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				Czego jeszcze nie wiemy o mięśniach szkieletowych?

			

		

		
			
				Streszczenie

				Mięśnie szkieletowe są wysoce wyspecjalizowaną tkanką zwierzęcą, której podstawową funkcją jest skurcz, przekładający się na ruch zwierząt. Jednym z typów mięśni szkie-letowych są mięśnie tułowia (miotomalne) należące u kręgowców do najstarszej filogene-tycznie grupy mięśni. Porównawcze badania miogenezy miotomalnej wykazały, że mięśnie te mają podobny plan budowy, jednak mimo kontroli przez te same czynniki genetyczne, mogą różnicować się odmiennie u poszczególnych gatunków kręgowców (zarówno u gatun-ków modelowych jak i niemodelowych). Poznanie mechanizmów rozwoju mięśni szkieleto-wych jest warunkiem sine qua non w zrozumieniu stanów chorobowych tkanki mięśniowej obserwowanych u ludzi. W pracy podsumowano aktualną wiedzę dotyczącą różnicowania mięśni szkieletowych zwierząt, stanów patologicznych mięśni spowodowanych mutacjami w genach białek strukturalnych oraz metabolicznych mięśni.

				Wprowadzenie

				Typologia tkanki mięśniowej u zwierząt obejmuje trzy podstawowe rodzaje mięśni: poprzecznie prążkowane serca, poprzecznie prążkowane szkieletowe oraz gładkie. Tkanki te różnią się między sobą budową, miejscem występowania oraz charakterem skurczu. Tkanka poprzecznie prążkowana serca, jak wskazuje nazwa, buduje serce. Poprzez skurcz i następujący po nim rozkurcz, zapewnia krążenie krwi w organizmie. Etymologia określenia mięśnie „szkieletowe” wy-wodzi się z faktu, że mięśnie te u zwierząt bezkręgowych przyłączone są do eg-zoszkieletu. Natomiast u kręgowców mięśnie te tworzą połączenia z wewnętrz-nym układem szkieletowym (chrzęstnym lub kostnym). Podstawową funkcją mięśni szkieletowych jest skurcz, przekładający się na ruch zwierząt. Mięśnie gładkie występują głównie w ścianach narządów wewnętrznych. Skurcz tej tkanki powoduje m.in. zwiększanie lub zmniejszanie się światła narządów we-wnętrznych. Przykładem funkcji tej grupy mięśni jest zapewnienie przesuwania się treści pokarmowej w układzie pokarmowym. U niektórych zwierząt bezkrę-gowych tkanka ta współtworzy wór powłokowo–mięśniowy, wspomagając tym samym ruch zwierząt.

				Histologia zwierząt szczegółowo opisuje rodzaje mięśni, ich budowę i funkcje. Warto podkreślić, że zawsze budowa danej tkanki przekłada się na funkcję jaką pełni. Podobnie jest w przypadku mięśni. Wysoce wyspecjalizowanymi tkan-kami mięśniowymi są mięśnie poprzecznie prążkowane (sercowy oraz szkiele-towy). Mięśnie szkieletowe zbudowane są z wielojądrowych włókien mięśnio-wych, kształtu cylindrycznego. Mięsień sercowy budują widlasto rozgałęzione jedno- lub dwujądrowe kardiomiocyty. Nazwę „poprzecznie prążkowane” mię-śnie te zawdzięczają, regularnemu, repetytywnemu układowi miofilamentów cienkich (aktynowych) oraz grubych (miozynowych), obserwowanemu w obra-zach histologicznych. W tkance mięśniowej gładkiej wrzecionowate miocyty są jednojądrowe, a układ miofilamentów nie przyjmuje regularnej organizacji [1].

				Budowa i typy mięśni szkieletowych

				Tkanka mięśniowa poprzecznie prążkowana szkieletowa, ze względu na peł-nioną funkcję, stanowi wysoce wyspecjalizowany rodzaj tkanki zwierzęcej. Zbu-dowana jest z cylindrycznych, wydłużonych włókien otoczonych sarkolemmą (błona komórkowa włókna mięśniowego) oraz blaszką podstawną. Wnętrzne włókna mięśniowego wypełnione jest sarkoplazmą (cytoplazmą włókna mię-śniowego), w której zlokalizowane są liczne jądra usytuowane peryferycznie oraz pozostałe organelle komórkowe, takie jak sarkosomy (mitochondria), sia-teczka sarkoplazmatyczna (retikulum endoplazmatyczne), aparat Golgiego, krople lipidowe oraz ziarna glikogenu. Charakterystyczne ułożenie miofibryli, czyli białek aparatu kurczliwego w sarkoplazmie tworzy podstawową jednostkę strukturalną i funkcjonalną mięśnia, jaką jest sarkomer [2].
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				Ciekawą grupą komórek charakterystycznych dla mię-śni szkieletowych są komórki satelitarne. Komórki te zlo-kalizowane są pomiędzy sarkolemmą a blaszką podstawną. Komórki satelitarne charakteryzuje stan niezróżnicowany (embrionalny), a ich podstawową funkcją w życiu postana-talnym jest regeneracja włókna mięśniowego. Komórki te w wyniku uszkodzenia włókna, czy w jego stanach choro-bowych, rozpoczynają proces różnicowania się w kierunku miogennym, dostarczając tym samym puli komórek proge-nitorowych mięśni (mioblastów), stąd często nazywane są komórkami macierzystymi tkanki mięśniowej [3,4]. Pod-czas embriogenezy, komórki te zaangażowane są we wzrost mięśni: hipertroficzny (zwiększenie liczby jąder w już ufor-mowanych włóknach mięśniowych), czy hiperplastyczny (tworzenie się nowych włókien mięśniowych) [5,6].

				Budowę sarkomerów charakteryzuje naprzemienne ułożenie prążków jasnych (izotropowych) oraz ciemnych (anizotropowych). W prążku izotropowym obserwuje się filamenty aktynowe, a w prążku anizotropowym występują filamenty miozynowe. Siateczka sarkoplazmatyczna w mię-śniu szkieletowym jest silnie rozbudowana i tworzy pomię-dzy prążkiem jasnym i ciemnym dwie cysterny brzeżne bę-dące magazynem jonów Ca2+. Pomiędzy cysternami brzeż-nymi znajduje się wpuklenie sarkolemmy tworzące tzw. ka-nalik poprzeczny T. Układ sarkoplazmatyczny zawierający kanalik T wraz z dwoma sąsiadującymi cysternami brzeż-nymi nazywany jest triadą. Pojawienie się potencjału czyn-nościowego na błonie sarkoplazmatycznej powoduje otwar-cie kanałów wapniowych i masowy napływ jonów Ca2+ do sarkoplazmy, dzięki czemu możliwy jest skurcz mięśnia [7].

				TYPY MIĘŚNI SZKIELETOWYCH KRĘGOWCÓW

				W mięśniach szkieletowych kręgowców obserwuje się trzy typy włókien, charakteryzujących się odmienną fizjo-logią, miejscem usytuowania, unerwieniem czy szybkością skurczu wynikająca z aktywności ATPazowej. Są to: włókna szybkie (czerwone), wolne (białe) oraz pośrednie (różowe) [8].

				Mięśnie szybkie mają większy potencjał do pozyskiwa-nia ATP w procesach anaerobowych oraz większą aktyw-ność enzymów glikolitycznych, w tym kinazy pirogronia-nowej oraz dehydrogenazy aldehydu-3-fosfogliceryno-wego. W odróżnieniu od mięśni szybkich, mięśnie wolne mają większy potencjał aerobowy w tym aktywność takich enzymów jak dehydrogenaza bursztynianowa [9,10]. Wy-mienione szlaki pozyskiwania energii pozwalają sklasyfi-kować włókna mięśniowe pod względem metabolicznym na oksydatywne (czerwone, które są bogate w mioglobinę będącą magazynem tlenu i pigmentem nadającym włók-nom czerwone zabarwienie) oraz glikolityczne (prawie pozbawione mioglobiny, ponieważ zużycie tlenu w tych włóknach jest bardzo ograniczone) [11]. Ponadto, włókna budujące mięśnie wolne i szybkie wykazują wyraźne róż-nice ultrastrukturalne. Włókna wolne (czerwone) charak-teryzują się większą liczbą mitochondriów oraz glikogenu na terenie sarkoplazmy, w porównaniu z włóknami białymi [10]. Oddzielnym typem włókien mięśniowych obserwowa-nych przede wszystkim u ryb są te, które wykazują cechy 

			

		

		
			
				pośrednie pomiędzy białymi i czerwonymi (tzw. mięśnie różowe) [12].

				WCZESNE ETAPY RÓŻNICOWANIA MIĘŚNI SZKIELETOWYCH

				Pierwsze badania dotyczące mechanizmu różnicowania mięśni szkieletowych prowadzone były głównie na gatun-kach modelowych ptaków i ssaków. Mięśnie poprzecznie prążkowane szkieletowe rozwijają się z mezodermy, która w czasie rozwoju zarodkowego ulega zróżnicowaniu na: mezodermę przyosiową, pośrodkową oraz boczną. Zarów-no mięśnie tułowia jak i kończyn, języka i przepony powsta-ją z mezodermy przyosiowej. W kolejnych etapach mezo-derma przyosiowa ulega metameryzacji, która prowadzi do powstania segmentalnych bloków komórkowych tzw. somitów [13,14].

				Podczas somitogenezy powstają somity w równych od-stępach czasu w gradiencie głowowo-ogonowym zarodka. Czas powstania pojedynczej pary somitów jest specyficzny gatunkowo i może wynosić od 30 minut u danio pręgowa-nego (Danio rerio) do 4-5 godzin u człowieka [15]. Również liczba par somitów może wykazywać różnice pomiędzy gatunkami (od maksymalnie 30 par, u niektórych ryb, do kilkuset u węży [16]. W mezodermie przyosiowej ekspresja genów odpowiedzialnych za metameryzację mezodermy przyosiowej odbywa się zgodnie z gradientem głowowo--ogonowym i jest zintegrowana z cyklicznymi oscylacja-mi tzw. zegara segmentacyjnego (ang. segmentation clock). Nowo powstałe somity mają charakter nabłonkowy. Ko-mórki nabłonkowe tworzące ścianę somitu oraz komórki mezenchymatyczne zlokalizowane w somitocelu (jamie somitu), wykazują aktywność mitotyczną. Pod wpływem działania sygnałów pochodzących ze struny grzbietowej, cewy nerwowej i mezodermy bocznej, część komórek somi-tu traci swój charakter nabłonkowy. W kolejnym etapie z somitu uwalniane są komórki mezenchymatyczne różnicu-jące się w sklerotom, a pozostała część nabłonkowa somitu tworzy dermomiotom. Sklerotom stanowi źródło komórek zaangażowanych w różnicowanie elementów łącznotkan-kowych szkieletu osiowego. Z dermomiotomu różnicują się komórki progenitorowe skóry właściwej oraz mięśni. W dermomiotomie wyróżnić możemy wargę grzbietową oraz brzuszną. Warga brzuszna stanowi główne źródło komórek progenitorowych mięśni kończyn oraz brzucha [17-25].

				Miogeneza mięśni tułowia

				Źródłem komórek progenitorowych mięśni tułowia (mięśni miotomalnych) jest dermomiotom. Komórki na-błonkowe budujące dermomiotom przechodzą tranzycję nabłonkowo-mezenchymatyczną przyjmując ostateczne położenie pomiędzy sklerotomem i dermomiotomem. Pod-czas migracji, aktywnych mitotycznie komórek progenito-rowych mięśni dochodzi do ich różnicowania, w wyniku czego powstaje populacja jednojądrowych, postmitotycz-nych, zróżnicowanych komórek (mioblastów), które tworzą miotom pierwotny. Mioblasty wydłużają się wzdłuż długiej osi ciała zarodka, następnie w wyniku fuzji, tworzą wieloją-drowe miotuby (niedojrzałe włókna mięśniowe). W miotu-bach rozpoczyna się miofibryllogeneza, natomiast jądra zaj-
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				mują położenie centralne w sarkoplazmie. Podczas różni-cowania miotub do form dojrzałych włókien mięśniowych, w wyniku intensywnej syntezy białek aparatu kurczliwego, jądra zajmują położenie peryferyczne w sarkoplazmie [26]. Mioblasty, które nie uległy fuzji z włóknem mięśniowym, pełnią funkcję komórek satelitarnych.

				Podczas miogenezy powstają dwie populacje włókien mięśniowych. Włókna, które powstały podczas pierwszego etapu rozwoju mięśni szkieletowych (miogeneza pierwot-na) bezpośrednio poprzez fuzję mioblastów określane są jako włókna pierwotne. W trakcie drugiego etapu różni-cowania dochodzi do powstania włókien wtórnych, które charakteryzują się mniejszym rozmiarem, jednak stanowią większą populację w mięśniu [27,28].

				Genetyczna regulacja rozwoju mięśni szkieletowych

				Regulacja genetyczna miogenezy kręgowców odbywa się dzięki ekspresji genów miogennych czynników transkryp-cyjnych MRFs (ang. Myogenic Regulatory Factors), do któ-rych należą: MyoD, Myf5, myogenina (MyoG) oraz MRF4 [29-30]. Białka z rodziny MRFs posiadają domenę zasado-wą (b-basic) oraz domenę HLH (helisa – pętla – helisa, ang. helix – loop – helix) [31]. Wykazano, że białka te wykazują homologię w 70% zarówno w domenie HLH, jak również w odcinkach leżących blisko tej domeny bogatych w cysteinę/histydynę (od strony N-końca) oraz serynę/treoninę (od C--końca) [32]. Podczas miogenezy domena basic wiąże się z tzw. E-box, o sekwencji CANNTG (gdzie N oznacza dowol-ny nukleotyd) DNA, który jest obecny w promotorach ge-nów mięśniowo specyficznych. Funkcją domeny HLH jest tworzenie oligomerów z białkami posiadającymi tę samą domenę [29,33,34]. Białka należące do rodziny MRFs two-rzą homodimery, jednak najczęściej tworzą heterodimery z takimi białkami jak E12 lub E47 (ang. Enhancer Binding Fac-tor), w których strukturze również występuje domena HLH [35,36].

				Wyniki badań dowiodły, że nie wszystkie mięśniowo specyficzne geny (np. kodujące α-aktynę lub ciężki łańcuch miozyny – MyHC) posiadają E-box o sekwencji CANNTG. Wykazano istnienie innej grupy czynników transkrypcyj-nych tzw. MEF2 (ang. Myocyte Enhancer Factor 2), których produkty łączą się z genami mięśniowo specyficznymi w regionie E-box bogatym w pary T/A [34].

				Wykazano, że u myszy nadanie mięśniowo-specyficz-nych kompetencji i wprowadzenie niezróżnicowanych ko-mórek na drogę różnicowania w komórki prekursorowe mięśni szkieletowych jest zależne od Myf5, MyoD oraz MRF4. Natomiast za ostateczne różnicowanie mięśni szkie-letowych u myszy odpowiedzialne są miogenina, MyoD oraz MRF4 [33].

				Podczas miogenezy, komórki miogenne delaminują z dermomiotomu i migrują do miotomu. Nabycie przez te ko-mórki kompetencji „mięśniowych” jest regulowane przez Myf5 oraz MRF4 (niezależnie od Pax3/7). Z drugiej strony, równoczesna aktywacja genu Myf5 jest zależna od Pax3 [37]. Ekspresja MyoD podczas wczesnych etapów rozwoju jest zależna od Myf5, MRF4 oraz Pax3 [38,39].

			

		

		
			
				Udział białek Pax3/Pax7 w postnatalnym wzroście i regeneracji mięśni szkieletowych

				Geny z rodziny Pax (ang. Paired – Homeobox Transcription Factors) pełnią kluczową rolę podczas rozwoju tkanek i or-ganów w trakcie embriogenezy. W proces rozwoju mięśni szkieletowych zaangażowane są dwa białka będące czynni-kami transkrypcyjnymi z rodziny Pax: Pax3 oraz Pax7, sta-nowiących markery komórek progenitorowych mięśni [41].

				Podczas rozwoju mięśni szkieletowych geny Pax3/Pax7 ulegają ekspresji w komórkach dermomiotomu. Wykazano, że Pax3 jest aktywatorem ekspresji MyoD. Ponadto, Pax3 ekspresjonowany jest w populacji migrujących prekurso-rów mięśni do zawiązków kończyn, a ekspresja Pax7 ujaw-nia się dopiero, kiedy komórki zasiedlą obszar rozwijające-go się pączka kończyny [26].

				W pracy podsumowano aktualną wiedzę dotyczącą róż-nicowania mięśni szkieletowych zwierząt, stanów patolo-gicznych mięśni spowodowanych mutacjami w genach bia-łek strukturalnych oraz metabolicznych mięśni, w oparciu o literaturę światową oraz prace badawcze wykonane przez zespół Zakładu Biologii Rozwoju Zwierząt, Wydziału Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wrocławskiego.

				Czego jeszcze nie wiemy o mięśniach szkieletowych?

				Porównawcze badania różnicowania mięśni miotomalnych kręgowców

				Wiedza na temat rozwoju i różnicowania mięśni szkie-letowych kręgowców opiera się głównie o badania mio-genezy gatunków modelowych, prowadzone na poziomie molekularnym [41,42]. Porównawcze badania miogenezy miotomalnej bezowodniowców, prowadzone w Zakładzie Biologii Rozwoju Zwierząt wykazały, że obowiązujący mo-del miogenezy kręgowców, ustalony przede wszystkim na podstawie wyników badań prowadzonych na przedstawi-cielach owodniowców (ptaków i ssaków), nie jest spójny z przebiegiem tego procesu u ryb i płazów. Powszechnie wiadomo, że mięśnie szkieletowe wszystkich kręgowców są wielojądrowe. Porównawcze badania miogenezy mioto-malnej wykazały, że wielojądrowość włókien mięśniowych może realizować się na kilka odmiennych sposobów, spe-cyficznych dla ryb i płazów. Kryteriami wyjściowymi do badań była struktura somitów oraz miotomów, obecność i morfologia komórek uczestniczących we wzroście hipertro-ficznym i hiperplastycznym oraz morfologiczne cechy róż-nicujących się miotub i włókien mięśniowych.

				U ryb (np. jesiotra syberyjskiego Acipenser baeri, rogozę-ba australijskiego Neoceratodus forsteri) podczas wczesnych etapów miogenezy, mioblasty pierwotne różnicują się w wielojądrowe blaszki mięśniowe. Blaszki te w kolejnych fa-zach miogenezy przekształcają się, w charakterystyczne dla wszystkich kręgowców, cylindryczne włókna mięśniowe. Mechanizm przekształcania się blaszek mięśniowych we włókna mięśniowe nie został jednak jednoznacznie wyja-śniony. Przypuszcza się, że w procesie tym dochodzi do po-dłużnego podziału blaszek (ang. „splitting”), reorganizacji ich cytoszkieletu, co ostatecznie prowadzi do uformowania 
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				cylindrycznych włókien mięśniowych [43,44]. Natomiast, u przedstawicieli ryb kostnoszkieletowych (lipień pospo-lity Thymallus thymallus, sieja pospolita Coregonus lavaretus, szczupak pospolity Esox lucius) fuzja mioblastów bezpo-średnio prowadzi do utworzenia wielojądrowych miotub [44,45]. Badania przeprowadzone na płazach (tj. żaba szpo-niasta Xenopus laevis, karlik szponiasty Hymenochirus boett-geri, kumak górski Bombina variegata) wykazały, że komórki miotomalne różnicują się w jednojądrowe dojrzałe morfo-logicznie i funkcjonalnie jednojądrowe miotuby [39,46,47], bądź bezpośrednio tworzą wielojądrowe miotuby (np. grze-biuszka ziemna Pelobates fuscus, żaba jeziorkowa Rana les-sonae, traszka zwyczajna Triturus vulgaris) [48,49]. Przepro-wadzone analizy dotyczące różnicowania się mięśni mio-tomalnych u ryb i płazów ujawniły, że podczas wczesnych stadiów miogenezy, komórkom miogennym w miotomach nie towarzyszą inne komórki, to oznacza, że miotom zbudo-wany jest z homogennej populacji komórek miogennych. W późniejszych stadiach miogenezy, w przerwach intermioto-malnych, a następnie w miotomach, obserwuje się aktywne proliferacyjne komórki mezenchymatyczne. U badanych gatunków bezowodniowców różnicowanie się komórek mezenchymatycznych zależne jest od ich położenia. Ko-mórki pozostające w przerwach intermiotomalnych różni-cują się w fibroblasty produkujące kolagen, uczestniczący następnie w tworzeniu połączeń mięśniowo-ścięgnistych. Natomiast komórki, które wmigrowały do miotomów po-między miotuby różnicują się w mioblasty wtórne. Komór-ki te, podobnie jak komórki satelitarne opisane w mioge-nezie owodniowców, są Pax7 pozytywne. W jądrach tych komórek obserwuje się heterochromatynę usytuowaną pod otoczką jądrową. Wykazano, że ta grupa komórek u bada-nych gatunków uczestniczy we wzroście hipertroficznym oraz hiperplastycznym mięśni. Natomiast u A. baeri i N. forsteri alternatywnym źródłem wtórnych włókien mięśnio-wych, oprócz udziału mioblastów wtórnych w tym proce-sie, może być podział wielojądrowych blaszek mięśniowych [39,43-50].

				Gady należą do grupy kręgowców słabo poznanych pod kątem różnicowania mięśni szkieletowych zarówno na poziomie morfologicznym jak i molekularnym. Badania biologii rozwoju gadów są podejmowane niezwykle rzad-ko ze względu na ogromne trudności takie jak: pozyska-nie materiału badawczego, hodowla, sezonowość rozrodu zwierząt, określenie wieku zarodków oraz powtarzalność badań. Badania przeprowadzone w Zakładzie Biologii Roz-woju Zwierząt dotyczyły różnicowania mięśni tułowia jasz-czurki zwinki (Lacerta agilis) oraz dwóch gatunków węży: zaskrońca zwyczajnego (Natrix natrix) oraz kobry egipskiej (Naja haje). Wykazano, że proces ten pod względem morfo-logicznym wykazuje znaczne podobieństwo do miogenezy obserwowanej u ptaków i ssaków [51-53]. Podobieństwa w miogenezie badanych gatunków gadów dotyczyły źró-dła komórek progenitorowych, formowania się miotomu pierwotnego oraz wzrostu mięśni na drodze hipertrofii oraz hiperplazji. W badaniach wykazano, że podobnie jak u ptaków i ssaków, źródłem komórek progenitorowych jest dermomiotom. Miotom pierwotny badanych gatunków utworzony jest z jednojądrowych mioblastów różnicują-cych się w jednojądrowe miotuby. Wzrost hipertroficzny i hiperplastyczny mięśni zachodzi dzięki fuzji komórek 

			

		

		
			
				progenitorowych mięśni wywodzących się z dermomioto-mu. Pomimo istnienia wielu cech wspólnych w miogene-zie owodniowców (gadów, ptaków i ssaków), w badaniach przebiegu rozwoju mięśni szkieletowych węży: zaskrońca zwyczajnego oraz kobry egipskiej, wykazano obecność cech unikalnych, charakterystycznych tylko dla tych gatunków. Podczas różnicowania mięśni tułowia w miotomach bada-nych gatunków węży wykazano obecność dwóch klas włó-kien mięśniowych. Do klasy I zaliczono włókna mięśniowe, w których miofibryle są rozmieszczone równomiernie w ca-łej sarkoplazmie. Ten typ włókien mięśniowych pod wzglę-dem budowy morfologicznej wykazuje cechy budowy mięśni typowych dla innych kręgowców. Klasa II włókien mięśniowych charakteryzuje się zupełnie odmienną morfo-logią. Jądra komórkowe tej klasy włókien są zlokalizowane w centralnej części włókna mięśniowego i otoczone przez liczne krople lipidowe. Miofibryle charakteryzuje nieregu-larny układ w środkowej części włókna, natomiast sarko-plazma podsarkolemmalna jest ich całkowicie pozbawio-na. Badania immunocytochemiczne włókien mięśniowych klasy II zaskrońca zwyczajnego wykazały, że obecność kropli lipidowych jest ograniczona tylko do tych włókien, w których dochodzi do syntezy wolnej izoformy łańcucha ciężkiego miozyny. Obecność tego białka potwierdza, że ta klasa mięśni zaliczana jest do grupy mięśni czerwonych (wolnych). Wśród kręgowców węże są jedyną grupą, u któ-rej zaobserwowano gromadzenie się kropli lipidowych w sarkoplazmie włókien mięśniowych w okresie rozwoju za-rodkowego. Na podstawie badań dwóch gatunków węży wysunięto hipotezę, że pojawienie się kropli lipidowych w wolnych włóknach mięśniowych charakteryzujących się odmienną morfologią można traktować jako najbardziej ekonomiczną formę gromadzenia energii będącą jednym z mechanizmów adaptacji do warunków środowiska podczas hibernacji.

				Co ciekawe, szereg miopatii metabolicznych obserwo-wanych u ludzi (np. miopatia lipidowa) charakteryzuje się gromadzeniem na terenie sarkoplazmy kropli lipidowych powodując „stłuszczenie” mięśni. Powszechnie wiadomo, że krople lipidowe to niezwykle dynamiczne organelle ko-mórkowe, które wchodzą w interakcje z licznymi białkami oraz innymi organellami, co umożliwia nie tylko zmiany w liczbie czy wielkości samych kropli, ale również skutkuje zmianami w składzie samych kropli lipidowych. Szczegóło-wa analiza akumulacji kropli lipidowych w prawidłowych mięśniach podczas rozwoju zarodkowego może być przy-datna w poznaniu mechanizmu gromadzenia lipidów w stanach chorobowych mięśni.

				Gatunki modelowe w badaniach chorób nerwowo-mięśniowych

				Choroby nerwowo-mięśniowe to heterogenna klinicznie i genetycznie grupa schorzeń związanych z zaburzeniami struktury i prawidłowym funkcjonowaniem mięśni szkiele-towych. Choroby te wywołane są upośledzoną czynnością nerwów dochodzących do mięśni i samych mięśni. Zważając na fakt, że tkanka mięśniowa jest wysoce wyspecjalizowana oraz zbudowana z setek białek, których funkcje są kluczo-we do prawidłowego funkcjonowania mięśni, to mutacje w genach kodujących te białka wyraźnie zaburzają ich pra-cę. Lista poznanych jednostek chorobowych dotykających 
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				mięśnie jest długa. Wśród chorób nerwowo-mięśniowych wyróżnić możemy podstawowe grupy schorzeń: dystrofie mięśniowe, miopatie wrodzone, miopatie metaboliczne, miastenie, neuropatie, rdzeniowy zanik mięśni. Większość z tych chorób prowadzi do osłabienia siły mięśniowej, za-niku mięśni, niedowładów, paraliżu, mialgii (bólu mięśnia) oraz ich drżenia. Choroby te mogą być również letalne. Diagnostyka tej grupy chorób jest trudna i wymaga wielu specjalistycznych zabiegów, nie zawsze kończących się suk-cesem. Etiologia tych chorób nie została do końca poznana, co skłania naukowców do dalszych wnikliwych badań [54].

				Ogromną „zasługę” w badaniach przyczyn, czy lecze-nia chorób nerwowo-mięśniowych odnoszą gatunki mo-delowe. Gatunki te z dużym powodzeniem stosowane są w laboratoriach badawczych, a wyniki badań uzyskane z ich zastosowaniem wniosły kluczową wiedzę z zakresu, biologii sensu lato, czy medycyny. Jednym z powszechnie stosowanych modeli badawczych z grupy bezkręgowców jest muszka owocowa (Drosophila melanogaster), natomiast wśród kręgowców są to: X. laevis, danio pręgowany (Danio rerio), kurczak czy mysz [41,55-58].

				W Zakładzie Biologii Rozwoju Zwierzą prowadzone są badania analizy funkcjonalnej genów związanych z rozwo-jem i funkcjonowaniem mięśni szkieletowych oraz patoge-nezą chorób nerwowo-mięśniowych takich jak: miopatia desminowa (ang. desmin-related myopathy, DRM), choroba Charcota-Mariego-Tootha (CMT) oraz choroba McArdle’a (glikogenoza typu V). W obszarze naszych zainteresowań leży również ocena wpływu różnych substancji chemicz-nych, w tym leków, w kontekście rozwoju i funkcjonowania mięśni szkieletowych [41,60]. W badaniach wykorzystywa-ne są dwa gatunki modelowe: D. melanogaster oraz D. rerio [35,36,41,42,55-57,59].

				Miopatia zależna od desminy

				Miopatia zależna od desminy (ang. DRM – Desmin Re-lated Myopathy), jest chorobą nerwowo-mięśniową z długą listą symptomów, takich jak osłabienie mięśni, zaburzenia pracy serca czy katarakta. U człowieka choroba ta może być spowodowana mutacją w genie małego białka szoku cieplnego CRYAB, kodującym αB-krystalinę, której funkcją 

			

		

		
			
				jest stabilizacja filamentów desminowych w sarkomerach, determinując ich poprawną organizację. Wykazano, że CryAB (CryAB[L(2)efl] (ortolog αB-krystaliny kręgowców) uczestniczy w rozwoju mięśni oraz stabilizacji sarkome-rów D. melanogaster. Badania prowadzone były w trzecim stadium rozwoju larwalnego tego gatunku. Larwa w tym stadium ma w pełni ukształtowane i funkcjonalne mięśnie, które jednocześnie są relatywnie łatwe do obserwacji. W badaniach wykazano, że produkt genu CryAB jest obecny we wszystkich mięśniach larwalnych, a wzór jego rozmiesz-czenia znacząco przypomina rozmieszczenie αB-krystaliny w komórkach mięśniowych kręgowców. Zastosowanie mięśniowo-specyficznego wyciszenia ekspresji genu Cry-AB, przy użyciu interferencyjnego RNA wykazało, że jego obniżona ekspresja prowadzi do nieprawidłowego rozwoju mięśni, przejawiającego się ich zmniejszonymi rozmiarami czy rozdzielaniem włókien mięśniowych, a także mniej-szą liczbą sarkomerów. Analiza włókien mięśniowych w transmisyjnym mikroskopie elektronowym ujawniła licz-ne defekty w strukturze samych sarkomerów, jak również obecność mitochondriów o zaburzonej strukturze grzebieni mitochondrialnych. W sarkoplazmie, pomiędzy miofibryl-lami, autorzy pracy zaobserwowali liczne nagromadzenia ziaren glikogenu. Ponadto, przeprowadzone testy behawio-ralne ujawniły mniejszą sprawność ruchową oraz krótszy cykl życiowy larw z wyciszonym genem CryAB. Uzyskane wyniki potwierdziły istotną rolę produktów genu CryAB w rozwoju mięśni, stabilizacji sarkomerów jak również wpływ na długość cyklu życiowego D. melanogaster.

				U człowieka, substytucja argininy na glicynę w pozycji 120 (R120G) w sekwencji aminokwasowej αB-krystaliny powoduje utratę przez nią właściwości opiekuńczych wo-bec filamentów pośrednich i tworzenie się w komórkach agregatów zawierających między innymi desminę. W kon-sekwencji prowadzi to do wywołania miopatii zależnej od desminy. Wykazano, że u Drosophila mięśniowo-specy-ficzna ekspresja zmutowanego białka CryABR120G powodu-je wytworzenie wewnątrzkomórkowych agregatów oraz zaburzenia w strukturze sarkomerów. Badania wykazały, że CryAB odgrywa istotną rolę w utrzymaniu cytoarchi-tektury mięśni Drosophila. To sugeruje, że CryAB dzieli ze swoim ludzkim odpowiednikiem nie tylko podobieństwo w sekwencji aminokwasowej, lecz także funkcje, dlatego też D. melanogaster może być właściwym organizmem modelo-wym do badań mechanizmów miopatii zależnej od desmi-ny [60].

				Małe białka szoku cieplnego – udział w patogenezie chorób nerwowo-mięśniowych

				Rodzina białek szoku cieplnego (ang. Heat Shock Prote-ins, HSPs) została podzielona na różne grupy ze względu na masę cząsteczkową wyrażoną w kilodaltonach (kDa). Do grup zalicza się HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP10, HSPB i ubikwityna. HSPs mają bardzo wysoką homologię sekwencji aminokwasowej, ale różnią się wzorem ekspresji i lokalizacją wewnątrzkomórkową. W warunkach fizjolo-gicznych HSPs umiejscowione są w cytoplazmie, mitochon-driach, ER, a kiedy w komórce działają czynniki patologicz-ne, białka te zmieniają swoją dystrybucję np. przemieszcza-ją się do jądra lub lokalizują się w błonie cytoplazmatycznej [61,62]. Jedna z grup tworzących rodzinę HSP obejmuje 
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				Rycina 1. Pracownia Danio Pręgowanego przy Zakładzie Biologii Rozwoju Zwie-rząt. System akwariów do hodowli danio pręgowanego (Danio rerio). Autorka: Alina Metelytsia. 
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				małe białka szoku cieplnego (ang. small Heat Shock Proteins, sHSPs, HSPBs). sHSPs należą do grupy białek chroniących komórki organizmów żywych przed skutkami działania różnych stresorów takich jak np.: podwyższona temperatu-ra, metale ciężkie, endotoksyny, rozpuszczalniki organiczne i reaktywne formy tlenu czy głodzenie. Głównym zadaniem sHSPs jest funkcja opiekuńcza, zwana także czaperonową, która na poziomie molekularnym przejawia się ich udziałem w kontroli fałdowania polipeptydów. Na poziomie komór-kowym, sHSPs biorą również udział w regulacji procesów takich jak apoptoza, karcynogeneza, starzenie komórek czy utrzymywanie prawidłowej struktury cytoszkieletu. Dzięki swojej szerokiej aktywności sHSPs są również zaangażowa-ne w rozwój organizmów [63,64]. Wykazano, że mutacje w genach sHSPs są przyczyną różnych chorób, w tym nerwo-wo-mięśniowych czy degeneracyjnych, do których zalicza-my między innymi: miopatię zależną od desminy, chorobę Charcota-Mariego-Tootha (CMT), miopatię miofibrylarną, dziedziczną neuropatię ruchową czy zaćmę [65,66]. Bada-nia dotyczące roli sHSPs w prawidłowym i patologicznym funkcjonowaniu mięśni szkieletowych były realizowane w Zakładzie Biologii Rozwoju Zwierząt z udziałem zarówno D. melanogaster, jak i D. rerio (Ryc. 1–3).

				Zastosowanie układu modelowego D. melanogaster. Po-zwoliło na realizację badań dotyczących analizy funkcjo-nalnej małego białka szoku cieplnego Hsp67Bc (funkcjo-nalnego ortologa HSPB8 kręgowców). Badania wykazały, że białko Hsp67Bc w mięśniach larwalnych Drosophila wy-kazuje sarkomeryczną lokalizację w linii Z oraz prążku A. Białko to jest również obserwowane w strukturze połączeń nerwowo-mięśniowych. Ze względu na funkcjonalne podo-bieństwo do występującego u kręgowców ortologa, jakim jest wspomnane HSPB8, podjęto prace nad wybranymi wariantami tego białka. Wspomniane warianty objęły mu-tacje punktowe Hspb67Bc (Hsp67BCR126E oraz Hsp67BCR126N) naśladujące patogenne warianty ludzkiego HSPB8 (HSPB-8K141E/N) powiązane wcześniej m.in. z chorobą Charcota-Ma-riego-Tootha (CMT) [67]. U mutantów linii Hsp67BCR126N oraz Hsp67BCR126N zaobserwowano zaburzenia w strukturze sarkomerów. Ekspresja Hsp67BcR126E powoduje zaburzenia motoryki mięśni larwalnych. Przypuszcza się, że zmniejsze-nie aktywności ruchowej jest powodowane zaburzeniami w funkcjonowaniu mitochondriów oraz defektami w struk-turze połączeń nerwowo-mięśniowych przejawiającymi się zmniejszoną liczbą pęcherzyków synaptycznych. U mutan-ta Hsp67BCR126N zaobserwowano na terenie sarkoplazmy włókien mięśniowych obecność agregatów będących miej-scem gromadzenia zmutowanego białka. Badania wykaza-ły, że u badanego mutanta agregaty zmutowanego białka powodowały zaburzenia w strukturze mięśni w mniejszym stopniu w porównaniu do mutanta Hsp67BcR126E. Wyniki powyższych badań mogą przyczynić się do lepszego zro-zumienia mechanizmów leżących u podstaw chorób, takich jak choroba CMT, wywoływanych przez mutacje ortolo-gicznych genów, takich jak ludzki HSPB8 [68].

				Zastosowanie kolejnego organizmu modelowego, da-nio pręgowanego, umożliwiło przeprowadzenie pogłębio-nej charakterystyki hspb8, który jest ortologiem ludzkiego HSPB8, Zastosowanie różnych technik z obszaru biologii molekularnej (m.in. RT-qPCR, Western blot, immunofluore-

			

		

		
			
				scencja, koimmunoprecypitacja, LC-MS) umożliwiło nam pogłębienie wiedzy na temat ekspresji hspb8 u danio pręgo-wanego podczas rozwoju w warunkach normalnych i szoku termicznego, a także na temat jego specyficznej lokalizacji tkankowej i subkomórkowej. Nasze prace potwierdziły, że ekspresja rybiego hspb8 ulega zmianie pod wpływem szoku cieplnego, co jest typowe dla wielu przedstawicieli rodziny HSP, nie tracąc przy tym swojej sarkomerycznej lokalizacji. Dzięki przeprowadzonym badaniom wykazano, że Hspb8 oddziałuje z różnymi partnerami białkowymi i dlatego może być zaangażowane w różne procesy istotne dla inte-gralności i funkcjonowania tkanek. Analiza potencjalnych interakcji białkowych pozwoliła nam stwierdzić, że rybie Hspb8, podobnie jak jego ludzki ortolog, może wchodzić w interakcje z białkami, takimi jak Bag3 i Hsc70, które są kluczowe dla tworzenia kompleksu inicjującego autofagię, czyli proces odpowiedzialny za kontrolowane usuwanie przez komórkę cząsteczek chemicznych oraz organelli ko-mórkowych. Badania prowadzone z zastosowaniem tech-niki przejściowego wyciszenia ekspresji genu za pomocą oligonukleotydów morfolino pozwoliły nam dowieść, że przejściowe wyciszenie hspb8 ma negatywny wpływ na morfologię zarodków danio pręgowanego, ultrastrukturę mięśni szkieletowych i zachowanie ruchowe ryby. Nasze badania stanowią cenne źródło informacji na temat poten-cjalnego wykorzystania danio pręgowanego jako modelu do badania stanów patologicznych związanych z zaburze-niami HSPB8 [69].

				Choroba McArdle’a

				Mięśniowa forma fosforylazy glikogenu (Pygm) jest en-zymem odpowiadającym za katalizę reakcji będącej pierw-szym etapem glikogenolizy. Podczas intensywnego wysiłku fizycznego w mięśniach szkieletowych nasila się proces gli-kogenolizy, podczas którego glikogen jest przekształcany w produkty metaboliczne stanowiące źródło energii. Mutacja w ludzkim genie mięśniowej formy fosforylazy glikogenu, inaktywuje enzym, co prowadzi do choroby McArdle’a (ze-społu braku mięśniowej formy fosforylazy glikogenu, na-zywanej także glikogenozą typu V) [70]. Jest to recesywna choroba genetyczna, dziedziczona autosomalnie. Poznano ponad 150 różnych mutacji genu PYGM, prowadzących do 
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				Rycina 2. Ryby danio pręgowane (Danio rerio). Danio to szeroko stosowany w nauce organizm modelowy. Jest to mała, słodkowodna ryba charakteryzująca się krótkim cyklem życiowym i dużą liczbą potomstwa. Autorka: Alina Metelytsia. 
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				zaburzeń glikogenolizy w mięśniach chorych osób. Choro-ba objawia się obniżoną zdolnością do podejmowania inten-sywnego wysiłku fizycznego, przedwczesnym zmęczeniem oraz bólem wynikającym z uszkodzenia mięśni. Obecnie terapia choroby opiera się na stosowaniu odpowiedniej diety i treningu, jednak nie istnieje jeszcze lek, który efek-tywnie pomógłby chorym osobom [71,72]. Co więcej, ba-dania wskazują, że białko Pygm pełni także istotną rolę w innych procesach biologicznych. „PYGM” jest obecne także w tkankach innych niż mięśnie, takich jak mózg, tkanki lim-foidalne i krew. „PYGM” ma znaczenie w tak różnorodnych procesach, jak szlaki sygnałowe insuliny i glukagonu, insu-linooporność, nekroptoza, odpowiedź immunologiczna i fototransdukcja. Oprócz choroby McArdle’a „PYGM” jest także istotny w innych procesach patologicznych, takich jak schizofrenia czy nowotwór [73].

				W badaniach prowadzonych w Zakładzie Biologii Roz-woju Zwierząt podjęto próbę stworzenia zwierzęcego mo-delu ludzkiej choroby McArdle’a w danio pręgowanym. Mięśnie szkieletowe danio wykazują duże podobieństwo do ludzkich mięśni szkieletowych. Z tego powodu ten zwierzęcy model jest często wykorzystywany w badaniach ludzkich miopatii. Ponadto dwie formy enzymu, które są ekspresjonowane w organizmie danio pręgowanego, Pyg-ma i Pygmb, wykazują ponad 80% identyczności sekwencji aminokwasowej z ludzkim białkiem PYGM. Nasze badania wykazały, że poziom Pygm zmienia się zarówno na pozio-mie mRNA, jak i białka w różnych stadiach rozwoju danio pręgowanego, co jest skorelowane z poziomem glikogenu. Rozmieszczenie białka Pygm w mięśniach także zmienia się dynamicznie, osiągając precyzyjną organizację w 72 godzinie po zapłodnieniu. Przejściowe wyciszenie pygma i pygmb osiągnięte dzięki zastosowaniu oligonukleotydów morfolino doprowadziło do obniżonia poziomu Pygm w morfantach danio. Efekty wyciszenia przypominały objawy choroby McArdle’a obserwowane u pacjentów, mianowicie zmienione, zdezintegrowane mięśnie i akumulację ziaren glikogenu [74]. Te zmiany wskazują, że danio pręgowane z wyciszoną ekspresją białka Pygm może stanowić efektyw-ny model tej ludzkiej choroby i w przyszłości przyczynić się do lepszego zrozumienia jej mechanizmów molekularnych 

			

		

		
			
				i opracowania odpowiedniego leczenia. Obecnie trwają eks-perymenty mające na celu otrzymanie stabilnej linii ryb – zwierzęcego modelu choroby McArdle’a (Ryc. 3).

				Podsumowanie i perspektywy

				Badania rozwoju mięśni szkieletowych są wciąż rozwija-jącą się dziedziną nauki. Modele zwierzęce, zwłaszcza ba-dania indukowanych stanów patologicznych, są szansą na odkrycie szczegółów molekularnego mechanizmu działania mięśni i procesów w nich zachodzących. Szczególną szansą na odkrycie nowych aspektów działania mięśni, również w aspekcie ewolucyjnym, są badania prowadzone na orga-nizmach niemodelowych. Wyniki uzyskanych badań mają potencjał aplikacyjny, zwłaszcza w kontekście terapii cho-rób nerwowo-mięśniowych.
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				Rycina 3. Muszka owocowa (Drosophila melanogaster). Muszka, bezkręgowiec, jest to często używany w badaniach naukowych model zwierzęcy. Dzięki niewielkim rozmiarom, łatwej hodowli i krótkiemu cyklowi życiowemu wykorzystywana jest m. in. do badania wpływu mutacji poszczególnych genów na morfologię i funkcjonowanie mięśni. Autorka: Alina Metelytsia. 
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				What is unknown in skeletal muscles?
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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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STRESZCZENIE

$nie szkieletowe sa wysoce wyspecjalizowana tkanka zwierzeca, ktérej podstawowa

funkeja jest skurcz, przekladajacy sie na ruch zwierzat. Jednym z typéw mieéni szkie-
letowych sa migénie tulowia (miotomalne) nalezace u kregowcéw do najstarszej filogene-
tycznie grupy mieéni. Porownawcze badania miogenezy miotomalnej wykazaly, ze migénie
te maja podobny plan budowy, jednak mimo kentroli przez te same czynniki genetyczne,
moga réznicowac sie odmiennie u poszezeg6lnych gatunkéw kregowcéw (zaréwno u gatun-
Kkéw modelowych jak i niemodelowych). Poznanie mechanizméw rozwoju migéni szkieleto-
wych jest warunkiem sine qua non w zrozumieniu stanéw chorobowych tkanki migéniowej
obserwowanych u ludzi. W pracy podsumowano aktualna wiedze dotyczaca réznicowania
migéni szkieletowych zwierzat, stanow patologicznych migéni spowodowanych mutacjami
w genach bialek strukturalnych oraz metabolicznych migéni.

WPROWADZENIE

Typologia tkanki miesniowej u zwierzat obejmuje trzy podstawowe rodzaje
ieéni: poprzecznie prazkowane serca, poprzecznie prazkowane szkieletowe
oraz gladkie. Tkanki te r6niq 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 okreslenia miesnie , szkieletowe” wy-
wodzi sie z faktu, ze miesnie te u zwierzat bezkregowych przylaczone sa do eg-
zoszkieletu. Natomiast u kregowcow miesnie te tworza polaczenia z wewnetrz-
nym ukladem szkieletowym (chrzestnym lub kostaym). Podstawowa funkcja
migéni szkieletowych jest skurcz, przekladajacy sie na ruch zwierzat. Migénie
gladkie wystepuja glownie w scianach narzadow wewnetrznych. Skurcz tej
tkanki powoduje m.in. zwiekszanie lub zmniejszanie sie swiatla narzadéw we-
wnetrznych, Przykladem funkdi tej grupy mieéni jest zapewnienie przesuwania
sie tresci pokarmovwej w ukladzie pokarmowym. U niektorych zwierzat bezkre-
gowych tkanka ta wspéltworzy wor powlokowo-miesniowy, wspomagajac tym
samym ruch zwierzat.

Histologia zwierzat szczegélowo opisuje rodzaje miesni, ich budowe i funkdje.
Warto podkresli¢, ze zawsze budowa danej tkanki przeklada sie na funkcje jaka
pelni. Podobnie jest w przypadku miesni. Wysoce wyspecjalizowanymi tkan-
kami miesniowymi sa miesnie poprzecznie prazkowane (sercowy oraz szkiele-
towy). Miesnie szkieletowe zbudowane sa z wielojadrowych wlékien miesnio-
wych, ksztaltu cylindrycznego. Miesieni sercowy buduja widlasto rozgalezione
jedno- lub dwujadrowe kardiomiocyty. Nazwe , poprzecznie prazkowane” mie-
snie te zawdzieczaja, regularnemu, repetytywnemu ukladowi miofilamentow
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 ITYPY ]\IIESNI SZKIELETOWYCH

Tkanka mieéniowa poprzecznie prazkowana szkieletowa, ze wzgledu na pel-
niona funkdje, stanowi wysoce wyspecjalizowany rodzaj tkanki zwierzecej. Zbu-
dowana jest z cylindrycznych, wydluzonych wiékien otoczonych sarkolemma
(blona komérkowa wlokna miesniowego) oraz blaszka podstawna. Wnetrzne
wiékna miesniowego wypelnione jest sarkoplazmg (cytoplazma wiskna mie-
éniowego), w ktérej zlokalizowane sq liczne jadra usytuowane peryferycznie
oraz pozostale organelle komérkowe, takie jak sarkosomy (mitochondria), sia-
teczka sarkoplazmatyczna (retikulum endoplazmatyczne), aparat Golgiego,
keople lipidowe oraz ziara glikogenu. Charakterystyczne ulozenie miofibryli,
czyli bialek aparatu kurczliwego w sarkoplazmie tworzy podstawowa jednostke
strukturalng i funkcjonalng mieénia, jaka jest sarkomer [2]

https:/ / postepybiochemii. ptbioch.edu.pl/
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