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STRESZCZENIE
MikroRNA (miRNA) nie koduja bialek, a jednak odgrywaja ogromna role w wielu pro-
cesach biologicznych, w tym w rozwoju i regeneracji miesni szkieletowych. miRNA
reguluja procesy zachodzace w trakcie rekonstrukcji miesni, poczawszy od utrzymywania
komoérek satelitowych w stanie spoczynkowym, przez ich aktywacje, proliferacje i rézni-
cowanie w mioblasty, az po fuzje tych komorek prowadzaca do powstania miotub. miRNA
wplywaja takze na przebieg chor6éb degeneracyjnych miesni szkieletowych, a ich poziom
jest zmieniony w stanach chorobowych. Z tego powodu uwaza sie, ze moga by¢ wykorzysta-
ne jako biomarkery choréb lub nawet cele terapeutyczne. Co ciekawe, aktywnos¢ fizyczna
réwniez wplywa na zmiany poziomu miRNA w tkance miesniowej oraz krwiobiegu. Obser-
wowane réznice w profilach ekspresji tych czasteczek sa zalezne od rodzaju, czasu trwania
oraz intensywnosci treningu.

WSTEP

Miesénie szkieletowe charakteryzuja sie szczegélnymi wiasciwosciami takimi,
jak zdolnos¢ do regeneracji w odpowiedzi na uszkodzenia mechaniczne (np.
zmiazdzenie, intensywny wysitek fizyczny), termiczne (np. dzialanie wysokiej
lub niskiej temperatury) oraz chemiczne (np. dzialanie toksyn). W przypadku
choréb wplywajacych na funkcjonowanie mieéni szkieletowych takich, jak dys-
trofie miesniowe, dochodzi do ciaglej degeneracji tkanki miesniowej, co objawia
si¢ znacznym ograniczeniem mobilnosci chorych, a w konsekwencji moze pro-
wadzi¢ do $mierci [1]. Réwniez podczas codziennych aktywnosci dochodzi do
mikrouszkodzen i nastepujacej po nich regeneracji wiékien miesniowych. Sza-
cuje sie, ze jadra komoérkowe powstajacych w ciggu jednego tygodnia nowych
widkien miesniowych, stanowia okoto 1 do 2% wszystkich jader komorkowych
obecnych w tkance miesniowej [1].

Podstawowa role w regeneracji uszkodzonych wiékien miesniowych odgry-
waja komorki satelitowe (ang. Satellite cells, KS), czyli komorki macierzyste mie-
$ni szkieletowych. Komérki te, zlokalizowane sa miedzy blong wiékna mieénio-
wego (sarkolemma), a bfong podstawna otaczajaca wiékno miesniowe. W odpo-
wiedzi na uszkodzenie tkanki ulegaja aktywacji, proliferujg, r6znicuja, a nastep-
nie fuzjuja odtwarzajac tym samym zniszczone wiékna mieéniowe [2,3]. Funk-
cjonowanie KS i wiékien migsniowych regulowane jest przez wiele czynnikéw
zaréwno wewnatrzkomorkowych, jak i zewnatrzkomoérkowych. Odpowiedz KS
na stan zapalny rozwijajacy sie w uszkodzonym miesniu jest regulowana przez
szereg mechanizméw wewnatrzkomérkowych, do ktérych naleza: i) aktywacja
szlakéw sygnalowych, ii) dzialanie migesniowych czynnikéw regulatorowych
(ang. Myogenic regulatory factors, MRFs) modyfikujacych profil ekspresji genow,
iii) regulacja regeneracji przez mikroRNA (miRNA) [4,5].

Rozwéj miesni i ich homeostaza wymagaja precyzyjnej modulacji ekspresji
genéw przez mechanizmy epigenetyczne, wéréd ktérych regulacyjne dzialanie
miRNA odgrywa kluczowa role [6]. W tej pracy, skupiamy sie na przedstawie-
niu roli miRNA podczas regeneracji mieéni szkieletowych, w tym proliferacji,
réznicowaniu KS oraz mioblastéow. Oméwimy takze zagadnienia zwigzane z
potencjalnym wykorzystaniem miRNA jako biomarkeréw odzwierciedlajacych
stan miesni w chorobach degeneracyjnych (dystrofie) oraz po intensywnym wy-
sitku fizycznym.

REGENERACJA MIESNI SZKIELETOWYCH

Przebieg regeneracji mieéni szkieletowych jest podobny u réznych organi-
zmoéw (np. myszy, szczura i czlowieka) i dzieli sie¢ na dwa gléwne etapy: degene-
racji oraz rekonstrukcji. Podczas degeneracji uszkodzone wiékna miesniowe ule-
gaja stopniowej nekrozie, w wyniku czego dochodzi do uwolnienia czynnikéw
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chemotaktycznych do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;.
Do miejsca uszkodzenia naplywaja komoérki stanu zapal-
nego. Ich zadaniem jest usuniecie uszkodzonych fragmen-
tow wiokien miesniowych [7,8]. W ciagu kilku sekund po
urazie aktywowany jest uktad dopelniacza, ktéry dziata jak
czujnik uszkodzenia. Jego aktywacja prowadzi do nacieku
neutrofili i makrofagéw. Te uwalniajg cytokiny prozapalne
takie, jak czynnik martwicy nowotworéw a (ang. Tumor ne-
crosis factor alpha, TNF-a), interleukine 1 (ang. Interleukin-1,
IL-1) oraz histamine. Histamina zwieksza przepuszczalnosé
naczyn krwionoénych, a obecnoé¢ cytokin prozapalnych
promuje migracje komoérek odpornosciowych, co powo-
duje zwigkszenie ich liczby w miejscu uszkodzenia. Naj-
wyzszy poziom neutrofili obserwuje sie od 6 do 24 godzin
po urazie, natomiast spadek ich liczby nastepuje po okoto
72-96 godzinach [9]. U ludzi i myszy makrofagi obserwo-
wane s3 w miejscu uszkodzenia juz 24 godziny po urazie.
Makrofagi wystepuja réwniez w zdrowych nieuszkodzo-
nych mieéniach. Zlokalizowane sa w przestrzeni sr6dmigz-
szowej (miedzy wildknami miesniowymi) oraz przestrzeni
okolonaczyniowej. Podobnie jak KS, makrofagi sa szybko
aktywowane po uszkodzeniu. Chociaz liczba nieaktyw-
nych makrofagéw rezydujacych w zdrowych migéniach jest
stosunkowo niewielka (okoto jeden makrofag na pie¢ wio-
kien mieéniowych), mozna ja zwigkszy¢ poprzez forsow-
ne ¢wiczenia [10]. Wyrézniamy makrofagi typu M1, ktére
maja dzialanie prozapalne oraz M2 o charakterze przeciw-
zapalnym [11]. Wydaje si¢ jednak, ze oba rodzaje tych ko-
moérek moga wystepowac jednoczesnie, a takze wykazy-
waé mieszany fenotyp M1/M2 [12]. Poczatkowo w miejscu
uszkodzenia obecne sa makrofagi M1 odpowiedzialne za
fagocytoze resztek widkien miesniowych oraz wydzielanie
cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-6, IL-1p. Makrofagi M1
oczyszczaja miejsce uszkodzenia z nekrotycznych widkien
mieéniowych, przygotowujac przestrzen, ktéra beda mogty
zajaé réznicujace KS. KS w odpowiedzi na czynniki takie,
jak TNF-a czy uwalniany z macierzy zewnatrzkomorkowej
czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. Hepatocyte growth fac-
tor, HGF), ulegaja aktywacji i wznawiaja cykl komorkowy.
W miesniach szczuréw wzrost liczby KS nastepowat juz
po 15 godzinach od uszkodzenia tej tkanki [13]. Z kolei u
myszy szczyt proliferacji KS obserwowany byt od 72 do 96
godzin po urazie [14]. U ludzi wykazano wzrost odsetka KS
po 72 godzinach od treningu [15]. Proliferujace KS réznicuja
w mioblasty, ktére fuzjuja tworzac miotuby. Dojrzewanie
miotub prowadzi do powstania nowych wiékien miesnio-
wych, odtwarzana jest architektura, unerwienie i funkcjo-
nalno$¢ miesnia szkieletowego. Czes¢ KS nie réznicuje, ale
wraca do stanu spoczynkowego, co pozwala na utrzymanie
rezerwuaru tych komérek niezbednego do kolejnych rund
regeneracji. Podczas wyciszania stanu zapalnego kluczowa
role odgrywaja makrofagi M2. Moga one migrowac do miej-
sca uszkodzenia lub powstawac na skutek zmiany fenoty-
pu makrofagéw M1. Zmiana fenotypu nastepuje wskutek
wplywu mikrosrodowiska, najczesciej dziatania interferonu
gamma (ang. Interferon-gamma, INF-y) [16]. Makrofagi M2
wytwarzaja cytokiny o dziataniu przeciwzapalnym (inter-
leukiny: IL-4, IL-10, IL-13), co prowadzi do zmniejszenia
stanu zapalnego. IL-10 odgrywa istotng role w zmianie fe-
notypu makrofagéw z M1 na M2 w uszkodzonym mieséniu,
a przejscie to jest niezbedne do prawidlowego przebiegu
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regeneracji miesni szkieletowych. Natomiast IL-4 i IL-13
chronia mieénie przed atrofia (zanikiem), stymulujac m.in.
produkcje bialek miesniowych [17]. Co wazne, cytokiny
wydzielane przez makrofagi M2 takze indukuja réznicowa-
nie KS w mioblasty, a nastepnie promuja fuzje mioblastéw
i powstawanie miotub. Biora one réwniez udzial w two-
rzeniu nowych naczyn krwionoénych i indukuja odkfada-
nie skladnikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej takich, jak:
laminina-al i laminina-a5 oraz kolagen IV i V, ktére odbu-
dowuja btone podstawna otaczajaca nowopowstale widkna
miesniowe [18-20].

MOLEKULARNE PODEOZE REGENERAC]T
MIESNI SZKIELETOWYCH

Kolejne etapy réznicowania KS - od mioblastéw, az do
dojrzatych widkien mie$niowych - podlegaja Scistej regu-
lacji przez czynniki transkrypcyjne z rodziny MRF. Nalezg
do niej biatka: MYF5 (ang. Myogenic factor 5), MYOD (ang.
Myoblast determination protein), miogenina (ang. Myogenin) i
MRF4 (ang. Myogenic regulatory factor 4). Charakterystycz-
nymi markerami KS sg czynniki transkrypcyjne PAX7 (ang.
Paired box protein 7) a takze MYF5. PAX7 hamuje ekspresje
MYF5 i MYOD, chroniac tym samym KS przed przedwcze-
snym réznicowaniem. Po aktywacji KS poziom PAX7 spa-
da, dochodzi do wzrostu MYF5 i MYOD. Oba te czynniki
stymuluja wczesne etapy réznicowania KS w mioblasty.
MYOD indukuje ekspresje genu MyoG kodujacego mioge-
nine. Miogenina nastepnie stymuluje ekspresje Myf6 kodu-
jacego MRF4. Miogenina i MRF4 reguluja koficowe etapy
regeneracji, czyli fuzje mioblastéw, réznicowanie miotub i
ich dojrzewanie we wtékna mieéniowe. Ponadto miogeni-
na indukuje transkrypcje genéw kodujacych biatka aparatu
kurczliwego widkien miesniowych oraz receptora acetylo-
choliny (element potaczerr nerwowo-miesniowych niezbed-
ny do prawidlowego funkcjonowania miesni) [21]. MRF4
odpowiada za prawidlowe dojrzewanie nowopowstatych
wldkien miesniowych [22].

miRNA SPECYFICZNE DLA MIESNI SZKIELETOWYCH

miRNA sa odpowiedzialne za potranskrypcyjna regu-
lacje ekspresji genéw. Sa to krotkie (19-30 nukleotydowe)
niekodujace czasteczki RNA. Ich udzial w regulacji eks-
presji genéw polega na komplementarnym lub cze$ciowo
komplementarnym wiazaniu si¢ z 3’-UTR (region nieule-
gajacy translacji) swoich docelowych mRNA. Zwigzanie
miRNA z mRNA prowadzi do destabilizacji transkryptu, co
z kolei skutkuje hamowaniem translacji i produkcji biatka.
Niektore badania wykazaty, ze miRNA maja réwniez zdol-
noé¢ aktywowania ekspresji genéw w zaleznosci od typu
komérek, panujacych warunkéw oraz obecnosci réznych
kofaktoréow [23]. Ta réznorodnoé¢ zaangazowania miRNA
w potranskrypcyjna regulacje ekspresji genéw umozliwia
komoérkom szybka odpowiedZ na zmieniajgce sie¢ warunki
oraz zapobiega niepotrzebnym stratom energii [23].

W budowie miRNA wyréznia sie kilka charakterystycz-
nych domen funkcjonalnych. Sa to kolejno: sekwencja ko-
twiczaca na konicu 5, sekwencja ,seed”, fragment centralny,
sekwencja dodatkowa oraz ,ogon”, ktéry znajduje sie na
konicu 3" (Ryc. 1). Najwazniejszym regionem miRNA, kt6-
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Rycina 1. Budowa miRNA. W strukturze miRNA wyréznia sie 5 sekwencji. Zaczynajac od kornca 5 sg to: sekwencja kotwiczaca, sekwencja seed, sekwencja centralna,

sekwencja dodatkowa oraz ogon na koricu 3'.

ry odpowiada za rozpoznanie docelowego mRNA jest do-
mena ,seed”. Sekwencja dodatkowa réwniez bierze udziat
w tym oddzialywaniu, najczesciej, gdy sekwencja ,seed”
nie jest w pelni komplementarna do sekwencji docelowej
mRNA. Pojedyncze miRNA moga przytaczac sie do kilku
mRNA, a takze wiele miRNA moze rozpoznawac ten sam
mRNA (gen targetowy). Dojrzale czasteczki miRNA wraz z
biatkami z rodziny AGO (ang. Argonaute, u ssakow AGO2)
oraz biatkami wigzacymi RNA tworzg kompleks RISC (ang.
RNA-induced silencing complex), ktéry uczestniczy w wyci-
szaniu ekspresji genoéw (tzw. interferencji RNA) poprzez:
1) degradacje mRNA lub 2) represje translacji [24,25]. Typ
regulacji zalezny jest od stopnia komplementarnosci mie-
dzy miRNA a mRNA. Wysoki stopieri komplementarno-
$ci prowadzi do destabilizacji docelowego mRNA poprzez
dekaping i deadenylacje lub jego bezposredniq degradacje,
ktora jest katalizowana przez biatko AGO?2 i polega na cie-
ciu mRNA przez endonukleazy. Przy braku pelnej kom-
plementarnosci czesciej dochodzi do odwracalnej represji
translacji. Jednak efekt dziatania miRNA jest jednakowy -
dochodzi do redukgji ilosci biatka produkowanego na ma-
trycy danego mRNA.

miRNA mozna sklasyfikowaé na podstawie poziomu
jego ekspresji w danej tkance. Wyrdznia sie miRNA: (1) spe-
cyficzne dla tkanki (ang. tissue-specific), kiedy poziom eks-
presji danego miRNA jest co najmniej 20-krotnie wyzszy w
poréwnaniu ze $rednimi wartosciami w innych tkankach;
(2) wystepujace w danej tkance (ang. tissue-enriched), kiedy
poziom ekspresji danego miRNA jest wysoki jednak nie na
tyle, by zakwalifikowaé go do grupy miRNA specyficznych
tkankowo; (3) niewykrywalne w danej tkance (ang. undetec-
table) [26]. miRNA syntetyzowane wylacznie lub preferen-
cyjnie w mieéniach poprzecznie prazkowanych nazywane
sa miomiRami (przedrostek mio oznacza miesnie, skrét miR
pochodzi od nazwy mikroRNA) [27]. Do najlepiej zbada-
nych miomiRéw naleza: miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-
206, miR-208a, miR-208b, miR-486 oraz miR-499 [28-31].
Wiekszo$¢ z nich obecna jest zar6wno w miesniach szkiele-
towych, jak i w miesniu sercowym. Wyjatkami sa miR-206
specyficzny wylacznie dla mies$ni szkieletowych oraz miR-
-208a wystepujacy wylacznie w mieniu sercowym. Z kolei
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miR-486 okreslany jest jako ten, ktérego poziom jest wyzszy
w tkance mieéniowej. Badania wskazuja na istotna role r6z-
nych miRNA podczas rozwoju mieéni szkieletowych, ich
regeneracji w tym takze w utrzymywaniu KS w stanie spo-
czynkowym, ich aktywagji i réznicowaniu. Waznymi regu-
latorami ekspresji wybranych miomiRéw (miR-1, miR-133,
miR-206) sa czynniki MRF [32]. Ponadto miomiRy reguluja
ekspresje MRF [30,33].

miRNA ODPOWIEDZIALNE ZA UTRZYMANIE KOMOREK
SATELITOWYCH W STANIE SPOCZYNKOWYM

Do tej pory wykazano udziat kilku miRNA w utrzyma-
niu KS w stanie spoczynkowym. Jednym z nich jest miR-31,
ktéry hamuje ekspresje Myf5, a tym samym réznicowanie
KS [34,35] (Ryc. 2). Zaliczane do rodziny miR-15 czastecz-
ki miR-195 i miR-497 maja taka sama sekwencje ,,seed”. Ich
celem sa mRNA kodujace aktywatory cyklu komérkowego:
fosfataze CDC25a (ang. Cell division cycle 25a), cykline D1
oraz cyklinge D2 (Tabela 1). miR-195 i miR-497 hamuja pro-
liferacje KS, zwigkszajac posrednio poziom PAX7, a obniza-
jac poziom MYOD, co prowadzi do wejscia KS w stan spo-
czynkowy [36,37]. Wyciszenie ekspresji miR-195 i miR-497
w KS prowadzi do wzrostu syntezy fosfatazy CDC25a, cy-
klin D1/D2 oraz obnizenia poziomu PAX7, co prowadzi do
wznowienia cyklu komérkowego i intensywnych podzia-
téw. Udowodniono réwniez wplyw miR-489 na podziaty
KS. miR-489 dziata przez potranskrypcyjna supresje proto-
onkogenu DEK odpowiedzialnego za wyijscie KS ze stanu
spoczynkowego i ich proliferacje (Ryc. 2, Tabela 1) [38]. Ha-
mowanie ekspresji DEK przez miR-489 hamuje proliferacje
KS [39]. Aktywacja KS prowadzi do gwattownego spadku
ekspresji miR-489 i tym samym wznowienia podzialow.
Podczas aktywacji KS obserwuje si¢ rowniez podwyzszona
ekspresje miR-708. Wykazano, ze steruje on réwnowaga po-
miedzy utrzymaniem stanu spoczynkowego, a samoodno-
wa KS poprzez obnizanie ekspresji genu Tns3. Tns3 koduje
tensyne 3 - bialko regulujace migracje KS w niszy (Tabela 1)
[40]. Utrzymanie ekspresji Tns3 na niskim poziomie powo-
duje zahamowanie migracji KS i zatrzymanie ich w niszy,
utrzymujac je tym samym w stanie spoczynkowym.
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miRNA ODPOWIEDZIALNE ZA AKTYWACJE I
ROZNICOWANIE KOMOREK SATELITOWYCH
ORAZ PROLIFERACJE MIOBLASTOW

Wsr6d miRNA wyrézniamy réwniez takie, ktére promuja
przejécie KS z fazy spoczynkowej do réznicowania (Ryc. 2).
Sa to: miR-1, miR-27b, miR-133, miR-206 oraz miR-486 (Ryc.
2, Tabela 1). miR-1, miR-27b i miR-206 odpowiadaja za za-
hamowanie ekspresji genu Pax3 (ang. Paired box protein 3),
ktory jest paralogiem Pax7. Podczas rozwoju zarodkowego
czynnik transkrypcyjny PAX3 jest odpowiedzialny za r6z-
nicowanie komérek mezodermy, formowanie dermomioto-
mu oraz migracje komorek prekursorowych mieéni szkie-
letowych z dermomiotomu do zawigzkéw koniczyn [41]. W
dorostych organizmach jest markerem KS zlokalizowanych
w przeponie. PAX3 podobnie jak PAX7, zabezpiecza KS
przed przedwczesnym réznicowaniem poprzez zahamo-
wanie ekspresji genéw zwiazanych z réznicowaniem mio-
genicznym, np. kodujacych ciezkie taricuchy miozyn mie-
$niowych (ang. Myosin heavy chain, MYH) MYH1, MYHS3,
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MYHS8. Wiadomo, ze aktywnoéé PAX3 jak i PAX7 zwigzana
jest takze z indukcjg proliferacji KS [42]. Za obnizenie eks-
presji Pax7 odpowiadajg miR-1, miR-206 i miR-486. Za ob-
nizenie ekspresji Pax3 w KS odpowiada miR-27b. Co wiecej,
indukuje on podzialy mioblastéw przez obnizenie ekspresji
genu Mstn kodujacego miostatyne (Tabela 1). Spadek po-
ziomu miostatyny prowadzi do aktywacji KS, umozliwiajac
tym samym rozpoczecie regeneracji mieéni [43]. Podsumo-
wujac, zahamowanie ekspresji Pax3 i/lub Pax7 umozliwia
réznicowanie KS w mioblasty.

Kolejnym miRNA, ktéry stymuluje réznicowanie KS oraz
promuje proliferacje mioblastow jest miR-133a. Jego rolg
jest hamowanie ekspresji czynnika transkrypcyjnego SRF
(ang. Serum response factor), ktory jest jednym z kluczowych
regulatoré6w réznicowania komérek miesniowych (Tabela
1). SRF kontroluje transkrypcje genéw miogenicznych (np.
miogeniny i MRF4). Ponadto zahamowanie ekspresji czyn-
nika SRF w ludzkich mioblastach zmniejsza poziom trans-
kryptéw miR-199a-5p, ktéry odpowiada za hamowanie
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Tabela 1. Wybrane miRNA i pelnione przez nie role podczas regeneracji miesni szkieletowych. W zaleznosci od tego, czy praca zrodlowa dotyczyta ekspresji mRNA czy
bialek, w tabeli wymieniono odpowiednio geny (kursywa) lub biatka (drukowane) jako cele miRNA. Strzalki oznaczaja odpowiednio wzrost (1) lub spadek (|) ekspresji

gen6w /biatek.
miR-31 Myfs]

. CDC25a|
R Cykliny D1/D2|
miR-489 DEK|
miR-708 Tns3|

. Pax3 |
miR-1 P |
miR-27b Pax3 |

. PAX3 |
miR-206 PAX7 |
miR-486 Pax7 |
miR-27b Mstn |

. FZD4|
miR-199a-5p WNT2|
miR-351 E2f3|

MYOG|
. MYH|
miR-664 SRF|
WNT1|
miR-1 i miR-206 HDAC4|
miR-29 YY1
miR-133a SP1|

. Cend2|
miR-17/19 Jaki]
miR-26a/146b Smad4|
miR-148a ROCK1]

Hox-A11]
miR-181 Myfs1
Myh21

Utrzymanie KS

: [34]
W stanie spoczynkowym
Utrzymame KS 36,37]
w stanie spoczynkowym
Proliferacja KS [39]
Utrzymanie KS

. [40]
w stanie spoczynkowym
Proliferacja KS [31,88]
Proliferacja KS [151]
Proliferacja KS [31,88]
Proliferacja KS [29]
Proliferacja mioblastow [43]
Proliferacja mioblastow [44]
Proliferacja mioblastow [45]
Proliferacja mioblastow [46]
Réznicowanie mioblastow [30,152]
Roéznicowanie mioblastow [153]
Réznicowanie mioblastow [50]
Ro6znicowanie mioblastow / miotub [51]
Réznicowanie mioblastow/miotub [52,154]
Ro6znicowanie mioblastow / miotub [54]
Réznicowanie mioblastow/miotub [44,55]

ekspresji czynnikéw sygnalizacyjnych szlaku WNT (ang.
Wingless integrated). Czynniki te biora udzial w regulacji
proliferacji oraz réznicowania KS i mioblastéw. Obnizenie
poziomu miR-199a-5p umozliwia, wiec prawidlowy prze-
bieg réznicowania miogenicznego (Tabela 1) [44].

Podzialy mioblastow regulowane s réwniez przez
miR-351 i miR-664. Zidentyfikowano gen E2f3 jako cel
miR-351 (Tabela 1). E2F3 jest jednym z czynnikéw trans-
krypcyjnych regulujacych ekspresje cykliny E [45]. Jego
aktywnos¢ jest kluczowa dla przejécia z fazy G1 do S,
a wiec wznowienia cyklu komérkowego, a tym samym
podzialéw mioblastéw. Mioblasty linii C2C12 transfeko-
wane miR-664 proliferowaly intensywniej w poréwnaniu
do komorek kontrolnych. Co wiecej zaobserwowano, ze
miR-664 hamowat ich réznicowanie poprzez obnizenie
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ekspresji genow i bialek miogenicznych, np. miogeniny
i MYH [46]. Natomiast zahamowanie ekspresji miR-664
indukowalo réznicowanie miogeniczne. Wykazano, ze
mechanizm dzialania miR-664 opiera sie na degradacji
transkryptéw mRNA, jak i hamowaniu translacji biatek
SRF i WNT1 podczas proliferacji mioblastéw i réznico-
wania miogenicznego [46].

miRNA ODPOWIEDZIALNE ZA
ROZNICOWANIE MIOBLASTOW

miRNA, ktére hamuja proliferacje i tym samym umoz-
liwiaja réznicowanie mioblastow w miotuby to: miR-1,
miR-17, miR-19, miR-26a, miR-29, miR-133a, miR-146b,
miR-148a, miR-206, miR-181 (Ryc. 2, Tabela 1). Jak wcze-
$niej wspomniano, miR-206 hamuje ekspresje Pax3 i Pax7,
co prowadzi do ograniczenia proliferacji mioblastow, a
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tym samym sprzyja ich réznicowaniu w miotuby. Ponad-
to wykazano, ze podwyzszony poziom ekspresji miR-1 i
miR-206 promuje réznicowanie miogeniczne poprzez ha-
mowanie ekspresji deacetylazy histonowej 4 (ang. Histone
deacetylase 4, HDAC4). Hamowanie ekspresji HDAC4 pro-
wadzi do wzrostu transkrypcji czynnikéw z rodziny MEF2
(ang. Myocyte enhancer factors 2). MEF2 tworzy kompleks
np. z MYOD oraz E12, aktywujac ekspresje genéw kodu-
jacych lekkie faricuchy miozyny (ang. Myosin light chain,
MLC) czy desmine, stymulujac tym samym dalsze etapy
réznicowania mioblastéw w miotuby [47].

Proces fuzji mioblastéw i formowania miotub jest kon-
trolowany przez miR-29. Celem miR-29 jest mRNA kodu-
jacy czynnik transkrypcyjny YY1 (ang. Ying Yang 1). YY1
hamuje réznicowanie miogeniczne blokujac transkrypcje
genéw kodujacych a-aktyne, miesniowq kinaze kreatyno-
wa i MYH2b (izoforme 2b ciezkich laricuchéw miozyny
specyficzna dla szybkokurczacych sie wiékien mieénio-
wych). Wykazano, ze nadekspresja miR-29 prowadzi do
spadku tempa proliferacji mysich mioblastéw linii C2C12,
zmniejszenia poziomu YY1 i promowania formowania
miotub [48,49]. Kolejnym miRNA, ktéry stymuluje réz-
nicowanie mioblastéw jest wspomniany wcze$niej miR-
-133a. Odpowiada on za hamowanie ekspresji czynnika
transkrypcyjnego SP1 (ang. Specificity protein 1), co obniza
zdolnos¢ mioblastéw do proliferacji, stymulujac ich r6zni-
cowanie [50].

miRNA moga réwniez dziata¢ synergicznie. Do ta-
kiego tandemu nalezg miR-17 i -19, ktére promuja réz-
nicowanie mioblastéw linii C2C12 in vitro oraz KS in
vivo, poprzez zahamowanie ekspresji genéw Ccnd?2 i Jakl.
Tym samym, indukuja réznicowanie mioblastéw i mio-
tub oraz wspomagaja regeneracje miesni szkieletowych.
Efektem dziatania miR-17 jest podwyzszona ekspresja
MyoD1 i Myh3, czyli markeréw charakterystycznych dla
mioblastéw i zarodkowych widkien miesniowych (Tabe-
la 1) [51]. Dodatkowo miR-19 zwieksza ekspresje Myh3,
promujac dojrzewanie miotub. Kolejnymi miRNA, ktére
dzialaja w synergii podczas ré6znicowania mioblastéw sa
miR-26a i miR-146b. Reguluja one ekspresje genu Smad4
(Tabela 1) [52]. Wyciszenie Smad4 w mysich KS prowa-
dzi do ich przyspieszonego réznicowania w mioblasty i
wlokna miesniowe [53]. Innym miRNA, ktérego ekspre-
sja wzrasta wraz z réznicowaniem miogenicznym jest
miR-148a. Nadekspresja miR-148a w mioblastach C2C12
prowadzi do obnizenia poziomu kinazy ROCK1 (ang.
Rho-associated protein kinase 1), negatywnego regulatora
réznicowania miogenicznego (Tabela 1) [54]. Innym miR-
NA, ktéry wplywa na ekspresje opisywanego wczesniej
czynnika MYOD, jest miR-181. Docelowym transkryptem
dla miR-181 jest ten kodujacy HOX-A11l (ang. Homeobox
A11), ktéry hamuje ekspresje MyoD1 (Tabela 1). Zaindu-
kowany przez miR-181 spadek ekspresji Hox-All, po-
woduje wzrost poziomu MYOD, przez co mozliwe jest
dalsze réznicowanie mioblastéw w miotuby i dojrzewa-
nie widkien mie$niowych [44,55]. Nadekspresja miR-181
stymulowatla réznicowanie miogeniczne mysich zarod-
kowych komoérek macierzystych w miotuby poprzez in-
dukcje ekspresji Myf5 oraz Myh2 [55].
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miRNA W CHOROBACH MIESNI SZKIELETOWYCH

Choroby bezposrednio wplywajace na funkcjonowanie
mieséni szkieletowych okreslane sg terminem pierwotnych
choréb miesniowych. Zalicza sie do nich miopatie, czy-
li choroby prowadzace do postepujacego ostabienia oraz
zaniku mieéni. Konsekwencja jest uposledzenie zdolnosci
lokomotorycznych, a w niektérych wypadkach ostabienie
mieéni oddechowych i émier¢ chorego [56]. Najpowazniej-
szymi chorobami miesni szkieletowych sa dystrofie mie-
$niowe, wérdd ktérych szczegdlnie intensywnie badana jest
dystrofia miedniowa Duchenne’a (ang. Duchenne muscular
dystrophy, DMD) oraz jej lagodniejsze odmiany: dystrofia
miesniowa Beckera (ang. Becker’s muscular dystrophy, BMD),
dystrofia twarzowo-topatkowo-ramienna (ang. Facioscapu-
lohumeral muscular dystrophy, FSHD), dystrofie miotoniczne
typu 112 (ang. Myotonic dystrophies type 1 and 2, DM1, DM2)
czy dystrofia obreczowo-koriczynowa (ang. Limb-girdle mu-
scluar dystrophy, LGMD). Udalo sie zidentyfikowaé szereg
miRNA, ktérych poziom w miesniach badz surowicy pa-
cjentéw cierpiacych na powyzsze choroby réznil sie od tego
zaobserwowanego u zdrowych oséb. Podobng zaleznos¢
opisano analizujac zwierzeta bedace modelami tych scho-
rzefi. Obecnosé tych réznic sugeruje nie tylko, ze miRNA
odgrywaja istotna role w przebiegu choréb, ale takze budzi
nadzieje na wykorzystanie tych czasteczek jako biomarke-
réw, a w przyszlosci by¢é moze jako potencjalnych celéw te-
rapeutycznych [57-60].

DYSTROFIA MIESNIOWA DUCHENNE'A (DMD)
I DYSTROFIA MIESNIOWA BECKERA (BMD)

DMD i BMD sa recesywnymi chorobami dziedzicznymi
sprzezonymi z plcia. Ich przyczyna jest mutacja w genie
kodujacym dystrofine [61,62]. Dystrofina wraz z innymi
biatkami takimi, jak sarkoglikany tworzy kompleks DAPC
(ang. Dystrophin associated protein complex). Jest on odpo-
wiedzialny za kotwiczenie filamentéw aktynowych wio-
kien mie$niowych do lamininy, bedacej jednym z bialek
macierzy zewnatrzkomoérkowej. Kotwiczenie cytoszkieletu
wldkien miesniowych do macierzy zewnatrzkomérkowej
chroni przed ich uszkodzeniem w wyniku skurczu mieénia
[63]. Konsekwencja braku dystrofiny jest uszkodzenie sar-
kolemmy i nekroza wiékien miesniowych. Czesto dochodzi
tez do nieprawidlowej regeneracji witékien miesniowych i
zastepowania ich przez tkanke laczna oraz ttuszczowa [64].
W wyniku mutacji prowadzacych do DMD w miesniach
szkieletowych dystrofina w ogdle nie jest syntezowana. W
przypadku BMD mutacje prowadza do powstania skréco-
nej wersji tego biatka, co jest bezposrednia przyczyna la-
godniejszego przebiegu BMD w poréwnaniu do DMD.
Dzieki wykorzystaniu zwierzecego modelu DMD (myszy
mdx), udato sie uzyska¢ wiele danych na temat jej rozwo-
ju i przebiegu [65]. Nalezy jednak pamietaé, ze mysz mdx
jest jedynie niedoskonatym modelem, a przebieg choroby u
tych zwierzat jest inny i tagodniejszy, niz u pacjentéw cho-
rych na DMD. Czas zycia myszy mdx skrécony jest o ok.
25% w poréwnaniu do myszy typu dzikiego, podczas gdy u
0s06b cierpigcych na DMD o ok. 75% w poréwnaniu do oséb
zdrowych. U myszy obserwuje si¢ réwniez wydajniejsza re-
generacje uszkodzonych mieéni oraz zmniejszony stopier
widknienia tkanki w poréwnaniu do pacjentéw chorych na
DMD. Rzadziej wystepuja réwniez kardiomiopatie, uszko-
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Tabela 2. Zmiany w poziomie miRNA w réznych jednostkach chorobowych. DMD - Dystrofia migéniowa Duchenne’a, BMD - Dystrofia migsniowa Beckera, FSHD -
Dystrofia twarzowo-topatkowo-ramienna, DM1 - Dystrofia miotoniczna typu 1, DM2 - Dystrofia miotoniczna typu 2, LGMD - Dystrofie obreczowo-konczynowe. Strzatki

oznaczajg odpowiednio wzrost (1), spadek (|) lub brak zmian (—) w ekspresji miRNA.

miR-11, miR-2067, miR-133a/b?, miR-4991, miR-208b7
miR-4991, miR-2081, miR-486], miR-29c|, miR-311, miR-199a7, miR-211

miR-307, miR-331-5p1, miR-34af, miR-380-3p7, miR-516bf, miR-582-5p1, miR-5171, miR-6257
miR-34al, miR-1007, miR-1037, miR-146b1, miR-29b7
miR-2067, miR-3357, miR-331, miR-29b/c|, miR-7], miR-10|, miR-133a/b|, miR-11]

miR-11, miR-133a/b1, miR-2067, miR-27b1| , miR-29b1,
miR-193b1, miR-1911, miR-5741, miR-8851, miR-8867, miR-4541

miR-34a/b/c!, miR-146b, miR-208a1, miR-2211,

DMD Surowica/Osocze
Biopsja
BMD Biopsja miR-486—
FSHD Surowica, mioblasty miR-11, miR-2067, miR-133a/bt
NGS Mioblasty miR-8741, miR-146a?1
Mioblasty (transkryptom) miR-4111
Biopsja (ptody)
Surowica
DM1 Biopsja
Krew /Surowica/Osocze
DM2 Biopsja
miR-3811, miR-125b|, miR-193a/b|, miR-378a
LGMD Biopsja miR-1|, miR-133a|, miR-206]

Surowica (mysz)

miR-11, miR-2067, miR-133a/bf, miR-1491, miR-193bf,
miR-3781, miR-30a/df, miR-31], miR-199a]

dzenia osrodkowego ukltadu nerwowego, czy powazne de-
fekty lokomotoryczne [65].

Zmiany w ekspresji miomiRéw obserwowane sa w przy-
padku wielu choréb degeneracyjnych mieéni. Jest to naj-
prawdopodobniej zwigzane z cigglymi cyklami degeneracji
oraz regeneracji tkanki i utrzymywaniem tych czasteczek
na wysokim poziomie. Na podstawie wynikéw uzyskanych
w licznych badaniach wykazano, ze w surowicy pacjentéw
cierpiagcych na DMD wzrasta poziom miRNA z rodziny
miomiRéw - miR-1, miR-206 oraz miR-133a/b (Tabela 2).
Podobng zaleznosé¢ zaobserwowano takze u myszy mdx i w
psim modelu DMD (przyktadowe publikacje: ludzie [66-
68], myszy i ludzie [35,69], myszy [70], myszy i psy [71]).
Najnowsze badania pokazuja, ze calkowita delecja genu
kodujacego miR-133b u myszy mdx negatywnie wplywa
na przebieg choroby i poglebia jej fenotyp [72]. Do miRNA,
ktorych ekspresja jest zmieniona w dystroficznych mie-
$niach szkieletowych u ludzi naleza takze miR-499, miR-208
oraz miR-486. miR-499 oraz miR-208 wplywaja na wzrost
i typ formowanych wildkien mieéniowych poprzez regula-
¢je takich biatek, jak miostatyna czy MYH. miR-486 m.in.
hamuje Pax7, co prowadzi do réznicowania KS [73]. W su-
rowicy pacjentéw chorych na DMD zaobserwowano wyz-
szy poziom miR-499 oraz miR-208b [67] (Tabela 2). Poziom
ekspresji miR-486 w mieéniach szkieletowych pacjentow
chorych na DMD oraz myszy mdx byl nizszy, niz u osobni-
kow zdrowych. Nie zaobserwowano natomiast spadku eks-
presji miR-486 w mieéniach pacjentéw cierpiacych na BMD.
Mozliwe, ze do prawidlowej ekspresji miR-486 konieczna
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jest obecnosé dystrofiny, ktéra nie jest produkowana w ko-
morkach myszy mdx oraz chorych na DMD, ale w skréco-
nej formie wystepuje u pacjentéw chorych na BMD [58,74].
Wyniki analiz myszy mdx wykazaty, ze miR-486 moze takze
wplywac na wiele elementéw szklaku przekazywania sy-
gnalu zaleznego od kinazy biatkowej B (Akt) tj. p27KIP1,
p21CIP1, PTEN, czy FOXO1. Do genéw efektorowych tego
szlaku nalezg np. receptor 3 dla plytkopochodnego czynni-
ka wzrostu (ang. Platelet-derived growth factor beta receptor,
PDGFRp), bialka RHO, czy kinaza CDC42. Tym samym,
miR-486 moze posrednio wplywaé na liczne procesy za-
chodzace w mioblastach oraz miotubach takie, jak cykl ko-
moérkowy, migracja, fuzja czy apoptoza [74,75]. Kolejnym
miRNA, ktérego spadek zaobserwowano w dystroficznych
mieéniach zaréwno u ludzi, jak i myszy jest miR-29¢ (Tabela
2) [69,76]. Nadekspresja tego miRNA w miesniach szkiele-
towych myszy mdx poprawia ich regeneracje i jednoczesnie
hamuje widknienie tkanki [76]. W ludzkich mioblastach
miR-29¢, podobnie jak miR-1, zaangazowany jest takze w
regulacje szlaku przekazywania sygnatu dystrofina-neuro-
nalna syntaza tlenku azotu (nNOS)-deacetylaza histonéw
2 (HDAC2) [77]. U pacjentéw cierpiacych na DMD oraz u
myszy mdx zaobserwowano takze zwiekszong ekspresje
miR-31 (Tabela 2) [69,78,79]. Wykazano, ze miR-31 hamuje
ekspresje dystrofiny poprzez wigzanie sie z jej transkryp-
tem. Zahamowanie aktywnosci miR-31 wplywa na wzrost
ekspresji dystrofiny [80,81]. W miesniach pacjentéw cho-
rych na DMD wykazano réwniez wyzszy poziom miR-199a
(Tabela 2). miR-199a jest cisle zwiazany z regulacja ekspre-
sji genoéw szlaku WNT takich, jak geny kodujace Frizzled 4
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(FZD4) czy WNT2. Szlak ten ma bezposredni wplyw na
proliferacje oraz réznicowanie mioblastéw, wiec modyfi-
kacja jego aktywnosci przez miR-199a moze wplywac na
funkcjonowanie dystroficznych miesni [44]. W dystroficz-
nych mieéniach zaréwno myszy, jak i ludzi wykazano tez
wyzszy poziom miR-21, ktérego aktywnosé¢ prowadzi do
proliferacji fibroblastow oraz widknienia tkanki. miR-21 jest
Scisle zwigzany ze szlakiem przekazywania sygnalu zalez-
nego od transformujacego czynnika wzrostu 3 (ang. Trans-
forming growth factor beta, TGEP). Szlak ten, jest gléwnym
regulatorem wildknienia, a miR-21 bezposérednio reguluje
m.in. translacje biatka SMAD?7. Ponadto jego poziom jest
zwigzany z produkcja kolagenéw [58,82-84]. Zahamowanie
ekspresji miR-21 prowadzi do zmniejszenia fibrozy w dys-
troficznych mie$niach myszy mdx [85].

DYSTROFIA TWARZOWO-LOPATKOWO
RAMIENNA (FSHD)

FSHD to choroba dziedziczona w sposéb autosomalny
dominujacy zwigzana z nieprawidlowgq ekspresja czynnika
transkrypcyjnego DUX4. Najczestszg przyczyng tego za-
burzenia jest delecja tandemowo powtérzonych sekwencji
o dtugosci 3,3 kb w rejonie subtelomerowym chromoso-
mu 4 (4g35) [86]. Choroba ta objawia sie zwykle przed 20
rokiem zycia, a jej typowe symptomy to ostabienie mie-
$ni twarzy, mieéni obreczy barkowej, a ostatecznie mieéni
koniczyn gérnych. Analizy RNA izolowanego z surowicy
oraz mioblastéw uzyskanych od pacjentéw cierpiacych na
FSHD wykazaly zmiany w poziomie ekspresji kilkunastu
miRNA, w tym wyzszy poziom ekspresji miR-1, miR-206
oraz miR-133a/b, ktéry najprawdopodobniej jest zwigza-
ny z ciagla regeneracja miesni szkieletowych (Tabela 2)
[87,88]. Sekwencjonowanie RNA uzyskanego z ludzkich
mioblastow wykazalo wyzszy poziom tych czasteczek w
komérkach pobranych od pacjentéw chorych na FSHD
w poréwnaniu do tych, pobranych od oséb zdrowych. W
tych samych badaniach wytypowano tez wczesniej nieopi-
sane miRNA, ktérych poziom ulegal zmianie w miobla-
stach os6b chorych, tj. miR-874 oraz miR-146a (Tabela 2)
[89]. Analizy transkryptomu mioblastow uzyskanych od
pacjentéw chorych na FSHD wykazaty takze zwiekszony
poziom ekspresji miR-411 w poréwnaniu do mioblastow
pobranych od zdrowych dawcéw (Tabela 2). Nadekspresja
miR-411 w mysich mioblastach linii C2C12 prowadzita do
obnizenia poziomu ekspresji czynnika 2 zwigzanego z YY1
(ang. YY1 associated factor 1, YAF2) oraz spadku ekspres;ji
genéw kodujacych biatka charakterystyczne dla mio-
blastow (MYOD, miogenine oraz MYH1) [90]. YAF2 jest
inhibitorem czynnika transkrypcyjnego YY1. Jak wspo-
mniano wczeéniej, aktywnos$¢ YY1 hamuje réznicowanie
miogeniczne poprzez inhibicje ekspresji MyoD1 [48]. W
mioblastach uzyskanych od pacjentéw chorych na FSHD
wykazano wyzszy poziom YY1 inizszy poziom YAF2 [90].
Wyzszy poziom YY1 zaobserwowano takze w surowicy
pobranej od 0s6b cierpiacych na FSHD [91]. Inne czastecz-
ki, tj. miR-330, miR-331-5p, miR-34a, miR-380-3p, miR-
-516b, miR-582-5p, miR-517 i miR-625 zostaly zapropono-
wane jako biomarkery FSHD. Czasteczki te byly obecne
w mieéniach plodéw, w ktérych DNA wykryto mutacje
powodujaca rozw6j FSHD (Tabela 2) [92]. W najnowszych
badaniach surowicy pobranej od pacjentéw chorych na
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FSHD réwniez wytypowano szereg czasteczek bedacych
potencjalnymi markerami choroby, w tym ponownie miR-
-34a, a takze np. miR-100, miR-103, miR-146b, czy miR-29b
(Tabela 2) [91].

DYSTROFIE MIOTONICZNE TYPU 1 ORAZ 2 (DM1 I DM2)

Dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1) jest najczestsza
dystrofia dziedziczona w sposéb autosomalny dominuja-
cy. Jej przyczyna jest wzrost liczby tandemowych powto-
rzen trzech nukleotydéw CTG w rejonie 3" genu kodujace-
go kinaze biatkowa DMPK [93]. W mies$niach pobranych
od pacjentéw chorych na DM1 wykazano wyzszy poziom
ekspresji miR-206, miR-335, miR-33 oraz nizZszy poziom
ekspresji miR-29b/c, miR-7, miR-10 i miR-133a/b, w po-
réwnaniu do mieéni zdrowych dawcéw [94-96] (Tabela
2). Poczatkowo opisano takze wzrost poziomu ekspresji
miR-1 w mieéniach pacjentéw cierpigcych na DM1, jed-
nak nowsze publikacje sugeruja, Ze tego miRNA jest raczej
mniej[95-97]. Liczne badania ekspresji miRNA w surowicy
badz krwi pobranej od pacjentéw chorych na DM1 wyka-
zaly wyzszy poziom miR-1, miR-133a/b i miR-206 [98,99]
(Tabela 2). Wykryto rowniez wyzsza ekspresje takich miR-
NA, jak: miR-193b i miR-191 [100,101], miR-574, miR-885,
czy miR-886 [100-102], a takze miR-454 [100,102] (Tabela
2). Co ciekawe, istnieja sprzeczne doniesienia na temat
ekspresji miR-27b we krwi pacjentéw chorych na DMI.
Perfetti i wspélautorzy zaobserwowali spadek [100,102],
natomiast Koutsoulidou i wspétautorzy wykazali wzrost
poziomu miR-27b [101]. We krwi pacjentéw cierpiacych
na DM1 wykryto réwniez wiecej miR-29b [103] (Tabe-
la 2). DM2 charakteryzuje sie tagodniejszymi objawami
w poréwnaniu do DM1, a jej przyczyna jest amplifikacja
czteronukleotydowej sekwencji CCTG w pierwszym in-
tronie genu Cnbp [93,104,105]. Koduje on CNBP zwane
réwniez ZNF9 - biatko wigzace kwasy nukleinowe, kt6-
rego rola w przebiegu DM2 nie jest dobrze poznana. Wia-
domo natomiast, ze moze regulowaé poziom PB-miozyny
oraz wchodzi¢ w interakcje z DAPC poprzez wigzanie sie
z a-dystroglikanem [106,107]. Przebadano biopsje miesni
pobrane od trzynastu pacjentéw chorych na DM2. Zaob-
serwowano wyzszy poziom ekspresji 7 czasteczek miRNA
(miR-34a/b/c, miR-146b, miR-208a, miR-221 i miR-381)
oraz nizszy 4 czasteczek (miR-125b, miR-193a/b i miR-
-378a) (Tabela 2) [108]. Co ciekawe, profil ekspresji zmie-
nionych miRNA réznit sie znaczaco pomiedzy biopsjami
mieéni szkieletowych pobranymi od pacjentéw chorych na
DM1, a tymi cierpigcymi na DM2.

DYSTROFIE OBRECZOWO-KONCZYNOWE (LGMD)

LGMD to grupa choréb dziedziczonych w sposéb auto-
somalny dominujacy badz recesywny. Dzieli si¢ je na dwie
glowne grupy - LGMDI1, obejmujace choroby dziedzi-
czone w spos6b autosomalny dominujacy oraz LGMD?2,
ktore dziedziczone sa w sposéb autosomalny recesywny.
Poszczegélne rodzaje LGMD wywolane sa mutacjami w
genach kodujacych rézne biatka: desmine (LGMDIE) czy
sarkoglikany (alfa - LGMD2D; gamma - LGMD2C), kalpa-
ine 3 (CAPN3 - LGMD2A) [109]. Analizy biopsji mieéni pa-
cjentéw chorych na LGMD2A wykazaly spadek ekspresji
miomiR6éw - miR-1, miR-133a oraz miR-206. Uposledza to
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Tabela 3. Zmiany w poziomie miRNA w migéniach szkieletowych oraz krwi po treningu fizycznym.

Ostry trening oporowy
(3/6 godz.)

Przewlekly trening oporowy (12 tyg.)

Ostry trening oporowy
(2 godz.)

Ostry trening oporowy
(6 godz.)

Trening interwalowy o wysokiej
intensywnosci (HIIT) lub trening
ciagly o umiarkowanej intensywnosci
(MICT) + ¢wiczenia oporowe

(1/3 godz.)

Trening wytrzymaloéciowy
z obciazeniem
(90 min)

Dlugotrwaly trening
wytrzymatosciowy (6 tyg.)

Dlugotrwaly trening
wytrzymatosciowy
(umiarkowana intensywnosc, 12 tyg.)

Krotkotrwaty trening
wytrzymatosciowy (wysoka
intensywnosc¢, 60 min)

Kroétkotrwaty trening
wytrzymatosciowy (wysoka
intensywnos¢, 60 min)

Dlugotrwaly trening
wytrzymatosciowy
(1-3 godz./sesja, 90 dni)

Ostry trening oporowy
(1 godz./1 dzieri/3 dni)

8-tygodniowy trening na sile (8 tyg.)

Trening hipertroficzny

@ tys)

Trening interwalowy

o wysokiej intensywnosci
(HIIT, 8 tyg.)
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Biopsja migsnia
obszernego bocznego

Biopsja mig$nia
obszernego bocznego

Biopsja migsnia
obszernego bocznego

Biopsja migé$nia
obszernego bocznego

Biopsja migsnia
obszernego bocznego

Biopsja migsnia

obszernego bocznego

Biopsja mig$nia
obszernego bocznego

Biopsja migsnia
obszernego bocznego

Biopsja mig$nia
obszernego bocznego

Biopsja migsnia
obszernego bocznego

Osocze

Surowica

Osocze

Miodzi mezczyzni
24,2+0,9 lat (miR-
486-3p),

Starzy mezczyzni
66,6%1,1 lat (miR-499a-
5p, miR-99a-5p)

miR-423-5p

miR-1, miR-133a,
miR-133b, miR-206

miR-1, miR-133a/b,
miR-181a

miR-20a, miR-21, miR-

146a, miR-221, miR-222,

miR-21, miR-146a

miR149

miR-21, miR-
93, miR-222

miR-21, miR-93

miR-1

miR-1

Miodzi mezczyzni
(miR-149-3p, miR-520g-3p,
miR-99b-5p, miR-100-5p)
Starzy mezczyzni (miR-186-
5p, miR-196b, miR-335-5p,
miR-628-5p, miR-489-5p)

miR-16-5p, miR-23b-3p, miR-
24-3p, miR-26a-5p, miR-26b-
5p, miR-27a-3p, miR-27b-3p,
miR-29a-3p, miR-29¢-3p, miR-
30a-5p, miR-30d-5p, miR-133a,
miR-133b, miR-95-3p, miR-107a,
miR-126-3p, miR-133a, miR-
133b, miR-140-3p, miR-181a-5p,
miR-324-3p, miR-378a-5p

miR-133a, miR-378, miR-486

miR-1-3p, miR-206, miR-
208a-5, miR-499

miR-1, miR-133a, miR-101, miR-
455, miR-144, miR-15b, miR-26b,
miR-28, miR-29b, miR-338, miR-
92, miR-98, miR-451, miR-589,

miR-1, miR-133a, miR-
133b, miR-206

miR-9, miR-23a, miR23b, miR-31

miR146a, miR221

miR-16 miR-222

miR-16
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[118]

[124]

[114]

[126]

[127]

[129]

[130]

[120]

[131]

[139]

[140]

[144]

[144]

[144]



Pétmaraton Osocze
Trening wytrzymalosciowy Osocze
(10 tyg.) + maraton

10 km bieg + pétmaraton + maraton Surowica
(w odstepach 1 miesigca)

Dlugotrwaly trening Surowica
wytrzymatosciowy

(20 tyg.)

Cwiczenia krazeniowo- Surowica

oddechowe (3 min) i ostry
trening wytrzymatosciowy
(60 min)

miR1, miR133a, miR206

miR-1, miR133a,
miR-30a

let-7d-3p, let-7f-2-3p,
miR-125b-5p, miR-
132-3p, miR-143-3p,
miR-148a-3p, miR150-
5p, miR-223-3p, miR-
223-5p, miR-29a-3p,
miR-34a-5p, miR-
424-3p, miR-424-5p

miR-142-3p, miR-221-

3p, miR-126-3p, miR-
146a-5p, miR-27b-3p

miR-21

miR-26a, miR29b

miR-486-5p, let-7b-5p, miR-
29¢-3p, let-7e-5p, miR-93-
5p, miR-7-5p, miR-25-3p,
miR-92a-3p, miR-29b-3p

[141]

[142]

[143]

[117]

miR-20a [150]

réznicowanie mioblastéw i prowadzi do nieprawidlowe-
go przebiegu regeneracji oraz wiéknienia tkanki (Tabela 2)
[110]. Badania poziomu miRNA w surowicy myszy Sgca-
-null (mysi model LGMD2D) oraz Sgcg-null (mysi model
LGMD2D) wykazaly istotnie wyzszy poziom niektérych
miRNA, np. miR-1, miR-206, miR-133a/b, miR-149, miR-
-193b, miR-378, miR-30a/d, a takze nizszy poziom takich
czasteczek, jak miR-31, czy miR-199a (Tabela 2). Profil tych
zmian byt podobny do tych obserwowanych u myszy mdx.
Najbardziej zblizone profile ekspresji miRNA zaobserwo-
wano, poréwnujac surowice myszy mdx oraz Sgcg-null.
Wynika to prawdopodobnie z tego, Ze przebieg DMD
oraz LGMD2D wplywa na funkcjonowanie zaré6wno mie-
$ni szkieletowych, jak i mieénia sercowego, podczas gdy
LGMD2C dotyczy jedynie miesni szkieletowych [70].

WPLYW WYSIEKU FIZYCZNEGO NA
POZIOM miRNA U LUDZI

W nastepstwie intensywnych ¢wiczen fizycznych,
dochodzi do zmian w funkcjonowaniu miesni szkieleto-
wych wyrazajacych sie na wielu poziomach. Obserwuje
sie zmiany w poziomie ekspresji genéw, syntezie bia-
tek czy regulacji proceséw utatwiajacych komunikacje
miedzy tkankami. Komunikacja (np. pomiedzy tkanka
mie$niowq i nerwowg, czy $rédbtonkiem naczyr) umoz-
liwia odsuniecie w czasie uczucia zmeczenia i stopnio-
wo adaptuje organizm do obcigzen treningowych. Do tej
pory nie przedstawiono dokladnej charakterystyki me-
chanizméw molekularnych, ktére sa odpowiedzialne za
przystosowanie organizmu do wysitku [111]. Jest jednak
pewne, ze aktywnosc¢ fizyczna reguluje ekspresje réznych
genéw, wplywajac m.in. na metylacje DNA, modyfikacje
histonéw czy ekspresje miRNA [112-114]. Analiza mate-
rialu uzyskanego z biopsji mieéni szkieletowych wyka-
zala, ze wysitek fizyczny powoduje zmiany w poziomie
miRNA zaréwno u ludzi, jak i zwierzat laboratoryjnych
[115-120]. Zaktada sie, Ze zmiany profilu ekspresji miR-
NA sa zalezne od adaptacji organizmu do wysitku, co ma
swoje odzwierciedlenie w plastycznosci miesni szkieleto-
wych, efektywnosci i tempie ich regeneracji [121].
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EKSPRESJA miRNA W TKANCE MIESNIOWE] PO
TRENINGU SIEOWYM LUB WYTRZYMALOSCIOWYM

Pierwsze doniesienia o wplywie wysitku fizycznego na
ekspresje miRNA powiazano z regulacja syntezy bialek w
ludzkich mieéniach szkieletowych [118]. Czynnikiem stre-
sowym w tym wypadku bylo wykonanie treningu oporo-
wego. Trening ten obejmuje przewaznie statyczne ¢wicze-
nia sitowe, powodujace skurcz miesni wywotany zastoso-
waniem oporu (np. podnoszeniem cigzaréw). Zastosowanie
obciazenia, powoduje powstanie mikrouszkodzen widkien
mieéniowych, co dziata jak impuls stymulujacy proliferacje
i ré6znicowanie KS oraz powstawanie nowych i/lub rozrost
istniejacych wldkien miesniowych [122,123]. W efekcie do-
chodzi do hipertrofii (zwigkszenia objetosci) i/lub hiper-
plazji (zwigkszenia liczby jader komoérkowych) widkien
miesniowych. Zaobserwowano, ze 3 i 6-godzinny trening
sitowy noég obnizal ekspresje miR-1 w mieéniach (Tabela 3)
[118]. Podobny spadek ekspresji miR-1 odnotowano po 12
tygodniach treningu oporowego nég (Tabela 3) [124]. Ob-
nizeniu poziomu miR-1 towarzyszy! wzrost ekspres;ji insu-
linopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang. Insulin-like growth
factor 1, IGF-1). Wzrost ten powiazano z aktywacja szlaku
mTORCI, co prowadzito do zwiekszania syntezy biatek ta-
kich, jak miogenina i miozyny (MYH1, MYH2a, MYH2b). W
efekcie, zaobserwowano wzrost masy miesniowej badanych
[124,125]. Co ciekawe, w wynikach innych do$wiadczen,
w ktérych analizowano mieénie po 6 godzinach od ostre-
go wysitku silowego lub 3 godzinach od ¢wiczen sitowo-
-wytrzymalosciowych, nie stwierdzono zmian w poziomie
miR-1, za to opisano spadek ekspresji miR-133a, miR-133b,
miR-486 (Tabela 3) [126,127]. Podejrzewa sie, ze obnizenie
ekspresji takich miRNA, jak miR-1 czy miR-133 jest koniecz-
ne do rozwoju fizjologicznej hipertrofii [127,128]. Ponadto
zauwazono, ze poziom miR-206 i miR-499 jest odwrotnie
proporcjonalny do syntezy bialek miesniowych zachodza-
cej po treningu silowo-wytrzymatosciowym [129]. Uwaza
sie¢ wiec, ze synteza bialek mie$niowych, w odpowiedzi
na stymulacje anaboliczna po ¢wiczeniach z obcigzeniem,
zmniejsza ekspresje miomiRéw [129]. Odmienne wnioski
wyciagnieto w innej pracy, w ktérej nie odnotowano zmian
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w ekspresji miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-486-5p
2 godziny po treningu silowym nég (Tabela 3) [119]. Bada-
cze stwierdzili, Ze 2-godzinny odstep od treningu do anali-
zy jest zbyt krétki, aby wykry¢ istotne statystycznie zmiany
w ekspresji miRNA.

Oddzielna grupa badan obejmuje wplyw treningéw wy-
trzymaltodciowych na poziom miRNA w miesniach szkie-
letowych. Treningi wytrzymaltosciowe obejmuja ¢wiczenia
dynamiczne, aerobowe. W przeciwieristwie do treningéw
oporowych, ¢wiczenia wytrzymatosciowe powoduja szero-
ki zakres zmian, gléwnie w ukladzie krazenia i ukladzie od-
dechowym, rzadko prowadzac do rozleglych mikrouszko-
dzerh widkien miesniowych. Stwierdzono, ze czas trwania
oraz intensywnos¢ ¢wiczern wytrzymatosciowych to dwa
glowne modulatory poziomu miRNA w mie$niach. Poréw-
nano ekspresje miRNA w mie$niach nég po aktywnosci
dlugotrwatej (6-12 tygodni) o umiarkowanej intensywno-
Sci oraz krétkotrwatej (60 minut) o wysokiej intensywnosci.
Wykazano, ze w przypadku treningéw dlugotrwatych ob-
serwuje sie spadek ekspresji miR-1, miR-28, miR-133a, miR-
144 oraz miR-455 (Tabela 3) [130]. Inne badania wykazaty
spadek miR-1, miR-133a, miR-133b i miR-206 po dwunastu
tygodniach treningu wytrzymaltosciowego (Tabela 3) [120].
Natomiast, krétkotrwale treningi wytrzymatosciowe o wy-
sokiej intensywnosci prowadzily do wzrostu transkryp-
¢ji miR-1, miR-133a, miR-133b oraz miR-181a (Tabela 3)
[120,131]. Ponadto stwierdzono, ze wzrost ekspresji miR-1
i miR-133a obserwowany natychmiast po intensywnych
éwiczeniach wytrzymalosciowych, jest proporcjonalny do
wzrostu syntezy MYOD, miogeniny i MRF4. Tak, jak juz
wspomniano wczesniej czynniki te reguluja ekspresje mio-
miRéw [31,132].

c-miRNA OBECNE W KRWIOBIEGU PO TRENINGU
SIEOWYM LUB WYTRZYMAELOSCIOWYM

Omoéwione wczeéniej badania opieraly sie na analizie
biopsji mieéni szkieletowych oséb aktywnych fizycznie. Ze
wzgledu na stosunkowo trudng dostepnosc¢ takiego mate-
rialu i inwazyjno$¢ procedury, rozpoczeto poszukiwania
alternatywnego zrédta miRNA. W 2008 roku po raz pierw-
szy opisano miRNA obecne w krwiobiegu pacjentéw z ra-
kiem prostaty [133]. Czasteczki te okreslono jako krazace
miRNA (ang. circulating miRNA, c-miRNA). Wystepowanie
c-miRNA potwierdzono w réznych ptynach biologicznych
zdrowych os6b. Byly to: osocze, surowica, lina, 1zy, mocz,
plyn owodniowy, mleko matki, ptyn mézgowo-rdzeniowy,
plyn otrzewnowy, ptyn optucnowy czy nasienie [134-138].
W osoczu lub surowicy c-miRNA sa zwigzane z biatkami
wigzacymi RNA, lipoproteinami o duzej gestosci lub sa za-
mkniete w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych takich,
jak mikropecherzyki, egzosomy, czy ciatka apoptotyczne.
Dzieki temu miRNA sg odporne na degradacje.

W 2011 roku pojawily sie pierwsze przestanki swiad-
czace o tym, ze diugotrwaly (90-dniowy) wysitek wytrzy-
malosciowy o wysokiej intensywnosci modyfikuje profil
c-miRNA obecnych w osoczu [139]. Przedmiotem badania
byly c-miRNA zaangaZzowane w angiogeneze (miR-20a,
miR-210, miR-221, miR-222 oraz miR-328), przebieg stanu
zapalnego (miR-21, miR-146a), kurczliwos¢ miesni szkiele-
towych i mie$nia sercowego (miR-21, miR-133a) oraz niedo-
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tlenienie tkanek (miR-21, miR-146a i miR-210). Wykazano
wowczas zwigkszong ekspresje miR-20a, miR-221, miR-222,
miR-21, miR-146a. Z kolei poziom miR-133a, miR-210, miR-
328 byl niezmieniony (Tabela 3). miR-20, miR-221, miR-222,
miR-21, miR-146a sg produkowane przez komorki $rod-
blonka naczyniowego, a po forsownym wysitku stymuluja
angiogeneze w miesniu szkieletowym i sercowym. Lepsze
ukrwienie umozliwia wydajniejsze dostarczanie tlenu i
sktadnikéw odzywczych do pracujacych miesni, co stanowi
kluczowy aspekt adaptacji do treningu.

Trening silowy réwniez wplywa na profil wybranych
c-miRNA. Cwiczenia silowe rak i nég zwiekszaja po-
ziom miR-149, a obnizaja miR-146a i miR-221 obecnych
w surowicy. Natomiast nie wykazano zmian w poziomie
c-miRNA specyficznych dla migsni, np. miR-1, miR-133 (Ta-
bela 3) [140]. Uczestnicy badania byli dobrze zaadoptowa-
ni do zadanych im obciazen treningowych, dlatego udziat
mikrouszkodzen, z ktérych mogty by¢ uwalniane miomiRy
(miR-1 i miR-133) byt niewielki. Mozliwe tez, ze miomiRy
sa wydzielane do krwi na drodze nieznanego jeszcze zlozo-
nego, selektywnego mechanizmu, uruchamianego w $cisle
okreslonych warunkach.

Wyjatkowym przykladem c¢wiczen wytrzymatoscio-
wych, ktére moga prowadzi¢ do powstania uszkodzeri
wldkien miesniowych sa maratony. Analiza osocza krwi
pobranej bezposrednio po zakoriczeniu maratonu wyka-
zala istotny wzrost poziomu miR-1, miR-30a, miR-133a i
miR-206 [141,142] (Tabela 3). Co ciekawe, w innych bada-
niach kinetyka zmian poziomu c-miRNA zwiazanych z
procesami zapalnymi réznita sie istotnie po biegach krétko
- (10 km) i diugodystansowych (maraton, tj. 42 km) [143].
Dane te potwierdzaja po raz kolejny, ze rodzaj i czas trwa-
nia wysitku w rézny sposéb moduluje ekspresja miRNA /c-
-miRNA.

W zaleznosci od tego, czy trening jest ukierunkowany na
rozwdj sily, masy czy wytrzymalosci miesniowej obserwu-
je sie odmienny poziom miR-16, miR-21, miR-222 i miR-93
we krwi (Tabela 3) [144]. miR-16 reguluje angiogeneze, ste-
rujac ekspresja receptora dla czynnika wzrostu srédbton-
ka naczyn (ang. Vascular endothelial growth factor receptor 2,
VEGEFR2) [145]. miR-21 posrednio bierze udziat w angioge-
nezie stymulujac ekspresje VEGF oraz czynnika indukowa-
nego hipoksja (ang. Hypoxia-inducible factor 1 alpha, HIF-1a)
[146]. Ponadto miR-21 wplywa na stabilno$¢ transkryptu
kodujacego syntaze tlenku azotu. Tlenek azotu odgrywa
wazna role w regeneracji wiékien miesniowych, stymulujac
proliferacje KS, angiogeneze i synaptogeneze [147]. miR-
222 hamuje ekspresje genéw kodujacych: inhibitor cyklu
komoérkowego p27KIP1, kinaze HIPK-1 (ang. Homeodoma-
in-interacting protein kinase) oraz czynnik transkrypcyjny
HMBOX-1 (ang. Homeobox containing 1), dzieki czemu indu-
kuje wzrost i proliferacje kardiomiocytéw (u sportowcoéw
zjawisko zwane kardiomegalig) [148]. Natomiast rola miR-
93 w przystosowaniu do obciazer treningowych nie jest do
konica zrozumiana. Niektére dane wskazuja na jego udziat
w regulacji ekspresji VEGF [149]. Co ciekawe, udowodnio-
no ze wysitki wytrzymatosciowe zmieniaja wzor ekspres;ji
niektérych c-miRNA zwigzanych z funkcjonowaniem ukla-
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du krazenia (np. miR-142, miR-221, miR-126, miR-146a,
miR-27b) (Tabela 3) [117,150].

Nalezy pamieta¢, ze niektére miRNA ulegaja ekspresji
zaréwno w miesniach szkieletowych, jak i mie$niu serco-
wym. S to: miR-1, miR-133a, miR-208b, miR-486, miR-
499a/b. W zwiazku z tym pochodzenie krazacego we krwi
miRNA moze by¢ rézne. Konieczne jest zatem opracowanie
metody pozwalajacej na okreslenie, skad pochodza anali-
zowane czasteczki, zanim zostana stosowane w praktyce
diagnostycznej. Wydaje sig, Ze jednoczesna analiza miRNA
specyficznych tylko dla mieéni szkieletowych (miR-206,
miR-133b) i mieénia sercowego (miR-208a) moze stanowic
rozwigzanie problemu ich pochodzenia. Zastosowanie ta-
kiego podejscia pozwoli takze okreéli¢, ktory narzad jest
bardziej wrazliwy na okreslony protokot treningowy.

PODSUMOWANIE

miRNA maja wplyw niemal na wszystkie procesy za-
chodzace w organizmach zaréwno fizjologiczne, jak i pa-
tologiczne. Zrozumienie ich roli w regulacji regeneracji
mieéni szkieletowych jest kluczowe dla pelnego poznania
mechanizméw molekularnych wplywajacych na ten proces.
miRNA prébuje sie wykorzysta¢ jako biomarkery chorob
mieéniowych, co ulatwiloby diagnostyke i wczesne wy-
krywanie schorzen. Ponadto sg one potencjalnymi celami
terapeutycznymi, a modulacja poziomem miRNA u oséb
chorych moze zlagodzi¢ przebieg lub spowolni¢ rozwoj
choroby. Jednak sie¢ regulacji miRNA jest na tyle skompli-
kowana i niewystarczajgco poznana, ze do dzié nie znalazty
one zastosowania w klinice. Intensywny wysitek fizyczny
wplywa na zmiany w profilu ekspresji miRNA/c-miRNA,
co podkresla potencjalng role regulacyjna tych czasteczek w
systematycznych procesach adaptacji do treningu. Jednak
rodzaj, intensywnosé, dlugosé ¢wiczen, staz treningowy,
moment pobierania materiatu odzwierciedlaja sie w charak-
terze zaobserwowanych zmian. Z tego wzgledu okreslenie
roli tych czasteczek w odpowiedzi molekularnej na wysitek
fizyczny jest na razie niemozliwe, a miRNA /c-miRNA nie
moga by¢ uznane za wiarygodne i powtarzalne biomarkery
adaptacji do wysitku.
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ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs), although do not encode proteins, they are involved in many biological processes. Here we focus on their role in
skeletal muscle development and function. In health, they play an important role during skeletal muscle regeneration by regulating satellite
cells quiescence, activation, proliferation, differentiation into myoblasts, and finally formation of myotubes. Moreover, miRNAs play a role
in muscles disease development. For this reason, they can be used as disease biomarkers or potential therapeutic targets. Moreover, physical
activity also influences the changes in miRNA expression. Certain types of exercises, their duration, and intensity differently impact the

expression of many miRNAs.
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