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Migso komorkowe (ang. cultured meat) stanowi uzupetnienie dla tradycyjnej hodowli
migsa, wykorzystujac zdolnos¢ komorek migsniowych do formowania w warunkach in vitro
zaawansowanych trojwymiarowych struktur odpowiadajacych tkance migsniowe;j.
Wykorzystanie potencjatu migsniowych komoérek — komoérek prekursorowych migsni — do
samoodnowy, proliferacji i roéznicowania, w polaczeniu z zaawansowanymi technikami
hodowli komorkowej, umozliwitlo przeprowadzenie pomyslnych prac prowadzacych do
otrzymania in vitro struktur odpowiadajacych tkance migsniowej. Niemniej jednak, redukcja
kosztow produkcji koncowego produktu oraz doskonalenie technik bioinzynieryjnych
wymagaja dalszych badan naukowcoéw z wielu dziedzin.

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

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

Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow 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 proliferacj¢ (tj. w pozywce wzrostowej)

obserwowano zwigkszong ekspresje gendOw wczesnego roznicowania, takich jak EGR1, IL6,



NR4A1, SOCS3 czy EYA2, przy jednoczesnej supresji ekspresji gendw poznego roznicowania.
Po indukcji ré6znicowania poprzez modyfikacj¢ warunkéw hodowli efekt ten ulegat nasileniu,
co wskazuje, ze sygnalizacja parakrynna fibroblastéw moze regulowaé zakres rdznicowania
miogennego. Istotnym okazal si¢ rOwniez stosunek sygnatéw parakrynnych, ktory ulegat
zmianom w trakcie hodowli z uwagi na szybsze tempo proliferacji fibroblastoéw, co mogto
wywiera¢ hamujacy wpltyw na terminalne réznicowanie (tj. formowanie si¢ miotub) m.in.
poprzez podwyzszong sygnalizacje TGF-R.

Ocena parakrynnego wptywu fibroblastow na przebieg miogenezy w warunkach
trojwymiarowych, z wykorzystaniem zelatynowych mikrono$nikow 1 bioreaktorow typu
spinner flask, wykazata istotnie wyzszg ekspresj¢ genéw zaangazowanych w proliferacje (jak
PAX7, MYF5, MYOD), jak i wczesne roznicowanie (MYOG, EGR1). Ponadto, poziom ekspresji
biatka miozyny szkieletowej — markera réznicowania — byl istotnie wyzszy w warunkach
kokultury z fibroblastami.

Podsumowujac, fibroblasty na drodze parakrynnej sygnalizacji wplywaja stymulujaco
na wczesny etap roznicowania miogennego komoérek mie$niowych, co potwierdzajg analizy
przeprowadzone z wykorzystaniem modeli hodowli dwuwymiarowych i trojwymiarowych.
Poprzez modulacj¢ stosunku ilo$ci sygnatow pochodzacych z fibroblastéw mozliwe jest
ukierunkowane indukowanie réoznicowania miogennego. Ponadto uzyskane wyniki wskazuja
na potencjat wykorzystania elementow sygnalizacji parakrynnej, np. w postaci pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych (EVs — ang. extracellular vesicles), jako efektywnego substytutu

kosztownych czynnikéw biologicznych i chemicznych dodawanych do pozywki hodowlane;.






