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STRESZCZENIE

ie$nie szkieletowe sa wysoce wyspecjalizowana tkanka zwierzeca, ktorej podstawowa

funkcja jest skurcz, przekladajacy sie na ruch zwierzat. Jednym z typéw mieséni szkie-
letowych s3a miesnie tulowia (miotomalne) nalezace u kregowcéw do najstarszej filogene-
tycznie grupy miesni. Poréwnawcze badania miogenezy miotomalnej wykazaly, ze migsnie
te maja podobny plan budowy, jednak mimo kontroli przez te same czynniki genetyczne,
moga réznicowac sie odmiennie u poszczegélnych gatunkéw kregowcéw (zaré6wno u gatun-
kéw modelowych jak i niemodelowych). Poznanie mechanizméw rozwoju miesni szkieleto-
wych jest warunkiem sine qua non w zrozumieniu stanéw chorobowych tkanki miesniowej
obserwowanych u ludzi. W pracy podsumowano aktualna wiedze dotyczaca réznicowania
mieséni szkieletowych zwierzat, stanéw patologicznych miesni spowodowanych mutacjami
w genach bialek strukturalnych oraz metabolicznych miesni.

WPROWADZENIE

Typologia tkanki miesniowej u zwierzat obejmuje trzy podstawowe rodzaje
mieséni: poprzecznie prazkowane serca, poprzecznie prazkowane szkieletowe
oraz gladkie. Tkanki te r6znia sie miedzy soba budowa, miejscem wystepowania
oraz charakterem skurczu. Tkanka poprzecznie prazkowana serca, jak wskazuje
nazwa, buduje serce. Poprzez skurcz i nastepujacy po nim rozkurcz, zapewnia
krazenie krwi w organizmie. Etymologia okresdlenia mies$nie ,szkieletowe” wy-
wodzi sie z faktu, Ze mieénie te u zwierzat bezkregowych przylaczone sa do eg-
zoszkieletu. Natomiast u kregowcé6w miesnie te tworza polaczenia z wewnetrz-
nym ukladem szkieletowym (chrzestnym lub kostnym). Podstawowa funkcja
mieséni szkieletowych jest skurcz, przekiadajacy sie na ruch zwierzat. Mieénie
gladkie wystepuja gléwnie w Scianach narzadéw wewnetrznych. Skurcz tej
tkanki powoduje m.in. zwigkszanie lub zmniejszanie sie $wiatta narzadéw we-
wnetrznych. Przykladem funkgji tej grupy miesni jest zapewnienie przesuwania
sie tresci pokarmowej w uktadzie pokarmowym. U niektérych zwierzat bezkre-
gowych tkanka ta wspottworzy wor powlokowo-miesniowy, wspomagajac tym
samym ruch zwierzat.

Histologia zwierzat szczegétowo opisuje rodzaje miesni, ich budowe i funkgcje.
Warto podkresli¢, ze zawsze budowa danej tkanki przekfada sie na funkcje jaka
pelni. Podobnie jest w przypadku mieéni. Wysoce wyspecjalizowanymi tkan-
kami mieéniowymi sg mieénie poprzecznie prazkowane (sercowy oraz szkiele-
towy). Miesnie szkieletowe zbudowane sa z wielojadrowych wiékien mieénio-
wych, ksztaltu cylindrycznego. Miesieri sercowy buduja widlasto rozgalezione
jedno- lub dwujadrowe kardiomiocyty. Nazwe , poprzecznie prazkowane” mie-
$nie te zawdzieczaja, regularnemu, repetytywnemu ukladowi miofilamentéow
cienkich (aktynowych) oraz grubych (miozynowych), obserwowanemu w obra-
zach histologicznych. W tkance miesniowej gladkiej wrzecionowate miocyty sa
jednojadrowe, a uklad miofilamentéw nie przyjmuje regularnej organizacji [1].

BUDOWA I TYPY MIESNI SZKIELETOWYCH

Tkanka mieéniowa poprzecznie prazkowana szkieletowa, ze wzgledu na pet-
niona funkcje, stanowi wysoce wyspecjalizowany rodzaj tkanki zwierzecej. Zbu-
dowana jest z cylindrycznych, wydtuzonych widkien otoczonych sarkolemma
(btona komoérkowa widkna miesniowego) oraz blaszka podstawna. Wnetrzne
wldkna miesniowego wypelnione jest sarkoplazma (cytoplazma wiékna mie-
$niowego), w ktorej zlokalizowane sa liczne jadra usytuowane peryferycznie
oraz pozostale organelle komérkowe, takie jak sarkosomy (mitochondria), sia-
teczka sarkoplazmatyczna (retikulum endoplazmatyczne), aparat Golgiego,
krople lipidowe oraz ziarna glikogenu. Charakterystyczne ulozenie miofibryli,
czyli biatek aparatu kurczliwego w sarkoplazmie tworzy podstawowa jednostke
strukturalng i funkcjonalng miesnia, jaka jest sarkomer [2].
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Ciekawa grupa komorek charakterystycznych dla mie-
$ni szkieletowych sg komorki satelitarne. Komorki te zlo-
kalizowane sa pomiedzy sarkolemmga a blaszka podstawna.
Komorki satelitarne charakteryzuje stan niezréznicowany
(embrionalny), a ich podstawowa funkcja w zyciu postana-
talnym jest regeneracja widkna miesniowego. Komorki te
w wyniku uszkodzenia widkna, czy w jego stanach choro-
bowych, rozpoczynaja proces réznicowania sie¢ w kierunku
miogennym, dostarczajgc tym samym puli komérek proge-
nitorowych mieéni (mioblastéw), stad czesto nazywane sa
komoérkami macierzystymi tkanki miesniowej [3,4]. Pod-
czas embriogenezy, komoérki te zaangazowane sg we wzrost
mieéni: hipertroficzny (zwiekszenie liczby jader w juz ufor-
mowanych wiéknach miesniowych), czy hiperplastyczny
(tworzenie si¢ nowych widkien miesniowych) [5,6].

Budowe sarkomeréw charakteryzuje naprzemienne
ulozenie prazkéw jasnych (izotropowych) oraz ciemnych
(anizotropowych). W prazku izotropowym obserwuje sie
filamenty aktynowe, a w prazku anizotropowym wystepuja
filamenty miozynowe. Siateczka sarkoplazmatyczna w mie-
$niu szkieletowym jest silnie rozbudowana i tworzy pomie-
dzy prazkiem jasnym i ciemnym dwie cysterny brzezne be-
dace magazynem jonéw Ca?*. Pomiedzy cysternami brzez-
nymi znajduje si¢ wpuklenie sarkolemmy tworzace tzw. ka-
nalik poprzeczny T. Uklad sarkoplazmatyczny zawierajacy
kanalik T wraz z dwoma sasiadujgcymi cysternami brzez-
nymi nazywany jest triada. Pojawienie sie potencjatu czyn-
noéciowego na blonie sarkoplazmatycznej powoduje otwar-
cie kanaléw wapniowych i masowy naptyw jonéw Ca?* do
sarkoplazmy, dzieki czemu mozliwy jest skurcz mieénia [7].

TYPY MIESNI SZKIELETOWYCH KREGOWCOW

W mieéniach szkieletowych kregowcéw obserwuje sie
trzy typy widkien, charakteryzujacych sie¢ odmienna fizjo-
logia, miejscem usytuowania, unerwieniem czy szybkoscia
skurczu wynikajaca z aktywnosci ATPazowej. Sa to: wiékna
szybkie (czerwone), wolne (biale) oraz posrednie (r6zowe)

[8].

Mieénie szybkie maja wiekszy potencjal do pozyskiwa-
nia ATP w procesach anaerobowych oraz wigksza aktyw-
nosé¢ enzymow glikolitycznych, w tym kinazy pirogronia-
nowej oraz dehydrogenazy aldehydu-3-fosfogliceryno-
wego. W odréznieniu od mieéni szybkich, mie$nie wolne
maja wigkszy potencjal aerobowy w tym aktywnosé takich
enzymoéw jak dehydrogenaza bursztynianowa [9,10]. Wy-
mienione szlaki pozyskiwania energii pozwalaja sklasyfi-
kowa¢ wiékna miesniowe pod wzgledem metabolicznym
na oksydatywne (czerwone, ktére sa bogate w mioglobine
bedaca magazynem tlenu i pigmentem nadajacym wiok-
nom czerwone zabarwienie) oraz glikolityczne (prawie
pozbawione mioglobiny, poniewaz zuzycie tlenu w tych
widknach jest bardzo ograniczone) [11]. Ponadto, widkna
budujace miesnie wolne i szybkie wykazuja wyrazne r6z-
nice ultrastrukturalne. Widkna wolne (czerwone) charak-
teryzuja sie wieksza liczba mitochondriéw oraz glikogenu
na terenie sarkoplazmy, w poréwnaniu z wiéknami biatymi
[10]. Oddzielnym typem widkien miesniowych obserwowa-
nych przede wszystkim u ryb sa te, ktére wykazuja cechy
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posrednie pomiedzy bialymi i czerwonymi (tzw. mieénie
rézowe) [12].

WCZESNE ETAPY ROZNICOWANIA
MIESNI SZKIELETOWYCH

Pierwsze badania dotyczace mechanizmu réznicowania
miesni szkieletowych prowadzone byly gléwnie na gatun-
kach modelowych ptakéw i ssakéw. Mieénie poprzecznie
prazkowane szkieletowe rozwijaja sie z mezodermy, ktéra
w czasie rozwoju zarodkowego ulega zréznicowaniu na:
mezoderme przyosiowg, posrodkowsq oraz boczng. Zarow-
no mieénie tulowia jak i koriczyn, jezyka i przepony powsta-
ja z mezodermy przyosiowej. W kolejnych etapach mezo-
derma przyosiowa ulega metameryzacji, ktéra prowadzi
do powstania segmentalnych blokéw komoérkowych tzw.
somitow [13,14].

Podczas somitogenezy powstaja somity w réwnych od-
stepach czasu w gradiencie glowowo-ogonowym zarodka.
Czas powstania pojedynczej pary somitéw jest specyficzny
gatunkowo i moze wynosi¢ od 30 minut u danio pregowa-
nego (Danio rerio) do 4-5 godzin u czlowieka [15]. Réwniez
liczba par somitéw moze wykazywac réznice pomiedzy
gatunkami (od maksymalnie 30 par, u niektérych ryb, do
kilkuset u wezy [16]. W mezodermie przyosiowej ekspresja
genéw odpowiedzialnych za metameryzacje mezodermy
przyosiowej odbywa sie zgodnie z gradientem glowowo-
-ogonowym i jest zintegrowana z cyklicznymi oscylacja-
mi tzw. zegara segmentacyjnego (ang. segmentation clock).
Nowo powstale somity maja charakter nablonkowy. Ko-
morki nabtonkowe tworzace $ciang somitu oraz komorki
mezenchymatyczne zlokalizowane w somitocelu (jamie
somitu), wykazuja aktywnos¢ mitotyczng. Pod wplywem
dzialania sygnaléw pochodzacych ze struny grzbietowej,
cewy nerwowej i mezodermy bocznej, cze$é komoérek somi-
tu traci swoj charakter nablonkowy. W kolejnym etapie z
somitu uwalniane sg komoérki mezenchymatyczne réznicu-
jace sie w sklerotom, a pozostata czes¢ nablonkowa somitu
tworzy dermomiotom. Sklerotom stanowi zrédio komoérek
zaangazowanych w réznicowanie elementéw lacznotkan-
kowych szkieletu osiowego. Z dermomiotomu réznicuja
sie¢ komorki progenitorowe skoéry wlasciwej oraz miesni. W
dermomiotomie wyrézni¢ mozemy warge grzbietowa oraz
brzuszna. Warga brzuszna stanowi gléwne zrédto komérek
progenitorowych miesni koficzyn oraz brzucha [17-25].

MIOGENEZA MIESNI TULOWIA

Zrédlem komorek progenitorowych miesni tutowia
(mie$ni miotomalnych) jest dermomiotom. Komérki na-
blonkowe budujace dermomiotom przechodza tranzycje
nablonkowo-mezenchymatyczng przyjmujac ostateczne
potozenie pomiedzy sklerotomem i dermomiotomem. Pod-
czas migracji, aktywnych mitotycznie komérek progenito-
rowych miesni dochodzi do ich réznicowania, w wyniku
czego powstaje populacja jednojadrowych, postmitotycz-
nych, zréznicowanych komorek (mioblastow), ktére tworza
miotom pierwotny. Mioblasty wydluzaja sie wzdluz diugiej
osi ciala zarodka, nastepnie w wyniku fuzji, tworza wieloja-
drowe miotuby (niedojrzale widkna miesniowe). W miotu-
bach rozpoczyna sie miofibryllogeneza, natomiast jadra zaj-

411



muja polozenie centralne w sarkoplazmie. Podczas rézni-
cowania miotub do form dojrzatych wiékien miesniowych,
w wyniku intensywnej syntezy biatek aparatu kurczliwego,
jadra zajmuja polozenie peryferyczne w sarkoplazmie [26].
Mioblasty, ktére nie ulegly fuzji z wiéknem mie$niowym,
pelniag funkcje komorek satelitarnych.

Podczas miogenezy powstaja dwie populacje wldkien
mieéniowych. Widkna, ktére powstaly podczas pierwszego
etapu rozwoju miesni szkieletowych (miogeneza pierwot-
na) bezposrednio poprzez fuzje mioblastéw okreslane sa
jako widkna pierwotne. W trakcie drugiego etapu rézni-
cowania dochodzi do powstania wiékien wtérnych, ktére
charakteryzuja sie mniejszym rozmiarem, jednak stanowia
wieksza populacje w miesniu [27,28].

GENETYCZNA REGULACJA ROZWOJU
MIESNI SZKIELETOWYCH

Regulacja genetyczna miogenezy kregowcéw odbywa sie
dzieki ekspresji genéw miogennych czynnikéw transkryp-
cyjnych MRFs (ang. Myogenic Regulatory Factors), do kto-
rych naleza: MyoD, Myf5, myogenina (MyoG) oraz MRF4
[29-30]. Biatka z rodziny MRFs posiadaja domene zasado-
wa (b-basic) oraz domene HLH (helisa - petla - helisa, ang.
helix - loop - helix) [31]. Wykazano, ze biatka te wykazuja
homologie w 70% zaréwno w domenie HLH, jak réwniez w
odcinkach lezacych blisko tej domeny bogatych w cysteine/
histydyne (od strony N-korica) oraz seryne/ treonine (od C-
-korica) [32]. Podczas miogenezy domena basic wigze sie z
tzw. E-box, o sekwencji CANNTG (gdzie N oznacza dowol-
ny nukleotyd) DNA, ktory jest obecny w promotorach ge-
néw miesniowo specyficznych. Funkcja domeny HLH jest
tworzenie oligomeréw z bialkami posiadajacymi te sama
domene [29,33,34]. Biatka nalezace do rodziny MRFs two-
rza homodimery, jednak najczesciej tworza heterodimery z
takimi biatkami jak E12 lub E47 (ang. Enhancer Binding Fac-
tor), w ktoérych strukturze réwniez wystepuje domena HLH
[35,36].

Wyniki badaii dowiodly, ze nie wszystkie migsniowo
specyficzne geny (np. kodujace a-aktyne lub ciezki faricuch
miozyny - MyHC) posiadaja E-box o sekwencji CANNTG.
Wykazano istnienie innej grupy czynnikéw transkrypcyj-
nych tzw. MEF2 (ang. Myocyte Enhancer Factor 2), ktérych
produkty 1acza sie z genami mieéniowo specyficznymi w
regionie E-box bogatym w pary T/ A [34].

Wykazano, ze u myszy nadanie mie$niowo-specyficz-
nych kompetencji i wprowadzenie niezréznicowanych ko-
moérek na droge réznicowania w komoérki prekursorowe
mieéni szkieletowych jest zalezne od Myf5, MyoD oraz
MRF4. Natomiast za ostateczne réznicowanie miesni szkie-
letowych u myszy odpowiedzialne sa miogenina, MyoD
oraz MRF4 [33].

Podczas miogenezy, komoérki miogenne delaminujg z
dermomiotomu i migruja do miotomu. Nabycie przez te ko-
morki kompetencji , miedniowych” jest regulowane przez
Myf5 oraz MRF4 (niezaleznie od Pax3/7). Z drugiej strony,
réwnoczesna aktywacja genu Myf5 jest zalezna od Pax3
[37]. Ekspresja MyoD podczas wczesnych etapéw rozwoju
jest zalezna od Myf5, MRF4 oraz Pax3 [38,39].
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UDZIAL BIALEK Pax3/Pax7 W POSTNATALNYM
WZROSCIE I REGENERACJI MIESNI SZKIELETOWYCH

Geny z rodziny Pax (ang. Paired - Homeobox Transcription
Factors) pelnia kluczowa role podczas rozwoju tkanek i or-
ganéw w trakcie embriogenezy. W proces rozwoju mieéni
szkieletowych zaangazowane sa dwa biatka bedace czynni-
kami transkrypcyjnymi z rodziny Pax: Pax3 oraz Pax7, sta-
nowiacych markery komorek progenitorowych mieéni [41].

Podczas rozwoju mieéni szkieletowych geny Pax3/Pax7
ulegajq ekspresji w komoérkach dermomiotomu. Wykazano,
ze Pax3 jest aktywatorem ekspresji MyoD. Ponadto, Pax3
ekspresjonowany jest w populacji migrujacych prekurso-
réw miesni do zawigzkéw koniczyn, a ekspresja Pax7 ujaw-
nia sie dopiero, kiedy komorki zasiedlg obszar rozwijajace-
go sie paczka koriczyny [26].

W pracy podsumowano aktualng wiedze dotyczaca r6z-
nicowania miesni szkieletowych zwierzat, stanéw patolo-
gicznych mie$ni spowodowanych mutacjami w genach bia-
tek strukturalnych oraz metabolicznych mieéni, w oparciu o
literature §wiatowa oraz prace badawcze wykonane przez
zespo6t Zakladu Biologii Rozwoju Zwierzat, Wydziatu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego.

CZEGO JESZCZE NIE WIEMY O
MIESNIACH SZKIELETOWYCH?

POROWNAWCZE BADANIA ROZNICOWANIA
MIESNI MIOTOMALNYCH KREGOWCOW

Wiedza na temat rozwoju i réznicowania mieéni szkie-
letowych kregowcoéw opiera sie gléwnie o badania mio-
genezy gatunkéw modelowych, prowadzone na poziomie
molekularnym [41,42]. Poréwnawcze badania miogenezy
miotomalnej bezowodniowcéw, prowadzone w Zakladzie
Biologii Rozwoju Zwierzat wykazaty, ze obowigzujacy mo-
del miogenezy kregowcéw, ustalony przede wszystkim na
podstawie wynikéw badan prowadzonych na przedstawi-
cielach owodniowcow (ptakow i ssakéw), nie jest spojny
z przebiegiem tego procesu u ryb i plazéw. Powszechnie
wiadomo, ze migsnie szkieletowe wszystkich kregowcéw
sa wielojadrowe. Poréwnawcze badania miogenezy mioto-
malnej wykazaly, ze wielojadrowos¢ wiékien miesniowych
moze realizowac sie na kilka odmiennych sposobéw, spe-
cyficznych dla ryb i ptazéw. Kryteriami wyjsciowymi do
badan byla struktura somitéw oraz miotomoéw, obecnos¢ i
morfologia komérek uczestniczacych we wzroscie hipertro-
ficznym i hiperplastycznym oraz morfologiczne cechy réz-
nicujgcych sie miotub i widkien miesniowych.

U ryb (np. jesiotra syberyjskiego Acipenser baeri, rogoze-
ba australijskiego Neoceratodus forsteri) podczas wczesnych
etapow miogenezy, mioblasty pierwotne réznicujg sie w
wielojadrowe blaszki miesniowe. Blaszki te w kolejnych fa-
zach miogenezy przeksztalcajq sie, w charakterystyczne dla
wszystkich kregowcéw, cylindryczne wiékna miesniowe.
Mechanizm przeksztalcania sie blaszek miesniowych we
wldkna miesniowe nie zostal jednak jednoznacznie wyja-
$niony. Przypuszcza sie, ze w procesie tym dochodzi do po-
dtuznego podziatu blaszek (ang. ,splitting”), reorganizacji
ich cytoszkieletu, co ostatecznie prowadzi do uformowania
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cylindrycznych wiokien mie$niowych [43,44]. Natomiast,
u przedstawicieli ryb kostnoszkieletowych (lipieri pospo-
lity Thymallus thymallus, sieja pospolita Coregonus lavaretus,
szczupak pospolity Esox lucius) fuzja mioblastow bezpo-
$rednio prowadzi do utworzenia wielojadrowych miotub
[44,45]. Badania przeprowadzone na plazach (tj. zaba szpo-
niasta Xenopus laevis, karlik szponiasty Hymenochirus boett-
geri, kumak gorski Bombina variegata) wykazaly, ze komorki
miotomalne réznicujg si¢ w jednojadrowe dojrzate morfo-
logicznie i funkcjonalnie jednojadrowe miotuby [39,46,47],
badz bezposrednio tworza wielojadrowe miotuby (np. grze-
biuszka ziemna Pelobates fuscus, zaba jeziorkowa Rana les-
sonae, traszka zwyczajna Triturus vulgaris) [48,49]. Przepro-
wadzone analizy dotyczace réznicowania sie mieéni mio-
tomalnych u ryb i ptazéw ujawnily, Ze podczas wczesnych
stadiéow miogenezy, komérkom miogennym w miotomach
nie towarzysza inne komorki, to oznacza, ze miotom zbudo-
wany jest z homogennej populacji komérek miogennych. W
pozniejszych stadiach miogenezy, w przerwach intermioto-
malnych, a nastepnie w miotomach, obserwuje sie aktywne
proliferacyjne komoérki mezenchymatyczne. U badanych
gatunkéw bezowodniowcéw réznicowanie sie komorek
mezenchymatycznych zalezne jest od ich potozenia. Ko-
morki pozostajace w przerwach intermiotomalnych rézni-
cuja sie w fibroblasty produkujace kolagen, uczestniczacy
nastepnie w tworzeniu polaczenn mieéniowo-Sciegnistych.
Natomiast komorki, ktére wmigrowaty do miotoméw po-
miedzy miotuby réznicuja sie¢ w mioblasty wtérne. Komor-
ki te, podobnie jak komorki satelitarne opisane w mioge-
nezie owodniowcéw, sa Pax7 pozytywne. W jadrach tych
komorek obserwuje si¢ heterochromatyne usytuowana pod
otoczka jadrowa. Wykazano, ze ta grupa komoérek u bada-
nych gatunkéw uczestniczy we wzroscie hipertroficznym
oraz hiperplastycznym mieéni. Natomiast u A. baeri i N.
forsteri alternatywnym Zrédltem wtérnych wiokien mieénio-
wych, oprécz udzialu mioblastéw wtérnych w tym proce-
sie, moze by¢ podzial wielojadrowych blaszek miesniowych
[39,43-50].

Gady naleza do grupy kregowcéw stabo poznanych
pod katem réznicowania miesni szkieletowych zaréwno
na poziomie morfologicznym jak i molekularnym. Badania
biologii rozwoju gadéw sa podejmowane niezwykle rzad-
ko ze wzgledu na ogromne trudnosci takie jak: pozyska-
nie materialu badawczego, hodowla, sezonowos¢ rozrodu
zwierzat, okreslenie wieku zarodkéw oraz powtarzalnosé
badarn. Badania przeprowadzone w Zakladzie Biologii Roz-
woju Zwierzat dotyczyly réznicowania miesni tulowia jasz-
czurki zwinki (Lacerta agilis) oraz dwéch gatunkow wezy:
zaskronica zwyczajnego (Natrix natrix) oraz kobry egipskiej
(Naja haje). Wykazano, ze proces ten pod wzgledem morfo-
logicznym wykazuje znaczne podobieristwo do miogenezy
obserwowanej u ptakow i ssakéw [51-53]. Podobienistwa
w miogenezie badanych gatunkéw gadow dotyczyly zré-
dla komoérek progenitorowych, formowania si¢ miotomu
pierwotnego oraz wzrostu miesni na drodze hipertrofii
oraz hiperplazji. W badaniach wykazano, ze podobnie jak
u ptakéw i ssakéw, Zrédtem komorek progenitorowych
jest dermomiotom. Miotom pierwotny badanych gatunkow
utworzony jest z jednojadrowych mioblastéw réznicuja-
cych sie w jednojadrowe miotuby. Wzrost hipertroficzny
i hiperplastyczny miesni zachodzi dzieki fuzji komoérek
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progenitorowych mieéni wywodzacych sie z dermomioto-
mu. Pomimo istnienia wielu cech wspélnych w miogene-
zie owodniowcow (gadoéw, ptakow i ssakéw), w badaniach
przebiegu rozwoju miesni szkieletowych wezy: zaskronca
zwyczajnego oraz kobry egipskiej, wykazano obecnos¢ cech
unikalnych, charakterystycznych tylko dla tych gatunkéw.
Podczas réznicowania mieéni tulowia w miotomach bada-
nych gatunkéw wezy wykazano obecnosé dwoch klas wto-
kien migéniowych. Do klasy I zaliczono widkna migéniowe,
w ktérych miofibryle sa rozmieszczone réwnomiernie w ca-
tej sarkoplazmie. Ten typ widkien mieéniowych pod wzgle-
dem budowy morfologicznej wykazuje cechy budowy
mieéni typowych dla innych kregowcéw. Klasa II widkien
mieéniowych charakteryzuje sie zupelnie odmienng morfo-
logia. Jadra komorkowe tej klasy wiékien sa zlokalizowane
w centralnej czesci wi6kna miesniowego i otoczone przez
liczne krople lipidowe. Miofibryle charakteryzuje nieregu-
larny ukiad w srodkowej czeéci widkna, natomiast sarko-
plazma podsarkolemmalna jest ich calkowicie pozbawio-
na. Badania immunocytochemiczne wiékien mieéniowych
klasy II zaskronica zwyczajnego wykazaly, Ze obecnos¢
kropli lipidowych jest ograniczona tylko do tych widkien,
w ktorych dochodzi do syntezy wolnej izoformy taricucha
ciezkiego miozyny. Obecnos¢ tego biatka potwierdza, ze
ta klasa miesni zaliczana jest do grupy mieéni czerwonych
(wolnych). Wéréd kregowcoéw weze sa jedyna grupa, u kto-
rej zaobserwowano gromadzenie si¢ kropli lipidowych w
sarkoplazmie widékien miesniowych w okresie rozwoju za-
rodkowego. Na podstawie badani dwéch gatunkow wezy
wysunieto hipoteze, ze pojawienie sie¢ kropli lipidowych
w wolnych witéknach miesniowych charakteryzujacych sie
odmienng morfologia mozna traktowa¢ jako najbardziej
ekonomiczng forme gromadzenia energii bedaca jednym z
mechanizméw adaptacji do warunkéw srodowiska podczas
hibernacji.

Co ciekawe, szereg miopatii metabolicznych obserwo-
wanych u ludzi (np. miopatia lipidowa) charakteryzuje sie
gromadzeniem na terenie sarkoplazmy kropli lipidowych
powodujac ,sttuszczenie” miesni. Powszechnie wiadomo,
ze krople lipidowe to niezwykle dynamiczne organelle ko-
morkowe, ktére wchodza w interakcje z licznymi biatkami
oraz innymi organellami, co umozliwia nie tylko zmiany w
liczbie czy wielkosci samych kropli, ale réwniez skutkuje
zmianami w sktadzie samych kropli lipidowych. Szczegéto-
wa analiza akumulagji kropli lipidowych w prawidlowych
mieéniach podczas rozwoju zarodkowego moze by¢ przy-
datna w poznaniu mechanizmu gromadzenia lipidéw w
stanach chorobowych mieéni.

GATUNKI MODELOWE W BADANIACH
CHOROB NERWOWO-MIESNIOWYCH

Choroby nerwowo-mieéniowe to heterogenna klinicznie
i genetycznie grupa schorzen zwigzanych z zaburzeniami
struktury i prawidtowym funkcjonowaniem miesni szkiele-
towych. Choroby te wywolane sa uposledzona czynnoscia
nerwo6w dochodzacych do miesniisamych mieéni. Zwazajac
na fakt, ze tkanka mie$niowa jest wysoce wyspecjalizowana
oraz zbudowana z setek bialek, ktérych funkcje sa kluczo-
we do prawidlowego funkcjonowania mieéni, to mutacje w
genach kodujacych te bialka wyraznie zaburzaja ich pra-
ce. Lista poznanych jednostek chorobowych dotykajacych
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mieénie jest dtuga. Wéréd choréb nerwowo-miesniowych
wyrézni¢ mozemy podstawowe grupy schorzen: dystrofie
mie$niowe, miopatie wrodzone, miopatie metaboliczne,
miastenie, neuropatie, rdzeniowy zanik mieéni. Wiekszos¢
z tych choréb prowadzi do ostabienia sity mige$niowej, za-
niku mieéni, niedowladéw, paralizu, mialgii (bélu mieénia)
oraz ich drzenia. Choroby te moga by¢ réwniez letalne.
Diagnostyka tej grupy choréb jest trudna i wymaga wielu
specjalistycznych zabiegéw, nie zawsze kornczacych sie suk-
cesem. Etiologia tych choréb nie zostata do korica poznana,
co sktania naukowcéw do dalszych wnikliwych badan [54].

Ogromna ,zastuge” w badaniach przyczyn, czy lecze-
nia choréb nerwowo-mieéniowych odnosza gatunki mo-
delowe. Gatunki te z duzym powodzeniem stosowane sa
w laboratoriach badawczych, a wyniki badarh uzyskane z
ich zastosowaniem wniosty kluczowa wiedze z zakresu,
biologii sensu lato, czy medycyny. Jednym z powszechnie
stosowanych modeli badawczych z grupy bezkregowcow
jest muszka owocowa (Drosophila melanogaster), natomiast
wéréd kregowcow sa to: X. laevis, danio pregowany (Danio
rerio), kurczak czy mysz [41,55-58].

W Zakladzie Biologii Rozwoju Zwierza prowadzone sa
badania analizy funkcjonalnej genéw zwiazanych z rozwo-
jem i funkcjonowaniem mieéni szkieletowych oraz patoge-
neza choréb nerwowo-mieéniowych takich jak: miopatia
desminowa (ang. desmin-related myopathy, DRM), choroba
Charcota-Mariego-Tootha (CMT) oraz choroba McArdle’a
(glikogenoza typu V). W obszarze naszych zainteresowar
lezy réwniez ocena wplywu réznych substancji chemicz-
nych, w tym lekéw, w kontekscie rozwoju i funkcjonowania
mieéni szkieletowych [41,60]. W badaniach wykorzystywa-
ne sa dwa gatunki modelowe: D. melanogaster oraz D. rerio
[35,36,41,42,55-57,59].

MIOPATIA ZALEZNA OD DESMINY

Miopatia zalezna od desminy (ang. DRM - Desmin Re-
lated Myopathy), jest choroba nerwowo-miesniowa z dluga
lista symptomoéw, takich jak ostabienie miesni, zaburzenia
pracy serca czy katarakta. U czlowieka choroba ta moze
by¢ spowodowana mutacja w genie matego biatka szoku
cieplnego CRYAB, kodujacym aB-krystaline, ktérej funkcja

Rycina 1. Pracownia Danio Pregowanego przy Zakladzie Biologii Rozwoju Zwie-
rzat. System akwariéw do hodowli danio pregowanego (Danio rerio). Autorka:
Alina Metelytsia.
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jest stabilizacja filamentéw desminowych w sarkomerach,
determinujac ich poprawna organizacje. Wykazano, ze
CryAB (CryAB[L(2)efl] (ortolog aB-krystaliny kregowcow)
uczestniczy w rozwoju mieéni oraz stabilizacji sarkome-
réow D. melanogaster. Badania prowadzone byly w trzecim
stadium rozwoju larwalnego tego gatunku. Larwa w tym
stadium ma w pelni uksztaltowane i funkcjonalne mieénie,
ktére jednoczesnie sa relatywnie tatwe do obserwacji. W
badaniach wykazano, ze produkt genu CryAB jest obecny
we wszystkich mieéniach larwalnych, a wzér jego rozmiesz-
czenia znaczaco przypomina rozmieszczenie aB-krystaliny
w komoérkach miesniowych kregowcéw. Zastosowanie
mieéniowo-specyficznego wyciszenia ekspresji genu Cry-
AB, przy uzyciu interferencyjnego RNA wykazato, ze jego
obnizona ekspresja prowadzi do nieprawidlowego rozwoju
mieéni, przejawiajacego si¢ ich zmniejszonymi rozmiarami
czy rozdzielaniem wtékien mieéniowych, a takze mniej-
sza liczba sarkomeréw. Analiza wlékien miesniowych w
transmisyjnym mikroskopie elektronowym ujawnifa licz-
ne defekty w strukturze samych sarkomeréw, jak réwniez
obecnos¢ mitochondriow o zaburzonej strukturze grzebieni
mitochondrialnych. W sarkoplazmie, pomiedzy miofibryl-
lami, autorzy pracy zaobserwowali liczne nagromadzenia
ziaren glikogenu. Ponadto, przeprowadzone testy behawio-
ralne ujawnily mniejszg sprawnos¢ ruchowa oraz krotszy
cykl zyciowy larw z wyciszonym genem CryAB. Uzyskane
wyniki potwierdzily istotng role produktéw genu CryAB w
rozwoju miesni, stabilizacji sarkomeréw jak réwniez wptyw
na dlugos¢ cyklu zyciowego D. melanogaster.

U czlowieka, substytucja argininy na glicyne w pozycji
120 (R120G) w sekwencji aminokwasowej aB-krystaliny
powoduje utrate przez nig wilasciwosci opiekuniczych wo-
bec filamentéw posrednich i tworzenie sie w komérkach
agregatow zawierajacych miedzy innymi desmine. W kon-
sekwencji prowadzi to do wywolania miopatii zaleznej od
desminy. Wykazano, ze u Drosophila mie$niowo-specy-
ficzna ekspresja zmutowanego biatka Cry AB®*¢ powodu-
je wytworzenie wewnatrzkomoérkowych agregatéw oraz
zaburzenia w strukturze sarkomeréw. Badania wykazaly,
ze CryAB odgrywa istotng role w utrzymaniu cytoarchi-
tektury miesni Drosophila. To sugeruje, ze CryAB dzieli ze
swoim ludzkim odpowiednikiem nie tylko podobieristwo
w sekwengji aminokwasowej, lecz takze funkcje, dlatego tez
D. melanogaster moze by¢ wlasciwym organizmem modelo-
wym do badari mechanizméw miopatii zaleznej od desmi-
ny [60].

MALE BIALKA SZOKU CIEPLNEGO - UDZIAL W
PATOGENEZIE CHOROB NERWOWO-MIESNIOWYCH

Rodzina biatek szoku cieplnego (ang. Heat Shock Prote-
ins, HSPs) zostala podzielona na rézne grupy ze wzgledu
na mase czasteczkowa wyrazona w kilodaltonach (kDa).
Do grup zalicza si¢ HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP10,
HSPB i ubikwityna. HSPs maja bardzo wysoka homologie
sekwencji aminokwasowej, ale r6znig sie wzorem ekspresji
i lokalizacja wewnatrzkomoérkowa. W warunkach fizjolo-
gicznych HSPs umiejscowione sa w cytoplazmie, mitochon-
driach, ER, a kiedy w komorce dziatajg czynniki patologicz-
ne, biatka te zmieniaja swoja dystrybucje np. przemieszcza-
ja sie do jadra lub lokalizuja sie¢ w blonie cytoplazmatycznej
[61,62]. Jedna z grup tworzacych rodzine HSP obejmuje
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matle bialka szoku cieplnego (ang. small Heat Shock Proteins,
sHSPs, HSPBs). sHSPs naleza do grupy biatek chronigcych
komorki organizméw zywych przed skutkami dziatania
réznych stresoréw takich jak np.: podwyzszona temperatu-
ra, metale ciezkie, endotoksyny, rozpuszczalniki organiczne
ireaktywne formy tlenu czy glodzenie. Gléwnym zadaniem
sHSPs jest funkcja opiekuricza, zwana takze czaperonowa,
ktérana poziomie molekularnym przejawia sie ich udziatem
w kontroli faldowania polipeptydéw. Na poziomie komor-
kowym, sHSPs biora réwniez udzial w regulacji proceséw
takich jak apoptoza, karcynogeneza, starzenie komorek czy
utrzymywanie prawidtowej struktury cytoszkieletu. Dzieki
swojej szerokiej aktywnosci sHSPs sg rowniez zaangazowa-
ne w rozw0j organizméw [63,64]. Wykazano, ze mutacje w
genach sHSPs sg przyczyna réznych choréb, w tym nerwo-
wo-mieéniowych czy degeneracyjnych, do ktérych zalicza-
my miedzy innymi: miopatie zalezng od desminy, chorobe
Charcota-Mariego-Tootha (CMT), miopatie miofibrylarna,
dziedziczng neuropatie ruchowa czy za¢me [65,66]. Bada-
nia dotyczace roli sHSPs w prawidlowym i patologicznym
funkcjonowaniu mieéni szkieletowych byly realizowane w
Zakladzie Biologii Rozwoju Zwierzat z udziatem zaréwno
D. melanogaster, jak i D. rerio (Ryc. 1-3).

Zastosowanie uktadu modelowego D. melanogaster. Po-
zwolilo na realizacje badan dotyczacych analizy funkcjo-
nalnej matego biatka szoku cieplnego Hsp67Bc (funkcjo-
nalnego ortologa HSPB8 kregowcoéw). Badania wykazaty,
ze biatko Hsp67Bc w mieéniach larwalnych Drosophila wy-
kazuje sarkomeryczna lokalizacje w linii Z oraz prazku A.
Biatko to jest rowniez obserwowane w strukturze polaczen
nerwowo-mieéniowych. Ze wzgledu na funkcjonalne podo-
bieristwo do wystepujacego u kregowcéw ortologa, jakim
jest wspomnane HSPBS8, podjeto prace nad wybranymi
wariantami tego bialka. Wspomniane warianty objely mu-
tacje punktowe Hspb67Bc (Hsp67BCR'*F oraz Hsp67BCr2%N)
nasladujace patogenne warianty ludzkiego HSPB8 (HSPB-
SKHIEN) powigzane wezesniej m.in. z chorobg Charcota-Ma-
riego-Tootha (CMT) [67]. U mutantéw linii Hsp67BCrI2N
oraz Hsp67BCr*N zaobserwowano zaburzenia w strukturze
sarkomeréw. Ekspresja Hsp67Bcr'*t powoduje zaburzenia
motoryki miesni larwalnych. Przypuszcza sie, ze zmniejsze-
nie aktywnosci ruchowej jest powodowane zaburzeniami
w funkcjonowaniu mitochondriéw oraz defektami w struk-
turze potaczen nerwowo-miesniowych przejawiajacymi sie
zmniejszong liczbg pecherzykéw synaptycznych. U mutan-
ta Hsp67BCR*N zaobserwowano na terenie sarkoplazmy
wldkien miesniowych obecnosé agregatéw bedacych miej-
scem gromadzenia zmutowanego bialka. Badania wykaza-
ty, ze u badanego mutanta agregaty zmutowanego biatka
powodowaly zaburzenia w strukturze miedni w mniejszym
stopniu w poréwnaniu do mutanta Hsp67Bc®*E. Wyniki
powyzszych badan moga przyczynic sie do lepszego zro-
zumienia mechanizmoéw lezacych u podstaw choréb, takich
jak choroba CMT, wywolywanych przez mutacje ortolo-
gicznych gendw, takich jak ludzki HSPBS [68].

Zastosowanie kolejnego organizmu modelowego, da-
nio pregowanego, umozliwito przeprowadzenie poglebio-
nej charakterystyki hspb8, ktory jest ortologiem ludzkiego
HSPBS, Zastosowanie réznych technik z obszaru biologii
molekularnej (m.in. RT-qPCR, Western blot, immunofluore-
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Rycina 2. Ryby danio pregowane (Danio rerio). Danio to szeroko stosowany w
nauce organizm modelowy. Jest to mala, stodkowodna ryba charakteryzujaca sie
krotkim cyklem Zyciowym i duzg liczbg potomstwa. Autorka: Alina Metelytsia.

scencja, koimmunoprecypitacja, LC-MS) umozliwilo nam
poglebienie wiedzy na temat ekspresji ispb8 u danio prego-
wanego podczas rozwoju w warunkach normalnych i szoku
termicznego, a takze na temat jego specyficznej lokalizacji
tkankowej i subkomérkowej. Nasze prace potwierdzily, ze
ekspresja rybiego hspb8 ulega zmianie pod wplywem szoku
cieplnego, co jest typowe dla wielu przedstawicieli rodziny
HSP, nie tracac przy tym swojej sarkomerycznej lokalizacji.
Dzieki przeprowadzonym badaniom wykazano, ze Hspb8
oddzialuje z réznymi partnerami biatkowymi i dlatego
moze by¢ zaangazowane w rézne procesy istotne dla inte-
gralnosci i funkcjonowania tkanek. Analiza potencjalnych
interakgji biatkowych pozwolila nam stwierdzi¢, ze rybie
Hspb8, podobnie jak jego ludzki ortolog, moze wchodzi¢
w interakcje z bialkami, takimi jak Bag3 i Hsc70, ktére sa
kluczowe dla tworzenia kompleksu inicjujacego autofagie,
czyli proces odpowiedzialny za kontrolowane usuwanie
przez komorke czasteczek chemicznych oraz organelli ko-
moérkowych. Badania prowadzone z zastosowaniem tech-
niki przejsciowego wyciszenia ekspresji genu za pomoca
oligonukleotydéw morfolino pozwolily nam dowies¢, ze
przejéciowe wyciszenie hspb8 ma negatywny wplyw na
morfologie zarodkéw danio pregowanego, ultrastrukture
mieséni szkieletowych i zachowanie ruchowe ryby. Nasze
badania stanowig cenne Zrédlo informacji na temat poten-
cjalnego wykorzystania danio pregowanego jako modelu
do badania stanéw patologicznych zwigzanych z zaburze-
niami HSPBS [69].

CHOROBA MCARDLE'A

Mieéniowa forma fosforylazy glikogenu (Pygm) jest en-
zymem odpowiadajacym za katalize reakcji bedacej pierw-
szym etapem glikogenolizy. Podczas intensywnego wysitku
fizycznego w mieéniach szkieletowych nasila sie proces gli-
kogenolizy, podczas ktérego glikogen jest przeksztalcany w
produkty metaboliczne stanowigce Zrédio energii. Mutacja
w ludzkim genie mige$niowej formy fosforylazy glikogenu,
inaktywuje enzym, co prowadzi do choroby McArdle’a (ze-
spotu braku mieéniowej formy fosforylazy glikogenu, na-
zywanej takze glikogenoza typu V) [70]. Jest to recesywna
choroba genetyczna, dziedziczona autosomalnie. Poznano
ponad 150 réznych mutacji genu PYGM, prowadzacych do
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Rycina 3. Muszka owocowa (Drosophila melanogaster). Muszka, bezkregowiec, jest
to czesto uzywany w badaniach naukowych model zwierzecy. Dzigki niewielkim
rozmiarom, latwej hodowli i krétkiemu cyklowi zyciowemu wykorzystywana
jest m. in. do badania wplywu mutacji poszczegélnych genéw na morfologie i
funkcjonowanie miesni. Autorka: Alina Metelytsia.

zaburzen glikogenolizy w mieéniach chorych oséb. Choro-
ba objawia si¢ obnizong zdolnoscig do podejmowania inten-
sywnego wysitku fizycznego, przedwczesnym zmeczeniem
oraz bélem wynikajacym z uszkodzenia mieéni. Obecnie
terapia choroby opiera si¢ na stosowaniu odpowiedniej
diety i treningu, jednak nie istnieje jeszcze lek, ktory efek-
tywnie pomoéglby chorym osobom [71,72]. Co wiecej, ba-
dania wskazuja, ze biatko Pygm pelni takze istotng role w
innych procesach biologicznych. ,PYGM” jest obecne takze
w tkankach innych niz mieénie, takich jak moézg, tkanki lim-
foidalne i krew. ,PYGM” ma znaczenie w tak ré6znorodnych
procesach, jak szlaki sygnatowe insuliny i glukagonu, insu-
linoopornos¢, nekroptoza, odpowiedZz immunologiczna i
fototransdukcja. Oprécz choroby McArdle’a ,PYGM” jest
takze istotny w innych procesach patologicznych, takich jak
schizofrenia czy nowotwor [73].

W badaniach prowadzonych w Zakladzie Biologii Roz-
woju Zwierzat podjeto probe stworzenia zwierzecego mo-
delu ludzkiej choroby McArdle’a w danio pregowanym.
Miesénie szkieletowe danio wykazuja duze podobieristwo
do ludzkich miesni szkieletowych. Z tego powodu ten
zwierzecy model jest czesto wykorzystywany w badaniach
ludzkich miopatii. Ponadto dwie formy enzymu, ktére sa
ekspresjonowane w organizmie danio pregowanego, Pyg-
ma i Pygmb, wykazuja ponad 80% identycznosci sekwencji
aminokwasowej z ludzkim biatkiem PYGM. Nasze badania
wykazaly, ze poziom Pygm zmienia si¢ zaréwno na pozio-
mie mRNA, jak i biatka w réznych stadiach rozwoju danio
pregowanego, co jest skorelowane z poziomem glikogenu.
Rozmieszczenie biatka Pygm w mieéniach takze zmienia
sie dynamicznie, osiggajac precyzyjna organizacje w 72
godzinie po zaplodnieniu. PrzejSciowe wyciszenie pygma
i pygmb osiagniete dzieki zastosowaniu oligonukleotydéw
morfolino doprowadzitlo do obniZonia poziomu Pygm w
morfantach danio. Efekty wyciszenia przypominaty objawy
choroby McArdle’a obserwowane u pacjentéw, mianowicie
zmienione, zdezintegrowane mies$nie i akumulacje ziaren
glikogenu [74]. Te zmiany wskazujg, ze danio pregowane z
wyciszong ekspresja biatka Pygm moze stanowié¢ efektyw-
ny model tej ludzkiej choroby i w przyszlosci przyczynic sie
do lepszego zrozumienia jej mechanizméw molekularnych
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i opracowania odpowiedniego leczenia. Obecnie trwaja eks-
perymenty majace na celu otrzymanie stabilnej linii ryb -
zwierzecego modelu choroby McArdle’a (Ryc. 3).

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Badania rozwoju mieéni szkieletowych sg wcigz rozwija-
jaca sie dziedzing nauki. Modele zwierzece, zwlaszcza ba-
dania indukowanych stanéw patologicznych, sa szansg na
odkrycie szczeg6téw molekularnego mechanizmu dziatania
mieéni i proceséw w nich zachodzacych. Szczegélna szansg
na odkrycie nowych aspektéw dziatania mies$ni, réwniez
w aspekcie ewolucyjnym, sg badania prowadzone na orga-
nizmach niemodelowych. Wyniki uzyskanych badar maja
potencjal aplikacyjny, zwlaszcza w kontekscie terapii cho-
réb nerwowo-miesniowych.
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ABSTRACT

Skeletal muscles are a highly specialized animal tissue whose basic function is the contraction, which leads into animal movement. One of
the types of skeletal muscles are trunk (myotomal) muscles, which in vertebrates belong to the oldest phylogenetically group of muscles. The
comparative studies of myotomal myogenesis have shown that these muscles, despite a similar structure plan and under the control of the
same genetic factors, may differentiate differently in individual species of vertebrates (both in model and non-model species). The under-
standing of the skeletal muscle development mechanisms seem to be a precondition for understanding the muscle tissue diseases observed
in humans. This paper summarizes the current knowledge on the skeletal muscles differentiation in animals, pathological states of muscles
caused by mutations in the genes of structural and metabolic proteins.
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