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E se provassimo a “restaurare” i muscoli invecchiati?

Ci vuole tutta una vita per ritornare giovani
Pablo Picasso

Con l'avanzare dell'eta, la forza muscolare scheletrica diminuisce progressivamente (sarcopenia),
portando a una riduzione della mobilita, della funzionalita e della qualita della vita

Grounds MD. Age-associated changes in the response of skeletal muscle cells to exercise and regeneration. Ann N 'Y
Acad Sci. 1998 Nov 20;854:78-91.
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Sono state proposte diverse strategie farmacologiche per il trattamento dell'atrofia muscolare,
mirate a invertire I'atrofia delle miofibre o a promuovere l'ipertrofia delle miofibre, e progettate
principalmente per agire sui meccanismi mitocondriali, catabolici e anabolici nel contesto della
cachessia o della sarcopenia

Stitt TN et al. , The IGF-1/PI3K/Akt pathway prevents expression of muscle atrophy-induced ubiquitin ligases by
inhibiting FOXO transcription factors. Mol Cell. 2004 May 7;14(3):395-403.

Nonostante questi importanti progressi, non esistono attualmente terapie farmacologiche in uso
clinico in grado di migliorare o invertire il declino della forza muscolare negli anziani, che

rappresenta un problema sanitario costoso e in costante aumento

Glass D, Roubenoff R. Recent advances in the biology and therapy of muscle wasting. Ann N Y Acad Sci. 2010
Nov;1211:25-36.

Una strategia alternativa o sinergica per aumentare la forza muscolare sfrutta la capacita
rigenerativa delle cellule staminali muscolari (MuSC; note anche come cellule satellite che
risiedono sulle fibre muscolari e sono dedicate alla loro riparazione. Poiché il numero di MuSC
rimane relativamente costante durante l'invecchiamento nei topi e negli esseri umani fino a tarda



eta, una ridotta abbondanza di cellule staminali non spiega completamente la rigenerazione
compromessa osservata durante l'invecchiamento

MAURO A. Satellite cell of skeletal muscle fibers. J Biophys Biochem Cytol. 1961 Feb;9(2):493-5. doi:
10.1083/jcb.9.2.493. PMID: 13768451; PMCID: PMC2225012.

Al contrario la perdita della capacita rigenerativa muscolare ai cambiamenti nei microambienti
sistemici e locali invecchiati, non alle cellule staminali stesse. Ad esempio i fattori sistemici
migliorano la rigenerazione muscolare nei topi migliorano la rigenerazione muscolare nei topi
anziani in seguito a parabiosi eterocronica

Conboy IM et al. Rejuvenation of aged progenitor cells by exposure to a young systemic environment. Nature. 2005
Feb 17;433(7027):760-4.

Inoltre, il targeting dei fattori microambientali caratteristici dei tessuti muscolari invecchiati, come

la segnalazione attraverso le vie Wnt, bFGF e Notch, migliora la rigenerazione
Chakkalakal JV et al. The aged niche disrupts muscle stem cell quiescence. Nature. 2012 Oct 18;490(7420):355-60.

Fibra muscolare embrionale
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Hanno dimostrato che la popolazione di cellule staminali muscolari (MuSC) di topi anziani presenta
un difetto intrinseco nelle sue funzioni essenziali di rigenerazione delle miofibre danneggiate e di
ripopolamento della riserva di cellule staminali. Hanno dimostrato inoltre che la ridotta
funzionalita delle MuSC di topi anziani pu® essere superata in coltura grazie all'effetto combinato
di un inibitore a piccole molecole della p38a/B MAPK e di un substrato idrogel poroso con
proprieta biofisiche che riproducono la morbida elasticita del tessuto muscolare.
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Figure 3: Binding mode of Skepinone-L in the active p38a MAP kinase
(PDB: 3QUE).



La combinazione sinergica di questi stimoli biochimici e biofisici stimola la rapida espansione di
cellule staminali funzionali all'interno della progenie delle MuSC di topi anziani, generando una
popolazione di cellule staminali con funzionalita ringiovanita, in grado di ripristinare la forza dei
muscoli danneggiati.

Complessivamente

Gli anziani soffrono di progressiva debolezza muscolare e di deficit rigenerativi, la rigenerazione
muscolare & compromessa con l'invecchiamento, in parte a causa di un declino funzionale
cellulare autonomo nelle cellule staminali del muscolo scheletrico (MuSC). Due terzi delle MuSC
degli anziani sono intrinsecamente difettose rispetto alle MuSC dei giovani, con una ridotta
capacita di riparare le miofibre e ripopolare il serbatoio di cellule staminaliin vivo dopo il
trapianto, a causa di una maggiore incidenza di cellule che esprimono marcatori di senescenza e
che presentano un'elevata attivita di p38a/Bf MAPK.

Queste limitazioni non possono essere superate dal trapianto nel microambiente dei muscoli di
giovani riceventi. Al contrario, sottoponendo la popolazione di MuSC degli anziani a un'inibizione
transitoria di p38a/B in combinazione con la coltura su substrati di idrogel morbido, si espande
rapidamente la popolazione residua di MuSC funzionali degli anziani, ringiovanendone il
potenziale di rigenerazione, trapianto seriale e rafforzamento dei muscoli danneggiati nei topi
anziani. Questi risultati rivelano una sinergia tra segnali biofisici e biochimici che fornisce un
modello per una terapia localizzata con cellule staminali muscolari autologhe in soggetti anziani.

In sintesi e stato dimostrato:

Le cellule staminali muscolari (MuSC) di soggetti anziani differiscano intrinsecamente da quelle di
soggetti giovani e proponiamo una strategia per ringiovanire la funzione delle popolazioni di MuSC
di soggetti anziani ex vivo. Le MuSC di soggetti anziani presentano difetti di autorinnovamento
cellulare che compromettono la rigenerazione, il ripopolamento delle cellule staminali e il
trapianto seriale in vivo , difetti che non vengono corretti nemmeno quando vengono trapiantate
in topi giovani. Oltre ai gia noti effetti dei cambiamenti estrinseci sistemici e del microambiente
tissutale, anche i fattori intrinseci alle MuSC cambiano e compromettono la rigenerazione
muscolare con l'invecchiamento.

Data la rarita delle cellule staminali nei tessuti muscolari, la constatazione che le popolazioni di
cellule staminali provenienti da muscoli anziani abbiano perso due terzi della capacita funzionale di
quelle provenienti da muscoli giovani rappresenta una sfida importante per le terapie basate sulle
cellule staminali negli anziani. Tuttavia, questa osservazione offre anche un'opportunita finora non
riconosciuta per identificare cambiamenti molecolari intrinseci alle cellule nella popolazione
anziana, che possono essere presi di mira per aumentare il numero di cellule staminali pienamente
funzionali, al fine di realizzare I'obiettivo di una terapia autologa con cellule staminali per gli
anziani.

Una maggiore proporzione di cellule staminali muscolari provenienti da muscoli invecchiati
presenta un'attivita p38a/Bf MAPK persistentemente elevata e I'espressione degli inibitori del ciclo
cellulare p16 "2 e p21 rispetto alle cellule staminali muscolari giovani. La segnalazione p38a/B
inibisce I'espressione genica delle cellule staminali muscolari, promuove la differenziazione dei
mioblasti ed & necessaria per la rigenerazione muscolare



Le cellule satellite attivate mantengono la p38a/B fosforilata e le cellule satellite invecchiate
hanno un fenotipo piu "attivato" in vivo Questo lavoro estende questi risultati dimostrando che le
MuSC invecchiate manifestano una differenza intrinseca nella segnalazione p38a/p.

L'azione sinergica di un segnale biofisico (rigidita del substrato) e di un segnale biochimico
(inibitore della segnalazione p38a/B) € necessaria per ringiovanire la popolazione cumulativa di
cellule staminali muscolari (MuSC) invecchiate. Nessuno di questi fattori, preso singolarmente, e
efficace nel migliorare I'espressione di Pax7 nelle MuSC invecchiate e ['attecchimento del
trapianto. Al contrario, il segnale biofisico della rigidita del substrato predomina nelle MuSC
giovani, come ci si potrebbe aspettare data la loro minima attivita di p38a/B. Pertanto, gli effetti
sinergici osservati sull'auto -rinnovamento ex vivo sono specifici delle MuSC invecchiate.

La proteina p38a/P attiva rappresenta un bersaglio efficace per I'espansione rapida e mirata di
cellule staminali funzionali da tessuti muscolari invecchiati, se somministrata in un contesto di
idrogel morbido.

Le cellule derivate dal sistema SB/idrogel hanno mostrato una funzionalita superiore rispetto alle
cellule staminali invecchiate isolate di recente, a dimostrazione dell'espansione ex vivo del 33%
residuo di cellule staminali muscolari funzionali (MuSC). E importante sottolineare che questa
popolazione di MuSC invecchiate espansa ex vivo ha conferito effetti benefici a lungo termine in
vivo nei topi, in quanto le cellule hanno mostrato una maggiore capacita di ripopolamento del
serbatoio di cellule staminali e una migliore funzionalita nei trapianti seriali.

A “conoscenza Pubmed”

questa é la prima strategia riportata per I'espansione rapida e mirata di cellule staminali funzionali
da tessuti muscolari invecchiati. In particolare, la popolazione di MuSC invecchiate espansa ha
contribuito a un'estesa riparazione delle miofibre e al ripristino della forza nei muscoli invecchiati
danneggiati.

Considerazioni finali

Le cellule staminali adulte sono vantaggiose per la medicina rigenerativa in quanto hanno
un'identita nota, si integrano bene nel tessuto dopo la somministrazione e sono destinate a
rigenerare il tessuto di origine. Inoltre, il loro potenziale tumorigenico & basso, poiché i tumori del
muscolo scheletrico (rabdomiosarcoma) sono molto rari negli adulti Il trattamento ex vivo evita
possibili effetti collaterali in altri tessuti che potrebbero verificarsi quando inibitori di piccole
molecole o siRNA vengono somministrati per via sistemica. | risultati forniscono un paradigma per
una rapida e marcata espansione di cellule staminali muscolari funzionali ex vivo mediante un
trattamento a breve termine in coltura, che porta a una terapia con cellule staminali muscolari
autologhe per ripristinare la forza in caso di danno muscolare localizzato in individui anziani.



