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Streszczenie

Miozyna VI (MVI) nalezy do nadrodziny miozyn, ktéra obejmuje ponad 35 rodzin
zroznicowanych pod wzgledem budowy i funkcji, a jej przedstawiciele wystepujg niemal
we wszystkich organizmach eukariotycznych. MVI wyréznia si¢ sposréd poznanych
miozyn niekonwencjonalnych (tzn. takich, ktére nie tworzg filamentéw) zdolnos$cia do
poruszania si¢ w kierunku ,,minus” filamentu aktynowego. Biatko to bierze udziat
w licznych procesach komoérkowych, takich jak: endocytoza i egzocytoza, transkrypcja
genow, migracja komorek, stabilizacja struktury aparatu Golgiego, adhezja oraz
autofagia. Szeroki zakres funkcji komorkowych MVI jest mozliwy dzigki jej interakcjom
z wieloma partnerami biatkowymi. Mutacje w genie Myo6 prowadza do utraty stuchu
oraz kardiomiopatii przerostowej. Zespot profesor Redowicz po raz pierwszy wykazat,
ze MVI wystepuje w miegs$niach szkieletowych, gdzie lokalizuje si¢ w postsynaptycznej
czgsci zlacza nerwowo-migsniowego, siateczce sarkoplazmatycznej oraz jadrze
komoérkowym. Ponadto, nasza grupa odkryla, ze brak MVI zaburza mechanizmy
odpowiedzialne za organizacje cytoszkieletu komorek miogennych oraz wpltywa na
adhezj¢ i fuzje mioblastow. Co wiecej, wykazalismy rowniez, ze stosunek masy migsni
do masy ciata jest zwigkszony u myszy niesyntetyzujacych MVI. W oparciu o te
obserwacje podjetam badania w celu okreslenia funkcji MVI w mig$niach szkieletowych.
Badania przeprowadzitam z wykorzystaniem myszy Snell’s waltzer (SV, MVI-KO).
Myszy te posiadaja spontaniczng recesywna mutacje w genie Myo6, ktéra uniemozliwia
synteze funkcjonalnej MVI. Myszy MVI-KO sg gluche oraz wykazuja charakterystyczny
fenotyp objawiajacy si¢ poprzez krecenie sie¢ w kotko, potrzasanie glowsg oraz
nadpobudliwos¢. W swoich badaniach wykorzystalam mig$nie konczyny tylnej
nowonarodzonych myszy (P0O) oraz myszy w wieku 3- i 12-miesi¢cy. Kontrole stanowito
heterozygotyczne rodzenstwo myszy MVI-KO, okreslane w niniejszej pracy jako WT.

W trakcie przeprowadzonych badan wykazatam, ze ekspresja Myo6 oraz poziom MVI sg
najwyzsze w migs$niach konczyny tylnej nowonarodzonych myszy i znaczaco spadaja
wraz z wiekiem. Co wigcej, zarowno poziom transkryptu, jak i biatka M VI jest zalezny
od typu migsnia - najwyzsze poziomy obserwuje si¢ w wolnokurczliwym migsniu
ptaszczkowatym (SOL) dorostych myszy. Utrata lub obnizenie poziomu MVI prowadzi
do znacznego uposledzenia procesu oddychania komorkowego w komodrkach
miogennych. Wynik ten byt spojny z nizszym poziomem ATP, ktory zaobserwowatam
zarowno w komorkach miogennych, jak i w mig¢éniach szkieletowych u myszy MVI-KO

w porownaniu do kontroli. Ponadto wykazatam réznice w aktywnosci szlakow
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cAMP/PKA oraz AMPK/mTOR w migs$niach szkieletowych myszy MVI-KO
w odniesieniu do WT. Zmiany w kluczowych szlakach metabolicznych byty dodatkowo
zwigzane z aktywacja proceséw lipolitycznych u myszy MVI-KO oraz przemiang
wilokien miegsniowych z typu glikolitycznego w oksydacyjny. Brak MVI skutkowat
roOwniez zaburzeniami w morfologii widkien mie§niowych, ktore przejawiaty si¢ poprzez
ich wigksza liczbg oraz mniejszy przekrdj poprzeczny w porownaniu do WT.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa przedstawia dane wskazujace na nowa role MVI
w funkcjonowaniu miesni szkieletowych. Uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze
MVI jest zaangazowana w utrzymanie morfologii wtokien mig¢sniowych oraz regulacje

metabolizmu migéni szkieletowych.



Summary

Myosin VI (MVI) is a member of the myosin superfamily, which consists of over 35
structurally and functionally diverse families, with representatives found in nearly all
eukaryotic organisms. It is the only unconventional (i.e. not forming filaments) myosin
that moves toward the “minus” end of actin filament. This molecular motor is involved
in numerous cellular processes such as endo-and exocytosis, gene transcription, cell
migration, maintenance of the Golgi apparatus, adhesion, and autophagy. Its wide range
of cellular functions is possible through interactions with various binding partners within
multi-protein complexes. Mutations in the Myo6 gene lead to hearing loss and
hypertrophic cardiomyopathy. Professor Redowicz's team was the first to demonstrate
that MVI is also present in skeletal muscles where it localizes to the postsynaptic region
of the neuromuscular junction, the sarcoplasmic reticulum and myonuclei. Additionally,
our group demonstrated that the absence of MV disrupts the mechanisms responsible for
cytoskeleton organization, as well as myoblast adhesion and fusion. Moreover, we also
showed that the muscle-to-body mass ratio is increased in mice lacking MVI. Based on
these observations, | aimed to deepen the understanding of the role of MVI in skeletal
muscles. | performed my study using Snell’s waltzer mice (SV, MVI-KO), which are
considered as natural MV knockout due to a spontaneous recessive mutation in the Myo6
that prevents the synthesis of functional MVI. MVI-KO mice are deaf and exhibit
hyperactivity, circling and head tossing. | examined the hindlimb muscle from newborn
(PO) as well as 3-, and 12-month old mice. Heterozygous littermates were the control,
referred to in this study as WT.

I have shown that MVVI mRNA and protein synthesis is the highest in muscles of newborn
mice and significantly decreases with age. Furthermore, MV transcript and protein levels
are muscle-type dependent, with the highest amount observed in the slow-twitch soleus
muscle (SOL) of adult mice. Loss or depletion of MV leads to a significant impairment
of the respiratory capacity of myogenic cells. This was accompanied by lower levels of
ATP in both myogenic cells and skeletal muscles. Moreover, | observed differences in
the activity of the cCAMP/PKA and AMPK/mTOR pathways in the skeletal muscles of
MVI-KO mice. Alterations in these key metabolic pathways were associated with
activation of lipolysis and a transition from glycolytic to oxidative fiber types in muscles

of MVI1-KO mice. In addition, the absence of MV also resulted in changes in myofibers
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morphology as | noticed lower values of the cross-sectional area of muscle fibers and
their higher number.

In summary, this dissertation presents a data indicating a novel role of MVI in the
functioning of skeletal muscles. My findings indicate that MVI is involved in the

maintenance of the myofiber morphology and regulation of skeletal muscle metabolism.
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12m
3HB
3m
4E-BP1
AA

AC
acetylo-CoA
ADP
AKAPs
ALS
AMPK
ATCC
ATF1
ATGL
ATP
BSA

C
cAMP

CBD
CGI-58
CK
CREB

CREM
Deptor
DHPR
DMEM
ECAR

EDL
EDTA
elF4B

elFAE
ELC
ETC
FBS
FCCP

FMRP

Wykaz stosowanych skrotow

myszy 12-miesigczne
(ang. three a-helix bundle) — region obejmujacy trzy antyroéwnolegle a-helisy
myszy 3-miesigczne
(ang. elF4E-binding protein 1) - biatko wiazace czynnik inicjacji translacji 4E
(ang. antimycin A) — antymycyna A
(ang. adenylate cyclase) — cyklaza adenylowa
(ang. acetyl CoA) — acetylokoenzym A
(ang. adenosine-5'-diphosphate) - adenozyno-5’-difosforan
(ang. A-kinase anchoring proteins) — biatka kotwiczace kinaze A
(ang. amyotrophic lateral sclerosis) - stwardnienie zanikowe boczne
(ang. AMP-activated protein kinase) — kinaza aktywowana AMP
(ang. American Type Culture Collection)
(ang. activating transcription factor 1) — aktywujacy czynnik transkrypcyjny 1
(ang. adipose triglyceride lipase) — lipaza trojglicerydowa
(ang. adenosine-5'-triphosphate) — adenozyno-5’-trojfosforan
(ang. bovine serum albumin) - albumina z surowicy bydlece;j
buforowana Tris z detergentem Triton X-100
(ang. catalytic subunit) — podjednostka katalityczna
(ang. cyclic adenosine monophosphate) - cykliczny adenozyno-3°,5’-
monofosforan
(ang. cargo binding domain) — domena wigzaca tadunek
(ang. comparative gene identification-58) — kofaktor ATGL
(ang. creatine kinase) — kinaza kreatynowa
(ang. cAMP-response element-binding protein) - biatko wigzace elementy
odpowiedzi cAMP
(ang. cAMP responsive modulator) — modulator odpowiedzi na cAMP
(ang. DEP-domain containing mTOR-interacting protein) — biatko Deptor
(ang. dihydropyridine receptor) - receptor dihydropirydynowy
(ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) — pozywka hodowlana
(ang. extracellular acidification rate) — szybkos¢ zakwaszenia
zewnatrzkomorkowego
(ang. extensor digitorum longus) — migsien prostownik dtugi palcow
(ang. ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas etylenodiaminotetraoctowy
(ang. eukaryotic translation initiation factor 4B) — eukariotyczny czynnik
inicjacji translacji 4B
(ang. eukaryotic translation initiation factor 4E) - eukariotyczny czynnik inicjacji
translacji 4E
(ang. essential light chains) — tancuchy lekkie istotne
(ang. electron transport chain) — tancuch oddechowy
(ang. fetal bovine serum) - ptodowa surowica bydleca
(ang. carbonyl cyanide-p- trifluoromethoxyphenylhydrazone) - p-
trifluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu
(ang. fragile X mental retardation autosomal homolog 1) - biatko zwigzane z
kruchym chromosomem X
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GAPDH

GM
GPCRs
hnRNP

HRP
HS
HSL

IM

IMF
IMTG
LDs
MAGL
MIU
MLCK
mLST8
mTOR
MVI
MVI-KD
MVI-KO
MyHC
MYO18
Myo19
MyoD
MyTH4
MyUb
NDP52
NMI
OCR
Oligo
oM
OXPHOS
PO
p70S6K
PAK3
Pax 7
PBS
PCR
PDCD4

PDE
PDK1

PFA
Pi

(ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) - dehydrogenaza aldehydu-3-
fosfoglicerynowego

(ang. gastrocnemius) — migsien brzuchaty tydki

(ang. G protein-coupled receptors) - receptor sprz¢zony z biatkiem G

(ang. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) -  heterogeniczne
rybonukleoproteiny jadrowe

(ang. horseradish peroxidase) - peroksydaza chrzanowa

(ang. horse serum) - surowica konska

(ang. hormone-sensitive lipase) — lipaza zalezna od hormonéw

(ang. inner mitochondrial membrane) — wewnetrzna btona mitochondrialna
(ang. intermyofibrillar mitochondria) - mitochondria migdzymiofibrylarne
(ang. intramyocellular triacylglycerol) — trjglicerol wewnatrzkomorkowy
(ang. lipid droplets) — krople lipidowe

(ang. monoacylglycerol lipase) — lipaza monoacyloglicerydywa

(ang. motif interacting with ubiquitin) — motyw wiagzacy ubikwityne

(ang. myosin light chain kinase) — kinaza tancuchow lekkich miozyny

(ang. mammalian lethal with Sec13 protein 8) — ssacze biatko LST8

(ang. mammalian target of rapamycin) — ssaczy cel rapamycyny, kinaza mTOR
(ang. myosin VI) — miozyna VI

(ang. MVI-knockdown) — komorki z obnizonym poziomem MVI

(ang. MVI-knockout mice) — myszy z knockoutem Myo6

(ang. myosin heavy chain) - tancuch cigzki miozyny

(ang. myosin MXVIII) — miozyna MXVIII

(ang. myosin XIX) - miozyna XIX

(ang. myoblast determination protein 1) — biatko MyoD

(ang. myosin-tail-homology domain 4) — domena MyTH4

(ang. MVI ubiquitin-binding domain) — domena wigzaca ubikwiytyne na MVI
(ang. nuclear dot protein 52) — jadrowe biatko 52

(ang. nuclear myosin 1) — jadrowa miozyna I

(ang. oxygen consumption rate) - szybkos¢ zuzycia tlenu

(ang. oligomycin) — oligomycyna

(ang. outer mitochondrial membrane) - zewnetrzna btona mitochondrialna
(ang. oxidative phosphorylation) — fosforylacja oksydacyjna

myszy nowonarodzone

(ang. p70 ribosomal S6 kinase 1) — 70kDa kinaza rybosomalnego biatka S6
(ang. p21- activated kinase 3) — kinaza aktywowana przez p21

(ang. paired box protein) - biatko Pax7

(ang. phosphate buffer saline) - sdl fizjologiczna buforowana

(ang. polymerase chain reaction) - tahcuchowa reakcja polimerazy

(ang. programmed cell death protein 4) — biatko programowanej $mierci
komorkowej 4

(ang. phosphodiesterase) — fosfodiesteraza

(ang. phosphoinositide-dependent  kinase-1) - kinaza 1 zalezna od
fosfatydyloinozytolu

(ang. paraformaldehyde) — paraformaldehyd

(ang. inorganic phosphate) - fosforan nieorganiczny
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PI3K
PINK1
PIP2

PIP3

PKA
PLIN
PRAS4

RLC
ROT
RT-gPCR

RYR1
S6
SAH
SBMA
SDS
SH3
SMA
SOL
SREBP

SS

TA
TBS
TBS-T
TCA
TG
nC
Tnl
™T
TOM1
TOM20

WT

(ang. phosphoinositide 3-kinase) - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

(ang. kinase PINK1) — kinaza PINK1

(ang.  phosphatidylinositol ~ 4,5-bisphosphate)-  fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfosforan

(ang. phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) - fosfatydyloinozytol-3,4,5-
trifosforanu

(ang. protein kinase A) — kinaza biatkowa A

(ang. perilipin) — perilipina

(ang. proline-rich Akt substrate of 40 kDa) — biatko PRAS4
p-trifluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu

(ang. regulatory subunit) — podjednostka regulatorowa

(ang. regulatory light chains) — tancuchy lekkie regulatorowe

(ang. rotenone) — rotenon

(ang. reverse transcription quantitative real-time PCR) - ilosciowa reakcja
lancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja

(ang. ryanodine receptor 1) - receptor rianodynowy

(ang. 40S ribosomal protein S6) — rybosomalne biatko S6

(ang. a-helix region) - region pojedynczej a-helisy

(ang. spinal bulbar muscular atrophy) - rdzeniowo-opuszkowy zanik mig¢$ni
(ang. sodium dodecyl sulfate) - dodecylosiarczan sodu

(ang. Src-3 homology domain) — domena SH3

(ang. spinal muscular atrophy) - rdzeniowy zanik mie$ni

(ang. soleus) — migsien ptaszczkowaty

(ang. sterol responsive element binding protein) - biatko wigzgce sterolowy
element regulatorowy

(ang. subsarcolemmal mitochondria) - mitochondria podsarkolemmalne

(ang. tibialis anterior) — migsien piszczelowy przedni

(ang. Tris Buffer Saline) - sl fizjologiczna

(ang. Tris Buffer Saline with Triton X-100) - s6l fizjologiczna buforowana Tris
(ang. trichloroacetic acid) - kwas trichlorooctowy

(ang. triacylglycerol) — trojglicerol

(ang. troponin C) — troponina C

(ang. troponin I) — troponina |

(ang. troponin T) —troponina T

(ang. target of myb protein 1) — cel dla czynnika transkrypcyjnego myb

(ang. translocase of outer mitochondrial membrane 20) — biatko zlokalizowane
w zewngtrznej blonie mitochondrium

(ang. wild type) — mysz typu dzikiego
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Rozdzial 1: Wstep

1.1.MieSnie szkieletowe

Tkanka mig$niowa jest jedna z najbardziej dynamicznych i plastycznych tkanek
ludzkiego organizmu. Ze wzgledu na budowe oraz petnione funkcje mozemy ja podzieli¢
na trzy rodzaje: mi¢$nie gtadkie, mig¢snie poprzecznie pragzkowane serca oraz migsnie
poprzecznie prazkowane szkieletowe. Miesnie szkieletowe, w porownaniu do
pozostaltych dwodch typow, sa pod kontrolg uktadu somatycznego dzigki czemu ich
czynno$¢ jest w zasadzie zalezna od naszej woli. U przecigtnego czlowieka mozna
wyrézni¢ okoto 500 migéni szkieletowych, ktore tacznie stanowig okoto 30-40%
calkowitej masy ciata (Frontera and Ochala, 2015).

Migénie szkieletowe pelnig znaczacg funkcje w ludzkim organizmie. Z mechanicznego
punktu widzenia ich gléwng rolg jest przeksztatcanie energii chemicznej w energi¢
mechaniczng w celu wygenerowania sity, ktéra przeklada si¢ na mozliwosé
wykonywania ruchdw oraz utrzymania postawy ciala. Z kolei ze strony metabolicznej ich
funkcja obejmuje udzial w podstawowym metabolizmie energetycznym, utrzymywanie
odpowiedniej temperatury ciata, sekrecj¢ miokin oraz magazynowanie waznych
substratow, takich jak m.in. aminokwasy i weglowodany (Frontera and Ochala, 2015;
Tieland et al., 2018; Redowicz and Wojton, 2021).

1.1.1. Budowa mie$ni szkieletowych

Migénie szkieletowe to tkanka o bardzo ztozonej strukturze, ktorej budowa obejmuje
kilka poziomoéw organizacji (Ryc. 1.1A). Migsien zbudowany jest z licznych wtokien
mieg$niowych zorganizowanych w komplementarne pod wzgledem dtugosci peczki, ktore
otoczone s3 warstwa tkanki lacznej zwanej omigsng. Wilokna migsniowe sa
wydtuzonymi, wielojadrzastymi komorkami, syncytiami, o cylindrycznym ksztalcie,
ograniczonymi  blong sarkoplazmatyczna, nazywanga sarkolemma. Srednica
pojedynczych wtokien waha si¢ w przedziale 10 — 100 um i zalezy przede wszystkim od
wieku, ptci i typu migsnia (Hopkins, 2006). Wewnatrz wtokna znajduje si¢ cytoplazma,
w tym przypadku nazwana sarkoplazma, w ktdrej rozmieszczone sg takie organella, jak
mitochondria, aparat Golgiego, siateczka sarkoplazmatyczna czy utozone peryferycznie

jadra. Kazde wtokno mig$niowe sktada si¢ dodatkowo z wielu podtuznie utozonych
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miofibryli, czyli wtokienek kurczliwych. Miofibryle z kolei zbudowane sg z sarkomerdw,
ktére uwaza si¢ za podstawowa funkcjonalng 1 strukturalng jednostke mig$nia,
odpowiedzialng za skurcz (Ryc. 1.1B). Gtownymi strukturami tworzacymi sarkomer sg
oddziatujace ze sobg filamenty aktynowe (cienkie) oraz filamenty miozynowe (grube).
W obrazie mikroskopowym sarkomery sg od siebie odgraniczone za pomoca linii Z, ktéra
zbudowana jest z wielu biatek, wsrod ktorych dominuja a-aktynina oraz desmina. Linia
Z dziata dodatkowo jak kotwica dla filamentow cienkich. Filamenty miozynowe z kolei
zakotwiczone sg w linii M, w sktad ktorej wchodzi m.in. miomezyna. Ponadto, obecna
w sarkomerze tytyna tgczy filamentygrube z linig Z (Clark et al., 2002; Frontera and
Ochala, 2015).

—

f"r Naczynia
| ; krwionos$ne
A \ /S(‘,legno Nam|esna
\
Kos¢ —| ™\ \
\‘ 525 m
| T Peczek wiokien
\ A ,,w‘ migsniowych o
v Y/ / migéniowe
/ Filamenty

Omigsna

Srodmigsna

B Liniaz Linia M

Filament cienki ~ Fllament gruby Tytyna
(aktyna) (miozyna)

Sarkomer

Rycina 1.1. Schemat budowy mie$nia szkieletowego (A) i sarkomeru w miesniach szkieletowych
(B). Opis ryciny w tekscie. Ilustracja przygotowana z wykorzystaniem Servier Medical Art.,
smart.servier.com oraz BioRender.com.

Filamenty grube tworzy gltownie miozyna mig$niowa, za§ filamenty cienkie sg
strukturami zbudowanymi z filamentéw aktynowych (F-aktyny), ktére tworza dwa
spiralnie skrgcone wokot siebie tancuchy protomerow. F-aktyna zbudowana jest
z globularnych monomerow aktyny (G-aktyny). Wzdhuz podwojnej helisy filamentu
aktynowego lokalizuje si¢ tropomiozyna, helikalne biatko regulujace przylaczanie
miozyny do aktyny. Tropomiozyna z kolei zwigzana jest z kompleksem troponiny

sktadajacym si¢ z troponiny C (TnC), I (Tnl) oraz T (TnT). TnT wiaze tropomiozyne, Tnl

16



hamuje interakcje pomigdzy miozyna i aktyna, a TnC wigze jony wapnia (Ca®*) (Clark et
al., 2002; Frontera and Ochala, 2015; Mukund and Subramaniam, 2020).

1.1.2 Typy wlokien miesniowych

Migénie szkieletowe sktadaja si¢ z kilku rodzajow widkien, ktore roznig si¢ pod
wzgledem morfologicznym, fizjologicznym i mechanicznym (Jeon et al., 2019). Do
klasyfikacji typéw wiokien stosowano rézne kryteria takie, jak szybkos$¢ skurczu,
meczliwo$¢, dominujacy szlak enzymatyczny czy ekspresj¢ izoform tancucha cigzkiego
miozyny (ang. myosin heavy chain, MyHC). Sposréd wymienionych, izoformy MyHC sa
dotychczas najczesciej stosowanym kryterium klasytfikacji 1 uwaza si¢ je za molekularne
markery typéw widkien. W ludzkich mig$niach wyrdzniamy trzy izoformy MyHC: typ I,
typ Ila oraz typ IIx, a u gryzoni dodatkowo wystepuje izoforma I1Ib (Qaisar et al., 2016)
Wiokna z dominujacg izoforma MyHC typu I sa bogate w mitochondria i ich
funkcjonowanie opiera si¢ na metabolizmie oksydacyjnym. Dodatkowo kurczg si¢ powoli
1 s3 wytrzymate na zme¢czenie. Z powodu wysokiej zawarto$ci mioglobiny przybieraja
kolor czerwony. Witokna typu IIb i IIx charakteryzuja si¢ wykorzystywaniem
metabolizmu glikolitycznego do przemian energetycznych, sa szybkokurczliwe oraz
nieodporne na zmeczenie. Ich jasniejszy niz w przypadku mie$ni wolnych kolor wynika
ze stosunkowo niskiego poziomu mioglobiny. Wtdkna IIx w poréwnaniu do IIb maja
jednak nizsza predkos¢ skurczu. Widkna migsniowe typu Ila wykazuja cechy posrednie
zarowno wiokien typu I, jak 1 II. Sg to widkna o mieszanym metabolizmie oksydacyjno-
glikolitycznym dzigki czemu, mimo szybkiego kurczenia si¢, mecza si¢ powoli
(Valentine, 2017; Feng et al., 2024) (Tab.1.1).

W zaleznosci od petnionych funkcji, mig$nie zawieraja rézne proporcje wtokien wolno-
1 szybkokurczliwych. Wtokna typu I dominujga w mig$niach, ktorych gtownym zadaniem
jest powolna i dlugotrwata aktywnos$¢. Przyktadem moga tu by¢ migsnie utrzymujace
postawe ciata oraz te zlokalizowane gleboko w konczynie takie jak migsien
ptaszczkowaty (soleus, SOL). Z kolei mig$nie, ktore kurcza si¢ szybko i pracuja krotko,
lecz intensywnie sg bogate we wiokna typu II. Do mig$ni o takim mechanizmie dziatania
zalicza si¢ miedzy innymi prostownik dtugi palcow (extensor digitorum longus, EDL)
(Clark and Harding, 2017; Valentine, 2017).

Wilbékna mig$niowe sg dynamicznymi strukturami zdolnymi do zmiany ich wlasciwosci
w okreslonych warunkach, do ktérych nalezg: zwigkszona lub zmniejszona aktywnos¢

nerwowo-mig$niowa, mechaniczne obcigzenie migéni, zmiany hormonalne, starzenie si¢
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organizmu oraz niektore choroby np. dystrofia migsniowa Duchenne’a, sarkopenia czy
cukrzyca typu 2. Zmiany w izoformach zachodza wedlug pewnego odwracalnego
schematu sekwencyjnego: MyHCloMyHCllaoMyHCIIX&eMyHCIIb.  Przyktadem
takiej zmiany jest przemiana witokien typu IIb we wtokna Ila na skutek dtugotrwatego
treningu wytrzymato$ciowego (Pedemonte et al., 1999; Pette and Staron, 2000; Oberbach

et al., 2006; Qaisar et al., 2016; Talbot and Maves, 2016).

Tabela 1.1. Zestawienie roznych typow wiokien migsniowych wraz z ich charakterystyka na
podsatwie (Pette and Staron, 2000; Mori, 2021).

Wilasciwos¢ Wiokna typul | Wlokna typu Ila | Wlokna typu IIX | Wiokna typu IIb
Typ jednostki | Wolnokurczliwy, | Szybkokurczliwy, | Szybkokurczliwy, Szybkokurczliwy,
motorycznej oksydacyjny oksydacyjny glikolityczny glikolityczny
Szybkos$¢é .
Y Wolne Szybkie Szybkie Szybkie
skurczu
Sila skurczu Mata Srednia Duza Bardzo duza
Odpornosé na :
P . Wysoka Wysoka Niska Niska
zmeczenie
Zawarto$¢ .
. . Wysoka Wysoka Niska Niska
mioglobiny
Zawarto$¢ .
. Wysoka Wysoka Niska Niska
mitochondriéw
Zawarto$¢
. Niska Wysoka Wysoka Wysoka
glikogenu
Gestosé
naczyn Wysoka Srednia Niska Niska
wlosowatych
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1.1.3. Mechanizm skurczu mi¢$nia

Mechanizm skurczu we wszystkich typach migs$ni opiera si¢ na cyklicznej interakcji
glowek miozyny z filamentami aktynowymi. Skurcz mig¢énia jest wynikiem skracania si¢

sarkomeru poprzez wzajemne przesuwanie si¢ cienkich i grubych filamentow.

Gtéwka miozyny zwigzana

z ADP zmienia

konformacje i jest gotowa

do przylaczenia aktyny
Troponina

Filament h“‘““CTropomwczyna
cienki

[ %;Miozyna
Hydroliza AV A \
Filament
gruby

o— e, o Ca” Ca®wiaze sie z

:'\nii(éyzni:a -—% : . B~ @ troponing odstaniajgc
odlagzaja‘ sig ot & miejsca wigzania dla
od siebie ‘elfﬁi%g;g;a”'a miozyny
<+
K— ”N*- Po zmianie konformacji
Czasteczka ATP - e dochodzi do przesuniecia
wi aie siez filamentow aktynowych
aze sig wzgledem filamentéw

gtowka miozyny ] miozynowych

‘\%ﬂenie
ADP | Pi

P
(i)

[/

®

Rycina 1.2. Schemat cyklu mostkow poprzecznych. Opis do ryciny w tekscie. Ilustracja
przygotowana za pomoca https://BioRender.com.

Proces prowadzacy do skurczu migénia rozpoczyna si¢ w ztaczu nerwowo-mig¢§niowym,
ktoére jest synapsa pomiedzy neuronem ruchowym (motoneuronem), a widknem
migsniowym. Pojedynczy motoneuron wraz z wioknem/ami migsniowym/i, ktore
unerwia okres$lany jest mianem jednostki motorycznej. Impuls nerwowy wygenerowany
w osrodkowym uktadzie nerwowym dociera do zakonczenia aksonu neuronu ruchowego,
co powoduje otwarcie kanatéw wapniowych bramkowanych napigciem w blonie
presynaptycznej. Jony wapnia (Ca?*) wnikaja do zakonczen aksonu, co z kolei skutkuje
uwolnieniem acetylocholiny do przestrzeni synaptycznej. Acetylocholina dyfunduje
przez szczeling synaptyczng i wigze si¢ z receptorami nikotynowymi na blonie
postsynaptycznej wtokna migsniowego, co prowadzi do otwarcia kanatéw sodowych.
Naptyw jonow sodu (Na") do wnetrza wiokna miesniowego powoduje depolaryzacje
btony, inicjujgc potencjat czynnos$ciowy, ktory rozprzestrzenia si¢ po powierzchni
sarkolemmy 1 wzdhuz kanalikow T do wnetrza wltdkna migsniowego. Zjawisko to
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powoduje zmian¢ konformacji receptora dihydropirydynowego (DHPR), co z kolei
stymuluje receptory rianodynowe (RyR1) w siateczce sarkoplazmatycznej, w wyniku
czego uwalniane s jony Ca?*. Jony Ca?* wigza sie z TnC, co zmienia konformacje tego
biatka i skutkuje zmiang potozenia tropomiozyny. Zmiana ta odstania miejsce wigzania
miozyny na filamencie cienkim, co umozliwia jej polgczenie si¢ z aktyng. Glowki
miozyny wchodzg w cykl zwany cyklem mostkow poprzecznych (ang. cross bridge
cycle), w ktorym energia z hydrolizy adenozynotrdjfosforanu (ATP) jest przeksztalcana
w site mechaniczng (Ryc. 1.2).

W cyklu tym mozna wyr6zni¢ kilka etapow; rozpoczyna sie¢ on od momentu, w ktorym
miozyna jest zwigzana z aktyng i czasteczka ATP nie jest przylaczona do miozyny.
Nastepnie ATP wigze si¢ z gtowka miozyny, indukujac jej zmiang konformacyjna, ktora
zmniejsza jej powinowactwo do aktyny. Konsekwencja tych zmian jest oddysocjowanie
miozyny od aktyny. Zwigzana z miozyng czasteczka ATP ulega hydrolizie do adenozyno-
5’-difosforanu (ADP) i fosforanu nieorganicznego (Pi), co powoduje kolejng zmiang
konformacji rejonu szyjki i ,,napr¢zenie” gtowki miozyny. Miozyna wigze si¢ z nowym
miejscem na aktynie tworzac mostek poprzeczny. Uwolnienie ADP i Pi powoduje zgigcie
glowki miozyny, przesunigcie filamentu aktynowego oraz skrocenie sarkomeru.
Nastepnie do glowki miozyny przylacza si¢ nowa czagsteczka ATP i nastepuje roztaczenie
miozyny 1 aktyny, co pozwala na rozpoczegcie kolejnego cyklu, o ile w §rodowisku nadal
wystepuja jony Ca’?* i sg one zwigzanie z troponina. Jednakze, jezeli jony Ca?* sa
transportowane z powrotem do retikulum sarkoplazmatycznego, troponina powraca do
swojej wyjsciowej konformacji i blokuje tropomiozyng, co prowadzi do rozkurczu (Clark

and Harding, 2017; Feng et al., 2024; Gash et al., 2024; Pham and Puckett, 2024).

1.2.Metabolizm energetyczny mie$ni

1.2.1. Mitochondria

Mitochondria to kluczowe, wielofunkcyjne organella odpowiedzialne za regulacje stanu
metabolicznego komorek eukariotycznych, w tym migsni szkieletowych. Sktadaja si¢
z czterech gldéwnych obszarow, do ktorych naleza: zewnetrzna blona mitochondrialna
(OM), wewngtrzna btona mitochondrialna (IM), przestrzen migdzybtonowa oraz macierz
(matriks) mitchondrium (Ryc. 1.3). OM jest stosunkowo porowata i mate czasteczki (<10
kDa) takie, jak sktadniki odzywcze moga swobodnie przez nig przechodzi¢ do wnetrza
organellum. IM jest znacznie mniej przepuszczalna i tworzy grzebienie mitochondrialne,

ktore zwigkszaja powierzchni¢ mitochondrium oraz stanowig miejsce oddychania
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komoérkowego, gdzie przebiega proces fosforylacji oksydacyjnej. Macierz
mitochondrialna z kolei zawiera enzymy biorgce udzial w cyklu Krebsa i -oksydacji
kwasow tluszczowych (Hood et al., 2019).

Wewnetrzna btona
mitochondrialna DNA

Macierz

Syntaza ATP
mitochondrialna 4 — .y

| . Rybosom
Zewnetrzna
Przestrzen migdzybtonowa btona
Grzebienie mitochondrialne ~ Kompleks  mitochondrialna
tancucha
oddechowego

Rycina 1.3. Schemat budowy mitochondrium. Opis rysunku w tekscie. Ilustracja przygotowana
z wykorzystaniem Servier Medical Art., smart.servier.com. Rycina wtlasna.

Gloéwna funkcja mitochondridw jest produkcja energii w postaci ATP w procesie zwanym
fosforylacja oksydacyjng (ang. oxidative phosphorylation, OXPHOS), ktory polega na
kontrolowanej oksydacji substratow energetycznych sprzezonej z fosforylacja ADP do
ATP. Reakcje te zachodza przy uzyciu czterech kompleksow enzymatycznych tancucha
oddechowego (ang. electron transport chain, ETC) oraz syntazy ATP (Pileggi et al.,
2021). Mitochondria sg ponadto zaangazowane w szereg innych proceséw komorkowych
takich jak transdukcja sygnatu, stres oksydacyjny, termogeneza, regulacja cyklu
komorkowego czy apoptoza (Peterson et al., 2012).

Mitochondria to bardzo dynamiczne struktury ulegajace ciaglej przebudowie poprzez ich
biogeneze, fuzje (ang. fusion), rozszczepianie (ang. fission) oraz proces autofagii, zwany
w tym przypadku mitofagig. Zdarzenia te zachodza w komoérce w sposob ciagly, a ich
rownowaga determinuje og6lng morfologi¢ mitochondriéw, a wiec 1 ich funkcje.
(Peterson et al., 2012; De Mario et al., 2021).

W mig$niach szkieletowych mitochondria wystepuja jako potaczona sie¢, w ktorej mozna
wyodrebni¢ dwie populacje o roéznej morfologii 1 wlasciwosciach biochemicznych.
Pierwszg z nich tworzg mitochondria podsarkolemmalne (ang. subsarcolemmal
mitochondria, SS), ktore sg zlokalizowane w poblizu sarkolemmy, proksymalnie do
naczyn wlosowatych i jader. Wystepuja punktowo 1 ich gtowng rolg jest dostarczenie

ATP do aktywnego transportu blonowego i transkrypcji genow. Druga populacja znajduje
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si¢ miedzy miofibrylami przylegajacymi do linii Z 1 sg one okres$lane jako mitochondria
miedzymiofibrylarne (ang. intermyofibrillar mitochondria, IMF). Mitochondria te
w odréznieniu od populacji SS sa wydtuzone i ich gldwng funkcja jest dostarczanie ATP
do wiokien kurczliwych oraz udzial w sygnalizacji wapniowej (Hood et al., 2019). Jak
wspomniano w podrozdziale 1.1.2, masa i aktywno$¢ mitochondriow jest $ci§le zwigzana
z rodzajem wtokien mig$niowych.

Zaburzenie homeostazy energetycznej w komoérce poprzez dysfunkcje mitochondriow
moga mie¢ powazne konsekwencje dla migsni szkieletowych w postaci: uposledzenia
funkcji aparatu kurczliwego, zmniejszonej syntezy biatek czy obnizonych zdolno$ci
regeneracyjnych. Dodatkowo, dysfunkcja mitochondriéw jest powigzana z licznymi
schorzeniami dotykajacymi tkanke mig$niowa wsrod, ktorych mozna wymieni¢ miopatie
mitochondrialne, dystrofi¢ miesniowa Duchenne’a, kacheksj¢ (stan wyniszczenia
organizmu) czy sarkopeni¢ (postepujgca utrata masy i sily mig$niowej zwigzana ze

starzeniem si¢ organizmu) (Ali and Garcia, 2014; De Mario et al., 2021).

1.2.2 Szlak cAMP/PKA

Szlak cAMP/PKA to jedna z kluczowych $ciezek sygnalizacyjnych w komorkach
eukariotycznych, odgrywajaca istotng role w regulacji wielu procesow fizjologicznych,
takich jak metabolizm, wzrost, roéznicowanie komorek, reakcja na stres oraz
funkcjonowanie uktadu nerwowego 1 hormonalnego (Ryc. 1.4). Szlak ten dziata poprzez
przekazywanie sygnalow wywotanych przez rézne czynniki, takie jak hormony,
neurotransmitery, czynniki wzrostu 1 inne czasteczki sygnalowe, co umozliwia
precyzyjng kontrolg odpowiedzi komorkowych (Houslay et al., 1998; Ladilov and
Appukuttan, 2014). Pierwszym etapem tego szlaku jest przytagczenie odpowiedniego
liganda do receptora sprz¢zonego z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptors,
GPCRs) na powierzchni blony komorkowej. Stymulacja receptora prowadzi do aktywacji
wewnatrzkomorkowego heterotrimerycznego kompleksu biatka G poprzez wymiang
GDP na GTP na podjednostce a. Nastepnie podjednostka a biatka G zostaje uwolniona
z kompleksu i aktywuje zwiagzang z blong cyklaze adenylowa (ang. adenylate cyclase,
AC). Aktywna cyklaza adenylowa katalizuje przeksztalcenie ATP w cykliczny
adenozyno-3’5’-monofosforan (ang. cyclic adenosine monophosphate, cAMP), ktory jest
jednym z najwazniejszych wtoérnych przekaznikow sygnatlowych. cAMP gromadzi si¢
w cytoplazmie i aktywuje kolejne elementy sygnalizacyjne (Berdeaux and Stewart, 2012;
Sassone-Corsi, 2012).
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Rycina 1.4. Schemat szlaku sygnatowego cAMP. GPCR — receptor sprz¢zony z biatkiem G; [3-
podjednostka [ biatka GPCR; y- podjednostka y biatka GPCR; Gsa — podjednostka o biatka
GPCR; AC - cyklaza adenylowa; ATP - adenozyno-5'-trifosforan; cAMP - Cykliczny
adenozyno-3',5’-monofosforan; AMP —adenozyno-5'-monofosforan; PKA — kinaza biatkowa; R-
podjednostka regulatorowa kinazy PKA; K- podjednostka katalityczna kinazy PKA; AKAP —
biatko kotwiczgce kinaze PKA; CREB- biatko wigzgce elementy odpowiedzi na cAMP. llustracja
przygotowana z wykorzystaniem Servier Medical Art., smart.servier.com. Rycina wlasna
przygotowana na podstawie (London et al., 2020).

Do gtéwnych efektorow sygnalizacji cAMP zalicza si¢ czynnik wymiany nukleotydow
guaninowych (EPAC), kanaty jonowe aktywowane cyklicznymi nukleotydami oraz
kinaz¢ biatlkowa A (ang. protein kinase A, PKA) (Sassone-Corsi, 2012). Sposrod
wymienionych, PKA jest najlepiej scharakteryzowana i petni szereg bardzo waznych
funkcji w mie$niach szkieletowych. Ta serynowo-treoninowa kinaza w formie
nieaktywnej jest tetramerycznym enzymem sktadajagcym si¢ z dwoch jednostek
regulatorowych (R) i dwoch podjednostek katalitycznych (C). W niestymulowanych
komorkach, przy niskim st¢zeniu cAMP, podjednostki C sa hamowane przez
podjednostki R. Po stymulacji, cAMP wigze si¢ z podjednostkami R i w konsekwencji
dochodzi do uwolnienia i aktywacji podjednostek C z kompleksu. Aktywna PKA
fosforyluje z kolei liczne biatka, wérod ktorych mozemy wyrdézni¢ miedzy innymi

enzymy metaboliczne takie jak syntaza glikogenu, kinaza fosforylazy oraz karboksylaza
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acetylo-CoA. PKA fosforyluje rowniez biatka zaangazowane w aktywacj¢ genow
zwigzanych z odpowiedzig na cAMP, do ktorych naleza CREB (ang. CAMP-response
element-binding protein), CREM (ang. cCAMP responsive modulator) oraz ATF1 (ang.
activating transcription factor 1). Dodatkowo fosforylacja przez PKA obniza aktywno$¢
bialek Raf i Rho, co wptywa na przepuszczalnos$¢ kanatéw jonowych (Berdeaux and
Stewart, 2012; Sassone-Corsi, 2012). Zakonczenie sygnalizacji cAMP jest mozliwe
dzigki dziataniu fosfodiesteraz (ang. phosphodiesterases, PDEs), ktore rozktadaja cAMP
do 5'-AMP (Berdeaux and Stewart, 2012; Ladilov and Appukuttan, 2014).

Warto réwniez wspomnie¢ o grupie bialek kotwiczacych kinaz¢ A (ang. A-kinase
anchoring proteins, AKAPS), ktore wigzg si¢ z podjednostkg R i warunkuja lokalizacje
kinazy PKA w réznych mikrodomenach komorkowych takich, jak mitochondria, jadro
czy siateczka $rodplazmatyczna. Co wigcej, biatko AKAP stanowi rusztowanie takze dla
substratow PKA, PDE 1 fosfataz biatkowych, utatwiajac regulacj¢ sygnalizacji cAMP
(Ladilov and Appukuttan, 2014).

Szlak cAMP w migs$niach szkieletowych odgrywa istotng role w regulacji metabolizmu
energetycznego, szczegbdlnie w kontekscie mobilizacji zapasow glukozy i glikogenu.

W wyniku pobudzenia tej sygnalizacji dochodzi bowiem do aktywacji fosforylazy
glikogenowej, ktora katalizuje rozktad glikogenu. Mechanizm ten jest kluczowy
w odpowiedzi mie$ni na bodzce hormonalne takie, jak adrenalina, co pozwala na szybkie
dostarczenie energii podczas intensywnej aktywnosci fizycznej (Soderling et al., 1970;
Ravnskjaer et al., 2015). Co wiecej, skurcz migéni szkieletowych jest zalezny od
prawidlowej sygnalizacji wapniowej, a cAMP pelni wazng funkcje w regulacji tego
procesu. Sygnalizacja -adrenergiczna podnosi bowiem poziom cAMP w mig$niach, co
warunkuje uwalnianie jonow Ca?* z siateczki sarkoplazmatycznej i tym samym zwigksza
site skurczu (Cairns and Dulhunty, 1993). Dodatkowo PKA jest niezb¢dna do aktywacji
pompy sodowo-potasowej, ktora jest niezbedna w hiperpolaryzacji btony i przywrdcenia
pobudliwosci migsni (Clausen, 2013; Ravnskjaer et al., 2015). Przewlekta aktywacja
szlaku cAMP w mig$niach prowadzi réwniez do zmian adaptacyjnych w obrebie tej
tkanki, wérod ktérych mozemy wyrozni¢ zwigkszenie przekroju poprzecznego wiokien
migsniowych oraz przemiang widkien typu wolnego w szybkie, o bardziej glikolitycznym

metabolizmie (Berdeaux and Stewart, 2012).
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1.2.3. Szlak AMPK/mTOR

Sygnalizacja kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) integruje sygnaty
zewnatrz- 1 wewnatrzkomorkowe oraz odpowiada za regulacj¢ metabolizmu
komodrkowego, wzrostu, proliferacji oraz proceséw starzenia (Laplante and Sabatini,
2009) (Ryc. 1.5).

Kinaza mTOR nalezy do rodziny kinaz serynowo-treoninowych i wystepuje w dwoch
odmiennych kompleksach biatkowych: mTORC1 i mTORC2. Kompleksy te r6znig si¢
funkcjami i1 sktadnikami biatkowymi. Na potrzeby tej rozprawy w dalszej czgsci tego

podrozdziatu opisany zostanie wystepujacy w migsniach kompleks mTORC1.
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Rycina 1.5. Schematyczne przedstawienie szlaku sygnalowego AMPK/mTOR w warunkach
podwyzszonego (A) i obnizonego (B) poziomu ATP. Wyjasnienie ryciny w tekscie. ATP -
adenozyno-5'-trifosforan; AMPK — kinaza biatkowa aktywowana przez AMP; mTOR - ssaczy
cel rapamycyny; p70S6k — kinaza rybosomalnego biatka S6; S6 — rybosomalne biatko S6; 4E-
BP1 — biatko wiazace eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E; P — fosforylacja. Ilustracja
przygotowana z wykorzystaniem Servier Medical Art., smart.servier.com. Rycina wiasna
przygotowana na podstawie (Dang et al., 2023).
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Kompleks mTORCI1 sktada si¢ z pigciu komponentow, wsrdd ktdérych mozna wyrdznic:
mTOR, czyli podjednostke katalityczna, biatko regulatorowe Raptor, biatko mLSTS (ang.
mammalian lethal with Sec13 protein 8), PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa)
oraz Deptor (ang. DEP-domain containing mTOR-interacting protein) (Saxton and
Sabatini, 2017). Aktywno$¢ szlaku mTORC1 w mig$niach szkieletowych regulowana jest
przez hormony, takie jak insulina, czynniki wzrostu, aminokwasy (gtownie leucyne),
wewnatrzkomérkowy status energetyczny oraz wysitek fizyczny (Golberg et al., 2014;
Yoon, 2017).

Aktywacja szlaku sygnatowego mTORCI rozpoczyna si¢ od przylaczenia okreslonego
ligandu (np. insuliny) do receptora na powierzchni komoérki (np. receptor insulinowy
IGF-1). Pobudzenie tych receptorow stymuluje kinazg¢ 3-fosfatydyloinozytolu (ang.
phosphoinositide 3-kinase, PI3K) do produkcji fosfatydyloinozytolu-3,4,5-trifosforanu
(ang. phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate, PIP3), ktory z kolei poprzez aktywacje
kinazy PDK1, aktywuje réwniez kinaz¢ AKT. Kinaza AKT fosforyluje i dezaktywuje
kompleks TSC1/TSC2, ktéry hamuje dziatanie mTORCI1. Tym samym dochodzi do
aktywacji mTORC1 i fosforylacji jego bialek efektorowych. Jednymi z najlepiej
poznanych biatek docelowych mTORCI sg kinaza p70S6K (ang. p70 ribosomal S6
kinase 1) oraz biatko 4E-BP1 (ang. elF4E-binding protein 1) (Laplante and Sabatini,
2009; Populo et al., 2012). Stymulacja p70S6K przez mTORCL1 prowadzi do fosforylacji
i aktywacji rybosomalnego biatka S6 (ang. 40S ribosomal protein S6), co prowadzi do
rozpoczecia biogenezy rybosomow (Lee et al., 2007). Dodatkowo poprzez interakcje
z takimi biatkami, jak elF4B, PDCD4 oraz SKAR kinaza, p70S6K wzmacnia proces
translacji oraz elongacji produktu (Laplante and Sabatini, 2009; Saxton and Sabatini,
2017). Drugim substratem kinazy kompleksu mTORCT jest biatko 4E-BP1, ktore hamuje
inicjacje translacji poprzez wigzanie i inaktywacje czynnika elF4E (ang. eukaryotic
translation initiation factor 4E). mTORCI1 poprzez fosforylacj¢ biatka 4E-BP1 hamuje
jego aktywnos$¢ i umozliwia tym samym proces translacji (Lee et al., 2007; Laplante and
Sabatini, 2009).

W warunkach braku sktadnikéw odzywczych, stresu komoérkowego 1 obnizonego
poziomu energii sygnalizacja szlaku mTORCL1 zostaje zahamowana. W odpowiedzi na
zmiany energetyczne w komorce (niski stosunek ATP do ADP) aktywowana zostaje
kinaza AMPK (ang. AMP-activated protein kinase), ktora hamuje mTORC1, poprzez
fosforylacje¢ i aktywacje TSC2 oraz poprzez fosforylacje sktadowych tego kompleksu.
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W migsniach szkieletowych kompleks mTORCI jest jednym z gléwnych regulatorow
syntezy biatek, co przektada si¢ z kolei na kontrolg nad masg mig$niowa, ktéra w duze;j
mierze jest determinowana przez rdznice pomiedzy szybkoscig powstawania biatek, a ich
degradacjg (Goodman, 2019). Co wiecej, aktywacja szlaku mTORCI jest tez znaczgca
dla adaptacji migsni po wysitku fizycznym, szczegdlnie w odpowiedzi na trening sitowy,
1 jest zwigzana z rozwojem hipertrofii (Bodine et al., 2001; Bodine, 2022). mTORC1
reguluje réwniez metabolizm energetyczny mieéni, wptywajac na synteze lipidow
I metabolizm glukozy. mTORC1 promuje synteze lipidow de novo poprzez czynniki
transkrypcyjne SREBP (ang. sterol responsive element binding protein), ktore kontrolujg
ekspresj¢ gendw zaangazowanych w biosyntez¢ kwasow ttuszczowych i cholesterolu
(Saxton and Sabatini, 2017). Dodatkowo mTORCI1 poprzez aktywacj¢ i/lub regulacje
czynnikow transkrypcyjnych takich, jak HIFla i Myc stymuluje glikolizg i zwigksza
wychwyt glukozy w tkance (Szwed et al., 2021). Jednak co ciekawe, chroniczna
aktywacja sygnalizacji mTORCI w mig$niach szkieletowych moze prowadzi¢ do
nietolerancji glukozy 1 insulinooporno$ci ze zmniejszonym wychwytem glukozy

w miesniach (Guridi et al., 2016).

1.2.4. Metabolizm lipidéw — lipoliza

Metabolizm lipidow w migs$niach szkieletowych odgrywa wazng role¢ w dostarczaniu
energii, zwlaszcza podczas wysitku fizycznego (Bosma, 2014). Sposrod lipidow
najczesciej wykorzystywanych jako Zrodlo energii dla pracujacych migéni, wazng rolg
odgrywaja wolne kwasy tluszczowe oraz trojglicerydy. Rownowaga pomigdzy ich
magazynowaniem, mobilizacjag 1 wykorzystaniem jako paliwa jest kluczowa dla
utrzymania zdrowego funkcjonowania mig$ni oraz zapewnienia odpowiednie]
dostgpnosci energii.

Trojglicerydy wewnatrzkomorkowe (ang. intramyocellular triacylglycerol, IMTG, TG)
stanowig gtéwng forme¢ zmagazynowanych lipidow w mig$niach szkieletowych.
Gromadzone sg one w postaci kropli lipidowych (ang. lipid droplets, LDs), glownie
W poblizu mitochondriow. Ich zawarto$¢ jest dwukrotnie wigksza we widknach typu 1,
niz we wioknach typu II (Badin et al.,, 2013; Knapp and Gorski, 2017). Gdy
zapotrzebowanie energetyczne w migsniach szkieletowych wzrasta, dochodzi do
mobilizacji lipidow i ich rozktadu (Watt and Hoy, 2012; Chen and Huang, 2022).
Lipoliza to proces, w ktorym TG sg rozktadane poprzez hydrolize do wolnych kwasow

thuszczowych 1 glicerolu (Ryc. 1.6). Przebieg lipolizy w komoérkach migsniowych jest
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precyzyjnie regulowany przez enzymy i hormony oraz jest dostosowany do
zapotrzebowania energetycznego organizmu. Do gtéwnych lipaz odpowiedzialnych za
rozktad trojglicerydow naleza: lipaza trdjglicerydowa (ang. adipose triglyceride lipase,
ATGL), lipaza monoacyloglicerolowa (ang. monoacylglycerol lipase, MAGL) oraz

lipaza zalezna od hormonéw (ang. hormone-sensitive lipase, HSL).

Lipoliza

li I
Kropla lipidowa © ::T;o

Rycina 1.6. Schematyczna reprezentacja szlaku lipolizy. PLIN1 — perilipina 1, ATGL — lipaza
trojglicerydowa; TAG — trojglicerydy; DAG — diacyloglicerole; MAG — monoacyloglicerole;
HSL — lipaza hormonowrazliwa; MGL — lipaza monoacylogliceroli; FAs — kwasy tluszczowe.
llustracja przygotowana z wykorzystaniem Servier Medical Art., smart.servier.com. Rycina
wlasna.

ATGL katalizuje pierwszy etap lipolizy i1 przeksztalca trojglicerydy w diacyloglicerole,
czemu towarzyszy uwolnienie jednej czasteczki kwasu tluszczowego. ATGL jest
aktywowana przez jej koaktywator CGI-58 (ang. comparative gene identification-58),
ktory znajduje si¢ na powierzchni kropli lipidowych oraz mitochondriéw, a jego synteza
jest wyzsza w migsniach o metabolizmie oksydacyjnym (Morales et al., 2017; Chen and
Huang, 2022). Aktywnos¢ tej lipazy jest dodatkowo kontrolowana na drodze fosforylacji
przez PKA oraz AMPK (Watt and Hoy, 2012; Badin et al., 2013). Druga z lipaz, czyli
HSL, przeksztalca powstate diacyloglicerole do monoacylogliceroli z jednoczesnym
uwolnieniem kwasow ttuszczowych do cytoplazmy. HSL w mig$niach szkieletowych jest

aktywowana 1 przemieszcza si¢ do kropli lipidowych na skutek sygnalizacji
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adrenergicznej oraz skurczu (Langfort et al., 1999, 2000). Podobnie jak w przypadku
ATGL, oba bodzce moga regulowa¢ dziatanie HSL poprzez fosforylacj¢ zaleznga od PKA
(Ser®®3, Ser®° Ser®%) j AMPK (Ser®®) (Watt and Hoy, 2012; Morales et al., 2017).
Ostatni etap lipolizy przeprowadzany jest z udziatem lipazy MAGL i obejmuje hydrolizg
monoacylogliceroli do kwasow tluszczowych i glicerolu, jednak regulacja aktywnos$ci
tego enzymu w mig$niach szkieletowych jest stabo poznana (Watt and Hoy, 2012; Chen
and Huang, 2022).

Oproécz lipaz, wazng grupe biatek zaangazowang w proces lipolizy stanowig perilipiny
(ang. perilipins, PLIN). PLIN to biatka tworzgce warstwe ochronng na powierzchni kropli
lipidowych. Wyrézniamy pie¢ izoform biatka, z czego najlepiej opisana jest PLINI.
W stanie nieaktywnym biatko PLIN pozostaje zwigzane z biatkiem CGI-58, hamujac tym
samym aktywacj¢ ATGL. Po pobudzeniu receptory B-adrenergiczne stymuluja PKA do
fosforylacji biatka PLIN, co skutkuje jego aktywacja i oddysocjowaniem CGI-58, ktore
z kolei moze wzia¢ udziat w aktywacji lipazy ATGL (Bolsoni-Lopes and Alonso-Vale,
2015; Knapp and Gorski, 2017). Wolne kwasy tluszczowe powstate w trakcie lipolizy sg
transportowane do mitochondriow, gdzie w procesie B-oksydacji dochodzi do ich
utlenienia, w konsekwencji czego powstaje acetylokoenzym A (acetylo-CoA) (Bosma,
2016).

1.3. Miozyny

Miozyny stanowig nadrodzing bialek motorycznych, ktére wykorzystuja energie
pochodzaca z hydrolizy ATP do generowania pracy mechanicznej/ruchu wzdhuz
filamentow aktynowych (Coluccio, 2008). Biatka te sg obecne w organizmach
eukariotycznych, a kazda komoérka organizmu posiada unikalny zestaw miozyn,
dostosowany do jej specyficznych funkcji w organizmie (Sellers, 2000; Heissler and
Sellers, 2016). Miozyny sa zaangazowane w szereg procesow biologicznych takich, jak:
ruchliwo$¢ komorek, adhezja, endocytoza, podziaty komorek, transport komoérkowy,
trankskrypcja czy organizacja cytoszkieletu. Co wigcej, nadzwyczajna rola miozyny
szczegOlnie uwidacznia si¢ w sarkomerach migsni szkieletowych, gdzie filamenty
miozynowe przesuwajac si¢ wzgledem filamentow aktynowych generuja skurcz migsni
(Patrz rycina 1.2) (Berg et al., 2001; Hellerschmied and Clausen, 2014). R6znorodno$¢
funkcji komérkowych, w ktore zaangazowane sg miozyny wynika z charakterystycznych
wlasciwosci strukturalnych, enzymatycznych i regulacyjnych poszczegolnych cztonkow

nadrodziny miozyn. Pomimo réznic w budowie pomig¢dzy specyficznymi klasami,
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zasadniczo wszystkie miozyny charakteryzujg si¢ obecno$cig tancucha cigzkiego,
w ktorego sktad wehodzg trzy funkcjonalne domeny: znajdujaca si¢ na koncu aminowym
(N-koncu) domena motoryczna, szyjka, oraz ogonek/pateczka, znajdujacy si¢ na koncu

karboksylowym (C-koncu) (Ryc. 1.7).
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Rycina 1.7. Struktura domenowa 12 klas miozyn wystepujacych u ludzi (Batters and Veigel,
2016).

Domena motoryczna oddziatuje z aktyng oraz zawiera miejsce wigzania i hydrolizy ATP,
przez co odgrywa gldwng role w generowaniu sily. Pomimo konserwatywnej natury
domeny motorycznej, miozyny ro6znig si¢ od siebie szybkoscig aktywnosci ATPazowej
oraz czasem, w ktorym pozostajg zwigzane z aktyna, co skutkuje réznicami w szybkos$ci
poruszania si¢ po filamencie aktynowym. Przylegajaca do domeny motorycznej szyjka
sktada si¢ ze zmiennej liczby motywow 1Q, ktore stuzg jako miejsce wigzania tancuchow
lekkich miozyny i/lub kalmoduliny. Dodatkowo szyjka dziata jak dzwignia, ktora
wzmacnia zmiany konformacyjne zachodzace w domenie motorycznej w czasie
hydrolizy ATP. Domena motoryczna wraz z szyjka tworza tzw. gtdéwke. Ogonek stanowi
najbardziej zroznicowang domene i moze znacznie roézni¢ si¢ dlugoscig 1 sekwencja
pomigdzy poszczegolnymi klasami miozyn. Moga znajdowac si¢ tu rézne motywy
funkcjonalne np. domena SH3 (ang. Src-3 homology domain), domena MyTH4 (ang.

myosin-tail-homology domain 4) czy RhoGAP, ktore determinujg lokalizacje danej
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miozyny w komorce i/lub posredniczg w interakcjach z innymi biatkami. W niektorych
miozynach ten region moze przyjmowaé strukture¢ superhelisy (ang. coiled-coil), co
umozliwia ich dimeryzacje (Houdusse and Sweeney, 2001; Coluccio, 2008).

Ludzki genom zawiera 40 genéw kodujacych izoformy miozyny, ktére na podstawie
roznic w sekwencji domeny motorycznej przydzielono do 12 klas/rodzin: I, Il, I, V, VI,

VI, 1X, X, XV, XVI, XVIIIi XIX (Foth et al., 2006; Coluccio, 2008) (Ryc. 1.8).

miozyny migsni szkicletowych

O miozyny miesni gladkich i
\s“ miozyny niemigsniowe

1
I Miozyna XVIIT %
I

Rycina 1.8. Drzewo filogenetyczne nadrodziny miozyn u ludzi (Zhang and Li, 2017),
zmodyfikowano.

Istnieje rowniez dodatkowy, prostszy podzial miozyn, ktory grupuje (klasyfikuje) je
w dwie glowne kategorie: miozyny konwencjonalne (kodowane przez geny MYH)
I miozyny niekonwencjonalne (kodowane przez geny MYO). Miozyny konwencjonalne
tworzace rodzing II, obejmuja miozyny posiadajace zdolno$¢ tworzenia filamentow.
Wszystkie pozostale miozyny, nie tworzace filamentoéw, okreslane s3 mianem miozyn
niekonwencjonalnych (Berg et al., 2001; Fili and Toseland, 2019).

Miozyny wewnatrz danej klasy lub pomiedzy klasami mozna réwniez porownywacé na
podstawie kilku parametrow funkcjonalnych takich, jak: procesywno$¢, wspodtczynnik

aktywnosci, wielko$¢ sity i amplituda ruchu wytwarzanego podczas pojedynczego cyklu
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hydrolizy ATP oraz predkos$¢ 1 kierunkowos¢ ruchu wzdhuz filamentu aktynowego.
Procesywno$¢ miozyn definiowana jest jako zdolno$¢ pojedynczych czasteczek miozyny
do poruszania si¢ po filamencie aktynowym - bez odrywania si¢ od niego - na duza
odlegtos¢ 1 w sposob zalezny od ATP. Cztonkéw nadrodziny miozyn mozna pod tym
wzgledem podzieli¢ na motory procesywne i nieprocesywne. Przyktadem motorow
nieprocesywnych sa miozyny konwencjonalne migsni szkieletowych oraz
niekonwencjonalna miozyna | i XV. Z kolei miozyny niekonwencjonalne takie jak
miozyna V, VI, VII czy X to motory procesywne. Wspotczynnik aktywnosci z kolei
okresla czas przez jaki gtowka miozyny pozostaje zwigzana z filamentem aktynowym
podczas jednego cyklu hydrolizy ATP, w stosunku do catkowitego czasu trwania cyklu.
Wysoka warto$¢ tego wspdtczynnika oznacza, ze miozyna spedza znaczng czg¢$¢ cyklu

zwigzana z aktyna, co jest typowe dla motorow procesywnych (Coluccio, 2008).

1.3.1. Miozyny konwencjonalne

Konwencjonalne miozyny klasy II u ludzi sa kodowane przez 15 genow, ktore obejmuja
typowe miozyny wystepujace we wszystkich typach migéni oraz izoformy niemig¢§niowe
(IIA, 1IB, IIC), ktore wystepuja we wszystkich komoérkach, rowniez w miocytach (Berg
et al., 2001). Miozyna II wystepuje w formie heksameru i sktada si¢ z dwdch tancuchow
ciezkich o masie czgsteczkowej ok. 200 kDa kazdy (ang. myosin-11 heavy chains, MHC
IT) oraz po parze tancuchoéw lekkich o masie czgsteczkowej 16-25 kDa (Ryc. 1.9).
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Rycina 1.9. Schematyczne przedstawienie budowy strukturalnej czasteczki miozyny
konwencjonalnych (A) oraz filamentu grubego (B). llustracja przygotowana za pomoca
https://BioRender.com. Rycina wiasna.

Na koncu aminowym (N-koncu) tancucha cigzkiego miozyny znajduje si¢ globularna
gtowka, w sktad ktorej wchodza domena motoryczna oraz szyjka. Domena motoryczna
stanowi miejsce wigzania i hydrolizy ATP oraz zawiera miejsce wigzania aktyny. Szyjka
ztozona jest z dwoch motywow 1Q, ktore stanowig miejsce wigzana tancuchow lekkich.
Wsrod tancuchow lekkich wyrdzniamy dwa tancuchy istotne (ang. essential light chains,
ELC), ktore stabilizuja szyjke oraz dwa tancuchy regulatorowe (ang. regulatory light
chains, RLC), ktore modulujg aktywno$¢ motoryczng miozyny. RLC sg fosforylowane
przez aktywowana jonami Ca®" i czasteczkami kalmoduliny kinaze lekkich tancuchow
miozyny (ang. myosin light chain kinase, MLCK). Koniec karboksylowy (C-koniec)
fancucha stanowi pateczke o strukturze a-helisy, ktéra moze taczy¢ si¢ z paleczka
drugiego tancucha cigzkiego tworzac superhelisg (ang. coiled-coil,), superhelisy z kolei

sg zaangazowane w tworzenie filamentow (Craig and Woodhead, 2006).

1.3.2. Miozyny niekonwencjonalne

Miozyny niekonwencjonalne charakteryzujg si¢ brakiem mozliwosci tworzenia
filamentow, pomimo iz niektore z nich posiadaja zdolnos¢ dimeryzacji (Woolner and
Bement, 2009). Lancuchy cigzkie miozyn niekonwencjonalnych posiadaja

charakterystyczng dla wszystkich miozyn budowe strukturalng opisang w podrozdziale
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1.3.1 (Ryc. 1.7). Zmiennymi fragmentami w ich strukturze sg szyjka, ktoéra moze
zawiera¢ od 1 do 7 motywéw IQ, umozliwiajacych przylaczenie tancuchow lekkich
(najczegsciej sg nimi czasteczki kalmoduliny) oraz ogonek, ktéry determinuje specyficzne
funkcje miozyn niekonwencjonalnych (Fili and Toseland, 2019). Lancuchami lekkimi,
w przypadku miozyn niekonwencjonalnych sg najczesciej czasteczki kalmoduliny, ktére
wigza sie w sposob zalezny od Ca?* i regulujg aktywnos$¢ miozyn (Heissler and Sellers,
2014). Ogonek moze zawieraC specyficzne motywy, ktore okres§laja subkomorkowa
lokalizacje biatka oraz posrednicza w rozpoznawaniu i transporcie cargo. W niektorych
miozynach region ten przyjmuje strukture¢ superhelisy, ktora umozliwia dimeryzacj¢
biatka (Salamon et al., 2003). Sposroéd wczesniej wspomnianych 40 gendw kodujgcych
izoformy miozyny, ~25 z nich nalezy do miozyn niekonwencjonalnych. U ludzi mozemy
wyrdzni¢ 11 rodzin/klas do ktorych naleza nastepujace miozyny: I, 1L, V, VI, VIL IX, X,
XV, XVI, XVIIIi XIX (Berg et al., 2001; Coluccio, 2008). Miozyny niekonwencjonalne
petnig szereg specyficznych funkcji w komorkach, ktére umozliwiajg prawidlowe
funkcjonowanie organizmu. Sg zaangazowane w takie procesy jak transport
wewnatrzkomérkowy, ruch komorek, organizacja cytoszkieletu, transkrypcja czy
regulacja napigcia blon komoérkowych. Kazdy typ miozyny niekonwencjonalnej wydaje
si¢ by¢ wyspecjalizowany do petnienia okreslonego zadania w komoérce (Hartman et al.,

2011).

1.3.3. Miozyna VI

Miozyna VI (MVI) to miozyna niekonwencjonalna, ktora wyst¢gpuje w organizmach
wielokomorkowych i obecna jest w roznych tkankach (Rock et al., 2001). Pierwotnie
biatko to zostalo odkryte u Drosophila melanogaster i zaklasyfikowano je jako
pierwszego czlonka nowej, wyjatkowej klasy miozyn (Kellerman and Miller, 1992).
W przeciwienstwie do wszystkich innych miozyn, MVI porusza si¢ bowiem w kierunku
konca minus filamentu aktynowego, dzigki czemu prawdopodobnie zawdzigecza swoje
wyjatkowe wlasciwosci. MVI odgrywa wieloaspektowa role w kluczowych procesach
komoérkowych gtownie poprzez interakcje z aktyng (za pomoca N-koncowej domeny
motorycznej) oraz wspotdziatanie ze specyficznymi dla tkanki biatkami, okres§lanymi
jako jej partnerzy biatkowi (za pomoca C-koncowej domeny globularnej) (Lister et al.,
2004a; Tumbarello et al., 2012; Kruppa et al., 2016; Canon et al., 2023).
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1.3.3.1. Budowa miozyny VI

MVI w formie monomerycznej zbudowana jest z jednego tancucha cigzkiego o masie
czasteczkowej ~140 kDa i przyjmuje typowa dla wszystkich miozyn budowg¢ domenowa.
Pomimo tak typowej struktury MVI charakteryzuje si¢ jednak kilkoma unikalnymi
sekwencjami odrozniajacymi jg od innych rodzin (Hasson and Mooseker, 1996; Lister et
al., 2004a) (Ryc. 1.10).

Motyw IQ

. Duza wstawka Mala wstawka
Region 3HB

p ;’/\
Region SAH i‘

Wstawka 53 aa

Wstawka 22 aa

Dystalna czegsé¢
ogonka

Domena
motoryczna

Szyjka Ogonck

Domecna wigzaca
tadunek (CBD)

Rycina 1.10. Schematyczne przedstawienie budowy domenowej biatka MVI. Domeny nie sg
przedstawione proporcjonalnie do ich masy czasteczkowej. Ilustracja przygotowana z
wykorzystaniem Servier Medical Art. (smart.servier.com.) na podstawie (Niu et al., 2024) i
(Karatsai et al., nieopublikowane).

Analiza sekwencji aminokwasowej i struktury krystalicznej MVI wykazata, ze
w domenie motorycznej oraz w regionie szyjki znajdujg si¢ dwie dodatkowe wstawki.
Pierwsza z nich sktada si¢ z 22 aminokwasow i lokalizuje si¢ w poblizu kieszeni wigzacej
ukleotydy, co skutkuje zaburzeniem przytaczania ATP i wolniejszym uwalnianiem ADP.
Takie rozwigzanie z kolei przeklada si¢ na to, ze MVI pozostaje dtuzej zwigzana
z filamentem aktynowym, co pozwala jej na funkcjonowanie jako motor procesywny
(Sellers, 2000; Suszek et al., 2018). Pomiedzy domeng motoryczna, a szyjka znajduje si¢
druga, unikalna, 53-aminokwasowa wstawka, ktora odpowiada za ruch w stron¢ konca
minus filamentu aktynowego. Fragment ten posiada zdolno$¢ wigzania kalmoduliny
W sposob niezalezny od jonéw Ca?*, dzigki czemu dochodzi do zmiany konformacji
domeny motorycznej oraz szyjki i tym samym generuje odwrotng kierunkowos¢ MVI.
Domena szyjki jest stosunkowo krotka i zawiera jeden typowy motyw 1Q, ktory jest
miejscem wiazania drugiej czasteczki kalmoduliny, w sposob zalezny od jonow Ca®*.
Sekwencja ogona sktada si¢ z N-koncowego regionu helikalnego i C-koncowego regionu
globularnego nazywanego domeng wigzaca fadunek (ang. cargo-binding domain, CBD).
Helikalna cze$¢ ogona M VI to odcinek o strukturze superhelisy, w obrgbie ktoérego mozna
wyrozni¢ fragment obejmujacy trzy antyrownolegle a-helisy (ang. three a-helix bundle,
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3HB), po ktorych nast¢puje wysoce natadowany region pojedynczej a-helisy (ang. a-
helix region, SAH). Funkcja obu tych fragmentow jest umozliwienie dimeryzacji MVI
oraz stabilizacja catej struktury (Sellers, 2000; Magistrati and Polo, 2021). Domena cargo
z kolei zawiera dwa charakterystyczne motywy, ktére uczestniczg w wigzanie tfadunku
(RRL i WWY), domene wigzaca fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (P1P2) oraz dwa
miejsca wigzace ubikwityne (ang. Motif Interacting with Ubiquitin, MIU i ang. MVI
Ubiquitin-Binding Domain, MyUDb). Dodatkowo w wyniku alternatywnego skladania
W regionie globularnym mogg wystgpowa¢ dwie unikalne wstawki, co przektada si¢ na
powstanie czterech izoform MVI kodowanych przez jeden gen. Stad tez, u ssakow
mozemy wyrdznié: i) izoforme¢ z duza wstawka (21/31 aa) usytuowang pomig¢dzy
regionem helikalnym, a globularnym; ii) izoforme¢ z mata wstawka (9 aa) w domenie
globularnej; 1iii) izoform¢ z obiema wstawkami oraz iiii) izoform¢ bez wstawki.
Wymienione izoformy wykazuja r6zna dystrybucje tkankowa. MVI z duza wstawka
wystepuje w tkankach, takich jak: watroba, jelito cienkie czy nerki, ktore wyrdznia
obecnos$¢ spolaryzowanych komodrek nabtonkowych. Izoformy z mata wstawka lub bez
wstawki lokalizuja si¢ w niespolaryzowanych komoérkach takich narzadow, jak pluca czy
jadra (Sellers, 2000; Buss et al., 2004; Niu et al., 2024).

MVI moze wystepowac zarowno w formie nieprocesywnego monomeru, jak 1 w formie
procesywnego dimeru, jednak sposob, w jaki zachodzi dimeryzacja, jest nadal
przedmiotem dyskusji (Okten et al., 2004; Spink et al, 2008; Spudich and
Sivaramakrishnan, 2010; Canon et al., 2023). Uwaza si¢, ze wigzanie si¢ MVI z jej
partnerami i/lub modyfikacja potraslacyjna MVI, np. fosforylacja w domenie cargo,
moga by¢ jednymi z mozliwych mechanizmow przetgczenia migdzy tymi dwoma stanami
(Lister et al., 2004a; Magistrati and Polo, 2021). Miozyna VI w postaci monomeru
funkcjonuje gtownie jako biatko kotwiczace i moze bra¢ udzial w takich procesach jak
utrzymanie napig¢cia w komorce, grupowanie receptorow transmembranowych czy
wigzanie bton 1 pecherzykow z filamentami aktynowymi. Dimer z kolei, dzigki swojej
procesywnosci i1 dlugiemu krokowi roboczemu (30-36 nm) peini gldwnie role

transportera tadunku (Buss et al., 2004, Lister et al., 2004b).

1.3.3.2. Regulacja funkcjonowania miozyny VI

Biorgc pod uwage wielofunkcyjnos¢ MVI i1 jej zaangazowanie w kluczowe procesy
komorkowe, biatko to musi podlega¢ Scistej regulacji zarowno w czasie, jak i przestrzeni.
Dotychczas poznano kilka mechanizméw kontrolujacych aktywno§¢ MVI w komorce
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i nalezag do nich: alternatywne sktadanie genu (opisane w podrozdziale 1.3.3.1),
modyfikacje potranslacyjne, regulacja poprzez jony Ca?" oraz regulacja poprzez
interakcje MVI z innymi biatkami.

W obrebie czasteczki MVI zidentyfikowano kilka miejsc fosforylacji. Pierwsze z nich to
obecna w domenie motorycznej reszta treoniny (T406 u myszy lub T405 u cztowieka)
fosforylowana przez kinaz¢ PAK3 (ang. p21- activated kinase 3). Fosforylacja w tym
miejscu moze regulowac lokalizacj¢ biatka, sposob dziatania i jego interakcje z filametem
aktynowym. Ponadto, w ogonku, a doktadnie w domenie cargo zidentyfikowano dwa
dodatkowe miejsca fosforylacji obejmujace treoning 1088 oraz 1091, ktére réwniez sg
fosforylowane przez kinaz¢ PAK (Lister et al., 2004a; Fili and Toseland, 2019).
Dotychczas przeprowadzone badania sugeruja, ze fosforylacja tych miejsc reguluje
wigzanie przez MVI takich partnerow biatkowych jak optyneuryna (Sahlender et al.,
2005). Dodatkowo odkryto, ze w komoérkach neurosekrecyjnych izoforma MVI z matg
wstawka moze by¢ fosforylowana przez kinaze¢ c-Src na tyorozynie 1114, co
prawdopodobnie pozytywnie reguluje neuroegzocytoze (Tomatis et al., 2013).

Innym sposobem na regulacje funkcjonowania MVI sg zmiany w st¢zeniu jonow
obecnych w $rodowisku biatka (takich jak jony wapnia (Ca?*)). MVI posiada motyw IQ,
ktory wigze kalmoduling w sposob zalezny od jonéw wapnia, przez co moga one
wplywaé na jej funkcjonowanie. Okazuje sie, ze wysokie stezenie jonow Ca?* negatywnie
reguluje zdolno§¢ MVI do przemieszczania si¢ wzdtuz aktyny, znaczaco ja spowalniajac.
Moze to wynika¢ z faktu, Ze jony te zaburzaja koordynacj¢ miedzy dwoma gtoéwkami
W tworzeniu dimeru, co skutkuje zmniejszona procesywnoscia biatka. Ponadto, jony Ca?*
moga regulowa¢ konformacje MVI. Przy niskim stezeniu jonow Ca?* MVI znajduje sie
w zwinigte] tzw. autoinhibicyjnej konformacji, gdzie domena ogonka wigze si¢
z kalmoduling. Z kolei przy wysokim stezeniu jonow Ca?*, wiaza sie one z kalmodulina,
co wyzwala zmiang konformacji, ktora uaktywnia MVI i umozliwia jej przylaczenie
tadunku (Buss et al., 2004; Batters et al., 2016; Fili and Toseland, 2019).

Znaczna czg$¢ regulacji aktywno$ci MVI odbywa si¢ poprzez interakcje domeny ogonka
z innymi biatkami. Zidentyfikowano duza liczbe potencjalnych partnerow MVI, ktérzy
posrednicza w szerokim spektrum wykonywanych przez nig funkcji komorkowych.
Wspotdziatanie MVI z innymi biatkami dodatkowo definiuje jej subkomorkowa
lokalizacje oraz reguluje jej konformacje (Fili and Toseland, 2019). Przyktadem takiej
zalezno$ci moze by¢ interakcja MVI z biatkiem NDP52 (ang. nuclear dot protein 52).
Przylaczenie tego biatka powoduje zmian¢ konformacji motoru, co prowadzi do

odstonigcia miejsca wigzania DNA na domenie CBD, niezbednego dla udziatu MVI
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w transkrypcji. Dodatkowo wigzanie NDP52 i1 zmiana struktury przestrzennej MVI

umozliwia jej dimeryzacj¢ i tym samym aktywacje (Fili et al., 2017).

1.3.3.3. Funkcje miozyny VI

Miozyna VI jest unikalnym biatkiem motorycznym, ktore ze wzgledu na swoje
wyjatkowe wlasciwosci petni szereg funkcji w komoérce. Wsrdd najlepiej zbadanych
proceséw biologicznych, w ktorych uczestniczy MVI mozemy wyr6zni¢: endo-
I egzocytoze (Hasson, 2003; Buss et al., 2004; Sahlender et al., 2005; Tomatis et al.,
2013), stabilizacj¢ struktury aparatu Golgiego (Warner, 2003), migracj¢ komorek
(Geisbrecht and Montell, 2002; Buss and Kendrick-Jones, 2008), spermatogeneze
(Zakrzewski et al., 2017, 2020b, 2020a), autofagi¢ (Tumbarello et al., 2012, 2013; Kruppa
et al., 2016), organizacje jaderka (Nowak et al., 2024) oraz transkrypcj¢ (Fili et al., 2017;
Hari-Gupta et al., 2022). Badania przeprowadzone przez nasz zespot wykazaty, ze MVI
zaangazowana jest w regulacje miogenezy (Karolczak et al., 2015a; Lehka et al., 2020)
oraz funkcjonowanie mig¢$nia sercowego (Karatsai et al., 2023).

U ludzi i myszy mutacje w obrebie genu Myo6 (Szerzej opisane w podrozdziale 1.3.4.)
prowadza do utraty stuchu na skutek degeneracji komorek wloskowatych ucha
wewnetrznego i zewnetrznego (Avraham et al., 1995; Ahmed et al., 2003; Mohiddin et
al., 2004). Co wiecej, gen Myo6 ulega nadekspresji w agresywnych nowotworach takich,
jak rak prostaty czy jajnikow, gdzie po jego wyciszeniu nastgpuje zmniejszenie
proliferacji i migracji komorek nowotworowych (Yoshida et al., 2004; Wang et al., 2016).
Jak wczes$niej wspomniano MVI moze petni¢ swoje funkcje w komorce m.in. poprzez
interakcje z partnerami biatkowymi, z ktérymi wiaze si¢ za pomoca domeny cargo.
Wsrdéd nich mozemy znalezé biatka adaptorowe, enzymy oraz biatka zaangazowane
w regulacj¢ dynamiki cytoszkieletu (Tumbarello et al., 2012; Karolczak et al., 2015b;
Kruppa et al., 2016). W migéniach szkieletowych oraz w komodrkach miogennych MVI
oddziatuje m.in. z TOM1 (ang. target of myb protein 1, biatko zaangazowane w autofagie
i transport wewnatrzkomorkowy), hnRNP (ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins, biatko zaangazowane w transport i dojrzewanie RNA), FMRP (ang.
fragile X mental retardation autosomal homolog 1, biatko biorace udziat w transporcie
mRNA), taling (sktadnik komplekséw adhezyjnych) oraz AKAP 9 (ang. A kinase
anchoring protein, biatko regulujace aktywnos¢ PKA) (Karolczak et al., 2013, 2015b).

Dodatkowo wsrod potencjalnych partnerow MVI mozemy wyr6zni¢ rybosomalne biatko
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S6, ktore uczestniczy w regulacji procesu translacji i biogenezy rybosoméow (Majewski

et al., 2018; Nowak et al., 2024).

1.3.34. Miozyna VI w miesniach szkieletowych

MVI, cho¢ najlepiej znana z roli w transporcie wewnatrzkomdérkowym i organizacji
cytoszkieletu w komoérkach niemigeéniowych, moze odgrywaé rowniez wazng funkcje
W migsniach poprzecznie pragzkowanych. Nasza grupa jest pionierem w tych badaniach,
jako pierwsi pokazaliSmy bowiem, ze MVI jest obecna w migsniach szkieletowych
I komorkach miogennych, gdzie lokalizuje si¢ w siateczce sarkoplazmatycznej, jadrze
komorkowym oraz postsynaptycznej czgsci ztacza nerwowo-migsniowego (Karolczak et
al., 2013, 2014).

Warto zauwazy¢, ze ekspresja genu Myo6 w mioblastach stopniowo spada w trakcie ich
réznicowania. Dodatkowo w ciggu tego procesu zaobserwowano zmiany we wzorcu
ekspresji izoform MVI. W miar¢ postepu roznicowania spadal poziom wariantow z duza
1 malg wstawka, na rzecz izoformy bez wstawki, ktora jest dominujacg w dojrzatych
migs$niach. MVI wystepuje w cytoplazmie mioblastéw, lokalizujac si¢ w poblizu siateczki
srodplazmatycznej i aparatu Golgiego oraz w regionach sgsiadujgcych ze strukturami
adhezyjnymi. Wraz z zaawansowaniem procesu roéznicowania lokalizacja MVI zmienia
si¢ na bardziej peryferyczna, a MVI koncentruje si¢ w miejscach przyczepu miotub do
podloza. Ponadto, w miotubach poziom MVI wzrasta w poblizu siateczki
sarkoplazmatycznej oraz wykrywana jest rowniez w jadrze (Karolczak et al., 2015a).
Doswiadczenia przeprowadzone na linii C2C12 (mioblasty mysie) z obnizonym
poziomem MVI wykazaly zmiany w organizacji cytoszkieletu, tworzenia struktur
adhezyjnych oraz w obrebie aparatu Golgiego i siateczki $rodplazmatycznej. Co wigcej,
brak MVI uposledza migracj¢ mioblastow oraz formowanie si¢ miotub. Obserwacje te
zostaly potwierdzone przy uzyciu linii pierwotnej mioblastow wyizolowanych z myszy
Snell’s waltzer posiadajagcych mutacje w genie Myo6 (Szczegdtowy opis genotypu
I fenotypu znajduje si¢ w podrozdziale 1.3.4). W badaniach tych wykazano, ze utrata
MVI prowadzi do powstania nieprawidlowych miotub, charakteryzujacych sie
wrzecionowatym ksztaltem i centralnie potozonymi jadrami (Ryc. 1.11). Dodatkowo
zmieniajg si¢ wzorce ekspresji kluczowych czynnikdéw transkrypcyjnych zwigzanych
Z roznicowaniem mioblastow, takich jak Pax7, MyoD 1 miogenina. Zmiany

zaobserwowano roOwniez w poziomie biatek zaangazowanych w fuzje bton mioblastow,
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organizacj¢ cytoszkieletu, adhezje komorek oraz interakcje miedzykomorkowe

(Karolczak et al., 2015a; Lehka et al., 2020).

WT MV|-K0 Rycina 1.11. Obraz z mikroskopu

. konfokalnego przedstawiajacy komorki
mie¢$niowe w 10 dniu rdznicowania
(miotuby) izolowane z myszy MVI-KO
oraz myszy typu dzikiego (WT).
Komorki wybarwiono falloidyna
sprzezong z Alexa Fluor 488 (kolor
zielony) oraz DAPI (kolor niebieski)
(Lehka et al., 2020).

Co ciekawe, odnerwienie migsni szkieletowych szczuréw powoduje wzrost poziomu
MVI we widknie mig§niowym, w tym rowniez w obrebie jadra. Ponadto, w szczurzym
modelu choroby ALS (ang. amyotrophic lateral sclerosis, stwardnienie zanikowe
boczne) zaobserwowano utratg¢ MVI w obszarze potgczenia nerwowo-mig§niowego.
Zmiany w ekspresji i lokalizacji MVI zaobserwowano réwniez u pacjentdw z atrofig
witokien typu II, rdzeniowym zanikiem migéni (ang. spinal muscular atrophy, SMA) czy

zapaleniem migéni (Karolczak et al., 2013, 2014).

1.3.3.5. Miozyna VI w sercu

Pierwsze badania wskazujace na rolg¢ MVI w sercu przeprowadzone przez Mohiddina
I wspotpr. (Mohiddin et al., 2004) wykazaty, ze mutacja punktowa (H246R) w rejonie
kodujacym domen¢ motoryczng MVI u ludzi prowadzi nie tylko do gluchoty, ale rowniez
do kardiomiopatii przerostowej z zespotem dlugiego odcinka QT. Nasze badania
wykazaty, ze w neonatalnych kardiomiocytach szczurzych oraz w dojrzatych sercach
MVI lokalizuje si¢ w obrebie siateczki sarkoplazmatycznej oraz we wstawkach (and.

intercalated discs), strukturach taczacych ze soba kardiomiocyty (Karolczak et al., 2013,
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2014; Waxse et al., 2017). Obserwacje te potwierdzily badania na myszach Snell’s
waltzer, w ktorych pokazano, ze brak MVI wplywa na zaburzenia w organizacji tych
struktur. Co wigcej, w porownaniu do kontroli, utrata tego biatka skutkuje powigkszeniem
serca (Hegan et al., 2012) oraz zmianami w niektorych szlakach sygnatowych
zwigzanych z proliferacja (Karatsai et al. 2023). Dodatkowo, badanie
echokardiograficzne serc myszy SV wykazato postgpujaca z wiekiem przebudowe lewej

komory serca i jego dysfunkcje skurczowa (Karatsai et al., 2023).

1.3.3.6. Miozyna VI w synapsie nerwowo-mi¢sniowej

Badania przeprowadzone uprzednio przez nasz zespot wykazaty, ze MVI lokalizuje si¢
migdzy innymi w postsynaptycznym obszarze synapsy nerwowo-mig$niowej, co
mogloby wskazywaé¢ na jej mozliwy udzial w transmisji nerwowo-mig$niowe;j
(Karolczak et al., 2013). Co wigcej, w miotubach wykazano zwigkszong obecno$¢ MVI
w obszarach odpowiadajacych klastrom o wysokiej zawartosci acetylocholiny, co
dodatkowo moze wskazywac na udziat MVI w rozwoju postsynaptycznej czgsci tego
potaczenia (Karolczak et al., 2015a). Poparciem dla tej hipotezy sg badania na larwach
Drosophila melanogaster, gdzie mutacja w homologu genu Myo6 prowadzi do zmian
strukturalnych w potaczeniach nerwowo-migsniowych, zmniejszenia liczby zakonczen
presynaptycznych i zmiany lokalizacji pecherzykow synaptycznych (Kisiel et al., 2011,
2014).

1.3.3.7. MVI a mitochondria

Homeostaza mitochondriéw obejmuje zaréwno ich ciagla przebudowe poprzez procesy
rozszczepienia 1 fuzji, jak 1 ich izolacje 1 usunigcie dysfunkcyjnych organelli na drodze
mitofagii. W komorkach ssaczych mitofagia zalezy migdzy innymi od takich biatek, jak
kinaza PINK1 oraz ligaza ubikwityny E3, Parkina. Bialka te dziataja kooperatywnie,
wykrywajg uszkodzone mitochondria, znakujg i prowadza do degradacji (Eiyama and
Okamoto, 2015).

Badania Kruppy i wspolpr. (Kruppa et al., 2018) wykazatly, ze w embrionalnych
komorkach nerki (linia HEK293) MVI wchodzi w interakcje z biatkiem PINKI1 oraz
Parking, odgrywajac kluczowa rol¢ w mechanizmach kontroli jako$ci mitochondriow,
W tym w mitofagii. Zaobserwowano, ze MVI jest rekrutowana do uszkodzonych
mitochondridw niezaleznie od receptoréw autofagii dzigki swojej zdolnosci do wigzania

ubikwityny. We wspoélpracy z regulatorami polimeryzacji aktyny (Cdc42) oraz biatkami
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aktywujacymi jej nukleacje (Arp2/3, formina, N-WASP) MVI stymuluje tworzenie
klatek F-aktyny, ktore otaczaja nieprawidlowe mitochondria w ciggu kilku godzin od
uszkodzenia. Proces ten zapobiega ponownemu polagczeniu si¢ uszkodzonych
mitochondriéw z sgsiadujgcymi zdrowymi populacjami. Dodatkowo MVI jest istotna
rowniez dla koncowych etapow mitofagii, poniewaz uczestniczy w procesie eliminacji
uszkodzonych mitochondriow. Co wigcej, utrata MVI prowadzi do defektu mitofagii
I nagromadzenia si¢ mitofagosomow, co przeklada si¢ na dysfunkcje mitochondriow

(Kruppa et al., 2018).

1.3.4. Myszy Snells’s waltzer

Jednym z modeli badawczych wykorzystywanych do badan nad MVI sg myszy Snell’s
waltzer (SV), stanowigce naturalny knockaut MVI (MVI-KO). Zwierzgta te posiadaja
mutacj¢ recesywna w genie kodujacym MVI (Myo6). Mutacja ta obejmuje delecje
wewnatrzgenowg fragmentu o wielko$ci 130 par zasad, ktora skutkuje wprowadzeniem
kodonu stop w regionie szyjki MVI (Avraham et al., 1995; Avraham, 1997). Mutacja
powstala w sposOb spontaniczny, a pierwsze myszy tego typu otrzymano w The Jackson
Laboratory (Deol and Green, 1966).
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Rycina 1.12. Przyktadowe zdjecia myszy Snell’s waltzer (KO) w wieku PO (A), 3- (B) i 12-
miesiecy (C) w poréwnaniu do heterozygot (WT) (Karatsai et al., 2023).

Homozygoty (sv/sv) myszy Snell’s waltzer posiadajg charakterystyczny fenotyp i juz po
12 dniach od urodzenia mozna je z tatwoscig zidentyfikowaé. W poréwnaniu do
heterozygotycznego (+/sv) rodzenstwa sg one mniejsze, hiperaktywne, krecg sie¢ w kotko

oraz w specyficzny sposob potrzasajg glowag (Ryc. 1.12). Co wigcej, z powodu
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degeneracji komorek wloskowatych w uchu wewnetrznym spowodowanej brakiem MVI
myszy te sa ghuche i maja zaburzenia btgdnika (Avraham et al., 1995; Self et al., 1999).
Poza opisanymi wczesniej dysfunkcjami w obrebie serca (Hegan et al., 2012; Karatsai et
al., 2023), myszy SV wykazuja rowniez zmiany w obrebie innych tkanek i narzadow,
wsréd ktorych mozemy wymieni¢ mozg, nerki czy jadra. Na poziomie komérkowym
zaobserwowano u nich aberracje w morfologii aparatu Golgiego, zmniejszong sekrecje,
zaburzenia endocytozy oraz uposledzong morfologi¢ enterocytow i neurondéw
hipokampalnych (Avraham et al., 1995; Warner, 2003; Osterweil et al., 2005; Ameen and
Apodaca, 2007; Hegan et al., 2012). Zwierzeta te sg rowniez wykorzystywane w Naszej
Pracowni do badan nad rola MVI w funkcjonowaniu mi¢éni szkieletowych. Dotychczas
stwierdzono, ze mig¢snie szkieletowe myszy MVI-KO sg wprawdzie mniejsze niz myszy
kontrolne, lecz stosunek masy migsnia do masy ciata myszu jest wyzszy, co wskazuje na
przerost masy migs$nia. ZaobserwowaliSmy roéwniez miogenez¢ oraz zaburzenia na

poziomie komorkowym, ktore opisano w podrozdziale 1.3.3.4 (Lehka et al., 2020).

Podsumowujac, MVI ze wzgledu na swoje wyjatkowe wihasciwosci i roznorodnosé
petnionych funkcji stanowi niezwykle interesujacy obiekt badan w konteks$cie roznych
procesow komodrkowych, w tym szczegélnie tych zwigzanych z pracag migsni
szkieletowych. Pomimo istniejacych badan potwierdzajacych udziat MVI w miogenezie
I organizacji cytoszkieletu, wiele aspektow jej dzialania w obrebie migsni szkieletowych
wcigz pozostaje nieznanych. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan, ktoére
pozwalaja lepiej zrozumie¢ role MVI w kontek$cie procesow metabolicznych
zachodzacych w migsniach szkieletowych, rzucajac nowe $wiatlo na potencjalne

znaczenie tego biatka w fizjologii 1 patologii tej tkanki

43



Rozdzial 2: Zalozenia i cele pracy

Miozyna VI (MVI) to wyjatkowe biatko motoryczne, ktore petni szereg istotnych funkcji
w komorkach niemig$niowych. Doniesienia Kruppy i wspotpr. wykazaty, ze MVI jest
zaangazowana Ww usuwanie uszkodzonych mitochondriow na drodze mitofagii
w komorkach niemigsniowych. Ponadto, na podstawie obserwacji poczynionych
w pracowni prof. Redowicz wiadomo, ze MVI jest rowniez obecna w mig¢$niach
szkieletowych, gdzie wystepuje w obrebie siateczki sarkoplazmatycznej, jadra oraz
zlacza nerwowo-mig$niowego. Badania przeprowadzone w pracowni dodatkowo
wykazaly, ze brak MVI powoduje zaburzenia w organizacji cytoszkieletu komorek
miogennych oraz uposledza proces rdéznicowania mioblastow W miotuby.
Zaobserwowalismy rowniez, ze stosunek masy miegéni do masy ciala myszy
niesyntetyzujacych MVI (MVI-KO) jest wigkszy niz u myszy kontrolnych, co wskazuje

na przerost tych mig$ni.

Powyzsze obserwacje oraz dostgpna literatura sktonity mnie do podjecia badan nad
okresleniem potencjalnej roli niekonwencjonalnej miozyny VI w metabolizmie

miesni szKkieletowych.

Zatozony cel postanowilam osiggnaé poprzez realizacj¢ nastepujacych zadan
badawczych:
1. Analiza ekspresji Myo6 w migéniach szkieletowych na roznych etapach rozwoju
myszy.
2. Okreslenie wptywu braku MVI na morfologie wtokien mi¢sniowych.
3. Zbadanie wplywu braku MVI na zawarto$¢ izoform tancuchéw cigzkich miozyn
mig$niowych w migéniach szkieletowych.
4. Ocena wptywu braku MVI na funkcje mitochondriow w komoérkach miogennych
oraz migs$niach szkieletowych.
5. Analiza aktywno$ci szlakoéw zaangazowanych w metabolizm migéni

szkieletowych, w tym w proces lipolizy.

Do realizacji powyzszych zatozen zastosowatam szereg technik 1 metod biochemii oraz
biologii komorki. W swoich do$wiadczeniach wykorzystywatam mig$nie konczyn
tylnych pozyskanych od myszy z naturalnym knockoutem w MVI (MVI-KO)
i heterozygot WT, komorki miogenne pozyskane z tych migsni, a takze lini¢ mioblastow

C2C12 z obnizonym poziomem MVI (MVI-KD).
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Rozdzial 3: Materialy i metody

3.1 Zwierzeta

3.1.1 Hodowla myszy

Doswiadczenia przeprowadzono na samcach myszy Snell's waltzer (SV; MVI-KO),
niesyntetyzujacych funkcjonalnej miozyny VI (szczep C57BL/6J), w odniesieniu do
zwierzat kontrolnych (WT), ktére stanowity heterozygoty pochodzace z tych samych
miotéw co myszy MVI-KO. Myszy MVI-KO powstaty na skutek spontanicznej mutacji
w genie Myo6 (szerzej opisanej w podrozdziale 1.3.4.), ktéra uniemozliwia powstawanie
biatka MVI. Z tego powodu myszy te wykorzystuje si¢ w badaniach jako naturalny
knockout MVI.

Badania wykonano na migs$niach szkieletowych uzyskanych od zwierzat na réznych
etapach rozwoju, wlaczajac w to myszy nowonarodzone (P0) oraz 3- i 12-sto miesi¢czne
(Bm; 12m). Zwierzeta doswiadczalne hodowano w zwierzetarni Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Warunki hodowli zwierzat oraz procedurg ich
usmiercania przeprowadzono zgodnie z Ustawg z dnia 15 stycznia 2015 r. 0 ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. 2015 poz.
266). Uzyskano wszelkie zgody na prac¢ ze zwierzetami (numer pozwolenia: 414W/

2021/1BD). Przeprowadzone badania nie wymagaty zgody Komisji Etyczne;.

3.2 Hodowle komorkowe

3.2.1 Linia komoérkowa mioblastow C2C12

C2C12 to unie$miertelniona linia komdrkowa mioblastéw wywodzaca si¢ z migsni
szkieletowych dorostych myszy. Komorki te majg zdolnos$¢ do proliferacji i réznicowania
dzigki czemu stanowig bardzo dobry model do badan nad funkcjonowaniem mig$ni
szkieletowych i ich miogenezy. Lini¢ komoérkowa C2C12, pozyskang z American Type
Culture Collection (ATCC), hodowano w pozywce Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Gibco, 31966021) z dodatkiem 4,5 g/l glukozy. Pozywke dodatkowo
suplementowano 10% inaktywowang termicznie ptodowa surowica bydleca (FBS, Gibco,
10082147) oraz mieszaning antybiotykow (penicylina 1000 Ul/ml i streptomycyna 1000
Ul/ml, Gibco, 15140122). Mioblasty hodowano w plastikowych szalkach (Sarstedt,
83.3902) w inkubatorze (Heraeus) w 37°C 1 wilgotnej atmosferze z 5% CO2. Komorki
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rutynowo pasazowano co 2-3 dni, nie dopuszczajac by osiagnety powyze; 70%

konfluencji, co zapobiegalo spontanicznej fuzji mioblastéw i ich réoznicowaniu.

3.2.2 Linia komorkowa MVI-KD

Linia komoérkowa C2C12 ze stabilnym knockodownem MVI (MVI-KD) zostala
wygenerowana przez dr Justyne Karolczak, byta doktorantke Pracowni Molekularnych
Podstaw Ruchow Komorkowych w oparciu o system wektorowy pSilencer 2.1-U6 hygro
(Ambion Inc., USA) (Karolczak et al., 2015a). W celu wygenerowania linii C2C12 MVI-
KD zastosowano sekwencje 5-AACTACGCGAT ACAATCAATA-3" siRNA
skierowane przeciwko regionowi kodujacemu mRNA MVI myszy (ID genu Q64331).
Jako kontrol¢ negatywng (scrambled, scr) stosowano komorki transfekowane wektorem
pSilencer niosacym odpowiednia sekwencja, ktora ma taki sam sktad nukleotydowy jak

sekwencja wyjSciowa, ale kolejnos¢ nukleotydéw zostalta zmieniona (5'-

ATAACATACCGTACGAATAAC-3).

3.2.3 Hodowla pierwotna mioblastow

Hodowlg pierwotng mioblastow otrzymywano z migs$ni konczyn tylnych 3-miesigcznych
myszy MVI-KO. Do hodowli pobierano nastepujace migénie: migsien brzuchaty tydki
(gastrocnemius, GM), migsien plaszczkowaty (soleus, SOL), migsien piszczelowy
przedni (tibialis anterior, TA) oraz migsien prostownik dtugi palcow (extensor digitorum
longus, EDL). Kontrolg stanowity komorki pozyskane z tych samych migsni myszy WT.
Uzyskane mig$nie umieszczano w sterylnym buforze PBS (VWR, 392-0434) z dodatkiem
1% mieszaniny antybiotykow. Nastgpnie mig$nie byly przektadane na 30 sekund do
sterylnego PBS z 1% antybiotykami i $rodkiem dezynfekcyjnym na bazie jodyny,
Betadine™ (100 mg/ml), po czym ponownie ptukano je w samym PBS z antybiotykami.
Tak przygotowane mig$nie krojono przy uzyciu sterylnych nozyczek na drobniejsze
fragmenty o wielkos$ci 2-4 mm, ktore nastepnie umieszczano w sterylnych probowkach
(dedykowanych do urzadzenia gentleMACS™ Dissociator) zawierajacych 0,2% roztor
kolagenazy w DMEM (Sigma Aldrich, C0130) i inkubowano je w 37°C przez 1 godzing.
Po 30 minutach inkubacji tkanke rozdrabniano przez 30 sekund z wykorzystaniem
urzadzenia gentleMACS™ Dissociator uzywajac programu “m_muscle 017, a powstatg
mieszaning ponownie inkubowano w 37°C przez kolejne 30 minut. Po catkowitym
rozdrobnieniu tkanki zawiesing komorek przenoszono do proboéwki typu Falcon
zawierajace] pozywke neutralizujaca, w sktad ktérej wehodzit DMEM, 10% FBS oraz
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1% antybiotyki. W celu odseparowania komorek od pozostatosci tkanki, catos¢ zawiesiny
filtrowano kolejno przez filtry o porach 100 pm (Corning, 431752), 40 um (VWR, 732-
2757) 1 30 um (Miltenyi Biotec, 130-101-812). Komorki pozostawaly w zawiesinie,
podczas gdy inne zanieczyszczenia osiadaly na filtrach. Nastepnie komorki wirowano
z predkoscig 1400 x g przez 5 minut w temperaturze pokojowej, a osad zawieszono
W pozywce wzrostowej DMEM zawierajacej 20% FBS, 10% surowice konska (HS,
Gibco, 26050-088), 0,5% ekstrakt z zarodka kurzego (CCE, MP Biomedicals™,
092850145) oraz 1% antybiotykow. Otrzymana zawiesing komorek umieszczono
wstepnie na szalkach o $rednicy 10 cm pokrytych cienka warstwa kolagenu (stezenie 50
ug/ml, Gibco, A104831) i inkubowano w 37°C w inkubatorze firmy Heraeus przy 5%
stezeniu COy. Etap ten ma na celu odseparowanie mioblastow od innych komorek, np.
fibroblastow. Fibroblasty posiadaja zdolno$¢ szybszego przyczepiania si¢ do podtoza,
W poréwnaniu do mioblastow. W czasie inkubacji na kolagenie niepozadane typy
komorek, ktore zostaly wyizolowane wraz z komoérkami migéniowymi (gltéwnie
fibroblasty), przyczepiaja si¢ do szalki, podczas gdy komorki mie$niowe pozostaja
w zawiesinie. Po 24 godzinach nieprzyklejone mioblasty przenoszono na nowa szalke
pokryta kolagenem i pozostawiano na kolejne 2 godziny w inkubatorze. Po tym czasie
komorki migsniowe przenoszono do szalek o $rednicy 6 cm (Sarstedt, 83.3901) pokrytych
5% Matrigelem® (Corning, 356234) utrzymujac taka samg gestos¢ wysiewu zard6wno
w hodowlach MVI1-KO, jak i w WT. Hodowlg prowadzono przez kolejne 3 dni. Nastepnie
komorki trypsynizowano, wirowano (1400 x g, 5 minut, temperatura pokojowa),
a powstaly osad zawieszano w pozywce roznicujacej (DMEM, 5% HS, 1% antybiotyki).
Po policzeniu komoérek, wysiewano ich réwng liczbg ponownie na szalki o $rednicy 6 cm
pokryte 5% Matrigelem®. Mioblasty do dalszych eksperymentow zbierano po 5, 71 10

dniach hodowli. Schemat do§wiadczenia zostat przedstawiony na Ryc. 3.1.
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Rycina 3.1. Schemat izolacji pierwotnych mioblastoéw z migsni szkieletowych myszy. Rycina
zostala przygotowana z wykorzystaniem https://BioRender.com.

3.3 Analiza mas myszy oraz tkanki tluszczowej

Zwierzeta wykorzystywane w badaniach przed pobraniem tkanek poddawano eutanazji
i wazono. W przypadku myszy 3m i 12m, oprocz tkanki migsniowej pobierano roéwniez
tkanke tluszczowa otaczajaca najadrza (ang. epididymal fat) i wazono jga. Nastepnie
z uzyskanych wartosci obliczano stosunek masy wyizolowanej tkanki ttuszczowej do

masy ciata catego zwierzgcia. Analiz¢ wykonywano w oparciu o programy Excel

i GraphPad Prism 8.4.3.

3.4 Metody pracy z bialkami

3.4.1 Przygotowanie homogenatéw miesni szkieletowych

Pobrane migénie konczyn tylnych byly wazone, a nastepnie homogenizowane na lodzie
przy uzyciu homogenizatora ostrzowego Bioeko Pro 200 Double w pigcdziesieciu
objetosciach (w przeliczeniu na wage tkanki) schtodzonego buforu do homogenizacji.
W sktad buforu wchodzit: 50 mM Tris-HCI pH 7,5 (Sigma-Aldrich, T6687), 150 mM
NaCl (Chempur, 117941206), 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, SLCJ7494), 5 mM
EDTA pH 7,4 (Sigma-Aldrich, EDS-500G), 5% glicerol (Chempur, 114433204), 50 mM
NaF (Fluka Chemicals, 71518), 1 mM Na3V0O4 (Sigma-Aldrich, S6508-50G) oraz
inhibitory fosfataz (Roche, 04906837001) i proteaz (Roche, 04693116001). Otrzymane
homogenaty inkubowano na lodzie przez 20 minut, a nastepnie zawieszano je w 5x

stezonym buforze Laemmliego (Laemmli, 1970) zawierajagcym 0,25 M Tris-HCI, pH 6,8,
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50% glicerol, 5% SDS (VWR, 27926.238), 5% B-merkaptoetanol (Sigma Aldrich,
M6250) oraz 0,05% biekit bromofenolowy (Serva, 15375). W ostatnim etapie probki

inkubowano przez 5 minut w 98°C, po czym przechowywano je w temperaturze -25°C.

3.4.2 Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w  warunkach

denaturujacych (SDS-PAGE)

Znajdujace si¢ w homogenacie biatka byly rozdzielane elektroforetycznie przy uzyciu
zeli poliakrylamidowych. Zastosowano zele sktadajace si¢ z 5% zelu zageszczajacego
oraz 8, 10 lub 12% (w zalezno$ci od wielko$ci badanych biatek) Zelu rozdzielajacego.
Bezposrednio przed nalozeniem na zel, homogenaty podgrzewano do temperatury 98°C
przez 5 minut, a nastepnie gorgce probki nanoszono na studzienke w ilosci od 10 do 30
ug biatka na studzienke. Elektroforeze wykonywano za pomoca aparatu Mini-PROTEAN
Tetra Cell (BioRad) z wykorzystaniem buforu zawierajacego 5 mM Tris, 38,4 mM
glicyne (Roth, 3908.2) oraz 0,02% SDS (VWR, 27926.238). Pierwsze 30 minut rozdziatu
prowadzono przy napigciu 50 V, a nastepnie zwigkszano je do 100 V. Jako wzorzec masy
czasteczkowej dla rozdzielanych biatek uzywano PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific, 26616, 26619).

3.4.3 Technika Western blot

Po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego, wykorzystano technik¢ Western blot
do immunodetekcji bialek. Elektrotransfer rozdzielonych bialek na membrang
nitrocelulozowa (Amersham ™Protran™) wykonywano w buforze do transferu (25 mM
Tris-HCI, 192 mM glicyna, 0,01% SDS oraz 10% metanol), z uzyciem aparatu Mini-
PROTEAN Tetra Cell (BioRad) przy statym napigciu 90 V przez 90 minut w 4°C. Po
zakonczonym transferze, w celu sprawdzenia jego wydajnosci, nitroceluloze barwiono
1% roztworem barwnika Ponceau S (Bioshop, PON001.10) w 3% kwasie octowym,
dokumentowano, a nastepnie odbarwiano buforem TBS-T (50mM Tris-HCI, 150mM
NaCl, 0,2% Triton X-100, pH 7,4). Membrany blokowano nastgpnie przez 1 godzing
W 5% roztworze odtluszczonego mleka lub w 5% roztworze albuminy surowicy bydlece;j
(ang. bovine serum albumin, BSA) (w przypadku ufosforylowanych form biatek) w TBS-
T. W kolejnym etapie zablokowane membrany inkubowano z przeciwciatem
pierwszorzgdowym w 4°C przez noc. Po tym czasie membran¢ plukano trzykrotnie
w TBS-T, a nastgpnie inkubowano z przeciwcialem drugorzedowym sprzezonym

z peroksydaza chrzanowa (ang. horse redish peroxidase, HRP) przez 1 godzing
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w temperaturze pokojowej. Btone ponownie plukano, a nastgpnie w celu detekcji reakcji
biatek z przeciwcialami zastosowano zestaw do chemiluminescencji (Immobilon
HRP  Substrate, WBKLS0500). Sygnat
swiattoczutych  (Fujifilm, 4741019284).

Western Chemiluminescent Millipore,
rejestrowano z wykorzystaniem bton
Szczegbdtows liste uzywanych przeciwciatl i zastosowanych rozcienczen zamieszczono

w Tabelach 3.11i 3.2.

Tabela 3.1. Lista przeciwcial pierwszorzedowych stosowanych w analizie Western

blot.

Antygen* Masa Pochodzenie Rozcienczenie  Producent,
bialka numer
katalogowy

AMPK 62 kDa Krdlicze 1:1000 Cell  Signaling,
poliklonalne 2532S

GAPDH 36 kDa Mysie 1:50000 Merck, MAB374
monoklonalne

p-PKA 40 kDa Krolicze 1:1000 Thermo  Fisher

(Thr197) poliklonalne Scientific,

44988A

p-AMPK 62 kDa Krolicze 1:1000 Cell  Signaling,

(Thr172) monoklonalne 2535S

PKA 40 kDa Krélicze 1:1000 Invitrogen, PA5-
poliklonalne 21842

CREB 43 kDa Krolicze 1:1000 Cell  Signaling,
monoklonalne 9197S

p-CREB 43 kDa Mysie 1:500 Cell  Signaling,

(Ser133) monoklonalne 9196S

AC3 129 kDa  Krdlicze 1:250 Invitrogen, PALl-
poliklonalne 31191

PDE4D 91 kDa  Krdlicze 1:1000 Abcam,
monoklonalne ab171750

B-tubulina 55 kDa Krolicze 1:10000 Abcam, AB21058
poliklonalne
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miozyna VI

mTOR

p-mTOR
(Ser2448)
p70S6K

p-p70S6K
(Thr389)
4E-BP1

p-4E-BP1
(Ser65)
S6

p-S6
(Ser235/236)
HSL

p-HSL
(Ser565)
p-HSL
(Ser563)
PLIN1

ATGL

140 kD

289 kD

289 kD

70,
kDa
70,
kDa

16 kDa

15 kDa

32 kDa

32 kDa

81,
kDa
81,
kDa
81,
kDa

56 kDa

54 kDa

a

a

a

85

85

83

83

83

Krolicze

poliklonalne

Krélicze
monoklonalne
Krolicze
monoklonalne
Krélicze,
monoklonalne
Krolicze
monoklonalne
Krolicze
poliklonalne
Krélicze
poliklonalne
Krolicze
monoklonalne
Krolicze
monoklonalne
Kroélicze
poliklonalne
Kroélicze
poliklonalne
Krélicze
poliklonalne
Kozie
poliklonalne
Krolicze

poliklonalne

1:1000

1:500

1:500

1:500

1:250

1:500

1:500

1:3000

1:3000

1:500

1:500

1:500

1:250

1:500

*Rozwinigcie skrotow znajduje si¢ w wykazie skrotow.

Proteus
Biosciences,
25-6791

Cell  Signaling,
2983S

Cell  Signaling,
5536S

Cell  Signaling,
2708S

Cell  Signaling,
9234S

Cell Signaling,
9452S

Cell  Signaling,
9451S

Cell  Signaling,
2217S

Cell  Signaling,
4858S

Cell  Signaling,
4107S

Cell  Signaling,
4137S

Cell  Signaling,
4139S
Abcam, ab60269

Cell  Signaling,
2138S
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Tabela 3.2. Lista przeciwcial drugorzedowych uzywanych w analizie Western blot.

Antygen Koniugat, Rozcienczenie Producent, numer
pochodzenie katalogowy

Kroélicze IgG (z Peroksydaza 1:10000 Milipore, AP307P

kozy) chrzanowa, koza

Mysie 1gG (z kozy) Peroksydaza 1:10000 Milipore, AP308P
chrzanowa, koza

Kozie IgG Peroksydaza 1:10000 Milipore, AP186P

(zmyszy) chrzanowa, mysz

3.5 Metody barwienia

3.5.1 Barwienie immunofluorescencyjne mioblastéw

Komorki (mioblasty pierwotne) hodowano na okragltych szkietkach nakrywkowych
w ptytkach zawierajacych 12 dotkéow. Odpowiednio po 5, 7 i 10 dniach hodowli
zabierano pozywke hodowlang, a komorki przeptukiwano trzykrotnie za pomoca
roztworu PBS. Nastepnie komorki utrwalano za pomocg 4% paraformaldehydu (PFA)
przez 15 minut, po czym ponownie je ptukano 3 razy po 5 minut w PBS. W kolejnym
etapie, w celu wygaszenia wolnych grup aldehydowych komorki inkubowano z NH4CI
przez 30 minut. Po trzykrotnym plukaniu w PBS komorki permeabilizowano przez 10
minut w roztworze 0,2% Tritonu X-100 w PBS. Nastepnie blokowano je w roztworze
PBS zawierajacym 2% HS oraz 0,02% Triton X-100 przez 90 minut w temperaturze
pokojowej. Po etapie blokowania komorki inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzgdowymi przez noc w temperaturze 4°C. Po tym czasie komorki ptukano trzy
razy po 5 minut w PBS oraz inkubowano je z odpowiednimi przeciwciatami
drugorzgdowymi sprz¢zonymi z fluorochromami przez 1 godzing w zaciemnieniu,
w temperaturze pokojowej (wykaz zastosowanych przeciwciat znajduje si¢ w Tabeli
3.3). Wybarwione preparaty zamykano na szkietku podstawowym w roztworze
Vectashield z DAPI (Vector laboratories, H-20000).

Obrazy zbierano za pomocg mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM780, Inverted Axio
Observer Z.1 wyposazonego w obiektyw 63x/1.4 Oil Plan Apochromat DIC
| przetwarzano je przy uzyciu oprogramowania Zen Blue 2.1 (Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Niemcy). Ilosciowa ocen¢ kolokalizacji fluoroforéw przeprowadzono w oparciu

0 wspotczynnik korelacji Pearsona.
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Tabela 3.3. Lista przeciwcial pierwszo- i drugorzedowych zastosowanych
w barwieniu immunofluorecencyjnym mioblastow i pojedynczych wlokien

mieSniowych.

Przeciwcialo Pochodzenie Rozcienczenie Firma, numer
katalogowy

Przeciwciala pierwszorzedowe

TOM 20 mysz 1:25 Santa Cruz
Biotechnology,
sc-17764

MVI krolik 1:50 Proteus
Biosciences,
25-6791

Przeciwciala drugorzedowe

Alexa Fluor 555 koza 1:500 Invitrogen, A21422

Alexa Fluor 488 koza 1:250 Invitrogen, A11008

3.5.2 Przygotowanie skrawkow miesniowych

Migsnie szkieletowe pobrane od myszy MVI-KO oraz WT zatapiano w substancji do
krioprezerwacji tkanek (OCT, Epredia, 6769006), a nastgpnie zamrazano je
w izopentanie (VWR, 78784) schtodzonym w cieklym azocie. Zamrozone tkanki suszono
na suchym lodzie przez 20 minut, po czym przechowywano je w -72°C. Po6t godziny
przed krojeniem probki umieszczano w komorze kriostatu schtodzonej do -20°C. Mig$nie
krojono poprzecznie na skrawki o grubosci 10 pm przy uzyciu kriostatu marki Leica CM
1950. Otrzymane skrawki umieszczano na adhezyjnych szkietkach mikroskopowych
(Epredia, JISOOAMNZ), suszono przez 20 minut w temperaturze pokojowej i nastepnie

przechowywano w -20°C do dalszego uzycia.

3.5.3 Oznaczanie typow wlokien mieSniowych przy uzyciu barwienia

immunofluorescencyjnego na skrawkach miesni szkieletowych

Procedurg barwienia przekrojow poprzecznych migéni szkieletowych przeprowadzono na
szkietkach mikroskopowych na podstawie protokolu przedstawionego przez

Bergmeistera i1 in. (Bergmeister et al.,, 2017) Skrawki rozmrazano i suszono
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W temperaturze pokojowej przez 10 minut. Nastgpnie plukano je dwukrotnie,
odpowiednio przez 10 i 5 minut, w buforze PBS z dodatkiem 0,05% Tritonu X 100.
W kolejnym etapie tkanki blokowano przez 1 godzing w buforze zawierajagcym PBS,
0,05% Triton X 100 oraz 10% surowice¢ kozia (Invitrogen, 500622). Nast¢pnie skrawki
inkubowano przez 1 godzing¢ z mieszaning przeciwciat pierwszorzegdowych przeciwko
dystrofinie (Abcam, AB7164) oraz izoformom tancuchéw cigzkich miozyny typu
I (MHC 1) (DSHB, BA-F8), lla (MHC lla) (DSHB, SC-71) oraz Ilb (MHC Ilb) (DSHB,
BF-F3). Po tym czasie skrawki ptukano dwukrotnie, kolejno przez 10 i 5 minut, w PBS
z dodatkiem 0,05% Tritonu X 100 i inkubowano przez 1 godzing z odpowiednimi
przeciwciatami drugorzedowymi skoniungowanymi z fluorochromem: Alexa Fluor 633
Goat Anti-Mouse 1gG2b (Thermo Scientific, A21146) Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse
IgG1 (Thermo Scietific, A21121), Alexa Fluor 555 Goat Anti-Mouse IgM (Thermo
Scientific). Nastgpnie preparaty ponownie plukano i1 zamykano na szkietkach
podstawowych w roztworze Vectashield z DAPI (Vector laboratories, H-20000), w celu
uwidocznienia jader i ochrony fluoroforéw przed wygaszaniem. Gotowe preparaty
obrazowano w przeciggu 24 godzin od przygotowania przy uzyciu fluorescencyjnego
mikroskopu skanujacego Olympus VS110, wyposazonego w kamer¢ RGB 1 suchy
obiektyw U-PLAN 20x%/0.75. Ilociowg analize otrzymanych obrazéw przeprowadzono
w programie ImageJ (Schindelin et al., 2012).

Liste przeciwciat wraz z zastosowanymi rozcienczeniami zamieszczono w Tabeli 3.4.
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Tabela 3.4. Lista przeciwcial pierwszo- i drugorzedowych oraz znacznikow
zastosowanych w barwieniu immunofluorescencyjnym skrawkow mig¢sniowych.
Struktura Przeciwcialo I- Przeciwcialo II- Antygen Kolor
docelowa rzedowe rzedowe

(rozciencznie) (rozcienczenie)

MHC 1 (wlokna BA-F8 (1:50) Alexa Fluor 633 IgG2b Czerwony

wolnokurczliwe) goat anti-mouse

MHC Ila (wlékna SC-71 (1:600) Alexa Fluor 488 IgG1 Zielony

szybkokurczliwe) goat anti-mouse

MHC I1Ib (wiékna BF-F3 (1:100) Alexa Fluor 555 IgM Zoblty

szybkokurczliwe) goat anti-mouse

Dystrofina Abcam, AB7164 Alexa Fluor 488 IgG1l Zielony
(1:200) goat anti-mouse

Jadro DAPI - - Niebieski

komérkowe

3.5.4 Barwienie histochemiczne kolagenu w skrawkach miesni szkieletowych

z wykorzystaniem czerwieni Syriusza i kwasu pikrynowego

Barwienie kolagenu zostalo wykonane na skrawkach mrozeniowych migéni
szkieletowych myszy MVI-KO i WT w wieku 3m i 12m. W pierwszej kolejnosci skrawki
o grubosci 10 pm suszono w temperaturze pokojowej przez 20 minut, po czym w celu
wizualizacji jader komorkowych barwiono je przy uzyciu hematoksyliny Mayera (Sigma-
Aldrich, MAS16-500ML) przez 8 minut. Po doktadnym wyptukaniu pod biezaca woda
przez 15 minut, szkietka zanurzono na 1 godzing w mieszaninie czerwieni Syriusza oraz
kwasu pikrynowego (365548, Sigma-Aldrich). Po tym czasie skrawki dwukrotnie
ptukano w wodzie z dodatkiem 0,5% kwasu octowego, kazde ptukanie trwato 10 minut.
Nastepnie preparaty odwodniono za pomocg alkoholu etylowego o rosngcym stgzeniu (od
70% do 100%) i inkubowano w ksylenie przez 3 minuty. Tak przygotowane skrawki
zatopiono w DPX (Merck, 1005790500) i nakryto szkielkiem nakrywkowym.

Obrazowanie wykonano przy uzyciu fluorescencyjnego mikroskopu skanujacego
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Olympus VS110 wyposazonego w kamer¢ RGB i1 suchy obiektyw U-PLAN 20x%/0.75.

Ilo$ciowg analize otrzymanych obrazoéw przeprowadzono w programie Imagel.

3.5.5 Barwienie immufluorescencyjne pojedynczych wlokien mi¢sniowych

Konczyny dolne myszy w wieku 3m i 12m po pobraniu pozbawiano skory i w catosci
inkubowano w 4% PFA pH 7,4 (Thermo Scienific, J61899.AP) przez 60 minut
W temperaturze pokojowej na kotysce w celu utrwalenia wszystkich mig¢sni. Nastepnie
utrwalone nogi ptukano 3 razy po 15 minut za pomocg roztworu PBS. Po etapie plukania
odstawiano je do lodowki (4°C) w PBS z dodatkiem 0,02% NaN3 (Poch, 792770110) dla
lepszej konserwacji tkanek do momentu wykonywania barwien.

W dniu barwienia przy pomocy binokularu i cienkiej pesety chirurgicznej izolowano
migsien SOL i wyciggano z niego pojedyncze widkna migsniowe (ok. 50-100 na
probowke). Wyizolowane wiokna ptukano 3-krotnie po 15 minut w roztworze PBS,
a nastgpnie inkubowano przez 30 minut w roztworze 1% glicyny w PBS w celu
zminimalizowania tta w momencie barwienia. Po tym czasie wtokna poddawano
permeabilizacji w roztworze 0,3% Tritonu X-100 w PBS przez 30 minut, po czym
plukano je przez 5 minut w czystym PBS. Nastepnie widkna blokowano w buforze
blokujacym (5% surowica kozia, roztwor 0,1% Tritonu X-100 w PBS) przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie widkna inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzedowymi (Tabela 3.3) rozcienczonymi w buforze blokujacym w 4°C przez
noc. Nastepnie po trzykrotnym plukaniu w PBS przez 15 minut, wtékna inkubowano
z odpowiednimi  przeciwciatami  drugorzedowymi (Tabela 3.3) sprz¢zonymi
Z fluorochromem rozcienhczonymi w buforze blokujacym przez 1 godzing. Po
odptukaniunadmiaru przeciwcial probki przenoszono na szkietka podstawowe
i zamykano w Vectashield z DAPI. Wszystkie opisane etapy wykonywano na
wytrzasarce kotyskowej.

Obrazy zbierano za pomocg mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM780, Inverted Axio
Observer Z.1 wyposazonego w obiektyw 63x/1.4 Oil Plan Apochromat DIC
| przetwarzano je przy uzyciu oprogramowania Zen Blue 2.1 (Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Niemcy). Ilosciowa ocene¢ kolokalizacji fluoroforéw przeprowadzono w oparciu

0 wspotczynnik korelacji Pearsona.
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3.5.6 Barwienie histochemiczne hematoksyling/eozyna

Barwienie histochemiczne heamtoksylinag/eozyng zostalo wykonane we wspolpracy
Z promotor pomocniczg, dr Liliig Lehka.

Barwienie wykonano w temperaturze pokojowej na wczesniej przygotowanych
mrozeniowych skrawkach mig$niowych o grubosci 10 um. Na poczatku przekroje
poprzeczne migs$ni suszono przez 30 minut. Nastepnie umieSzCzono je W roztworze
hematoksyliny Mayera (MAS16-500ML, Sigma-Aldrich) na 30 minut. Po tym czasie
skrawki ptukano pod biezaca woda przez 15 minut i barwiono roztworem eozyny
Y (HT110216-500ML, Sigma-Aldrich) przez 7 minut. W nastepnym kroku probki
odwadniano poprzez dwukrotne zanurzenie w 95% alkoholu etylowym oraz
umieszczenie ich w ksylenie na 2 minuty. Tak przygotowane preparaty zamykano za
pomocg zywicy do montazu probek, DPX (Merck, 1005790500).

Analiz¢ morfometryczng przeprowadzono na zdjeciach wykonanych za pomoca
mikroskopu Nikon Eclipse Ti-U wyposazonego w kamerg¢ Nikon Digital Sight DS-U3
(Nikon Corporation). Analize¢ wykonano przy uzyciu oprogramowania Image]
i obejmowata ona obliczenie nastepujacych parametrow: powierzchni przekroju
poprzecznego miesnia, procentowego udziatu wiokien o okreslonej $rednicy, liczby
wlokien przypadajacych na dany obszar skrawka, a takze liczby jader obecnych we
wloknie migsniowym. Do analiz wykorzystano od 3 do 5 przekrojow poprzecznych

| kazda przeprowadzono w trzech powtorzeniach biologicznych.

3.6 Metody pracy z kwasami nukleinowymi

3.6.1 Genotypowanie myszy

Nowonarodzone myszy byly rutynowo poddawane genotypowaniu, aby okresli¢
I wyselekcjonowaé pozadany genotyp. Do izolacji i amplifikacji DNA stosowano zestaw
Platinum™ Direct PCR Universal Master Mix (A446471100, Invitrogen) zgodnie
z instrukcja producenta. Koncowy fragment ogona myszy inkubowano przez 1 minute
w 20 ul roztworu lizujacego zawierajacego proteinaze K w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie probki umieszczano na 1 minute w bloku grzewczym nagrzanym do 98°C. Po
tym czasie lizaty wirowano (13000x g, 5 minut), a z powstalego supernatantu pobierano
1 pl do reakcji PCR. Do amplifikacji genomowego DNA wykorzystano nast¢pujace

startery:
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e SVI5S-CTGACCCTGATCACTTAGCAGAGTTG-3
e SV25'CATTGGGCCAGGTCACAGAAGTAAGCS’
e SV35GGTCCTCTGAAAGAGTAA C-3'

Mieszanina PCR zawierala 1 pul genomowego DNA, 10 pl Platinum ™ Direct PCR
Universal Master Mix, 0,2 uM starterow SV1, SV2 i SV3 oraz wode¢ (Tabela 3.5).
Reakcje PCR przeprowadzono za pomoca termocyklera T100 firmy BioRad
W nastepujacych warunkach: 1 min aktywacji w 94°C, a nastgpnie 34 cykle, w ktérych
kazdy sktadat si¢ z 15 sekund denaturacji w 94°C, 15 s przylaczania w 60°C oraz 20
sekund wydtuzania w 68°C (Tabela 3.6). Po zakonczonej reakcji PCR DNA poddano
rozdziatowi elektroforetycznemu w 1% zelu agarozowym. W przypadku myszy
z genotypem sv/sv (homozygoty, MVI-KO) na zelu obserwowano produkt o wielkosci
318 bp, a u zwierzat z genotypem +/sv (heterozygoty, WT) widoczne byty dwa produkty
0 wielkosci 318 1 230 bp (Ryc. 3.2).

Tabela 3.5. Warunki reakcji PCR dla genotypowania.
Odczynniki Objetos¢ [pl]
Woda wolna od nukleaz 8,4
Platinum Direct PCR Universal Master Mix 10
(A446471100, Invitrogen)

20 uM startery (SV1, SV2, SV3) 0,6
DNA 1

Tabela 3.6. Profil termiczny reakcji PCR dla genotypowania.

Etap reakcji Liczba cykli Temperatura Czas
Aktywacja 1 94°C 2 minuty
Denaturacja 94°C 15 sekund
Przylaczanie 35-40 60°C 15 sekund
Elongacja 68°C 20 sec/kb
Koniec reakcji 1 4°C 0
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WT WT KO WT WT WT
+/sv  +/sv sv/sv +/sv +/sv +/sv

1000 bp —>| s

Rycina 3.2. Przyktadowy wynik genotypowania nowonarodzonych myszy MVI-KO. Myszy
z knockoutem Myo6 (sv/sv, MVI-KO) wykazywaly produkt o wielkosci 318 bp, podczas gdy
myszy kontrolne (+/sv, WT) generowaly produkty genomowe o wielkos$ci 318bp i 230 bp
(Karatsai et al., 2023).

3.6.2 Izolacja RNA z tkanki mi¢Sniowej

Podczas calej procedury izolacji RNA utrzymywano $rodowisko wolne od rybonukleaz
poprzez: uzywanie rekawiczek, uzywanie filtrowanych koncowek do pipet, sterylnych
narzedzi 1 probéwek oraz odkazanie powierzchni roboczej 1 sprzetu z wykorzystaniem
roztworu RNAaseAWAY (ThermoFisher Scientific, 7002).

Catkowite RNA izolowano z tkanki migsniowej myszy MVI-KO przy uzyciu zestawu
RNeasy Plus Universal Mini Kit (Qiagen, 73404) zgodnie z instrukcja producenta.
W skrécie, wyizolowane migsnie wazono 1 homogenizowano w Qiazol Lysis Reagent
(w zestawie). Nastepnie po dodaniu eliminatora genomowego DNA oraz chloroformu
(Poch S.A., BA4431116) homogenat byl rozdzielany na faz¢ woda i organiczng poprzez
wirowanie (12000 x g, 15 minut, 4°C). Gorna, wodng faze, zawierajaca RNA zbierano
do nowych probowek 1 mieszano z etanolem, a nastgpnie catg mieszaning przepuszczano
przez kolumny umieszczone w nowych probdéwkach. Calkowite RNA wigzalo si¢
zmembrang kolumny, podczas gdy wszystkie zanieczyszczenia byly skutecznie
wymywane. Elucje RNA z kolumny przeprowadzano z wykorzystaniem wody wolnej od
nukleaz. Nast¢pnie po zmierzeniu stezenia, wyizolowane RNA inkubowano z DNAazg |
wolng od rybonukleaz (Thermo Fisher Scientific, ENO521) w celu usunigcia
resztkowego genomowego DNA. Na 1 pg RNA przypadat 1 pul DNAazy, a inkubacje
prowadzono w 37°C przez 1 godzing. Reakcj¢ zatrzymywano poprzez dodanie 50 mM
EDTA 1 inkubacj¢ mieszaniny w temperaturze 65°C przez 10 minut. Po tym etapie
ponownie mierzono st¢zenie probek i natychmiast przystepowano do przepisywania

otrzymanego mRNA na cDNA.
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Reakcje odwrotnej transkrypcji wykonano przy uzyciu zestawu (Thermo Fisher
Scientific, 4368814) zgodnie z instrukcjami producenta. Do syntezy cDNA uzywano 1 pg
catkowitego RNA, a reakcje prowadzono w termocyklerze T100 (Bio-Rad, 1861096).

3.6.3 Ilo$ciowa reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-
gPCR)

Otrzymang matryce cDNA wykorzystano do RT-gPCR w celu identyfikacji zmian
w ekspresji wybranych genéw w mig$niach myszy MVI-KO, w poréwnaniu do WT.
Reakcje przeprowadzono na urzadzeniu StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific) z wykorzystaniem odczynnika SYBR™ Green PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific, 4472908). Probki przygotowano zgodnie z instrukcja
zalaczong do zestawu, a doktadny sktad mieszaniny reakcyjnej znajduje si¢ w Tabeli 3.7
Do reakcji uzyto 2,5 ng cDNA oraz 500 nM specyficznych starteréw opisanych w Tabeli

3.8 (Genomed, Warszawa, Polska). Profil termiczny reakcji przedstawiono w Tabeli 3.9.

Tabela 3.7. Sklad mieszaniny reakcyjnej RT-qPCR

Odczynniki Objetos¢ [pl]
Syber Select Master Mix 5

Starter (F) 0,5

Starter (R) 0,5

cDNA, 2

Woda 2

Tabela 3.8. Startery uzywane w reakcji RT-qPCR.

Nazwa genu Kodowane bialko  Sekwencje starterow
Prkaa2 AMPK F: CGGCAAAGTGAAGATTGGAGAAY’
R: TCCAACAACATCTAAACTGCGAAT
Prkaca PKA F: GAAAATCGTCTCTGGGAAGGT
R: TGGCAATCCAGTCAGTCGT
Crebl CREB F: CAAGCTTGTAATGCTTAGCAACAG
R: GGGCATGCACACGTCTTAAC
Akap9 AKAP9 F: TAAACAGCGAGACGGCATCA
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R: CGGCTGAGAGTGCTGTTTTG

Adcy2 AC2 F: GACTTCTGCTTTCCCTGCTG
R: TATGGCTTCGCACATATCCA
Adcy3 AC3 F: TACCCAGCTGTCCTCTGCTT
R: CGTACGAGATGGCCTCTACC
Adcy7 AC7 F: CTCTGGGTGTGTCCTTTGG
R: GCTTTGTGCATCAGACAGGA
Myo6 Miozyna VI F: GATCTGTCCCAGCAGGAAGC
R: TTATCCACTATCTCCCGGCG
B2m B-2-mikroglobulina  F: CATGGCTCGCTCGGTGACC

R: AATGTGAGGCGGGTGGAACTG

Tabela 3.9. Profil termiczny reakcji RT-gPCR

Etap reakcji Liczba cykli Temperatura [°C] Czas [sekundy]
Preinkubacja 1 95 20
Amplifikacja 40 95 3

60 30
Krzywa topnienia 1 40 15

60 15

95 15

3.6.4 Pomiar stezenia DNA i RNA

Stezenie oraz czysto$¢ zarowno DNA, jak i RNA okreslano za pomoca spektrofotometru
NanoDrop™ 2000C (Thermo scientific) przy absorbancji A=260 nm i 280 nm. DNA
uznawano za wystraczajaco czyste i dobrej jakosci, jesli stosunek 260/280 miescit si¢

w przedziale 1,8-2, a w przypadku RNA wynosit 2-2,3.
3.7 Analiza metabolizmu energetycznego w mioblastach

Analize metabolizmy energetycznego w mioblastach prowadzitam we wspotpracy
Z promotor pomocniczg dr Liliig Lehka.
Szybko$¢ zuzycia tlenu (ang. oxygen consumption rate, OCR) oraz szybkos¢ produkcji

ATP w mioblastach mierzono za pomoca analizatora Agilent Seahorse XF96 (Seahorse
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Bioscience) i zestawu Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit (Agilent, 103015-
100). Zastosowany zestaw umozliwia réwniez oznaczenie stezenia tlenu oraz szybkos$¢
zakwaszenia zewnatrzkomoérkowego (ang. extracellular acidification rate, ECAR)
W czasie rzeczywistym. Do badania wykorzystano zarowno mioblasty C2C12 MVI-KD
i Scr, jak i pierwotne mioblasty MVI-KO i WT. Komorki hodowano w odpowiedniej
pozywce 1 nastgpnie wysiewano w ilosci 10000 komodrek/dotek w objetosci 80 pl na
mikroplytki Seahorse XF96 (Agilent Technologies, 103792-100). Inkubacje prowadzono
przez 24 godziny w inkubatorze przy 37°C i 5% CO.. Pomiary OCR i ECAR zostaty
wykonane zgodnie z instrukcjami producenta zarowno w warunkach podstawowych, jak
i po dodaniu modulatorow tancucha oddechowego takich, jak: oligomycyna (Oligo,
1uM), p-trifluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu (FCCP, 1-0,5 uM), rotenon
(ROT, 1 pM) i1 antymycyna (AA, 5 puM). Po pomiarze, uzyskane dane zostaly
znormalizowane do ggstosci komorek oszacowanej poprzez wykonanie testu MTS za
pomocg zestawu CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive CellTiter 96 AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega Corporation, G5421).

3.8 Analiza wzrostu mioblastéw w pozywce galaktozowej

Mioblasty C2C12 MVI-KD oraz Scr wysiewano na plytke¢ 96-dotkowa w ilosci 1000
komorek/dotek w odpowiedniej pozywce. Hodowle prowadzono przez 24 godziny, po
czym pozywke bogata w glukoz¢ usuwano 1 zastgpowano ja pozywka galaktozowa
zawierajaca: DMEM bez D(+)-glukozy (Gibco, 11966025) uzupeliony 10 mM
D(+)galaktoza (Sigma Aldrich, G5388) stanowiaca jedyne zrodlo weglowodanow, 2 mM
glutaminy (Gibco, 25030081), 1 mM pirogronianu sodu (Gibco, 11360070), 10% FBS
(Gibco, 10082147) i 1% penicyliny/streptomycyny (Gibco, 15140122). W przypadku
linii Scr dodatkowo do pozywki dodawano 0,4 mg/ml higromycyny B. Krzywe wzrostu
komorek w danych warunkach uzyskano za pomoca systemu do obrazowania zywych
komorek Incucyte® SX5 (live-cell analysis system) HD (Sartorius), ktory obrazowat
komoérki w kontrascie fazowym co 3 godziny. Analiz¢ uzyskanych wynikow

przeprowadzano z uzyciem oprogramowania IncuCyte 2023A (Sartorius).
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3.9 Oznaczenie poziomu trojglicerydow w miesniach szkieletowych

Tkanka migsniowa (100 mg) zostata zhomogenizowana w 1 ml 5% roztworu IGEPAL
CA-630 (Merck, 13021) przy pomocy homogenizatora ostrzowego Bioeko Pro 200
Double. Otrzymane homogenaty ogrzewano w termobloku w temperaturze 90°C przez
5 minut, nastepnie probki ochtadzano do temperatury pokojowej i catos¢ powtarzano
jeszcze raz w celu rozpuszczenia wszystkich trojglicerydow. Nastepnie probki wirowano
(2 minuty, 14000 x g), a supernatant rozcieficzano 10 razy przy pomocy wody. Zawarto$¢
trojglicerydow w tak przygotowanych probkach oznaczano ilosciowo za pomocg zestawu
Triglyceride Quantification Colorimetric Kit (Sigma-Aldrich, MAK266) zgodnie
Z instrukcjg producenta. Test opiera si¢ na przeksztatceniu trojglicerydéw do wolnych
kwasow tluszczowych i glicerolu za pomoca lipazy. Powstaty glicerol jest nastepnie
utleniany w celu wygenerowania produktu, ktéory moze zosta¢ zmierzony

kolorymetrycznie (A=570 nm).

3.10 Oznaczenie poziomu ATP

Oznaczenie poziomu ATP przeprowadzano w tkance migéni szkieletowych oraz
W mioblastach. Swiezo wyizolowana tkanke miesniowa homogenizowano w 10 krotnej
objetosci buforu fosforanowego o pH 7,75. Do homogenatow tkankowych dodawano taka
sama objetos¢ 4% kwasu trichlorooctowego (TCA) (Roth, 8789.1) w celu ekstrakcji ATP
1 inaktywacji enzymow degradujagcych ATP. W kolejnym etapie do wszystkich probek
dodawano 10 pl 0,42% biekitu bromofenolowego, ktory w obecnosci kwasnego odczynu
przyjmuje barwe z6ita. Nastepnie roztwory miareczkowano za pomocg 1M TRIS pH 8.2
do momentu zmiany koloru na niebiesko-fioletowy, §wiadczacego o ich neutralizacji.
Probki wirowano w 4°C przez 20 minut przy 12000 x g. Otrzymany supernatant
rozcienczano. W tak przygotowanych probkach mierzono poziom ATP
z wykorzystaniem zestawu ENLITEN ATP Assay System Bioluminescence Detection
Kit for ATP Mesurments (Promega, FF2000) zgodnie z zaleceniami producenta.

Z kolei mioblasty wysiewano na szalki o $rednicy 35 mm (Sarstedt, 83.3900) w liczbie
40 000 komoérek 1 hodowano je do momentu osiggnigcia 90% konfluencji. Nastepnie
komorki poddawano lizie w 300 pl buforu fosforanowego, a powstalg zawiesing
wirowano przez 20 minut w 4°C przy 12000 x g. Podobnie jak w przypadku homogenatu,
do supernatantu dodawano taka sama objetos¢ 4% TCA, 10 ul 0,42% biekitu
bromofenolowego oraz 1M TRIS pH 8.2. Probek nie rozcienczano, a koncowy wynik

przeliczano na stezenie biatka w lizatach
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3.11 Oznaczenie aktywnos$ci kinazy kreatynowej

Aktywnos$¢ kinazy kreatynowej (ang. creatine kinase, CK) mierzono w mig¢$niach
szkieletowych za pomocg zestawu Creatine Kinase Activity Assay Kit (Sigma Aldrich,
MAKI116), zgodnie z dotagczonym protokotem. W tym te$cie aktywno$¢ CK jest
okreslana przez sprzezong reakcj¢ enzymatyczng, w wyniku ktorej powstaje NADPH
w ilo$ci proporcjonalnej do aktywnosci CK. W skrocie, 50 mg tkanki homogenizowano
w 200 pl 50 mM fosforanie potasu, pH 7,5, wirowano przy 10000 x g przez 15 minut
w 4°C, a uzyskany supernatant wykorzystywano do dalszej analizy. Do 10 pl probki
dodawano 100 ul odczynnika, ktory zawierat dotgczony do zestawu bufor, substrat oraz
mieszaning enzymow. Nastgpnie calos¢ inkubowano w 37°C. Po 20 minut inkubacji
wykonano poczatkowy pomiar absorbancji przy A=340 nm, a po 40 minut zmierzono

koncowa absorbancje przy tej samej dlugosci fali.

3.12 Analiza statystyczna

W niniejszej pracy analizg statystyczng otrzymanych wynikdw wykonano przy uzyciu
programoéw Excel (Microsoft Office) oraz GraphPad Prism 8.4.3. Wszystkie dane
przedstawiono jako $rednie wartosci uwzgledniajac odchylenie standardowe (SD, ang.
standard deviation). Wiekszos$¢ eksperymentow przeprowadzono w co najmniej trzech
powtorzeniach biologicznych, a kazde z nich wykonano w 2-3 powtodrzeniach
technicznych. Do okreslenia istotnosci statystycznej uzyskanych wynikéw, w zaleznos$ci
od normalnos$ci rozkladu danych, przeprowadzano test t studenta, jednoczynnikowa
analize wariancji (ang. one-way ANOVA) lub test Manna—Whitneya.

Przy opisywaniu 1 prezentacji wynikow istotno$¢ statystyczna definiowano jako: *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. WT lub &&&p < 0,001, &&&&p <
0,0001 w poréwnaniu do poziomu produkcji mitoATP w mioblastach otrzymanych z myszy WT
lub ####p < 0,0001 w poréwnaniu do poziomu produkcji glikoATP w komorkach Scr lub WT.
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Rozdzial 4: WyniKi

W celu okreslenia roli MVI w funkcjonowaniu mig$ni szkieletowych przeprowadzitam
szereg doswiadczen z wykorzystaniem technik 1 metod uzywanych w biochemii i biologii
molekularnej. Moim gtéwnym modelem badawczym byty samce myszy Snell’s waltzer
(MVI-KO) opisane w podrozdziale 1.3.4. Kontrolg w przeprowadzonych badaniach
stanowity heterozygoty (okreslane w niniejszej pracy jako WT) pochodzace z tych
samych miotéw, co myszy MVI-KO. Doswiadczenia przeprowadzatam na mig¢sniach
szkieletowych tylnej konczyny, wsrdd ktérych wyr6zni¢ mozna: migsien ptaszczkowaty
(soleus, SOL), migsien brzuchaty tydki (gastrocnemius, GM), migsien piszczelowy
przedni (tibialis anterior, TA) oraz migsien prostownik dtugi palcow (extensor digitorum
longus, EDL). Migénie pobieratam od zwierzat nowonarodzonych (P0) oraz w wieku 3-
i 12-miesiecy (3m; 12m). Badania in vitro przeprowadzitam z wykorzystaniem linii
mioblastow mysich C2C12 z obnizonym poziomem MVI (MVI knockdown, MVI-KD)
oraz mioblastow otrzymanych z mi¢éni konczyny tylnej 3m myszy MVI-KO. Otrzymane
wyniki podzielitam na trzy gtéwne obszary:
» Oceng wplywu braku miozyny VI na morfologi¢ migsni szkieletowych konczyny
tylnej
» Ocena wplywu braku miozyny VI na funkcjonowanie mitochondriow oraz
sygnalizacje komorkowa w migéniach szkieletowych i komorkach migsniowych
» Oceng wplywu braku miozyny VI na metabolizm lipidow w badanych mig$niach
szkieletowych

4.1. Ocena wplywu braku miozyny VI na morfologi¢ miesni
szkieletowych konczyny tylnej

4.1.1. Analiza ekspresji Myo6 oraz poziomu bialka MVI w mig$niach
szkieletowych

Poprzednie badania przeprowadzone w naszym zespole wykazaty, ze Myo6 ulega

ekspresji zarowno w mysich mioblastach linii komorkowej C2C12, jak 1 w mioblastach

pobranych z myszy WT oraz w powstajacych z nich niedojrzatych i dojrzatych

miotubach. Jednak poziom MVI nie jest staty i maleje w czasie roznicowania mioblastow

(Karolczak et al., 2015a; Lehka et al., 2020).
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W celu okreslenia ekspresji Myo6 na poziomie transkryptu i biatka w badanych mig$niach
szkieletowych przeprowadzitam analiz¢ z wykorzystaniem ilo$ciowej tancuchowej
reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-gPCR) oraz techniki Western blot.
Badania wykonatam na mig$niach szkieletowych konczyny tylnej myszy typu dzikiego
w wieku PO oraz na mig$niach szkieletowych (SOL, EDL, GM i TA) myszy w wieku 3m
1 12m zwierzat. W przypadku nowonarodzonych zwierzat ze wzgledu na trudnosci
W powtarzalnosci pobierania pojedynczych migsni analiza zostata przeprowadzona na

mig¢sniach catej konczyny tylnej (Ryc. 4.1).

A B PO SOL GM TA EDL
kDa 3m 12m 3m 12m 3m 12m 3m 12m
134 — (D o8 G oie -n . e v e MV
e 36 — e— - G G =, C/PDH
dhkkk
dkkk
kkkk
1.5" k%% (: *;::*

EEE.E
Fkkk

FREK

Ekspresja genu Myo6

W q,gn 4:?“ va <$Vﬁ\vg
PO N TAPY

Poziom biatka MVI

QQV?é‘ &, B “'L&v:"& o S
q§> quvA (<) (;§“ A 4:?“ <§) qésvn

Rycina 4.1. Ekspresja Myo6 w mig$niach szkieletowych konczyny tylnej myszy w wieku PO oraz
w migéniach szkieletowych SOL, GM, TA, EDL u myszy typu dzikiego w wieku 3m oraz 12m
(A). Analiza poziomu biatka MVI za pomocg metody Western blot w probkach opisanych w A.
GAPDH zastosowano jako biatko referencyjne (reprezentatywny western blot wykonata dr L.
Lehka) (B). Analiza densytometryczna dla poziomu MVI w badanych migéniach szkieletowych
przedstawionych w A. Wyniki znormalizowano do poziomu GAPDH (C). Istotno$¢ statystyczng
okres$lono za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA), *p <0,05, **p
<0,01, ***p <0,0001, ****p <0,0001 (PO WT stuzylo jako 1).

Analiza poziomu mRNA wykazata, ze mi¢snie nowonarodzonych myszy charakteryzuja
si¢ najwyzszg ekspresjg Myo6 i ekspresja ta spada wraz z wiekiem (Ryc. 4.1A). Wynik
ten potwierdza dodatkowo analiza poziomu biatka MVI (Ryc. 4.1B i C). W dojrzatych
mig$niach najwyzszy poziom MVI zaobserwowatam w SOL, ktéry jako jedyny wsrod
badanych migéni charakteryzuje si¢ dominacja wiokien wolnych o metabolizmie
oksydacyjnym. Z drugiej strony, najnizszg ekspresje Myo6 oraz najnizszy poziom MVI

odnotowatam w przypadku TA u myszy w wieku 12m. Wéréd badanych mig$ni u myszy
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w wieku 3m i 12m najwyzszy poziom transkryptu Myo6 wykazatam w GM i EDL, jednak
wynik ten nie koreluje z zawartoscig biatka MVI w tych migsniach.

Co ciekawe, uzyskane wyniki wskazuja, ze najwigksze zmiany, jakie zaobserwowatam
w toku dalszych badan wystepuja w migsniach, w ktorych byl jednocze$nie najwyzszy
poziom MVI, czyli w mig$niach tylnej konczyny myszy PO oraz w SOL pobranym od

myszy w wieku 3m i 12m.

4.1.2. Analiza liczby i wielkosci wldkien mi¢sniowych miesni szkieletowych
myszy MVI-KO

Weczedniejsze badania wykazaly, ze doroste osobniki myszy MVI-KO s3 mniejsze
w pordéwnaniu z myszami WT (Hegan et al., 2015). Badania przeprowadzone uprzednio
w naszej Pracowni potwierdzity t¢ obserwacje 1 wykazaly, ze masa ciata embriondw oraz
nowonarodzonych myszy MVI-KO rowniez byla mniejsza (Karatsai et al., 2023).
Dodatkowo zaobserwowano, ze stosunek masy mig$ni do masy ciata myszy byt
zwigkszony w przypadku migsni SOL 1 GM, spadat w EDL i nie zmienial si¢ w TA
u myszy MVI-KO w wieku 3m w poréwnaniu do WT. U 12m myszy MVI-KO parametr
ten byl zwigkszony dla wszystkich czterech badanych mig$ni w odniesieniu do kontroli
(Lehka et al., 2022).

Opierajac si¢ na przedstawionych wynikach postanowitam przeprowadzi¢ bardziej
szczegotowa analiz¢ morfologiczng badanych migéni szkieletowych (Ryc. 4.2-4.6).
Zaczetam od sprawdzenia wielkosci oraz liczby wiokien migsni konczyny tylnej u myszy
MVI-KO w wieku PO, 3m oraz 12m. W tym celu wykonalam barwienie
hematoksyling/eozyna. W przypadku nowonarodzonych myszy ze wzglgdu na trudnosci
w powtarzalno$ci pobierania pojedynczych mie$ni barwitam mieg$nie catej konczyny
tylnej. U zwierzat w wieku 3m i 12m barwienie przeprowadzitam na dwoch najlepiej
opisanych migsniach konczyny tylnej SOL 1 GM. Analiza z wykorzystaniem barwienia
hematoksylina/eozyna (Ryc. 4.2A) mieéni myszy MVI-KO w wieku PO wykazata, ze

wielko$¢ 1 liczba wtokien nowonarodzonych zwierzat r6zni si¢ w porownaniu z WT.
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Rycina 4.2. Analiza morfologiczna migs$ni konczyny tylnej myszy MVI-KO oraz WT w wieku
P0. Barwienie hematoksylina/eozyna miesni szkieletowych, skala wynosi 50 pm (A). Srednia
powierzchnia przekroju poprzecznego migéni konczyny dolnej (B). Rozktad wielko$ci widkien
migsniowych w badanych migsniach (C). Liczba wiokien migsniowych na dany obszar migsnia
(D). Istotnos¢ statystyczng analizowano za pomocg t-testu, *p < 0,05, **p < 0,01 vs. WT. Grubos¢
skrawka wynosita 10um. Liczba analizowanych p6l przekroju wynosita 4-5, N=3.

Zaobserwowalam, ze $redni przekrdj poprzeczny mig$ni zwierzat MVI-KO byt znaczaco
mniejszy niz u WT (Ryc. 4.2B). Przeprowadzona analiza wykazala, ze w mig$niach
myszy MVI-KO znajdowalo si¢ wigcej malych widkien (o przekroju poprzecznym
ponizej 100 um?) i jednoczesnie spadala liczebno$é widkien $rednich (o przekroju
poprzecznym od 100 do 200 pm) i duzych (powyzej 200 pm?) wzgledem WT (Ryc.
4.2C). Ponadto, pokazalam, ze w migsniach MVI-KO byla obecna wigksza liczba
wilokien migsniowych w przeliczeniu na dany obszar niz w grupie kontrolnej (Ryc. 4.2D).
Wyniki otrzymane dla mig$nia SOL pobranego zarowno z 3m, jak 1 12m myszy MVI-
KO byty analogiczne do tych otrzymanych dla migsni myszy w wieku PO (Ryc. 4.3A i
4.4A). Ponownie zaobserwowatam zmniejszony przekrdj poprzeczny wiokien w (Ryc.
4.3B i 4.4B) oraz ich zwigkszong liczb¢ w badanych migéniach szkieletowych (Ryc.
4.3D). Roéznica pomiedzy SOL 3m, a SOL 12m polegata na tym, ze w SOL 3m
zaobserwowatam dominacje wiokien matych (o przekroju do 1000 pm?) (Ryc. 4.3C),
aw SOL 12m znacznie przewazaty wiokna érednie (o przekroju od 1000 do 2000 pm?)
(Ryc. 4.4C). Co wigcej, w SOL myszy MVI-KO w przypadku obu badanych punktow
czasowych odnotowalam znaczacy spadek liczby jader przypadajgcych na widkno

mieg$niowe w odniesieniu do WT.
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Rycina 4.3. Analiza morfologiczna migsnia SOL myszy MVI-KO oraz WT w wieku 3m.
Barwienie hematoksylina/eozyna migsnia SOL, skala wynosi 50 um (A). Srednia powierzchnia
przekroju poprzecznego migs$nia (B). Rozktad wielkosci wiokien migsniowych w badanym
migéniu (C). Liczba widkien migsniowych na dany obszar migsnia (D). Liczba jader przypadajgca
na wtokno migsniowe (E). Istotnos$¢ statystycznag analizowano za pomocg t-testu, *p < 0,05, **p
<0,01 vs. WT. Grubo$¢ skrawka wynosita 10pum. Liczba analizowanych pél przekroju wynosita
4-5, N=3.
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Rycina 4.4. Analiza morfologiczna migsnia SOL myszy MVI-KO oraz WT w wieku 12m.
Barwienie hematoksylina/eozyna mie$nia SOL, skala wynosi 50 um (A). Srednia powierzchnia
przekroju poprzecznego migsnia (B). Rozklad wielkosci widkien miesniowych w badanym
migéniu (C). Liczba wiokien migsniowych na dany obszar migsnia (D). Liczba jader przypadajaca
na widkno mig$niowe (E). Istotno$¢ statystyczng analizowano za pomocg t-testu, *p < 0,05, **p <
0,01 vs. WT. Grubos¢ skrawka wynosita 10um. Liczba analizowanych pél przekroju wynosita 4-
5, N=3.
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Uzyskane dane wskazuja, ze wigkszy stosunek masy migsni do masy ciata w przypadku
mig$nia SOL u myszy MVI-KO w odniesieniu do zwierzat kontrolnych moze wynikac¢
Z przyrostu ogo6lnej liczby wtokien o matym i §rednim przekroju poprzecznym, a nie

Z powiekszenia si¢ rozmiaru widkien migsniowych.

Podobng tendencj¢ zauwazytam rowniez w GM pobranym z 3m myszy MVI-KO (Ryc.
4.5A), jednak obserwowane réznice byly mniejsze niz w przypadku SOL i migsni
pobranych z myszy PO. Przekrdj poprzeczny witokien ponownie okazat si¢ mniejszy
u zwierzat z brakiem MVI (Ryc. 4.5B), dominujace byly wtdkna o przekroju od 2000 do
3000 pm? (Ryc. 4.5C), a ich liczba byta wigksza w poréwnaniu do WT (wynik nie byt
istotny statystycznie) (Ryc. 4.5C). Liczba jader przypadajaca na wiokno mig$niowe byta
wigksza w przypadku myszy MVI-KO, jednak wynik ten nie byl istotny statystycznie.
Podobnych zmian w badanych parametrach nie odnotowatam jednak w GM u 12m myszy
MVI-KO w poréwnaniu do WT (Ryc. 4.6A). Zaréwno przekrdj poprzeczny wiokien
migsniowych (Ryc. 4.56 i 4.6C), jak i ich liczba (Ryc. 4.6D) nie ro6znily si¢ pomiedzy
myszami MVI-KO, a WT. Zauwazytam jednak tendencj¢ do zmniejszenia liczby jader
przypadajacych na widkno migéniowe (Ryc. 4.6E).

A B

WT' % ; KO

pm?

GM, 3m
- 3000

N
o
o
o

1000

Przekré] poprzeczny widknien,

o

wWT KO

()
O
m

GM, 3m

-
I I I *
o HE HE EE H=

KO
L'&QQ q,QQQ :‘PQQ prQ @QQ‘ WwWT KO WT KO
‘1«° n,°°° !
Przekroéj poprzeczny widkna (umz)

Rycina 4.5. Analiza morfologiczna mig¢énia GM myszy MVI-KO oraz WT w wieku 3m.
Barwienie hematoksylina/eozyna migénia GM, skala wynosi 50 um (A). Srednia powierzchnia
przekroju poprzecznego migs$nia (B). Rozktad wielkosci widkien migsniowych w badanym
migéniu (C). Liczba widkien migsniowych na dany obszar migsnia (D). Liczba jader przypadajaca
na wtokno mig$niowe (E). Istotno$¢ statystyczng analizowano za pomocg t-testu, *p < 0,05, **p
<0,01 vs. WT. Grubo$¢ skrawka wynosita 10pm. Liczba analizowanych p6l przekroju wynosita
4-5, N=3.
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Rycina 4.6. Analiza morfologiczna migénia GM myszy MVI-KO oraz WT w wieku 12m.
Barwienie hematoksylina/eozyng migsnia GM, skala wynosi 50 um (A). Rozktad wielkosci
wiokien migéniowych w badanym mieéniu (B). Srednia powierzchnia przekroju poprzecznego
migsénia (C). Liczba wtokien migsniowych na dany obszar migsnia (D). Liczba jader przypadajaca
na wiokno migsniowe (E). Istotno$¢ statystyczng analizowano za pomocg t-testu. Grubosé
skrawka wynosita 10um. Liczba analizowanych pdl przekroju wynosita 4-5, N=3.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwigksze zmiany w wielkosci 1 ilosci wiokien
migsniowych przy braku MVI wystepuja w migsniach konczyny tylnej u myszy
nowonarodzonych oraz w migéniu SOL we wszystkich testowanych punktach

czasowych.

4.1.3. Analiza zawarto$ci kolagenu w migs$niach szkieletowych

Aby sprawdzi¢, czy zaobserwowane zmiany w liczbie 1 wielkosci wiokien nie sg
powigzane ze zwloknieniem tkanki mig$niowej, przeprowadzitam barwienie
histochemiczne z wykorzystaniem roztworu czerwieni Syriusza i kwasu pikrynowego
(ang. picro sirius red), powszechnie stosowane w celu oznaczenia zawartosci kolagenu
Ii IIT w tkance mig$niowej. Barwienie wykonatam na migéniach szkieletowych: SOL,
GM, TA i EDL pobranych z myszy MVI-KO oraz WT w wieku 3m i 12m. Ze wzgledu
na problemy ze specyficznos$cig barwienia analiza na migs$niach konczyny tylnej myszy
w wieku PO nie zostata wykonana. W tej metodzie kolagen wybarwia si¢ na czerwono,

a tkanka migsniowa na z6éito (Ryc. 4.7). Analize procentowe] zawartosci kolagenu
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w badanych mig$niach przeprowadzitam za pomoca programu ImagelJ i przedstawitam

w formie wykresu (Ryc. 4.8).
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h: SOL (A i B), GM

(CiD), TA(EiF)oraz EDL (G i H) zwierzat w wieku 3m i 12m. Barwienie przeprowadzono
z wykorzystaniem roztworu czerwieni Syriusza i kwasu pikrynowego. Kolagen wybarwiony jest
na czerwono, a migsien na zotto. Skala 100 um. Grubos$¢ skrawka wynosita 10 um.

Na podstawie wykonanej analizy nie stwierdzilam znaczacych statystycznie zmian

W procentowym udziale kolagenu wzglgdem catego migsnia u myszy MVI-KO

w poréwnaniu do WT. Wyjatek stanowit migsien SOL, gdzie zaobserwowatam tendencje

do zwigkszenia ilosci kolagenu w przypadku myszy MVI-KO w wieku 3m w odniesieniu

do WT, wynik ten nie byt jednak istotny statystycznie.
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Zaobserwowane wyniki wskazuja, ze w badanych migs$niach szkieletowych myszy MVI-

KO nie wystepuje przyrost tkanki tacznej pomigdzy widknami mig$niowymi.

4.1.4. Analiza zawartosci izoform ci¢zkich lancuch6w miozyny we wloknach

miesniowych

Migénie szkieletowe sa heterogenna i plastyczng tkanka, ktoéra dostosowuje si¢ do
zmieniajacych si¢ wymagan funkcjonalnych 1 dostepnosci substratow energetycznych.
Adaptacja tkanki migsniowej do danych warunkéw moze przebiega¢ zard6wno poprzez
zmiang liczebnosci 1 wielkos$ci wtokien migsniowych, jak 1 w skutek zmian w ich sktadzie
(Matsakas and Patel, 2009).

W celu okreslenia potencjalnego wptywu braku miozyny VI na migsnie szkieletowe
0 roznym profilu metabolicznym przeprowadzitam barwienie immunofluorescencyjne
umozliwiajace identyfikacj¢ poszczegdlnych typow widkien migsniowych na podstawie
dominujacych izoform tancuchéw cigzkich miozyn mig$niowych (MyHC). U myszy
klasyfikacja ta wyr6znia cztery typy widkien miesniowych: 1) wolne, oksydacyjne
widkna typu I, zawierajace MyHC 1 ii) szybkie, oksydacyjne witokna typu Ila,
z dominujacg izoformg MyHC Ila iii) szybkie, glikolityczne widkna typu IIx z przewaga
izoformy MyHC IIx iiii) szybkie, glikolityczne wtdkna typu IIb zawierajace izoformg
MyHC I1lb (Valentine, 2017; Feng et al., 2024) (Tab. 1.1). Badanie wykonatam na
migs$niach szkieletowych konczyny tylnej (SOL, GM, TA, EDL) myszy MVI-KO oraz
WT w wieku PO, 3m oraz 12m. Ze wzgledu na brak w powtarzalnos$ci (ze wzgledu na ich
rozmiar) pobierania pojedynczych migéni u nowonarodzonych myszy do barwienia
wykorzystalam w tym przypadku migsnie z catej konczyny tylne;j.
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We wszystkich badanych migsniach myszy MVI-KO zaobserwowatam tendencj¢ do
przemiany witokien migsniowych z typu glikolitycznego do bardziej oksydacyjnego
w poroéwnaniu do WT. Z wyjatkiem wynikéw otrzymanych dla SOL i EDL pobranych
Zmyszy w wieku 12m, zmiany te nie byly jednak istotne statystycznie. Najbardziej
znaczgcg zmiang zaobserwowatam w przypadku migsnia SOL (Ryc. 4.9 A i B), ktory
nalezy do migéni typu wolnego.
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Rycina 4.9. Analiza procentowej dystrybucji izoform tancuchow cigzkich miozyny we wtdknach
migsniowych w migsniach SOL (A) oraz GM (C) pobranych od myszy MVI-KO oraz WT
w wieku 3m i 12m. Mate, wstawione wykresy w figurze C przedstawiaja procentowy udziat
wiokien typu I w migsniu GM w powigkszeniu. Figury B i D przedstawiaja przyktadowe
mikrofotografie z barwienia immunofluorescencyjnego badanych migsni szkieletowych.
Istotno$¢ statystyczng 0znaczano z wykorzystaniem testu t-studenta *p < 0,05, **p < 0,01, vs.
WT.
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Zarowno u zwierzat 3m, jak 1 12m zauwazylam spadek w liczbie wtokien
szybkokurczliwych, glikolitycznych (IIx oraz IIb) na rzecz wtokien oksydacyjnych (Ila
I I). Migsnie (SOL) otrzymane z myszy 3m przejawialy dominacje widkien typu Ila
(oksydacyjne, szybkokurczliwe), z kolei migsnie pobrane ze zwierzat 12m wykazywaty

wiekszg tendencje do zmian sktadu wiokien w kierunku wtokien oksydacyjnych, wolnych
typu I.
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Rycina 4.10. Analiza procentowej dystrybucji izoform tancuchéw cigzkich miozyny we
wioknach migsniowych w migéniach EDL (B) oraz TA (D) pobranych od myszy MVI-KO oraz
WT w wieku 3m i 12m. Male, wstawione wykresy w figurach B i D przedstawiajg procentowy
udziat wtdkien typu I w mieSniach EDL oraz TA w powigkszeniu. Figury A i C przedstawiaja
przyktadowe mikrofotografie z barwienia immunofluorescencyjnego badanych miesni
szkieletowych. Istotno$¢ statystyczna oznaczano z wykorzystaniem testu t-studenta *p < 0,05,
**p < 0,01, vs. WT.
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Glikolityczny migsien EDL, w ktérym dominujg wtdkna typu IIb oraz IIx, rowniez
wykazywal zwigkszong obecnos¢ widkien typu Ila, z jednoczesnym spadkiem liczby
wiokien IIb, zarowno u 3m, jak i 12m myszy MVI-KO, w poréwnaniu do zwierzat
kontrolnych (Ryc. 4.10. A i B).

Podobny trend zaobserwowatam réwniez w mig¢$niach typu mieszanego, czyli w GM
I TA. W przypadku GM procentowy udziat wiokien oksydacyjnych, zarowno typu Ila jak
1 I, wzrést u myszy MVI-KO w wieku 3m i 12m w poréwnaniu do WT. Jednoczes$nie
zaobserwowatam procentowy spadek w ilosci widkien typu IIb, ale nie IIx (Ryc 4.9 C i
D). Najmniejsze zmiany widoczne byty w przypadku migsnia TA, gdzie tylko u 3m
myszy MVI-KO stwierdzitam zwigkszong liczb¢ wtokien typu I i Ila w odniesieniu do
zwierzat kontrolnych (Ryc. 4.10 C i D).

W celu sprawdzenia czy zaobserwowane zmiany nie wynikaja z nadpobudliwosci
ruchowej badanych zwierzat barwienie wykonatam réwniez na nowonarodzonych
myszach. Ze wzgledu na trudno$ci w odrdznieniu wtokien migsniowych typu Ila, IIX oraz
IIb pomigdzy soba, widkna podzielitam na dwie grupy: typu I (wolne) oraz typu II
(szybkie). Uzyskane wyniki pokrywaty si¢ z tymi uzyskanymi u dorostych osobnikow.
Profil widkien mig$niowych w migéniach konczyny tylnej nowonarodzonych myszy
MVI-KO zmienit si¢ i ponownie zaobserwowatam tendencje do wzrostu procentowe;j
dystrybucji widkien typu I oraz spadku liczebnosci wtokien typu II w poréwnaniu do

myszy WT (Ryc. 4.11 A i B).
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Rycina 4.11. Analiza procentowej dystrybucji izoform tancuchéw cigzkich miozyny we
wloknach migsniowych w migéniach szkieletowych tylnej konczyny myszy MVI-KO oraz WT
wwieku PO (B). Figura A przedstawia przyktadowe mikrofotografie z barwienia
immunofluorescencyjnego badanych migsni szkieletowych. Istotnos¢ statystyczng oznaczano z
wykorzystaniem testu t-studenta.
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Na podstawie uzyskanych wynikow moge stwierdzi¢, ze najistotniejsze zmiany
w zawarto$ci izoform lancuchow cigzkich miozyny wykazatam w 12m migs$niu SOL,

gdzie zaobserwowalam zwigkszenie procentowego udzialu wiokien oksydacyjnych

typu 1.

42.Ocena wplywu braku miozyny VI na funkcjonowanie
mitochondriow oraz sygnalizacj¢ komorkowa w migSniach
szkieletowych i komorkach mi¢sniowych

4.2.1. Kolokalizacja MVI i TOM20 w mioblastach uzyskanych z myszy MVI-
KO

Obserwowane zmiany w sktadzie wtokien migsniowych oraz ich przej$cie z metabolizmu
glikolitycznego w oksydacyjny sugeruja, ze MVI moze by¢ zaangazowana w metabolizm
migsni, w tym w funkcjonowanie mitochondriow. W celu potwierdzenia tej hipotezy,
przeprowadzitam  seri¢  eksperymentow, ktora rozpoczgtam od  barwienia
immunofluorescencyjnego dla MVI i biatkka TOM20 (wystepujacego w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej) w komorkach miogennych i widknach migsniowych pobranych
z SOL myszy WT w wieku 3m i 12m.

Podwdjne barwienie dla MVI (kolor zielony) oraz TOM20 (kolor czerwony) wykazato
czesSciowq kolokalizacje obu bialek w komorkach miogennych (mioblastach, miocytach
I miotubach) (Ryc. 4.11 A-C) oraz we wtoknach migsniowych (Ryc. 4.11 D-E). Wynik
ten zostal potwierdzony przy uzyciu analizy kolokalizacji Pearsona, gdzie wartos$¢
wspéiczynnika Pearsona (rp) dla przedstawionych obrazow przekroczyla 0,5 we

wszystkich przypadkach.
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Rycma 4.12. Kolokalizacja TOM20 oraz MVI w komodrkach miogennych oraz we widknach
mie$niowych. Lewy panel zawiera przyktadowe mikrofotografie ilustrujgce dystrybucje MVI (na
zielono) oraz TOM20 (na czerwono) w mioblastach (A), miocytach (B), miotubach (C),
wloknach mie$niowych pobranych z migsnia SOL 3m myszy typu WT (D) oraz witoknach
mie$niowych pobranych z miesnia SOL 12m myszy typu WT (E). Uzyte powiekszenie
mikroskopu wynosito 63x. Osie XZ oraz YZ we wstawkach reprezentujacych ~2,5-3 krotne
powiekszenie zaznaczonego regionu w ramkach A-E pokazuja przekroje komorek migsniowych
oraz wiokien mieSniowych. Na panelu prawym przedstawiono profil fluorescencyjny
prezentowanych barwien. Linig przerywang na mikrofotograwiach zaznaczono miejsce,
w ktorym analizowano profil fluorescencji. Warto§¢ 1, oznacza wspotczynnik Pearsona.
Strzatkami oznaczono miejsce najwigkszej kolokalizacji. Reprezentatywne zdj¢cia wykonata dr
Liliia Lehka.
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4.2.2. Analiza oddychania komérkowego z wykorzystaniem urzadzenia

Seahorse

Aby lepiej zrozumie¢ zalezno$¢ pomigdzy MVI, a funkcjonowaniem mitochondriow
przeprowadzilam test Optimized Seahorse Mito Stress na linii komoérkowej C2C12
Z obnizonym poziomem MVI (MVI-KD), do ktorego uzytam analizator Seahorse XFe96.
Kontrole stanowity komorki scrambled (Scr). Test ten okresla zdolno$¢ oddechowa
mitochondriow, ktéra wyrazana jest poprzez szybko$¢ zuzycia tlenu (ang. oxigen
consumption rate, OCR). W celu okreslenia poziomu OCR w przeprowadzonym tescie
wykorzystuje si¢ inhibitory sktadowych tancucha oddechowego, wérdd ktorych znajduja
si¢: oligomycyna (Oligo), p-trifluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu (FCCP)
oraz mieszanina rotenonu (ROT) i antymycyny (AA). Oligo jest inhibitorem kompleksu
V (syntaza ATP) i zapobiega powstawaniu ATP. FCCP rozdziela proces transportu
elektronow w tancuchu oddechowym do produkeji ATP, prowadzac do zwigkszonego
zuzycia tlenu bez produkcji ATP. ROT i AA sa odpowiednio inhibitorami kompleksu I
I 111, hamujac transport elektronéw w tancuchu oddechowym, przez co OCR spada do

warto$ci minimalnych (Yoo et al., 2024).
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Rycina 4.13. Pomiar prgdkosci zuzycia tlenu (OCR) w mysich mioblastach linii C2C12 (A).
Predkos¢ zuzycia tlenu w czasie oddychania podstawowego (B) oraz maksymalnego (C) przez
komorki. Dane byty znormalizowane do gestosci komorek okreslonej na podstawie wartosci
absorbancji. Istotno$¢ statystyczng analizowano za pomocg t-testu ****p < 0,0001 vs. Scr.
Skréty: Scr — kontrola, MVI-KD — stabilny knockdown MVI, Oligo — oligomycyna, FCCP - p-
trifluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu, ROT — rotenon, AA — antymycyna.

Analiza otrzymanych wynikéw wykazala, Zze poziom oddychania podstawowego byt
nizszy w komoérkach pozbawionych MVI w poréwnaniu do linii kontrolnej Scr (Ryc.
4.13A i B). Ponadto, oddychanie maksymalne rowniez byto nizsze w linii MVI-KD,
osiggajac poziom porownywalny do oddychania podstawowego (Ryc. 4.13A i C).
Oddychanie podstawowe zachodzi w mitochondriach w czasie spoczynku, kiedy
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zapotrzebowanie na energi¢ jest minimalne, podczas gdy oddychanie maksymalne
oznacza najwyzszy poziom aktywno$ci mitochondrialnej osiaggany w odpowiedzi na
zwigkszone zapotrzebowanie energetyczne. Mniejsza aktywno$¢ w przypadku obu tych
procesOw sugeruje zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriow 1 wydaje si¢
wskazywa¢ na mniejsza zaleznos¢ od OXPHOS w produkcji energii przez komoérki MVI-
KD.

Dodatkowo, w celu zbadania czy wynik zaobserwowany w unie$miertelnionych
komorkach powtorzy sie w przypadku linii pierwotnej przeprowadzitam ten sam test
I zmierzytam tempo zuzycia tlenu w mioblastach pochodzacych od myszy MVI-KO i WT
(Ryc. 4.14).
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Rycina 4.14. Pomiar OCR w mioblastach otrzymanych z myszy MVI1-KO oraz WT w wieku 3m
(A). Predkos¢ zuzycia tlenu w czasie oddychania podstawowego (B) oraz maksymalnego (C).
przez mioblasty. Dane byly znormalizowane do ggstosci komorek okre$lonej na podstawie
warto$ci absorbancji. Istotno$¢ statystyczng analizowane za pomoca t-testu, *p < 0,05, ***p <
0,001 1 ****p < 0,0001 vs. WT.

Otrzymatam podobny wynik jak w poprzednim badaniu i ponownie odnotowatam istotnie
obnizony poziom zaréwno oddychania podstawowego, jak i maksymalnego
w mioblastach MVI-KO w poréwnaniu do komodrek kontrolnych pochodzacych od
myszy WT. Wynik ten potwierdza, ze brak MVI moze skutkowa¢ uposledzeniem

funkcjonowania mitochondriow.

4.2.3. Analiza wzrostu mioblastow MVI-KD w pozywce z galaktozg

W celu dalszej oceny aktywno$ci mitochondriow w warunkach obecnosci i braku MVI,
komorki linii MVI-KD C2C12 oraz Scr, ktore stanowily kontrole dla tego eksperymentu,
hodowatam na pozywce zawierajacej galaktoze jako jedyne zrodto wegla, co zmusito

komorki do produkcji energii gtdownie poprzez mitochondrialng fosforylacje oksydacyjng
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(Ryc. 4.15). Przeprowadzone badanic wykazalo istotne zahamowanie proliferacji
komoérek MVI-KD w pozywce galaktozowej zar6wno w pordwnaniu do komoérek MVI-
KD hodowanych na podtozu z glukoza, jak 1 wzgledem komorek Scr. Zaobserwowane
zmiany potwierdzaja, ze brak MVI moze prowadzi¢ do defektu mitochondriow. Komorki
MVI-KD wykazywaty dodatkowo niewielkie obnizenie tempa wzrostu w pozywce
zawierajagcej glukozg, co prawdopodobnie byto spowodowane zaburzeniami
w cytokinezie. Podobny przypadek zostal opisany w komorkach MVI-KD linii HelLa
i HEK293 (Arden et al., 2007; Kruppa et al., 2018).

—e— Scr, glukoza

6 MVI-KD, glukoza
Scr, galaktoza
MVI-KD, galaktoza ok gk
ke sk ok

Konfluencja, %
T
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0 3 6 9 1215 18 21 24 27 30 33 36 39 42
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Rycina 4.15. Porownanie wzrostu mioblastow mysich linii C2C12 MVI-KD oraz Scr na pozywce
glukozowej i galaktozowej. Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu testu t-studenta,
**4%p < 0,0001 MVI-KD vs. Scr oraz glukoza vs. galaktoza.

Zauwazytam réwniez tendencje do szybszego wzrostu komorek Scr na podtozu z glukoza
w poréwnaniu z galaktoza. Zjawisko to mozna wyjasni¢ wolniejszym tempem wychwytu
galaktozy niz glukozy w komorce, co zwigzane jest z kolei z wigkszym powinowactwem

transporterow heksoz (GLUT) do glukozy niz do galaktozy (Wagner et al., 1991).

4.2.4. Analiza poziomu ATP w mioblastach oraz mi¢sniach szkieletowych

Dysfunkcja mitochondridow zazwyczaj prowadzi do zaburzen w rownowadze
bioenergetycznej. Aby lepiej zrozumie¢ zwigzek pomiedzy uposledzeniem funkcji
mitochondriéw przy braku MVI, a produkcjg energii w komoérce przeprowadzitam ocene
poziomu ATP w mioblastach linii komérkowej MVI-KD i Scr (Ryc. 4.16A) oraz
mioblastach uzyskanych z myszy MVI-KO i WT (Ryc. 4.16B). Analiz¢ wykonatam przy
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uzyciu urzgdzenia Seahorse, co pozwolito na rozrdznienie pomigdzy frakcjami ATP,

ktére powstaty w wyniku mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS)

i glikolizy.
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Rycina 4.16. Pomiar poziomu produkcji ATP w czasie rzeczywistym w liniach komorkowych
mysich mioblastow MVI-KD i Scr (A). Pomiar poziomu produkcji ATP w czasie rzeczywistym
w mioblastach otrzymanych z myszy MVI-KO i WT. N = 3, n > 8 (B). Pomiar catkowitego
wewnatrzkomorkowego ATP w mioblastach otrzymanych z myszy MVI-KO i WT (C). Istotno$¢
statystyczna analizowano za pomocg testu t-studenta. **p < 0,01 vs Scr, ****p < 0,0001 vs WT,
&&&p t-test < 0,001 w poréwnaniu do poziomu produkcji mitoATP w mioblastach otrzymanych
z myszy WT, &&&&p t-test < 0,0001 w poréwnaniu do poziomu produkcji mitoATP
w komorkach Scr, ####p t-test < 0,0001 w porownaniu do poziomu produkcji glikoATP
W komorkach Scr lub WT.

W komoérkach MVI-KD zaobserwowatam istotne zahamowanie catkowitej produkcji
ATP w poréwnaniu do Scr, obejmujacag ATP wytworzone zarowno w czasie OXPHOS
(mitoATP), jak 1 podczas glikolizy (glikoATP). Odnotowatam jednak, ze stosunek
pomiedzy mitoATP, a glikoATP w przypadku linii MVI-KD 1 Scr nie r6znit si¢. Znaczacy
spadek produkcji ATP zaobserwowalam rowniez w przypadku mioblastow otrzymanych
z konczyn tylnych myszy MVI-KO, w porownaniu do WT. Co wigcej,
z przeprowadzonych badan wynika, ze mioblasty pobrane od myszy MVI-KO
wykorzystuja do produkcji ATP gléwnie proces fosforylacji oksydacyjnej (77%
catkowitej produkcji w przypadku WT oraz 78% w MVI-KO), podczas gdy
unie$miertelnione linie MVI-KD oraz Scr preferuja glikoliz¢ jako dominujace zrodto
syntezy ATP (odpowiednio 68% 1 69%). Aby potwierdzi¢ zaobserwowane zmiany
wykonalam dodatkowo pomiar poziomu wewnatrzkomoérkowego ATP w mioblastach
pobranych z myszy MVI-KO z wykorzystaniem zestawu ENLITEN® ATP Assay System
(Ryc. 4.16C). Wyniki testu pokryly si¢ z wczesniejszymi ustaleniami, gdyz ponownie
odnotowatam znacznie mniejszy poziomu ATP w mioblastach uzyskanych z myszy MV1I-

KO w odniesieniu do komérek kontrolnych.
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Rycina 4.17. Analiza poziomu ATP w mig¢$niach szkieletowych SOL (A), EDL (B), GM (C), TA
(D) myszy MVI-KO i WT w wieku 3m i 12m, oraz myszy w wieku PO (E). Istotnos¢ statystyczna
analizowano za pomocag testu t-studenta, *p <0.05, **p <0.01 vs. WT.

Nastgpnie w celu sprawdzenia czy wyniki otrzymane na mioblastach przektadaja si¢ na
tkanke¢ migsniowa, zmierzytam poziom ATP w mig$niach szkieletowych konczyny tylnej
myszy MVI-KO (Ryc. 4.17) w wieku PO, 3m i 12m, wykorzystujac zestaw ENLITEN®
ATP Assay System. Otrzymane wyniki potwierdzity wcze$niejsze ustalenia.
Stwierdzitam bowiem istotne obnizenie poziomu ATP w SOL, GM i EDL w poréwnaniu
do WT, przy czym nasilenie tych zmian wzrastato wraz z wiekiem. W przypadku TA
odnotowatam podobng tendencje, jednak uzyskany wynik nie byl istotny statystycznie.
Najwieksze zmiany zaobserwowatam w mig$niu SOL myszy MVI-KO, gdzie zawarto$¢
ATP spadia do 50% u 3m zwierzat, a u 12m osobnikow osiaggneta jedynie 21% poziomu
kontrolnego.

Otrzymane wyniki potwierdzaja, Zze zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriow przy
braku MVI prowadzg do obnizenia poziomu ATP zar6wno w mioblastach, jak i badanych

migsniach szkieletowych.
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4.2.5. Analiza szlaku AMPK/mTOR

Zaobserwowane obnizenie poziomu ATP w badanych mig$niach szkieletowych myszy
MVI-KO sklonito nas do analizy aktywnosci kinazy aktywowanej AMP (AMPK), ktora
jest kluczowym regulatorem metabolizmu mieéni szkieletowych, a jej aktywacja
zwigzana jest m.in. z odpowiedzig komoérki na deficyt kaloryczny (Garcia and Shaw,
2017). Analiza zostala przeprowadzona na mig¢$niach myszy MVI-KO i WT w wieku PO,
3m 1 12m. Badanie wykazalo zwigkszony poziom aktywnej (ufosforylowanej) formy
AMPK we wszystkich badanych punktach czasowych w mig$niach myszy MVI-KO
w poréwnaniu Z WT (Ryc. 4.18).
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Rycina 4.18. Poziom biatek zaangazowanych w szlak sygnatowy kinazy mTOR okre$lony za
pomocg metody Western blot w migsniach szkieletowych SOL oraz GM u myszy w wieku PO,
3m i 12m. Biatka GAPDH lub B-tubulina byly uzywane jako wewnetrzna kontrola natozenia
probki.

Analiza densytometryczna zostata przedstawiona na Rycinach 4.19-4.21.
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Rycina 4.19. Analiza densytometryczna wynikow Western blot przedstawionych na Ryc. 4.18A
dla migsni szkieletowych konczyny dolnej myszy MVI-KO i WT w wieku PO. Istotno$¢
statystyczng analizowatam za pomocg testu t-studenta *p < 0,05, **p < 0,01vs. WT.
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Rycina 4.20. Analiza densytometryczna wynikow Western blot przedstawionych na Ryc. 4.18B
dla mieéni SOL pobranych od myszy MVI-KO i WT w wieku 3m i 12m. Istotno$¢ statystyczna
analizowatam za pomocg testu t-studenta *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. WT.
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Rycina 4.21. Analiza densytometryczna wynikow Western blot przedstawionych na Ryc. 4.18C
dla migsni GM pobranych od myszy MVI-KO i WT w wieku 3m i 12m. Istotno$¢ statystyczng
analizowatam za pomocg testu t-studenta.

Jednoczesnie ta obserwacja nie byla zwigzana ze zwigkszeniem ekspresji katalitycznej

podjednostki AMPK kodowanej przez Prkaa2 (Ryc. 4.22) w badanych mig$niach.
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AMPK hamuje aktywno$¢ szlakéw zaangazowanych w procesy anaboliczne, wsrod
ktorych niezmiernie wazny jest szlak kinazy mTOR (Ryc. 1.5). Zgodnie
z przypuszczeniem, w migsniach szkieletowych myszy MVI-KO zaobserwowalam
obnizenie poziomu Ufosforylowanej formy biatka mTOR wzgledem kontroli, co
przetozyto si¢ z kolei na spadek aktywno$ci bialek efektorowych tego szlaku.
Odnotowalam bowiem redukcj¢ poziomu aktywnych form takich biatek jak: kinaza
p70S6k, S6 oraz 4EB-P1. Najwigksze zmiany odnotowatam w przypadku
nowonarodzonych myszy (Ryc. 4.18A i 4.19) oraz w SOL (Ryc. 4.18B i 4.20) myszy
MVI1-KO w poréwnaniu do WT. W GM u myszy MVI-KO réznice w poziomie badanych
bialek rowniez byty zauwazalne jednak w mniejszym stopniu niz w SOL (Ryc. 4.18C
I 4.21), a otrzymane wyniki nie byly istotne statystycznie. Zaobserwowane zmiany moga
prowadzi¢ do obnizenia syntezy biatka oraz zaburzen metabolizmu w migé$niach

szkieletowych.

4.2.6. Analiza szlaku cAMP/PKA

Z wczesniejszych badan przeprowadzonych w naszej Pracowni wynika, ze brak MVI
wpltywa na poziom cAMP w mig$niach szkieletowych 1 réznice w poziomie tego
nukleotydu miedzy migsniami MVI-KO, a WT zmieniaja si¢ w ciggu zycia (Lehka et al.,
2022). Bazujac na tych obserwacjach postanowitam ocenic, czy i jak brak MVI oddziatuje
na sygnalizacje cAMP (Ryc. 1.4) w mig$niach szkieletowych myszy MVI-KO w wieku
PO, 3m i 12m. Analiza poziomu biatka u nowonarodzonych myszy MVI-KO wykazata
znaczgce obnizenie poziomu biatka AC3 (ang. adenylate cyclase, cyklaza adenylowa),
a takze aktywnych (ufosforylowanych) form PKA oraz CREB wzgledem myszy WT.
Dodatkowo nie zauwazytam zmian w poziomie biatlek AC7, PKA, AKAP9 oraz PDE4
(Ryc. 4.23A 1 4.24). W przypadku migsni dorostych myszy réznice w poziomie biatek
zaangazowanych w sygnalizacj¢ cAMP byly niewielkie u myszy MVI-KO w poréwnaniu
do WT. Wyjatek stanowito biatko AC7, ktérego poziom byl znaczaco obnizony
w migéniu  SOL myszy MVI-KO w wieku 3m i 12m (Ryc. 4.23B i 4.25).
Zaobserwowalam réwniez zmniejszong zawartos¢ AKAP9 oraz zwigkszong ilos¢ PDE4
w migsniu GM u zwierzat MVI-KO w obu punktach czasowych w poréwnaniu do

kontroli (Ryc. 4.23C i 4.26).
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Rycina 4.23. Poziom bialek zaangazowanych w szlak sygnatlowy PKA okreslony za pomocg
metody Western blot w mig$niach szkieletowych SOL (B) oraz GM (C) u myszy w wieku PO (A),
3m i 12m. Biatka GAPDH lub B-tubulina byly uzywane jako wewngtrzna kontrola natozenia
probki.

Analiza densytometryczna zostala przedstawiona na Rycinach 4.24-4.26.
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Rycina 4.24. Analiza densytometryczna wynikow Western blot przedstawionych na Ryc. 4.23A
dla migéni konczyny tylnej pobranych od myszy MVI-KO i WT w wieku PO. Istotno$¢
statystyczng analizowatam za pomoca testu t-studenta **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. WT. N=3,
n=3
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Rycina 4.25. Analiza densytometryczna wynikéw Western blot przedstawionych na Ryc. 4.23C
dla migénia SOL pobranego od myszy MVI-KO i WT w wieku 3m (A) oraz 12m (B). Istotnos¢
statystyczng analizowatam za pomoca testu t-studenta *p < 0,05, **p < 0,01vs. WT. N=3, n=3
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Rycina 4.26. Analiza densytometryczna wynikow Western blot przedstawionych na Ryc. 4.23C
dla migsnia GM pobranego od myszy MVI-KO i WT w wieku 3m (A) oraz 12m (B). Istotno$¢
statystyczna analizowatam za pomocg testu t-studenta *p < 0,05, **p < 0,01vs. WT. N=3, n=3
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Poniewaz najistotniejsze zmiany w poziomie bialek zaangazowanych w szlak
cAMP/PKA odnotowalam w przypadku myszy MVI-KO w wieku PO, chcialam
sprawdzi¢ czy brak MVI ma wplyw rowniez na poziom tranksryptu genow
zaangazowanych w ten szlak. Badanie przeprowadzono z wykorzystaniem techniki RT-
gPCR. Analiza wykazata, ze poziom tranksryptu genow kodujacych PKA (Prkaca),
CREB (Crebl), AKAP9 (Akap9), jak rowniez trzy izoformy cyklazy adenylowej, AC2,
AC3 oraz AC7 (odpowiednio Adcy2, Adcy3 i Adcy7) nie zmieniatl si¢ przy braku MVI

w migsniach szkieletowych nowonarodzonych myszy (Ryc. 4.27).
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Rycina 4.27. Analiza poziomu transkryptu genow zaangazowanych w szlak cAMP/PKA u myszy
MVI-KO i WT w wieku PO. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z wykorzystaniem
testu t-studenta *p < 0,05 vs. WT. N=8.

Otrzymane dane sugeruja, ze MVI moze by¢ zaangazowana w szlak sygnalowy
cAMP/PKA w niedojrzatych mig$niach nowonarodzonych myszy, ale jej udziat

w regulacji tego szlaku u dorostych myszy wydaje si¢ by¢ niewielki.

4.2.7. Analiza poziomu kinazy kreatynowej w mi¢$niach szkieletowych

Kinaza kreatynowa katalizuje odwracalng reakcje, w ktdrej przenosi grupe fosforanowa
z ATP na kreatyng, co pozwala na odbudowanie zasobdéw fosfokreatyny, lub
z fosfokreatyny na ADP, co z kolei prowadzi do regeneracji ATP. W odpowiedzi na
spadek poziomu ATP, dochodzi do zwigkszenia aktywnoS$ci kinazy kreatynowej w celu
utrzymania homeostazy energetycznej w komorce.

Poniewaz w trakcie naszych badan zaobserwowaliSmy obnizony poziom ATP

w migsniach szkieletowych konczyn tylnych myszy MVI-KO, postanowitam réwniez
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sprawdzi¢, czy miato to odzwierciedlenie w aktywnos$ci kinazy kreatynowej. Analizg
przeprowadzitam na migsniach szkieletowych konczyny tylnej myszy PO oraz na
migsniach szkieletowych (SOL, TA, GM, EDL) myszy MVI-KO w wieku 3m oraz 12m.
Otrzymane wyniki wykazaly tendencj¢ do wzrostu poziomu kinazy Kreatynowej
w mieg$niu SOL u 3m i 12m zwierzagt MVI-KO w poréwnaniu do WT. W pozostatych
migséniach, czyli GM, TA i EDL u myszy MVI-KO w wieku 3m nie zauwazytam
istotnych zmian w stgzeniu kinazy kreatynowej, natomiast u zwierzat 12m
zaobserwowalagm tendencje do podwyzszenia poziomu tego enzymu w przypadku mi¢sni
GM i1 EDL. W mig$niach pobranych z nowonarodzonych myszy MVI-KO réwniez nie

odnotowatam istotnych zmian w zawartosci kinazy kreatynowe;j. (Ryc.4.28).
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Podsumowujac, brak MVI nie wptywa istotnie na poziom Kkinazy kreatynowej
w badanych migéniach szkieletowych. Tendencje do wzrostu tego enzymu
zaobserwowalam jedynie w SOL u myszy MVI-KO, w ktorym odnotowalam réwniez

najwigksze zmiany w poziomie ATP.

4.3. Ocena wplywu braku miozyny VI na metabolizm lipidéw w
badanych mig¢sniach szkieletowych

W warunkach stresowych, kiedy spada poziom ATP dochodzi do aktywacji AMPK,
ktorej gltéwng funkcjg jest zahamowanie procesow katabolicznych, zwigzanych ze
zuzyciem energii (np. lipogeneza) i1 jednoczesna aktywacja procesoOw anabolicznych
takich, jak utlenianie kwasow thuszczowych czy lipoliza (Ryc. 1.6) (Kim et al., 2016;
Garcia and Shaw, 2017). Jak juz wczesniej zaznaczylam, w naszych badaniach

wykazaliSmy nizszy poziomu ATP oraz wyzszy poziomu AMPK w migs$niach
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szkieletowych myszy MVI-KO w poréwnaniu do WT. Dodatkowo szlak cAMP,
w ktorego sygnalizacji (przebiegu) réwniez zaobserwowaliSmy zmiany jest jednym
z gldwnych regulatoréw metabolizmu lipidow, ze szczegdlnym uwzglednieniem lipolizy.
W oparciu o te wyniki zalozytam, ze metabolizm lipidow w miegs$niach szkieletowych
myszy MVI-KO rowniez moze by¢ zmieniony. W celu weryfikacji tej hipotezy
przeprowadzitam analiz¢ poziomu i/lub aktywnos$ci biatek zaangazowanych w lipolize
z wykorzystaniem techniki Western blot w mig$niach SOL oraz GM u myszy MVI-KO
w porownaniu do WT. Na podstawie otrzymanych danych stwierdzitam wyzszy poziom
biatka ATGL w mig$niu SOL myszy MVI-KO w odniesieniu do kontroli. ATGL odgrywa
glowna role w pierwszym etapie hydrolizy trojglicerydow (Jocken et al., 2008; Cho et al.,
2023). Co wigcej w badanych migéniach, wykazatam tendencj¢ do wzrostu poziomu
ufosforylowanej formy biatka HSL (Ser565) oraz PLINI, podczas gdy poziom biatka
HSL fosforylowanego na Ser563 byt obnizony (Ryc. 4.29B i 4.31). W przypadku mig$nia
GM zaobserwowalam tendencje do wzrostu poziomu biatek pHSL (Ser565) u myszy 3m
I 12m, pHSL (Ser 563) u myszy 12m oraz PLIN1 u myszy 3m (Ryc. 4.29C i 4.32).
W mig$niach szkieletowych nowonarodzonych myszy nie odnotowatam zauwazalnych

réznic w poziomie badanych biatek (Ryc. 4.29A i 4.30).
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Rycina 4.29. Poziom biatek zaangazowanych w proces lipolizy okreslony za pomoca metody
Western blot w migéniach szkieletowych SOL oraz GM u myszy w wieku PO, 3m i 12m. Biatka
GAPDH lub B-tubulina byly uzywane jako kontrola.
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Rycina 4.30. Analiza densytometryczna wynikow Western blot przedstawionych na Ryc. 4.29
dla migéni konczyny tylnej pobranych od myszy MVI-KO i WT w wieku PO. Istotno$é¢
statystyczng analizowano za pomoca testu t-studenta (WT stuzyt jako 100%).
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Rycina 4.31. Analiza densytometryczna wynikéw Western blot przedstawionych na Ryc. 4.29
dla migéni SOL pobranych od myszy MVI-KO i WT w wieku 3m i 12m. Istotno$¢ statystyczna
analizowano za pomoca testu t-studenta *p < 0,05 vs. WT (WT stuzyt jako 100%).
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Rycina 4.32. Analiza densytometryczna wynikéw Western blot przedstawionych na Ryc. 4.29
dla migsni GM pobranych od myszy MVI-KO i WT w wieku 3m i 12m. Istotno$¢ statystyczna
analizowano za pomoca testu t-studenta (WT stuzyt jako 100%).

W celu sprawdzenia, czy i jak zaburzenia w szlaku sygnalizacyjnym lipolizy przektadaja
si¢ na zawarto$¢ trojglicerydow, zmierzytam ich poziom w mig$niach szkieletowych
konczyny tylnej myszy MVI-KO i1 WT przy uzyciu zestawu Triglyceride Quantification
Colorimetric Kit. Zaobserwowatam nizsze st¢zenie trojglicerydéw w miesniu SOL

u myszy MVI-KO w wieku 3m i 12m w poréwnaniu do WT. Podobny wynik otrzymatam
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dla miesni szkieletowych pobranych z myszy w wieku PO. W przypadku pozostatych
migéni tj. GM, EDL i TA zauwazylam znaczacy spadek poziomu tréjglicerydéw
w przypadku 12m zwierzat MVI-KO, ale efekt byt odwrotny dla myszy w wieku 3m
(Ryc. 4.33). Otrzymane wyniki wskazujg na wzmozona lipoliz¢ w migsniach SOL, GM
i TA pochodzacych od 12m MVI-KO.
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Rycina 4.33. Analiza stezenia trojglicerydow w migsniach szkieletowych SOL, GM, TA i EDL
u myszy MVI-KO i WT w wieku PO, 3m oraz 12m. Istotno$¢ statystyczng okreslono za pomoca
testu t-studenta, *p <0.05, ****p <0.0001 vs. WT, ns -brak istotnosci statystyczne;j.

Potwierdzeniem otrzymanych rezultatow jest zaobserwowana przez nas nizsza Mmasa
tkanki thuszczowej otaczajacej najadrza (ang. epididymal fat) u myszy MVI1-KO w wieku
3m (Ryc. 4.34A) i 12m (Ryc. 4.34B) w poréwnaniu do WT. Przedstawione wyniki

znormalizowano do masy ciata zwierzat (Ryc. 4.34C i D).
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Rycina 4.34. Masa tkanki ttuszczowej okotojgdrowej u myszy MVI-KO i WT w wieku 3m (A)
i 12m (B) oraz stosunek masy tkanki thuszczowej okotojadrowej do masy ciata zwierzat (C i D).
Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu t-Studenta, *p <0.05, **p < 0.01,
****p <0.0001 vs. WT.
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Na podstawie otrzymanych wynikow moge stwierdzi¢, ze brak MVI wplywa na
metabolizm lipidow, poprzez zwigkszenie lipolizy w migéniach szkieletowych.

Najwieksze zmiany byly zauwazalne w przypadku SOL myszy MVI-KO w wieku 12m.
Uzyskane wyniki potwierdzajg stuszno$¢ postawionej przez mnie hipotezy o udziale MVI

w procesach metabolicznych w migéniach szkieletowych, szczegdlnie w przypadku

nowonarodzonych zwierzat i mig$niach z przewaga widkien typu wolnego.
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Rozdzial 5: Dyskusja

Dotychczasowe badania nad funkcjg M VI skupiaty si¢ gtdéwnie nad jej rolag w transporcie
komoérkowym oraz organizacji cytoszkieletu w komorkach niemiesniowych (Frank et al.,
2004). Nasz zespot jako pierwszy zaobserwowatl, ze MVI jest obecna takze w migs$niach
szkieletowych, gdzie lokalizuje si¢ w siateczce sarkoplazmatycznej, regionie
postsynaptycznym polaczen nerwowo-migsniowych oraz W jadrze (Karolczak et al.,
2013, 2014). Badania przeprowadzone przez nasza grupg wykazaty rowniez, ze brak MVI
wpltywa na mechanizmy zaangazowane w organizacj¢ cytoszkieletu komorek
miogennych, jak rowniez w ich adhezje i fuzj¢ (Karolczak et al., 2015a; Lehka et al.,
2020).

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzitam wieloaspektowe badania w celu
poznania roli MVI w funkcjonowaniu mig$ni szkieletowych. Uzyskane wyniki
dostarczyty nowych informacji o roli MVI u ssakow. Jako pierwsza wykazatam, ze MVI
nie tylko odpowiada za prawidlowa morfologi¢ migs$ni szkieletowych, ale jest takze

zaangazowana w regulacj¢ ich metabolizmu (Ryc. 5.115.2).
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Rycina 5.1. Schemat podsumowujacy efekty braku MVI w migéniach szkieletowych. llustracja
przygotowana przy uzyciu BioRender.com i smart.servier.com.
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Rycina 5.2. Schemat podsumowujacy wplyw utraty MVI na funkcjonowanie migsni
szkieletowych podczas rozwoju myszy MV1-KO. nd — nie zbadano; 0 — brak réznic; + - niewielkie
réznice; ++ - lagodne rdznice, +++ - duze roéznice. Ilustracja stworzona przy uzyciu
BioRender.com.

5.1 Ekspresja Myo6 oraz poziom bialka MVI w mie$niach szkieletowych

Wykazatam, ze ekspresja Myo6 w mig$niach szkieletowych jest zalezna nie tylko od
wieku zwierzat, ale rowniez od typu badanych migsni. Najwickszy poziom transkryptu
I biatkka MVI zaobserwowatam w migsniach szkieletowych konczyny tylnej
nowonarodzonych myszy. Poziom ten spadal wraz z wiekiem u zwierzat 3m i 12m.
Wynik ten potwierdzat naszg poprzednig obserwacj¢ przeprowadzong na sercach myszy
MVI-KO (Karatsai et al., 2023). Wérod zbadanych migs$ni najwyzszy poziom transkryptu
Myo6 wykazatam w GM 1 EDL, podczas gdy najwigkszy poziom biatka odnotowatam w
SOL. Zaobserwowana zalezno$¢ miata odzwierciedlenie w dalszych wynikach moich

badan, poniewaz najistotniejsze zmiany w morfologii oraz metabolizmie migsni
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szkieletowych myszy MVI-KO wykazatam wtasnie u myszy w wieku PO oraz w migéniu
SOL dorostych myszy (Ryc. 5.2).

Wiedza na temat ekspresji miozyn niekonwencjonalnych w trakcie rozwoju jest
ograniczona. Jednym z niewielu wyjatkow, obok MVI, jest MXVIII (MYO18B), ktorej
ekspresja zmienia si¢ w trakcie roznicowania komoérek migsniowych. Poziom transkryptu
My018B jest najnizszy w mioblastach, wzrasta po indukcji miogenezy i osigga maksimum
w trzecim dniu r6znicowania. Po tym czasie ekspresja Myo18B stabilizuje si¢ i pozostaje
na podobnym poziomie w czasie dojrzewania miotub (Salamon et al., 2003).
W przeciwienstwie do Myol8B, poziom transkryptu Myo6 spada wraz z wiekiem
badanych myszy. Ponadto badania przeprowadzone wczesniej w naszej pracowni
wskazuja, ze poziom MVI spada takze w czasie réznicowania mioblastow (Karolczak et

al., 2015a).

5.2 Brak MVI wplywa na zaburzenia funkcjonowania mitochondriow

w mie¢sniach szkieletowych

Badania przeprowadzone przez Kruppe i wspolpr. wskazuja, ze MVI bierze udziat
w funkcjonowaniu mitochondridéw 1 moze by¢ zaangazowana w proces usuwania
uszkodzonych mitochondriow w komodrkach niemig$niowych. Udzial MVI w tym
procesie mozliwy jest dzigki jej interakcjom z Parking, ktoéra jest jednym z gléwnych
biatek inicjujacych mitofagie (Kruppa et al., 2018).

W niniejszej pracy wykazatam, ze obnizenie poziomu MV i jej brak uposledza funkcje¢
mitochondriow w komoérkach migsniowych, co przejawialo si¢ zaburzeniami w procesie
oddychania komoérkowego. Zaro6wno poziom oddychania podstawowego, jak
i oddychania maksymalnego byt znacznie nizszy w komoérkach MVI-KD i MVI-KO.
Skutkiem tych zmian byt nizszy poziom ATP w testowanych komodrkach. Obnizeniu
ulegta zarowno ilo§¢ ATP wytwarzanego w mitochondriach w czasie fosforylacji
oksydacyjnej, jak i w procesie glikolizy, co wskazuje na to, ze brak MVI wptywa na
ogdlny metabolizm energetyczny w komorkach migsniowych. W przypadku migsni
szkieletowych  najbardziej widoczny spadek  wewnatrzkomorkowego  ATP
zaobserwowatam w SOL u 3m i 12m MVI-KO, co moze wynika¢ z tego, ze SOL jest
mig$niem typu wolnego z najwyzszg zawarto$cig wiokien typu I. Widkna typu |
charakteryzuja si¢ ok. 7-krotnie wigksza gestosScig sieci mitochondrialnej 1 wyzsza
zdolnosécig oddechowa w poréwnaniu do wiokien szybkokurczliwych typu II (Van

Wessel et al., 2010; Edman et al., 2024). Ze wzgledu na fakt, ze sposroéd badanych migsni
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SOL posiada rowniez najwyzszy poziom MVI, obserwacja ta dodatkowo potwierdza
wzajemne zaleznos$ci pomiedzy MVI, a funkcjonowaniem mitochondriéw. W przypadku
pozostatych mie$ni (GM, EDL i TA) spadek w poziomie wewnatrzkomérkowego ATP
réwniez byt znaczacy u myszy MVI-KO we wszystkich badanych punktach czasowych.
Co ciekawe, we wszystkich badanych migsniach szkieletowych przy braku MVI poziom
ATP spada wraz z wiekiem (Ryc. 5.115.2).

Zaobserwowane zmiany metaboliczne nie sa bezposrednio zwigzane z uszkodzeniem
struktury witokien migsniowych, o czym $wiadczy brak istotnych zmian w poziomie
kinazy kreatynowej przy braku MVI.

MVI nie jest jedyna miozyng niekonwencjonalng zaangazowang w utrzymanie
homeostazy energetycznej. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze w komodrkach
niemig¢$niowych miozyna XIX (Myol9) oraz jadrowa miozyna I (NMI) réwniez biorg
udziat w funkcjonowaniu mitochondriéw (Shi et al., 2022; Venit et al., 2023). Myo19 jest
kluczowa dla utrzymania struktury grzebieni mitochondrialnych, a przy braku tego biatka
dochodzi do zmian w potencjale blonowym mitochondriéw i obnizenia poziomu
fosforylacji oksydacyjnej (Shi et al.,, 2022; Ren et al., 2024). Myol9 oddziatuje
z zewnetrzng btong mitochondrialng za posrednictwem swojej domeny C-koncowe;j
poprzez interakcje z bialkami mitochondrialnymi, np. z Miro2, ktére uczestniczy
w transporcie mitochondriow (Shneyer et al., 2016; Bocanegra et al., 2020). Warto tu
zauwazy¢, ze kilka bialek zaangazowanych w funkcjonowanie mitochondriow zostato
zidentyfikowanych réwniez jako potencjalni partnerzy MVI w mioblastach. Wsrod
rozpoznanych biatek mozemy wymieni¢: syntaz¢ ATP, dehydrogenze¢ NADH 1 alpha,
podjednostke 9 oraz cytochrom P450 11B2 (Karolczak i in., dane nieopubilkowane).
Z kolei NM1 bezposrednio wplywa na fosforylacje oksydacyjna w fibroblastach poprzez
regulacj¢ mitochondrialnych czynnikow transkrypcyjnych TFAM i PGCla, a delecja
tego biatka prowadzi do zaburzen w organizacji grzebieni mitochondrialnych
| przeprogramowania metabolicznego komorek z OXPHOS na glikoliz¢ (Venit et al.,
2023).

5.3 Brak MVI powoduje zaburzenia w sygnalizacji AMPK/mTOR

w mig¢sniach szkieletowych

Kinaza biatkowa aktywowana AMP (AMPK) jest gldéwnym czujnikiem/sensorem
I regulatorem stanu energetycznego komorki. Do aktywacji AMPK dochodzi w wyniku

deficytu energetycznego spowodowanego niedotlenieniem, niedoborem glukozy,

98



uposledzeniem mitochondriéw i1 wzrostem stosunku AMP (lub ADP) do ATP. Aktywna
AMPK w celu przywrdcenia rownowagi energetycznej, stymuluje procesy kataboliczne,
ktore generuja ATP, jednoczesnie hamujac procesy anaboliczne, ktore zuzywaja ATP
(Hardie et al., 2012; Sharma et al., 2023). Dochodzi wowczas miedzy innymi do
utleniania kwasow ttuszczowych oraz hamowania sygnalizacji kinazy mTOR (Kjebsted
etal., 2018) (Ryc.1.5).

W trakcie moich badan zaobserwowatam wyzsza aktywno§¢ AMPK w mig$niach
konczyny tylnej myszy MVI-KO w wieku PO oraz w dojrzatych mi¢sniach SOL i GM we
wszystkich badanych punktach czasowych. Konsekwencja tego bylo obnizenie
aktywnosci szlaku mTOR i spadek poziomu aktywnych (ufosforylowanych) form biatek
(takich, jak p-p-70S6k, pS6, p4E-BP1) zaangazowanych w te¢ sygnalizacje.
Najistotniejsze zmiany odnotowatam w mig¢$niach nowonarodzonych myszy oraz w SOL
dorostych myszy MVI-KO, gdzie - dla przypomnienia - poziom MVI byt najwigkszy
(Ryc.5.115.2).

Szlak mTOR odpowiada za kontrole proceséw anabolicznych, takich jak synteza biatka
i proliferacja komorek. Jego aktywacja zachodzi w odpowiedzi na sktadniki odzywcze,
sygnalizacj¢ hormonalng oraz stymulacj¢ mechaniczng i nerwowa. W mig$niach szlak
mTOR reguluje mas¢ migs$ni i wptywa na rozmiar wiokien (Vainshtein and Sandri, 2020;
Attwaters and Hughes, 2022). W zwiazku z tym obnizenie aktywnosci sygnalizacji
mTOR przy braku MVI moze przejawia¢ si¢ uposledzeniem syntezy biatek, co
w konsekwencji moze wptywaé na rozmiar mig¢sni szkieletowych.

Jednym z gléwnych bialek efektorowych szlaku mTOR jest rybosomalne biatko S6, ktore
wchodzi w sktad podjednostki 40S rybosomu, wigze RNA 1 warunkuje prawidlowy
przebieg translacji (Meyuhas, 2015). Poprzednie badania przeprowadzone w naszej
grupie na linii komérkowej PC12 (komorki neurosekrecyjne wyprowadzone z guza
chromochtonnego rdzenia nadnerczy szczura) wykazaty, ze biatko S6 oddziatuje z MVI in
vitro i in vivo, wspotwystepuje z nim w jadrze komorkowym, cytoplazmie oraz
W obszarze okotojadrowym. Co ciekawe, oddzialywanie MVI z S6 bylo bardziej
specyficzne dla aktywnej, ufosforylowanej, formy tego biatka, czyli pS6. Ponadto
obnizenie poziomu MVI prowadzito do obnizenia poziomu obu form S6 (Majewski et al.,
2018; Nowak et al., 2024), co potwierdzitam w trakcie realizacji swoich badan na
migs$niach szkieletowych. Obserwacje te moga wskazywac, ze MVI moze wptywa¢ na
biogeneze rybosomow i posrednio regulowaé proces syntezy biatka nie tylko poprzez
aktywno$¢ catego szlaku mTOR, ale roéwniez poprzez bezposrednie interakcje

Z biatkiem S6.
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Warto doda¢, ze MVI nie jest jedyng miozyng niekonwencjonalng oddzialujaca z
biatkiem S6. W komodrkach HeLa, wykazano, ze NM1B moze kolokalizowa¢ z biatkiem

S6 w jaderku i bra¢ udziat w jego transporcie do cytoplazmy (Cisterna et al., 2006, 2009).

5.4 Brak MVI powoduje zaburzenia w sygnalizacji cAMP/PKA w mi¢sniach

szKieletowych

Liczne doniesienia sugeruja, ze sygnalizacja cAMP/PKA rowniez moze by¢ jednym
z regulatoréw wzrostu i wielkosci wtokien migsniowych (Chen et al., 2009; Berdeaux
and Stewart, 2012). Szlak cAMP posredniczy w odpowiedzi na liczne hormony
i neuroprzekazniki, regulujagc tym samym wiele procesow komoérkowych, w tym
metabolizm, ekspresj¢ gendw oraz wzrost i podzial komoérek mig$niowych. Nasze
poprzednie badania wykazaly zmiany w poziomie cAMP zaréwno w niezréznicowanych
mioblastach pozbawionych MVI (Karolczak et al., 2015b), jak i w mig$niach
szkieletowych myszy MVI-KO (Lehka et al., 2022). Poziom ten zmienial si¢ w czasie
rozwoju badanych zwierzat, w przypadku myszy PO byt znaczaco nizszy, u 3m myszy
wyzszy, a u 12m nie roznit si¢ w porownaniu do WT (Lehka et al., 2022). Na podstawie
tych wynikow w swojej pracy skupitam si¢ na sprawdzeniu, czy i jak opisane zmiany
W poziomie cAMP przekladaja si¢ na szlak cAMP/PKA.

Cyklaza adenylowa (AC) odpowiada za przeksztalcenie ATP w cAMP (Ryc. 1.4).
W migsniach szkieletowych gryzoni wystepuja izoformy AC2, AC3, AC7 oraz AC9
(Suzuki et al., 1998; Berdeaux and Stewart, 2012). W swoich badaniach nie
zaobserwowatam zmian w ilosci transkryptow gendow kodujacych te enzymy. Jednakze,
poziom biatka AC3 byt istotnie zmniejszony w mig¢sniach konczyny tylnej myszy MVI-
KO w wieku PO, co przejawiato si¢ spadkiem cAMP odnotowanym przez nas we
weczesniejszych badaniach (Lehka et al., 2022). W homogenatach dojrzatych migsni SOL
I GM nie wykrytlam AC3, ale wykazatam obecnos$¢ izoformy AC7, ktorej poziom byt
znacznie obnizony w SOL u myszy MVI-KO, ale nie w GM. Z drugiej strony,
w przypadku GM u 12m myszy MVI-KO zaobserwowatam istotnie wyzszy poziom
PDE4D, biatka ktore odpowiada za degradacje cAMP, regulujac w ten sposob czas
trwania sygnalow cAMP w odpowiedzi na bodzce (Houslay, 2010). Wynik ten moze
wskazywaé, ze skutki braku MVI moga rézni¢ si¢ w zaleznosci od typu migsnia (Ryc.
5.1i5.2).

Ponadto, w mig$niach PO odnotowatam znacznie mniejszg aktywnos¢ PKA, ktora jest

glownym efektorem szlaku cAMP i fosforyluje inne biatka biorace udziat w sygnalizacji,
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w tym réwniez MVI (Terrin et al., 2012; Karolczak et al., 2015b). Zgodnie z ta
obserwacja, zauwazytam takze mniejsza aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego CREB
(mierzonej poziomem ufosforylowanej formy biatka w pozycji Ser133 przez PKA), ktory
jest kluczowy dla prawidlowego roznicowania komorek progenitorowych 1 wspiera
funkcjonowanie dojrzalych migsni szkieletowych poprzez aktywacje genow
zaangazowanych miedzy innymi w regeneracj¢ migéni (Stewart et al., 2011). Co ciekawe,
podobnego wyniku nie zaobserwowatam w przypadku dojrzatych migsni SOL i GM, co
sugeruje, ze sygnalizacja cAMP/PKA jest zalezna od obecnosci MVI glownie
u nowonarodzonych myszy. Ponadto, badanie przeprowadzone przez dr Lehke wykazato,
ze jadrowa lokalizacja aktywnej formy CREB w migéniach PO réwniez zalezala od
obecnosci MVI (Lehka et al., 2022). Wczesniejsze doswiadczenia pokazaty tez, ze MVI
moze przemieszczaé si¢ pomiedzy cytoplazma, a jadrem (Majewski et al., 2018). Na
podstawie tych wynikdw mozna przypuszczac, ze MVI jest zaangazowana w transport
czynnika CREB do jadra widkien mig¢sniowych nowonarodzonych myszy, ktére nadal
ulegaja przebudowie/dojrzewaniu. PKA oraz CREB sg cze$cig sygnalizacji komorkowe;,
ktoéra odpowiada za indukcje ekspresji miogenicznych czynnikéw transkrypcyjnych,
takich jak Pax3, Myf5 czy MyoD (Chen et al., 2005; Wu and Yue, 2024). Ekspresja tych
czynnikOw jest najwyzsza w czasie rozwoju embrionalnego 1 po urodzeniu spada wraz
Z rozwojem organizmu, co wskazuje na to, ze PKA 1 CREB réwniez moga wykazywac
najwyzsza aktywnos$¢ wiasnie w tym okresie (Lamon et al., 2017).

Opierajac si¢ na weczesniejszych badaniach przeprowadzonych na komorkach
miogennych (Karolczak et al., 2015b), spodziewatam si¢, ze brak MVI spowoduje
roOwniez w mig¢sniach szkieletowych wzrost poziomu biatka AKAP9, ktore jest partnerem
bialkowym MVI i nalezy do rodziny biatek kotwiczacych PKA. Jednak uzyskane przeze
mnie wyniki nie potwierdzity wczesniejszych obserwacji, nie odnotowatam bowiem
statystycznie istotnej réznicy w poziomie AKAP9 zaréwno w migs$niach konczyny tylnej
u myszy MVI-KO w wieku PO, jak w migsniach 3m 1 12m. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze
MVI reguluje aktywno$§¢ AKAP9 na poziomie komérkowym, ale nie w dojrzatej tkance

migsniowe;.

5.5 Zaburzenia w morfologii wlékien mi¢sniowych przy braku MVI

W swoich badaniach zaobserwowatam, ze brak MVI powoduje zmiany w liczbie
I wielko$ci wiokien mig$niowych oraz wptywa na liczbe obecnych w nich jader. Mig$nie

szkieletowe pobrane od myszy MVI-KO charakteryzowaly si¢ wicksza liczbg wiokien
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mig$niowych oraz mniejszg powierzchnig ich przekroju poprzecznego w poréwnaniu do
WT. Zmiana ta byla szczegodlnie zauwazalna dla migsnia SOL u myszy 3m i 12m oraz
u nowonarodzonych myszy. Wczesniejsze doswiadczenia wykazaty, ze myszy MVI-KO
sg mniejsze od WT (Hegan et al., 2015), przy czym stosunek masy migs$ni konczyny tylnej
do masy ciata myszy pozostawat wigkszy przy braku MVI (Lehka et al., 2022). Wzrost
masy mig$ni moze nastgpi¢ na skutek zwickszenia rozmiaru widkien migsniowych
(hipertrofia widkien), zwigkszenia liczby wtdkien miesniowych (hiperplazja widkien) lub
w wyniku zwldknienia tkanki mie¢$niowej (Fernandez et al., 2002; Nishi et al., 2002;
Smith and Barton, 2014). Zwloknienie jest nastepstwem rozrostu tkanki lgcznej
I nagromadzenia si¢ kolagenu. Ma to miejsce miedzy innymi w stanach chorobowych,
takich jak dystrofia migsniowa Duchenne’a (Smith and Barton, 2014). Opierajac si¢ na
uzyskanych przeze mnie wynikach mozemy wnioskowa¢, ze migsnie myszy MVI-KO
maja wigkszg mas¢ w porownaniu do WT na skutek hiperplazji, a nie hipertrofii. Nie
zaobserwowaliSmy bowiem wigkszej ilosci kolagenu w badanych mig$niach, co
wyklucza przyrost masy migéni myszy MVI-KO na skutek zwldknienia (Ryc. 5.1 1 5.2).
Wyniki te potwierdzaja moje obserwacje odnosnie obnizenia aktywnosci szlaku mTOR,
ktory jest jednym z kluczowych regulatorow wzrostu mieéni i wielkosci wiokien
migsniowych. Szlak mTOR w sprzyjajacych warunkach promuje wzrost rozmiaru
wiokien migéniowych (hipertrofii) (Vainshtein and Sandri, 2020), stad tez spadek
aktywnos$ci tej sygnalizacji moze skutkowa¢ zmniejszeniem powierzchni widkien
migsniowych, co zaobserwowalam przy braku MVI. Zwigkszenie liczby wtokien
migsniowych w migsniach MVI-KO moze z kolei stanowi¢ mechanizm kompensacyjny,
ktorego celem jest przywrocenie homeostazy energetycznej, zaburzonej z powodu braku
MVI.

Co wigcej, potwierdzeniem moich przypuszczen sa badania na myszach posiadajacych
delecje w genie kodujacym kinazg p70S6K, w wyniku ktorej myszy nie syntetyzuja tego
biatka. Brak kinazy p70S6K powodowal obnizenie masy ciata badanych zwierzat oraz
zmniejszenie $rednicy komorek migsniowych, a doktadnie miotub. Ponadto w warunkach

braku p70S6K wzrastata aktywno$¢ AMPK (Shima, 1998; Aguilar et al., 2007).

5.6 Wplyw braku MVI na wystepowanie izoform lancuchéw ciezkich

miozyny we wloknach mi¢sniowych

Zmiany warunkow Srodowiskowych, metabolicznych lub funkcjonalnych w migs$niach

szkieletowych aktywuja szlaki sygnalizacyjne i transkrypcyjne, ktore napedzaja procesy
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adaptacyjne wtokien migsniowych i w konsekwencji prowadzg do zmian w ich fenotypie.
Jedna z najczestszych form adaptacji jest przemiana jednego rodzaju widkien w inny
I - w zalezno$ci od dziatajacego bodzca - moze by¢ to tranzycja w kierunku wiokien
oksydacyjnych badz glikolitycznych (Pette and Staron, 2000). Jednym ze stymulatorow
warunkujacych zmiang typu witokien migsniowych jest aktywnos$¢ fizyczna. Trening
wytrzymato$ciowy (np. przygotowanie do maratonu) indukuje zmian¢ typu wiokien
w kierunku wtokien oksydacyjnych, spada wtedy liczba wtokien typu IIx, a roénie liczba
wiokien typu Ila i I. Z drugiej strony trening sitowy i sprinterski powodujg zmniejszenie
liczby widkien typu I i zwigkszenie liczby wtodkien Ila (Plotkin et al., 2021). W warunkach
fizjologicznych kompozycja widkien migsniowych jest dodatkowo zalezna od pici.
W SOL szczuréw zaobserwowano zalezng od plci roznicg w proporcji izoform MyHC,
gdzie u samic odnotowano zwigkszenie poziomu izformy MyHC I wzgledem samcow
(Drzymala-Celichowska et al., 2012). W stanach patologicznych takich jak nowotwor,
otytos¢ czy cukrzyca typu II najczesciej obserwuje si¢ zmiang w dystrybucji wtokien
migsniowych w kierunku wiokien szybkich, glikolitycznych (Tanner et al., 2002;
Oberbach et al., 2006; Toth et al., 2016). Odmiennym przypadkiem sg jednak niektore
typy atrofii migsniowych, takie jak rdzeniowo-opuszkowy zanik migéni (ang. spinal
bulbar muscular atrophy, SBMA) gdzie zanik mig$ni byl zwigzany z zmiang typu
wlokien z glikolitycznego na oksydacyjny. U myszy dotknigtych SBMA zauwazono
ponadto zwiekszony metabolizm lipidow, obnizong glikoliz¢ oraz aktywacje szlaku
mTOR (Rocchi etal., 2016). Co ciekawe, w naszej grupie zaobserwowali$my, ze w takich
chorobach jak atrofia widkien miesniowych typu II (ang. fiber type 11 atrophy), rdzeniowy
zanik migéni (ang. spinal muscular atrophy, SMA) czy kamptokormia (ang. bent spine
syndrom) poziom M VI jest wyzszy w mig$niach szkieletowych w poréwnaniu do kontroli
(Karolczak et al., 2014).

W toku moich badan wykazatam, ze brak MVI réwniez pobudza przemiany we wtdknach
mieg$niowych, powodujac zwickszenie ogolnej puli wiokien typu oksydacyjnego
w migsniach MVI-KO. Najistotniejszg zmian¢ odnotowatam w przypadku migsni
charakteryzujacych si¢ najwyzszym poziomem MVI, ze szczegdlnym uwzglednieniem
SOL, u ktoérego zmiana fenotypu wtokien migsniowych byta najwigksza. Co wigcej, to
wlasnie w SOL myszy MVI-KO zaobserwowatam najnizszy poziom ATP, wieksza
aktywno§¢ AMPK oraz nizszy poziom biatek uczestniczacych w szlaku sygnalizacyjnym
mTOR (Ryc. 5.115.2).

Analizujac otrzymane wyniki przypuszczam, ze przyczyng powstatych zmian w sktadzie

wilokien migsniowych w warunkach braku MVI moze by¢ obnizenie poziomu ATP co
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Z kolei aktywuje kinaz¢ AMPK, ktora reaguje na zmiany energetyczne w komorce
I inicjuje procesy kompensacyjne majace na celu przywrocenie rownowagi. Jednym
z takich mechanizméw kompensacyjnych jest zwigkszenie metabolizmu oksydacyjnego
poprzez aktywacje gendw zwigzanych z biogeneza mitochondrialng przy jednoczesnym

zahamowaniu procesOw anabolicznych (np. synteza biatka), ktore zuzywaja ATP

(Westerblad et al., 2010).

5.7 Zaburzenia procesu lipolizy w mi¢Sniach szkieletowych przy braku MVI

Zmiany w funkcjonowaniu mitochondriow przekladaja si¢ czesto na zaburzenia
w metabolizmie lipidow (Bathina and Das, 2023). Zatozytam wigc, Zze moje obserwacje
dotyczace dysfunkcji mitochondriow przy braku MVI réwniez mogg mie¢ przetozenie na
aktywno$¢ procesu lipolizy. Przypuszczenie to zweryfikowatam poprzez okreslenie
poziomu i/lub aktywnosci kluczowych biatek zaangazowanych w lipolize (Ryc. 1.6),
a mianowicie ATGL, HSL i PLIN1 w SOL pobranym od myszy MVI-KO. W swoich
badaniach zaobserwowatam wzrost poziomu wymienionych biatek, wyjatek stanowito
biatko pHSL (Ser563). Lipoliza kontrolowana jest gtownie poprzez aktywnosé¢ dwéch
kinaz: PKA oraz AMPK. PKA fosforyluje HSL w pozycji Ser563, co aktywuje lipolize
(Roepstorff et al., 2004). AMPK z kolei reguluje lipolize w bardziej ztozony sposob.
W tkance tluszczowej AMPK hamuje aktywno$¢ HSL poprzez fosforylacje tego biatka
w pozycji Ser565. Jednakze, jedno z badan wykazato, ze wzmozona aktywnos¢ AMPK
w migsniach szkieletowych w czasie ¢wiczen nie hamowala aktywnosci HSL. Ta
rozbiezno$¢ moze by¢ zwigzana ze specyficzng dla tkanek funkcja AMPK w réznych
warunkach (Roepstorff et al., 2004; Wang et al., 2018). Ponadto, AMPK w warunkach
niedoboru energii moze rowniez aktywowaé lipaze ATGL, ktora bierze udziat
W pierwszym etapie rozktadu TG (Wang et al., 2018). Taki efekt zaobserwowalam
W mig¢sniu SOL u myszy MVI-KO, co dodatkowo bylo potwierdzone przez wyzszy
poziom PLINI, ktéra rekrutuje lipazy HSL i ATGL do kropli lipidowych w czasie
lipolizy (MacPherson et al., 2013). Podobnych zmian nie zauwazytlam w przypadku
nowonarodzonych myszy. Prawdopobnie wynika to z faktu, ze metabolizm lipidow
I kontrola lipolizy zmienia si¢ wraz z wiekiem. U nowonarodzonych myszy bowiem
gtownym hormonem kontrolujacym lipolizg jest tyreotropina (Marcus et al., 1988; Wang
et al., 2008; Elgadi et al., 2010).

Opisane réznice w poziomie bialek biorgcych udziat w lipolizie u dorostych myszy

spowodowaty nizszy poziom trdjglicerydéw w migsniach MVI-KO oraz mniejsza mase
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okotojadrowej tkanki tluszczowej. Obserwacje te sa zgodne z innymi doniesieniami
wskazujacymi, ze spadek poziomu ATGL znaczaco hamuje lipolize i uwalnianie kwasow
thuszczowych z kropli lipidowych (Kaur et al., 2021).

W  przysztosci interesujgcym byloby zbadanie rozmieszczenia kropli lipidowych
W obrebie wiokien migsniowych w celu sprawdzenia czy brak MVI nie wplywa na ich
lokalizacje. Dotychczas wykazano, ze w transporcie kropli lipidowych w komorce moga
uczestniczy¢ dwa motory molekularne, do ktorych naleza dyneina i kinezyna (Singh et
al., 2022). Istnieje wiec mozliwo$¢, ze MVI rowniez mogtaby wplywaé na dystrybucje
kropli lipidowych np. poprzez kotwiczenie ich w danych strukturach komorki.

Zmiany w metabolizmie lipidow zaobserwowane w migsniach szkieletowych moga
dotyczy¢ catego organizmu, o czym $wiadczy nizsza masa tkanki thuszczowej

okotojadrowej u myszy MVI-KO w poréwnaniu do WT.

Opisane powyzej zmiany w mi¢$niach szkieletowych myszy MVI-KO na r6znym etapie
rozwoju (w tym u nowonarodzonych zwierzat) wskazuja, ze zaobserwowane roznice
pomiedzy myszami MVI-KO, a WT wynikaja z braku MVI, a nie z fenotypu dorostych
osobnikéw, ktory charakteryzuje si¢ nadpobudliwoscia ruchowa (Deol and Green, 1966).
Dodatkowo odkrycia te podkreslajg wazng role MVI w regulacji metabolizmu mig$ni

szkieletowych w czasie rozwoju (Ryc. 5.2).

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki sugeruja, ze zaobserwowane zmiany
W metabolizmie oraz strukturze migsni szkieletowych przy braku MVI moga wptywaé
takze na ich zdolnos¢ do skurczu. W zwigzku z tym kolejnym krokiem do zrozumienia
roli MVI w funkcjonowaniu miegsni szkieletowych powinno by¢ zbadanie wiasciwosci
mechanicznych (sity skurczu) migéni szkieletowych myszy MVI-KO. Wstepne wyniki
otrzymane przeze mnie na samicach myszy MVI-KO wskazuja, ze w odpowiedzi na
stymulacje wapniowa wtokna mig¢sniowe pobrane z SOL 1 TA generowaly wyzszg site
maksymalng w porownaniu do WT. Wynik ten jednak nie byt istotny statystycznie
| wymaga powtdrzenia na wigkszej liczbie zwierzat. Nalezy rowniez sprawdzi€, czy
podobny wynik otrzymamy w przypadku samcow, aczkolwiek z racji tego, ze u samic
MVI-KO roéwniez zaobserwowano mniejsza mas¢ myszy MVI-KO oraz zwigkszony
stosunek masy migsni do masy ciala (rozprawa doktorska Matgorzaty Topolewskiej)
nalezy u samcéw spodziewac si¢ podobnych zmian. Sprawdzenie parametréw skurczu
jest dodatkowo istotne, poniewaz MVI wydaje si¢ by¢ wazna w organizacji polaczen
nerwowo-mig$niowych, co pokazata w swojej pracy doktorskiej Paloma Alvarez Suarez,

byta doktorantka w naszej Pracowni.
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Podsumowujac, po raz pierwszy pokazalam, ze MVI odgrywa wazng role
W metabolizmie migéni szkieletowych i1 komorek migsniowych. Nowe odkrycia
wskazuja, ze MVI zaangazowana jest w proces oddychania komorkowego zachodzacy
w mitochondriach, produkcje ATP oraz lipolize. Ponadto, MVI poprzez modulowanie
szlakéw sygnalowych moze oddziatywaé na takie procesy sygnatowe, jak synteza biatka,
co w efekcie przektada si¢ na utrzymanie prawidtowej morfologii mig$ni szkieletowych.
Potrzebne sg jednak dalsze badania, aby poznaé szczegdélowe mechanizmy stojace za

obserwowanymi zmianami w migs$niach szkieletowych spowodowanymi brakiem MVI.
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Rozdzial 6: Podsumowanie | wnioskKi

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki dotyczyly poznania roli MVI w rozwoju

I funkcjonowaniu migs$ni szkieletowych konczyny tylnej myszy. Analiza danych

uzyskanych w trakcie prowadzonych badan wykazata, ze:

1.

Ekspresja 1 poziom MVI spada wraz z wiekiem i zalezy od typu migsni

szkieletowych.

Brak MVI wplywa na struktur¢ wiokien migsniowych, co przejawia si¢ ich
mniejszym przekrojem poprzecznym, zwigkszeniem ich liczby oraz

zmniejszeniem liczby jader przypadajacych na wtokno.

Brak MVI indukuje zmiany w skladzie izoform fancuchow cig¢zkich miozyn
mig$niowych we wioknie migsniowym 1 powoduje przemian¢ typu wiokien

migsniowych w kierunku widkien o metabolizmie oksydacyjnym.

MVI czgsciowo kolokalizuje z mitochondrialnym biatkiem TOM20 w komoérkach
miogennych i we widknach migéniowych, co wskazuje na jej oddziatywanie

Z mitochondriami.

Zar6wno obnizenie poziomu, jak i catkowity brak MVI powoduja zaburzenia
w funkcjonowaniu mitochondriow w komorkach miogennych, przejawiajace si¢

poprzez zmniejszenie poziomu oddychania komérkowego.

MVI wptywa na syntez¢ ATP w komodrkach miogennych i mig$niach

szkieletowych.

Brak MVI powoduje aktywacj¢ AMPK oraz obnizenie poziomu biatek
zaangazowanych w szlak mTOR w mie$niach szkieletowych nowonarodzonych

myszy oraz w SOL.

Brak MVI prowadzi do obnizenia aktywnos$ci biatek zaangazowanych w szlak
cAMP/PKA szczegdlnie w mig$niach szkieletowych konczyny tylnej

nowonarodzonych myszy.

. Brak MVI powoduje podwyzszenie poziomu bialek zaangazowanych w lipolize

oraz obniza poziom trojglicerydéw w migsniach szkieletowych, co przejawia si¢

zmniejszeniem masy tkanki thuszczowej otaczajacej najadrza.

10. Brak MVI nie powoduje zwtoknienia migsni szkieletowych.

11. Brak MVInie wptywa na poziom kinazy kreatynowej w mig¢sniach szkieletowych.
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Podsumowujac, uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze MVI moze petnic istotng role
w metabolizmie komorek miogennych i migéni szkieletowych oraz jest wazna dla

utrzymania prawidtowej struktury wtokien mig$niowych.
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