903.375 among tested components, respectively. On days 3, 5, and 10, the main effects
of components B and C were significant, and on day 7, the main effects of all components
(i.e., A, B, C) were significant. On day three, the two interactions between factors A:B and
A:C were significant, whereas on days 7 and 10, the interaction between factors A:C and
B:C was significant. Moreover, on day seven, the interaction of the three factors A:B:C was
also significant. The proposed equations of the final first-order models for RFU in term of
coded parameters on each day were:



Animals 2023, 13, 1855 90f17

RFU value at 3rd day = 9487.44 + 610.75X, — 363.13X3 — 426.38X; X, — 883.63X1 X3,
RFU value at the 5th day = 17,818.31 + 2196.69X, + 930.69X;,
RFU value at the 7th day = 20,728.22 — 733.09X; + 3013.72X, + 1672.72X3 — 632.09X1 X3 — 730.1875X1X,X3,
RFU value at the 10th day = 27,029.34 — 846.28X; + 5033.34X; + 2254.59X3 — 651.53X1 X3 + 677.34X,XG.

Table 10. Estimated effects and coefficients for media components, day 3, cell line R2.

Term Effect Coefficient SE Coef t-Value p-Value
Constant 1.90 x 10* 9487 .44 144.90 65.48 1.43 x 10728
A 2.46 x 101 12.31 144.90 0.08 9.33 x 1071
B 1.22 x 10° 610.75 144.90 422 3.06 x 1074
C —7.26 x 102 —363.13 144.90 —2.51 1.94 x 1072
A:B —8.53 x 102 —426.38 144.90 —2.94 711 x 1073
A:C —1.77 x 103 —883.63 144.90 —6.10 2.68 x 107
B:C 1.19 x 102 59.31 144.90 0.41 6.86 x 1071
A:B:C —517.375 —258.69 144.90 -1.79 8.69 x 1072
AIC BIC R2 R,
526.98 538.70 0.75 0.68
Table 11. Estimated effects and coefficients for media components, day 5, cell line R2.
Term Effect Coefficient SE Coef t-Value p-Value
Constant 3.56 x 104 17,818.31 289.42 61.57 6.22 x 10~28
A —5.89 x 102 —294.56 289.42 —1.02 3.19 x 101
B 439 x 103 2196.69 289.42 7.59 7.91 x 108
C 1.86 x 10° 930.69 289.42 3.22 3.70 x 1073
AB 6.38 x 102 318.81 289.42 1.10 2.82 x 1071
A:C —7.18 x 102 —358.81 289.42 —1.24 227 x 101
B:C 7.12 x 10% 355.94 289.42 1.23 231 x 1071
A:B:C —559.625 —279.81 289.42 —0.97 3.43 x 1071
AIC BIC R? R%,q
571.25 582.98 0.76 0.68
Table 12. Estimated effects and coefficients for media components, day 7, cell line R2.
Term Effect Coefficient SE Coef t-Value p-Value
Constant 415 x 10* 20,728.22 155.25 133.51 5.63 x 10736
A —147 x 103 —733.09 155.25 —4.72 842 x 107°
B 6.03 x 103 3013.72 155.25 19.41 3.52 x 10716
C 3.35 x 103 1672.72 155.25 10.77 1.12 x 10710
A:B 5.98 x 10! 29.91 155.25 0.19 8.49 x 10!
A:C —1.26 x 103 —632.09 155.25 —4.07 440 x 107*
B:C 3.91 x 102 195.72 155.25 1.26 2.20 x 1071
A:B:C —730.1875 —365.09 155.25 —2.35 2.72 x 1072
AIC BIC R? R
531.39 543.12 0.96 0.94
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Table 13. Estimated effects and coefficients for media components, day 10, cell line R2.

Term Effect Coefficient SE Coef t-Value p-Value
Constant 5.41 x 104 27,029.34 306.69 88.13 1.18 x 103!
A —1.69 x 103 —846.28 306.69 —2.76 1.09 x 1072
B 1.01 x 10* 5033.34 306.69 16.41 151 x 10714
C 451 x 103 225459 306.69 7.35 1.36 x 1077
AB 1.25 x 10% 62.34 306.69 0.20 841 x 1071
A:C —1.30 x 103 —651.53 306.69 —2.12 441 x 1072
B:C 1.35 x 108 677.34 306.69 2.21 3.70 x 1072
A:B:C 211.1875 105.59 306.69 0.34 7.34 x 1071
AIC BIC R? R?,4;
574.96 586.69 0.93 0.91

2 3 4 S 6
Standard effect

Aac«l A - Glucose
B - Serum

A i C- bFGF

5 10 15 20 0.0 25 5.0 75 100 125 150
Standard effect Standard effect

Figure 2. Pareto chart for standard effect; cell line R2; (a)-3rd day, (b)-5th day, (c)-7th day, (d)-10th
day. Red vertical line correspondences to a significance level of « = 0.05.

The goodness of fit parameters, i.e., AIC, BIC, R2, and R? adj of R2 cell line, are presented
in Tables 10-13 and shows better fit on the 7th and 10th days.

In addition, for an evaluation of models and the relationship between factors A, B,
C and response and cube plots, as shown in Figures 3 and 4, were generated. In cell line
R1 (Figure 3), the highest RFU value was obtained for bovine serum and 10 ng/mL bFGF
and on the third and seventh days also for high glucose content. On day three, higher
RFU values were obtained primarily for the higher level of component C—10 ng/mL bFGF
(p < 0.05). The level of component B—the type of medium, where bovine serum gave
higher values (p < 0.05), and the level of component A—glucose level—where high glucose
content resulted in higher values also had a significant effect (p < 0.05). On days 5, 7, and 10,
higher RFU values were observed primarily in the group with a higher value of component
B—bovine serum (p < 0.05). An important component was also bFGF (component C), where
using a higher dose—10 ng/mL—resulted in higher RFU values (p < 0.05). On day seven, a
significant effect was also shown by the glucose level in the medium—component A, where
higher glucose content resulted in higher RFU values (p < 0.05).
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Figure 4. Cube plot for media components, cell line R2; (a)-3rd day, (b)-5th day, (c)-7th day, (d)-10th day.
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In cell line R2 (Figure 4), the highest RFU value was obtained for bovine serum
(component B) and 10 ng/mL bFGF (component C), and on days 7 and 10 also for low
glucose content (component A). Higher RFU values were obtained mainly for component
B—Dbovine serum (p < 0.05), but the level of component C also had a significant effect—
bFGF—at the level of 10 ng/mL (p < 0.05). On days 7 and 10, component A—glucose
content also had a significant effect, where lower levels resulted in higher RFU values
(p < 0.05).

3.2. Microscopic Observations of Proliferating BSCs

Microscopic observation showed that in the group treated with bovine serum and
10 ng/mL bFGF addition, cell differentiation was lower than in the group with horse serum
and 5 ng/mL bFGF addition (Figure 5). There formation of myotubes was observed already
on the fifth day of the experiment.

R n ':b:gy-:u/

e 2 A
A e E o
S e

el A
>

Figure 5. Microscopic observations of proliferating satellite cells (representative selection)
(A)—satellite cells cultured in a medium with high glucose content, 20% addition of bovine serum,
and 10 ng/mL bFGF; (B)—cell culture of satellite cells in a medium with low glucose content and
20% addition of horse serum. Scalebar represents 500 um.

3.3. Gene Expression: Genes Involved in Myogenesis

For the groups differing in bFGF content, no significant differences were found in the
relative expression of the examined genes on the third and fifth days (Figure 6). For groups
differing in glucose content, significantly higher levels of relative expression of Pax7 and
Myf5 genes—genes expressed at the early stage of myogenesis—were found in the group
supplemented with lower glucose content on the third day (p < 0.05). On the fifth day, no
significant differences in the relative expression of the tested genes were observed between
the study groups (Figure 7). For the groups differing in the type of serum, no significant
differences in the relative expression of the examined genes were found on the third day.
However, large standard deviations were observed in the group treated with horse serum.
On the fifth day, a significantly higher relative level of Pax7 and Myf6 gene expression was
observed in the bovine serum-treated group and a significantly higher relative expression
level of Myfb gene expression in the horse serum-treated group (p < 0.05) (Figure 8).
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Figure 6. Quantitative PCR analysis of specific markers for muscle satellite cells maintenance in
tested media differing in the amount of bFGE.
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Figure 7. Quantitative PCR analysis of specific markers for muscle satellite cells maintenance in
tested media differing in the amount of glucose; p < 0.05 *.
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Figure 8. Quantitative PCR analysis of specific markers for muscle satellite cells maintenance in
tested media differing in the type of serum; p < 0.05 *.

4. Discussion

Recreating the process of myogenesis in vitro requires the provision of relevant factors
supporting the proliferation of satellite cells, which are contained in the culture medium.
Our research aimed to develop the composition of the culture medium that would most
efficiently support the proliferation of BSCs. The experimental design was set to measure
the synergistic, co-stimulatory effect of three medium components: glucose content, type of
serum (bovine or horse), and mitogenic factor—bFGF—content. Each observation (except
observation for 3rd day, cell line R1) showed that the type of serum had the most robust
effect on the proliferation rate of BSCs amongst tested components. The main effect of the
tested component was statistically significant (p < 0.05), and in addition, in the majority
of the observations, the interaction between component B (serum type) and component
C (bFGF) was statistically significant (p < 0.05). In the present study, bovine serum was
proven to stimulate the proliferation of BSCs to a greater extent than horse serum. Our
observations are consistent with the study by Woods et al. [35], which showed a higher
proliferation rate of BSCs in a medium supplemented with bovine serum than horse serum
24 h after cell seeding. Research by Franke et al. [25] focusing on comparing the effect
of bovine and horse serum on the proliferation and differentiation of equine bronchial
fibroblasts showed that bovine serum more efficiently supported the proliferation process of
fibroblasts by maintaining normal cell morphology and increasing the number of passages.
Similar observations were made in the case of equine mesenchymal stromal cells, where
cells cultured in bovine serum proliferated faster and secreted much more, e.g., bFGF and
interleukins (IL-4, IL-5, IL-17) [24]. Gene expression analysis did not provide conclusive
information on which of the sera maintained the expression profile characteristic of the early
stage of myogenesis. A statistically higher expression level of Pax7 and Myf6 genes was
observed in the group treated with bovine serum (p < 0.05). Pax7 and Myf6 genes expression
occur at different stages of myogenesis, in the early and late stages, respectively. Quiescent
satellite cells express Pax7, which maintains cells in an undifferentiated state and regulates
genes involved in the initiation of proliferation and inhibiting differentiation [8,36]. The
expression of Myf6 gene—supervises the inhibition of premature differentiation and is
maintained at a state level [37,38]. However, it is worth noting that the standard deviations
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within the group treated with horse serum were high, which may suggest that bovine
serum provides more stable conditions for cell proliferation.

Basic fibroblast growth factor (bFGF) can regulate proliferation and myogenesis by
stimulating or inhibiting muscle metabolic pathways [39]. Studies conducted on Jeju Black
pig muscle cells showed that the presence of bFGF affected the rate of proliferation and,
together with EGF, also the level of expression of the MyoD gene [40]. The present study
confirmed the pro-mitogenic effect of bFGF on BSCs and after the serum type showed
the most robust effect on the proliferation rate. Each observation showed that the factor’s
main influence was statistically significant (p < 0.05). Interactions between component C
(bFGF) and component B (serum type) in most observations were statistically significant.
In the R2 cell line, a statistically significant interaction between component A (glucose)
and component C (bFGF) content was observed on the 3rd, 7th and 10th days (p < 0.05).
In greater observations, the addition of 10 ng/mL bFGF resulted in a significantly higher
rate of proliferation than the addition of 5 ng/mL. Higher concentrations of bFGF were
not tested due to the need to select the two most commonly used levels by reason of the
mathematical model used. Moreover, microscopic observations showed that in the group
treated with bovine serum and 10 ng/mL bFGF differentiation was lower than in the group
with horse serum and 5 ng/mL bFGF, which is consistent with the rest of the observations.
This confirms the fact that using bovine serum together with bFGF at the level of 10 ng/mL
more effectively supports the proliferation process.

Recent research shows that muscle cells’ proliferative and self-renewal capacities are
greater in a medium with a lower glucose content [41]. Moreover, high glucose concentra-
tions may induce adipogenic differentiation in satellite cells [42]. This examination could
be successfully used in a selection of the composition of the medium for co-cultures of
satellite cells with adipocytes in seeking to obtain cultured meat. In this study, generally,
we observed no significant effect associated with glucose content on the proliferation rate
in BSCc compared to the other components. Notably, the expression of Pax7 and Myf5
genes—genes expressed at the early stages of myogenesis—was significantly higher in
the group supplemented with lower glucose content on the third day. The observation is
consistent with the research of Furuichi et al. [41] and proves the ability of satellite cells
to self-renew in conditions of lower glucose content. These results would suggest using
a medium with low glucose content, which provides higher expression levels of genes
involved in the self-renewal of satellite cell populations.

It is worth noting that cell cultivation based on serum of animal origin is contrary to
the ideology of cultured meat, raises many ethical controversies, and requires high financial
investments. Research is still undertaken to find optimal substitutes for animal serum
because serum-free cultures are still inefficient [43]. In 2022, Stout et al. [44] proposed
the Beefy-9—B8 medium supplemented with recombinant albumin—which allowed the
cultivation of BSCs for seven passages. Independently, in 2022, Kolkmann et al. [19]
developed a serum-free medium (SFM) composition supporting proliferation almost as
efficiently as the medium supplemented with animal serum. However, both solutions still
require a lot of studies, although they optimistically approach us closer to serum-free cell
cultivation, which is free of suffering for animals.

5. Conclusions

The component which most significantly affects the level of BSCs proliferation is the
type of serum. Using bovine serum provides a higher rate of proliferation and based
on qPCR analysis, it would seem that there are more stable growth conditions for cells
than horse serum. The second significant component is bFGF, where adding 10 ng/mL
significantly increased the proliferation rate. In most observations, glucose does not
significantly affect the rate of proliferation. However, the low glucose content ensured
the expression of crucial genes in the self-renewal of the satellite cell population, which is
consistent with previous studies. The highest rate of proliferation measured as RFU value
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was observed, supposing the addition of bovine serum and bFGF at the concentration
of 10 ng/mL.
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