Streszczenie

Miozyna VI (MVI) nalezy do nadrodziny miozyn, ktéra obejmuje ponad 35 rodzin
zroznicowanych pod wzgledem budowy i funkcji, a jej przedstawiciele wystepuja niemal we
wszystkich organizmach eukariotycznych. MVI wyrdznia si¢ sposrdd poznanych miozyn
niekonwencjonalnych (tzn. takich, ktére nie tworzg filamentéw) zdolnoscig do poruszania si¢
w kierunku ,,minus” filamentu aktynowego. Biatko to bierze udziat w licznych procesach
komérkowych, takich jak: endocytoza i egzocytoza, transkrypcja gendw, migracja komorek,
stabilizacja struktury aparatu Golgiego, adhezja oraz autofagia. Szeroki zakres funkcji
komérkowych MVI jest mozliwy dzigki jej interakcjom z wieloma partnerami biatkowymi.
Mutacje w genie Myo6 prowadzg do utraty stuchu oraz kardiomiopatii przerostowej. Zespot
profesor Redowicz po raz pierwszy wykazal, ze MVI wystepuje w miegsniach szkieletowych,
gdzie lokalizuje si¢ w postsynaptycznej czesci zlgcza nerwowo-migSniowego, siateczce
sarkoplazmatycznej oraz jadrze komérkowym. Ponadto, nasza grupa odkryta, ze brak MVI
zaburza mechanizmy odpowiedzialne za organizacj¢ cytoszkieletu komoérek miogennych oraz
wplywa na adhezje 1 fuzje mioblastow. Co wigcej, wykazaliSmy rowniez, ze stosunek masy
mieg$ni do masy ciata jest zwigkszony u myszy niesyntetyzujacych MVI. W oparciu o te
obserwacje podjetam badania w celu okreslenia funkcji MVI w mie$niach szkieletowych.
Badania przeprowadzitam z wykorzystaniem myszy Snell’s waltzer (SV, MVI-KO). Myszy te
posiadaja spontaniczng recesywng mutacje w genie Myo6, ktéra uniemozliwia synteze
funkcjonalnej MVI. Myszy MVI-KO s3a gluche oraz wykazuja charakterystyczny fenotyp
objawiajacy si¢ poprzez krecenie si¢ w kotko, potrzasanie gtowa oraz nadpobudliwos$c. W
swoich badaniach wykorzystatam mi¢$nie konczyny tylnej nowonarodzonych myszy (P0) oraz
myszy w wieku 3- i 12-miesi¢cy. Kontrolg 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 migsniach konczyny tylnej nowonarodzonych myszy i znaczaco spadaja wraz z
wiekiem. Co wigcej, zarowno poziom transkryptu, jak i biatkka MVI jest zalezny od typu
migs$nia - najwyzsze poziomy obserwuje si¢ w wolnokurczliwym migsniu ptaszczkowatym
(SOL) dorostych myszy. Utrata lub obnizenie poziomu MVI prowadzi do znacznego
uposledzenia procesu oddychania komérkowego w komoérkach miogennych. Wynik ten byt
spojny z nizszym poziomem ATP, ktéry zaobserwowatam zar6wno w komdrkach miogennych,
jak 1 w mies$niach szkieletowych u myszy MVI-KO w poréwnaniu do kontroli. Ponadto
wykazatam réznice w aktywnosci szlakow cAMP/PKA oraz AMPK/mTOR w mig$niach
szkieletowych myszy MVI-KO w odniesieniu do WT. Zmiany w kluczowych szlakach

metabolicznych byty dodatkowo zwiazane z aktywacja procesow lipolitycznych u myszy MVI-



KO oraz przemiang wtdkien migsniowych z typu glikolitycznego w oksydacyjny. Brak MVI
skutkowat rowniez zaburzeniami w morfologii wtdkien mi¢sniowych, ktére przejawiaty sie¢

poprzez ich wigkszg liczbe oraz mniejszy przekrdj poprzeczny w poréwnaniu do WT.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa przedstawia dane wskazujace na nowg role MVI
w funkcjonowaniu mig¢s$ni szkieletowych. Uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze MVI jest
zaangazowana w utrzymanie morfologii widkien migsniowych oraz regulacje metabolizmu

miesni 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 Rgdowicz'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 MVI 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, I aimed to deepen the understanding of the role of MVI in skeletal muscles. 1
performed my study using Snell’s waltzer mice (SV, MVI-KO), which are considered as natural
MVT 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.
I examined the hindlimb muscle from newborn (P0) 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 MVI mRNA and protein synthesis is the highest in muscles of newborn mice
and significantly decreases with age. Furthermore, MVI 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 MVI 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, I observed differences in the activity of the
cAMP/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 MVI-KO mice. In addition, the absence
of MVl also resulted in changes in myofibers morphology as I 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 MVTI 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.



