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Streszczenie: Migénie szkieletowe sg zrodlem biatek sekrecyjnych, miokin, regulujacych procesy bi-
ologiczne na drodze auto-, para- i endokrynnej. R6znicowaniu si¢ komorek miogennych towarzyszy
ogodlna zwigkszona aktywno$¢ wydzielnicza. Niektore czynniki np. folistatyno-podobne biatko-1,
osteoglicyna, peroksyredoksyna-1, sg istotne w zatrzymaniu cyklu komérkowego mioblastow. Ek-
spresja chemokin z podrodzin CC i CXC, czynnikow TGFp, IGF-1 i -2, semaforyn, angiopoetyny-1
i-2, G-CSF, IL-4 i IL-7 jest zbiezna z etapem fuzji rznicujacych si¢ mioblastéw. Synteza fibuliny-2,
tkankowego inhibitora metaloproteaz TIMP-2 i biatka SPARC nie zmienia si¢ znaczaco w czasie
miogenezy. Réznicujace si¢ komorki migsniowe wydzielaja wiele cytokin hamujacych miogeneze.
Wiedza o czynnikach pochodzenia migéniowego dziatajacych miejscowo i ogdlnoustrojowo moze by¢
wykorzystana w terapii chorob migsni oraz zaburzen metabolicznych.

Stowa kluczowe: Chemokiny, czynniki wzrostu, fuzja, miogeneza, miokiny, proteomika

Summary: Skeletal muscle tissue is a source of secreted factors, myokines, regulating numerous bio-
logical processes in auto-, para- and endocrine manner. Myogenesis is accompanied by an increase in
total secretory activity of myoblasts. Some muscle cell-derived factors, i.e. follistatin-like protein-1,
osteoglycin, peroxyredoxin-1, are important in myoblasts’ cell cycle arrest. Myocyte fusion is asso-
ciated with enhanced expression of CC and CXC chemokines, TGF-f family proteins, IGF-1 and -2,
semaphorins, angiopoetin-1 and -2, G-CSF, IL-4 and IL-7. Synthesis of fibulin-2, tissue inhibitor of
metalloprotease TIMP-2 and SPARC protein is not markedly altered during myogenesis. Differen-
tiating myoblasts secrete numerous cytokines, that negatively regulate myogenesis. Knowledge of
skeletal muscle-derived factors acting locally or systemically contributes to development of therapies
of impaired regeneration and muscle diseases as well as treatments of metabolic disturbances.
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Wykaz stosowanych skrotow: ANGPT — angiopoetyna (ang. Angiopoietin), Ccl — chemokina z po-
drodziny CC (ang. CC chemokine), Cxcl — chemokina z podrodziny CXC (ang. CXC chemokine),
Fstl — biatko folistatyno-podobne (ang. Follistatin-like protein), G-CSF — czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow (ang. Granulocyte-Colony Stimulating Factor), Gdf — czynnik wz-
rostu i réznicowania (ang. Growth/differentiation factor), IGF — insulino-podobny czynnik wzrostu
(ang. Insulin-Like Growth Factor), IGFBP — biatko wiazace IGF (ang. /GF Binding Protein), IL —
interleukina (ang. Interleukin), LTBP — latentne biatko wiazace TGF-B (ang. Latent TGF-S-Binding
Protein), MCK — migéniowa kinaza kreatynowa (ang. Muscle Creatine Kinase), MRF — miogenny
czynnik regulatorowy (ang. Myogenic Regulatory Factor), MyHC — tancuch cigzki miozyny (ang.
Mpyosin Heavy Chain), OGN — osteoglicyna (ang. Osteoglycin), PCR — tancuchowa reakcja polim-
erazy (ang. Polymerase Chain Reaction), Prx — peroksyredoksyna (ang. Peroxyredoxin), Sema —
semaforyna (ang. Semaphorin), SPARC — biatko sekrecyjne bogate w cysteing (ang. Secreted Protein
Acidic and Rich in Cysteine), TIMP — tkankowy inhibitor metaloproteinaz (ang. Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase), TGF-f — transformujacy czynnik wzrostu B (ang. Transforming Growth Factor
p), TNF-a — czynnik martwicy nowotworu a (ang. Tumor Necrosis Factor a)

MIESNIE SZKIELETOWE JAKO NARZAD
WYDZIELANIA WEWNETRZNEGO

Migénie szkieletowe zapewniajg lokomocje organizmu i wytwarzanie ciepla, od-
grywaja rowniez istotng role w utrzymaniu homeostazy metabolicznej. Jest to gldowna
tkanka wrazliwa na insuling, zatem ostabienie dokomoérkowego transportu glukozy
i przemian lipidow w migséniach szkieletowych sa objawami insulinoopornosci towa-
rzyszacej otytosci i cukrzycy typu 2. Wyniki badan ostatnich lat sugeruja, ze migsnie
sg zrodtem biatek sekrecyjnych, miokin, ktére majag wptyw na procesy biologiczne
w roznych tkankach. Regularne ¢wiczenia fizyczne wywieraja wiele korzystnych
efektow w organizmie, m. in. poprawiajg wrazliwo$¢ na insuling, metabolizm, ci$nie-
nie krwi i zmniejszajg stan zapalny. Znana jest zalezno$¢ pomiedzy niska aktywnoscia
fizyczna a rozwojem cukrzycy typu 2, otytosci, chorob uktadu krazenia, zespotu me-
tabolicznego i chordb psychicznych [40]. Powstata koncepcja, zgodnie z ktora mie-
$nie szkieletowe, poprzez czasteczki wydzielnicze, mogg oddziatywa¢ na homeostaze
catego organizmu w sposob autokrynny, parakrynny i/lub endokrynny.

Uznanie mig$ni szkieletowych za narzad wydzielania wewnetrznego ma swoje
zrédto w wynikach badan, w ktorych zidentyfikowano ekspresje i sekrecje interle-
ukiny 6 (IL-6) w pracujacych migéniach. Poziom IL-6 pochodzenia migsniowego
w krwi wzrasta w odpowiedzi na aktywnos¢ fizyczng organizmu [39], a cytokina ta
dziata miejscowo i ogdlnoustrojowo, zwigkszajac utlenianie lipidow w migsniach [3],
indukujac lipolizg¢ w tkance tluszczowej [38] oraz modyfikujac ekspresje genéw ko-
dujacych enzymy glukoneogenezy w watrobie [1]. Oprocz IL-6 w migsniach szkie-
letowych wykryto synteze i sekrecje innych bialek, takich jak IL-8 i IL-15 [39], in-
sulinopodobne czynniki wzrostu, IGF [37], transformujace czynniki wzrostu, TGF,
dekoryne [29], aktywator plazminogenu [36], kolagenazg [27], czynnik wzrostu po-
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chodzacy z komorek glejowych [17], meltryne a [9], muskling [35], IL-1P [47], IL-7
[20], folistatyno-podobne biatko-1, Fstl-1 [13], bialko sekrecyjne bogate w cysteing,
SPARC [25] oraz czynnik wzrostu fibroblastow FGF-21, zaangazowany w procesy
wzrostu naczyn krwionosnych [23].

ROLA CZYNNIKOW WYDZIELANYCH PRZEZ KOMORKI
MIOGENNE W REGULACJI MIOGENEZY

Miogeneza jest uznanym modelem w badaniach réznicowania komorkowego,
ktore doprowadzity do wielu odkry¢ dotyczacych molekularnej kontroli aktywa-
cji genéw swoistych tkankowo. W czasie roznicowania miogennego jednojadrza-
ste mioblasty poczatkowo podlegaja proliferacji, nastepnie wycofuja si¢ z cyklu
komorkowego, migrujg i tacza, tworzac wielojadrzaste miotuby [7]. Na poziomie
molekularnym, kazdy z tych etapow jest regulowany przez wewnatrzkomorkowe
przekazniki sygnatow i czynniki transkrypcyjne. Miogenne czynniki regulatorowe
takie, jak MyoD, Myf5, miogenina, i MRF4 sg niezbedne do ukierunkowania linii
komoérkowej mioblastéw oraz, poprzez wspotdziatanie z innymi regulatorami tran-
skrypcji, do wzbudzenia ekspresji genow swoistych dla miesni, kodujacych tancuch
cigzki miozyny i mi¢gsniowg kinaze¢ kreatynowa [10, 53]. Miogeneza regeneracyjna
u dorostych osobnikow jest zalezna od obecnych w migsniach komorek progenito-
rowych, zwanych komdrkami satelitowymi i stanowi odtworzenie miogenezy za-
rodkowej [26, 50]. Komdrki satelitowe pozostajace normalnie w stanie spoczynku,
proliferuja w odpowiedzi na uszkodzenie mig$nia, a mioblasty potomne rdznicuja
sie w miocyty zdolne do fuzji z istniejacymi widknami migsniowymi, co prowadzi
do przywrocenia wtasciwej struktury tkanki.

Hodowle mioblastow oraz ustalone linie komorkowe (np. mysie mioblasty linii
C2C12) stanowig ugruntowane i powtarzalne modele badawcze miogenezy in vitro,
umozliwiajace §ledzenie zjawisk zwigzanych z roznicowaniem komoérek miogen-
nych. Komorki te sa utrzymywane w stanie proliferacji przy ciggtym zaopatrywaniu
w pozywke wzrostowa, lub moga by¢ indukowane do réznicowania si¢, o czym
$wiadczy zwigkszona synteza inhibitora cyklu komorkowego p21, oraz markerow
wczesnej (miogenina) i péznej miogenezy (MyHC) [14, 15, 22, 57, 58].

Znaczenie miokin i innych czynnikéw pochodzacych z migsni szkieletowych
w regulacji wzrostu irozwoju tej tkanki jest przedmiotem intensywnych badan.
Rozwo6j kompleksowej analizy ilosciowej sekretomu komorek mig$niowych, ob-
serwowany w ostatnich latach zapewnia petniejszy wglad w oddziatywania auto-
i parakrynne w tkance migsniowej. Niedawno dwa niezalezne zespoly badawcze
przeprowadzity prace, w ktorych zastosowano znakowanie komérek w hodowli sta-
bilnymi izotopami argininy i lizyny (ang. Stable Isotope Labeling by Amino Acids in
Cell Culture, SILAC) oraz proteomike ilosciowa. Henningsen i wsp. zidentyfikowe
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ali 635 biatek wydzielanych przez mioblasty, co stanowi najwickszy zbior zgro-
madzonych dotychczas danych dotyczacych sekretomu mieéni szkieletowych,
okreslono rowniez ilosciowo sekrecje 624 bialek podczas miogenezy [22]. Inne
badania, ktorym poddano mysie miocyty pierwotne w hodowli pozwolity ziden-
tyfikowa¢ liczne chemokiny iich receptory [15], ktorych ekspresja wydaje si¢
kluczowa w regulacji migracji i fuzji miocytow. Przeprowadzone badania wyka-
zaly zréznicowanie sekretomu mig§niowego podczas miogenezy, co sugeruje jego
dynamiczna regulacje i udziat w rozwoju miesni szkieletowych poprzez mechani-
zmy autokrynne lub parakrynne.

Ge i wsp. w swoich badaniach aktywnos$ci wydzielniczej mioblastow i poten-
cjalnej roli cytokin w miogenezie wykorzystali strategic RNAi do zablokowania
ekspres;ji 134 genow kodujacych cytokiny [ 12]. Zmodyfikowane komorki indukowa-
no do réznicowania, a po trzech dniach barwiono immunofluorescencyjnie na obec-
no$¢ tancuchow ciezkich miozyny oraz jader komorkowych przy pomocy barwnika
DAPI (ang. Diamidino-2-Phenylindole). W przygotowanych preparatach oceniano
wskazniki postepu miogenezy takie, jak: indeks réznicowania (odsetek miocytow
przejawiajacych ekspresje tancucha cigzkiego miozyny), indeks fuzji (odsetek jader
komoérkowych w miotubach przejawiajacych ekspresje tancucha ciezkiego miozy-
ny) oraz wielko$¢ miotub ($rednig liczbe jader komoérkowych w miotubach). Ziden-
tyfikowano 29 czynnikow zaangazowanych w regulacje miogenezy i zaliczono je
do czterech kategorii, obejmujacych interleukiny, czynniki zwigzane z TNF i che-
mokiny z podrodzin CC i CXC. Wigkszo$¢ czynnikdéw stanowily negatywne regu-
latory miogenezy, co moze by¢ zwigzane z utrzymaniem puli niezréznicowanych
komorek i zapewnieniem potencjatu regeneracyjnego tkanki migsniowej.

CYTOKINY KONTROLUJACE INICJACJE
ROZNICOWANIA MIOGENNEGO

Ccl8, Cxcl9, Flt31 i Tnfsf14 okazaty si¢ kluczowe w regulacji wezesnych eta-
pOW miogenezy, poniewaz ,.knockdown” ich gené6w spowodowat obnizenie wszyst-
kich badanych wskaznikoéw réznicowania [12]. Mechanizm dziatania tych czynni-
kéw w kontroli miogenezy nie jest doktadnie znany, dotychczas opisano ich role
w odpowiedzi immunologicznej, np. Cxcl9 jest jednym z trzech ligandow receptora
CXCR3 indukowanych przez interferon-y [16].

Angiopoetyna-1 (ANGPT-1) iangiopoetyna-2 (ANGPT-2) moduluja prze-
zywalno$¢ i roznicowanie komorek srodbtonka [4], istnieja jednak dowody na
ekspresje tych biatek w komorkach mies$ni gtadkich i kardiomiocytach. Ostatnie
badania wykazaty, ze angiopoetyna-1 i -2 podlegaja ekspresji w ludzkich i mysich
mioblastach pierwotnych [32]. Synteza i wydzielanie ANGPT-2 wzrastaly istotnie
w czasie roznicowania mioblastow w miotuby. Dalsze badania ujawnity pozytyw-
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ny wplyw angiopoetyny-2 na przezywalno$¢ mioblastow i stymulacje réznicowa-
nia, oceniang na podstawie wskaznikow wczesnej (MyoD, miogenina) i pdznej
miogenezy (MyHC, MCK).

G-CSF pierwotnie opisano jako czynnik o dzialaniu hemopoetycznym i stoso-
wano w badaniach podstawowych i klinicznych do pobudzenia podziatow i rézni-
cowania komorek macierzystych krwi [31]. Badania ostatnich lat wykazaty udziat
tej cytokiny w regulacji przezywalno$ci, proliferacji i roznicowania komorek [60]
oraz ekspresje jej receptora w kardiomiocytach [48]. Powyzsze obserwacje zache-
city zespot Hara i wsp. do zbadania udziatu G-CSF w roéznicowaniu miogennym
[18]. Okazato sie, ze G-CSF i jego swoisty receptor (G-CSFR) podlegaja ekspresji
w komorkach miogennych, a ich synteza jest zbiezna w czasie ze spadkiem eks-
presji Pax-3 iPax-7, markeréw komorek satelitowych, oraz wzrostem ekspresji
czynnikow transkrypcyjnych, MyoD i miogeniny. W komorkach przejawiajacych
ekspresje G-CSF i G-CSFR stwierdzono réwniez obecno$¢ desminy, biatka fila-
mentow posrednich w migs$niach szkieletowych. Na podstawie tych obserwacji wy-
snuto wniosek, ze G-CSF bierze udzial w autokrynnej regulacji wczesnych etapow
réznicowania miogennego [18].

HUMORALNA REGULACJA MIGRACJI
1 FUZJI KOMOREK MIOGENNYCH

Migracja ma decydujace znaczenie w adhezji komorek, niezbednej do rézni-
cowania, oraz tworzenia i wzrostu miotub [56]. Chemokiny, kontrolujgce migra-
cje komorek odpornosciowych i nowotworowych w trakcie tworzenia przerzutow
[2, 33] odgrywaja wazna role w migracji miesniowych komorek prekursorowych
podczas miogenezy zarodkowej [24] i w przenikaniu makrofagéw do uszkodzo-
nej tkanki mig$niowej [28].

W badaniach majacych na celu szczegdtowa analize aktywnosci migracyjnej ko-
morek migsniowych podczas miogenezy [15], zastosowano czynnik wzrostu hepa-
tocytow (HGF) i plytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), znane chemoatraktanty
mioblastow [56]. Zarowno HGF jak i PDGF znacznie zwigkszaly migracje miobla-
stow, jednak zaden z tych czynnikéw nie pobudzit migracji miocytow, a przyczyng
obserwowanych réznic byty zmiany ekspresji receptorow towarzyszace roznicowaniu
komorek. Po indukcji miogenezy wykryto wzrost 80 roznych rodzajow mRNA dla
chemokin i receptorow chemokin w komoérkach migsniowych, przy czym wigkszos¢
tych czynnikéw (az 52) podlegata nasilonej ekspresji w okresie fuzji miocytow [15].

Do cytokin kontrolujacych fuzjge komorek miogennych naleza rowniez: 1L-4,
syntetyzowana podczas miogenezy in vitro i in vivo [15, 42], Cxcl12, czynnik wzro-
stu 1 r6znicowania Gdf15, zaliczany do nadrodziny TGFp, zaangazowany w ery-
tropoeze [51], oraz Scgb3al [12]. Mechanizm pro-miogennego dziatania Gdf15
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1 Scgb3al jest nieznany, jednak hamowanie ekspresji tych genow w mioblastach
C2C12 skutkowato pojawieniem si¢ miotub o owalnym ksztalcie, co $wiadczy
o nieprawidlowym przebiegu fuzji komorek i wydtuzania wtdkien miesniowych.

CYTOKINY HAMUJACE ROZNICOWANIE

Wiekszo$¢ cytokin podlegajacych ekspresji w roznicujacych mioblastach wy-
kazuje hamujace dziatanie na miogenezg¢ [12]. Za przyktad moze postuzy¢ Cxcl10,
poniewaz ,.knockdown” genu kodujacego t¢ chemoking spowodowat wzrost indek-
su roznicowania, indeksu fuzji i wielkosci tworzonych miotub. Cxcl10 wykazuje
powinowactwo do CXCR3, tego samego receptora, co Cxcl9 [16], wywierajaca po-
zytywny wptyw na réznicowanie. Prawdopodobnie, zaleznosci pomiedzy réznymi
chemokinami obserwowane w reakcjach zapalnych, obejmujace podobienstwo ich
efektow, synergizm i antagonizm, dotycza roéwniez regulacji miogenezy.

TNF-a, cytokina prozapalna, uwalniania przez komorki uktadu odpornoscio-
wego w miejscu uszkodzenia migsnia szkieletowego, podlega ekspresji w rozni-
cujacych mioblastach i hamuje miogeneze [12, 57].

Roéznicujace ludzkie komorki satelitowe wydzielaja do pozywki inkubacyj-
nej IL-7 [20]. Wzrost syntezy tej cytokiny w czasie roznicowania stwierdzono na
poziomie mRNA i biatka, towarzyszyl mu jednak spadek ekspresji receptora dla
IL-7. Dalsze badania, w ktorych zastosowano rekombinowang IL-7 ujawnity po-
tencjalng funkcje tej cytokiny w miogenezie: okazato si¢, ze IL-7 pobudza migra-
cje komorek satelitowych, jednak hamuje ich réZznicowanie w miotuby, wyrazone
synteza MyHC [20]. Na podstawie tych obserwacji wysnuto wniosek, ze IL-7 na
drodze autokrynnej pobudza wczesne etapy miogenezy, jednak hamuje rozwoj
fenotypu wtokna miesniowego.

Wsrod cytokin, ktore sklasyfikowano jako negatywne regulatory miogenezy
znalazty si¢ ponadto: Gdf3, IL-5, IL-17, IL-18, IL-21, Ccl17 i Ccl9 [12]. Doktad-
ny mechanizm ich dziatania w procesie wzrostu i homeostazy migsni szkieleto-
wych wymaga dalszych badan.

AKTYWNOSC WYDZIELNICZA KOMOREK
MIESNIOWYCH W CZASIE MIOGENEZY

Henningsen i wsp. wykazali, ze 188 spo$rod 624 zidentyfikowanych biatek
sekrecyjnych podlega odmiennej regulacji w proliferujacych iroznicujacych sie
mioblastach [22]. Biatka poddano nienadzorowanej klasyfikacji zgodnie z przebie-
giem zmian ich sekrecji i otrzymano kilka odrebnych profili dynamicznych. Wiek-
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szo$¢ zidentyfikowanych biatek wykazywala zwigkszony poziom sekrecji w miare
postepu roznicowania, co sugeruje, ze dojrzewaniu komorek miesni szkieletowych
towarzyszy ogolna zwigkszona aktywnos¢ wydzielnicza.

BIALKA WYDZIELNICZE PODLEGAJACE ZMIENNEJ
EKSPRESJI W CZASIE MIOGENEZY

Po indukcji r6znicowania mioblastow C2C12 stwierdzono pobudzenie ekspresji
kilku biatek sekrecyjnych klasyfikowanych jako negatywne regulatory proliferacji
komoérkowej [22]. Zaobserwowano rowniez wzrost ekspresji czynnikéw kontro-
lujacych adhezje komorek i strukture macierzy zewnatrzkomorkowej oraz biatek,
ktore odgrywaja rolg w roznych procesach metabolicznych, morfogenezie narza-
dow, rozwoju naczyn krwiono$nych i uktadu nerwowego.

Zidentyfikowano trzy izoformy TGF-f (TGF-B1, -f2 i-f3) wydzielane pod-
czas miogennego réznicowania [22]. Zaobserwowano wyrazny wzrost ich wy-
dzielania, co pozostaje w pozornej sprzecznosci z ogdlnie uznang rola czynnikow
TGF-f jako inhibitorow réznicowania migéni szkieletowych [46] i odzwierciedla
ztozonos¢ Sciezki sygnatowej TGF-B w programie miogennym. Inne badania po-
twierdzily ekspresje TGF-B w migsniach szkieletowych podczas miogenezy i re-
generacji [11, 59]. Zwigkszone wydzielanie nie jest rOwnoznaczne ze wzrostem
poziomu biologicznie czynnego TGF-f, poniewaz aktywno$¢ $ciezki sygnalowe;j
tego czynnika jest regulowana m. in. poprzez sekwestracje w macierzy zewnatrzko-
morkowej przez latentne biatka wigzace TGF-f3 (LTBP). Stwierdzono, ze wszystkie
cztery biatka LTBP ulegaja sekrecji w kulturze komorek C2C12: sekrecja LTBP-1,
LTBP-2 i LTBP-4 nie podlegala znacznym zmianom podczas miogenezy, podczas
gdy wydzielanie LTBP-3 bylo wyraznie zwigkszone [22]. Funkcje poszczegdlnych
LTBP w miogenezie wymagaja wyjasnienia, prawdopodobnie, odgrywaja one waz-
ng role w stabilizacji TGF-B uwalnianego z mig$ni i dzialajacego na inne tkanki
docelowe na drodze endokrynnej. Oprocz LTBP zidentyfikowano takze inne biatka
modulujace aktywnos$¢ TGF-f charakteryzujace si¢ zréznicowanym profilem sekre-
cji podczas réznicowania, takie jak proteoglikany, dekoryna i biglikan [29]. Wzrost
ich wydzielania obserwowany w czasie réznicowania moze zmniejsza¢ biodostep-
no$¢ TGF-B podczas miogenezy.

Insulinopodobne czynniki wzrostu, ktére pobudzaja réznicowanie [34] i od-
grywaja znaczacg rolg w homeostazie metabolicznej migséni szkieletowych [43],
charakteryzuje zwigkszony poziom sekrecji w miogenezie. Sekrecja IGF-2 wzrasta
znaczaco podczas roznicowania, potwierdzajac istotng rolg regulacyjng tego czyn-
nika w miogenezie. Natomiast najwyzszy poziom wydzielanego IGF-1 obserwo-
wano w 2. dniu réznicowania, co sugeruje, ze jest on waznym modulatorem pro-
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cesow komorkowych w poczatkowych etapach roznicowania [22]. W tym samym
badaniu zidentyfikowano pie¢ biatek wiazacych IGF (ang. /IGF Binding Protein,
IGFBP): IGFBP-2, -4, -5, -6 i -7, wydzielanych przez komorki C2C12. Poziom wy-
dzielanego IGFBP-2 istotnie obnizat si¢ podczas roznicowania, ekspresja IGFBP-4
wykazata tendencj¢ wzrostowa, natomiast sekrecja IGFBP-5, -6 i -7 nie podlegata
znaczgcym zmianom w miar¢ postepu miogenezy [22].

Semaforyny, poczatkowo opisywane jako elementy systemu regulujacego kie-
rowanie aksonow podczas rozwoju uktadu nerwowego, obecnie uznaje si¢ za waz-
ne modulatory angiogenezy, organogenezy, rozwoju guza i odpowiedzi immunolo-
gicznej [45]. U ssakow rodzina semaforyn sktada si¢ z pieciu podklas obejmujacych
biatka wydzielnicze (Sema3 A-G), przezblonowe (Sema4A-G, SemaSA-B, Sema6A
-D) i1 zwigzane z fosfatydyloinozytolem (Sema7A). Ostatnie badania wskazuja, ze
niektore semaforyny odgrywaja wazng role w regulacji rozwoju migsni szkieleto-
wych [52]. Mioblasty i zroznicowane miotuby wydzielaja cztery biatka podrodziny
Sema3 (Sema3A, B, D i E), dwa z podrodziny Sema4 (Sema4B i C) oraz Sema6A
i Sema7A [22]. Badanie ekspresji technika PCR w czasie rzeczywistym wskazato,
ze poziom wydzielanych semaforyn jest regulowany przez mechanizmy potran-
skrypcyjne, potranslacyjne oraz na drodze sekrecji i/lub modyfikacje uwalnianych
biatek. Wysoki poziom wydzielanych Sema3A, 3E i 6A obserwowany w 2. dniu
réznicowania sugeruje, ze moga one dziata¢ w sposob autokrynny regulujac wcze-
sne zdarzenia podczas roznicowania, podczas gdy Sema7A odgrywa role¢ podczas
wczesnych 1 péznych etapow miogenezy. Wysunigto hipotezg, ze zwigkszona eks-
presja Sema3A obserwowana w komorkach satelitowych w czasie naprawy miesni
pelni funkcje parakrynng w regulacji regeneracji unerwienia migsni [52]. Obnizona
ekspresja Sema6C w odnerwionych migéniach szkieletowych, §wiadczy o tym, ze
rowniez inne klasy semaforyn sg zaangazowane w neurogenez¢ w migs$niach [62].

Jednym z czynnikow, ktorych ekspresja zmniejsza si¢ podczas miogenezy jest
folistatyno-podobne biatko-1 (Fstl-1) [6]. Wyciszenie genu Fs#/-1 metodg siRNA
zmniejszato transkrypcje mie$niowej kinazy kreatynowej, ktoérg w badaniach wyko-
rzystano jako marker r6znicowania miogennego. Fstl-1 wystepuje obficiej w miobla-
stach niz miotubach, zasugerowano zatem, ze uczestniczy ono we wczesnych fazach
miogenezy, takich jak opuszczenie cyklu komdrkowego i/lub migracja komorek [6].
Podobne dziatanie Fstl-1 udokumentowano dotychczas w innych modelach badaw-
czych, takich jak komorki srodbtonka i raka btony §luzowej trzonu macicy [8].

Innym czynnikiem, ktérego ekspresja podlega hamowaniu podczas miogene-
zy, jest osteoglicyna, OGN [6], sktadnik macierzy zewnatrzkomérkowej nalezacy
do rodziny matych proteoglikanéw bogatych w leucyne. Wazng rola przypisywana
osteoglicynie jest pobudzanie wzrostu tkanki kostnej, przejawiajace si¢ podwyz-
szeniem poziomu fosfatazy zasadowej, kolagenu typu I, osteokalcyny, B-kateniny
i mineralizacja w hodowli osteoblastow [49]. Wyciszenie ekspresji OGN obniza
transkrypcje MCK [6]. Wyniki te rzucaja nowe $wiatto na role OGN, ktora jest nie
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tylko czynnikiem anabolicznym dla tkanki kostnej, ale moze réwniez wptywaé na
wczesne etapy miogenezy.

Peroksyredoksyna-1 (Prx-1) jest kolejnym biatkiem, ktérego stezenie zmniej-
sza si¢ podczas miogenezy [6], kontrolujacym cykl komorkowy poprzez interakcje
z protoonkogenami c-Myc i c-Abl. Wycofanie si¢ z cyklu komorkowego jest nie-
zbednym warunkiem réznicowania si¢ mioblastow i obnizenie poziomu czynnikow
wydzielniczych, ktore pobudzajg podziat komorek decyduje o postepie miogenezy.

Ciapina-1 wystepuje wytacznie w miotubach, jej synteza zwieksza si¢ podczas
miogenezy, jednak wyciszenie ekspresji tego genu nie zmienia znaczgco poziomu
kinazy keratynowej [6]. Czgsciowo moze to by¢ zwigzane z obecno$cig innych ak-
tywnych czynnikow, ktore kompensujg utrate ciapiny-1 i w ten sposdb utrzymuja
ekspresje MCK [6]. Znaczna ilo$¢ ciapiny-1 obserwowana na pozniejszych etapach
miogenezy (tj. w miotubach) wskazuje na role tego biatka w utrzymywaniu popu-
lacji spoczynkowych miesniowych komorek satelitowych, ktore decyduja o rege-
neracji mig$ni w okresie pourodzeniowym [44]. Wykazano, ze ciapina-1 hamuje
proliferacje komorek gruczolakoraka nerki poprzez zatrzymywanie komoérek nowo-
tworowych w fazie G1/S cyklu komérkowego [21]. Antyproliferacyjny wplyw cia-
piny-1, wspomagajacy przezycie komorek satelitowych w warunkach in vivo, moze
mie¢ terapeutyczne znaczenie w przypadku réznych standéw zwigzanych z wynisz-
czeniem mie$ni, dystrofii mig§niowej Duchenne’a i kacheksji.

BIALKA WYDZIELNICZE WYKAZUJACE STALA
EKSPRESJE W CZASIE MIOGENEZY

Przyktadem czynnika, ktérego ekspresja nie zmienia si¢ znaczaco podczas mio-
genezy jest fibulina-2, biatko o 1195 resztach aminokwasowych, poprzedzonych
przez 26-aminokwasowy peptyd sygnatowy, ktora wystepuje gtdwnie w btonach
podstawnych. Fibulina-2 ulega wzmozonej ekspresji w tkance migsniowej serca
w czasie rozwoju i po do§wiadczalnie wywotanym zawale migs$nia sercowego [54].
Wedtug ostatnich badan dzialanie fibuliny-2 w kardiomiocytach polega na modu-
lowaniu szlaku sygnalowego wzbudzonego przez TGF-f [61]. Stata ekspresje fi-
buliny obserwowano zarowno w mioblastach, jak i miotubach [6]. Niski poziom
transkrypcji migsniowej kinazy kreatynowej po wyciszeniu ekspresji fibuliny 2 po-
zwala przypuszczac, ze czynnik ten jest niezbedny w migracji komorek i przebudo-
wie macierzy zewnatrzkomorkowej w prawidlowym przebiegu miogenezy.

TIMP-2 jest tkankowym inhibitorem metaloproteinaz macierzy (MMP), endo-
peptydaz zaleznych od cynku, odpowiedzialnych za uwalnianie czynnikow wzrostu
z macierzy zewnatrzkomorkowej i za dostgpnos¢ ich receptorow [S5]. MMP powo-
duja degradacj¢ sktadnikoéw macierzy, co utatwia przebudowe tkanki i migracj¢ ko-
morek [28, 55]. Stwierdzono, ze nadekspresja TIMP-2 zmniejsza ekspresj¢ mioge-
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Miogeneza
Ksztaftowanie ,,niszy” swoistej dla tkanki miesniowej
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Fstl-1, OGN, Prx-1 zkomoérkami satelitowymi
Chemokiny CC i CXC, IL-4, IL-7, TGF-p1-3,
LTBP-3,IGF-1, IGFBP-4,Sema 3A, 3E, 6A,
1 G-CSF,ANGPT-1, -2 ]
Zatrzymanie cyklu komorkowego TGF-1-3,LTBP3, IGF-2,Sema 74,
\ ANGPT-1,-2, Ciapina-1 ]

Migracjaifuzja /

Tworzenieiwzrost miotub

RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy zmiany aktywnosci sekrecyjnej réznicujacych si¢ komorek
miogennych, uwzgledniajacy udokumentowang lub potencjalng rolg¢ wydzielanych biatek w regulacji
miogenezy. Zaznaczono najwazniejsze etapy miogenezy takie jak: proliferacja mioblastow, ich rozni-
cowanie si¢, fuzja i tworzenie miotub, oraz dojrzate wiokna migéniowe, ktorym towarzysza uspione
komorki satelitowe, bioragce udzial w regeneracji migsni. Skroty: ANGPT — angiopoetyna, Ccl — che-
mokina z podrodziny CC, Cxcl — chemokina z podrodziny CXC, Fstl — biatko folistatyno-podobne,
G-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow, Gdf — czynnik wzrostu i réznicowania
(growth/differentiation factor), IGF — insulino-podobny czynnik wzrostu, IGFBP — biatko wigzace
insulino-podobny czynnik wzrostu, IL — interleukina, LTBP — latentne biatko wiazace TGF-$, OGN
— osteoglicyna, Prx — peroksyredoksyna, Sema — semaforyna, SPARC - biatko sekrecyjne bogate w cy-
steing, TGF-f — transformujacy czynnik wzrostu , TIMP - tkankowy inhibitor metaloproteinaz, TNF
-0 — czynnik martwicy nowotworu-oa; —* oznacza stymulacje, — oznacza hamowanie. Klamry
[ oznaczajg etap miogenezy, ktoremu towarzyszy wzrost wydzielania danej grupy czynnikow
FIGURE 1. Schematic representation of the changes in secretion activity of myogenic cells during
differentiation. The schema was designed on the basis of documented or potential role of the secreted
proteins in regulation of skeletal myogenesis. The most important stages of myogenesis, i.e. myo-
blast proliferation, differentiation, myocyte fusion and myotube formation, and mature muscle fibers
accompanied by quiescent satellite cells are indicated. Abbreviations: ANGPT — Angiopoietin, Ccl —
CC chemokine, Cxcl — CXC chemokine, Fstl — Follistatin-like protein, G-CSF — Granulocyte-colony
stimulating factor, Gdf — Growth/differentiation factor, IGF — Insulin-like growth factor, IGFBP — IGF
binding protein, IL — Interleukin, LTBP — Latent TGF-B binding protein, OGN — Osteoglycin, Prx —
Peroxyredoxin, Sema — Semaphorin, SPARC — Secreted protein acidic and rich in cysteine, TGF-§ —
Transforming growth factor 3, TIMP — Tissue inhibitor of metalloproteinase, TNF-o — Tumor necrosis
factor 0. —* indicates activation, — indicates inhibition. [ indicates the stage of myogenesis
accompanied by increased secretion of particular group of factors
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niny, co oznacza, ze TIMP-2 pelni funkcje¢ negatywnego regulatora miogenezy [30].
Jest to zgodne z obserwacjami wskazujacymi, ze wyciszenie TIMP-2 powoduje
wzrost transkrypcji MCK. Co ciekawe, w mysim promotorze TIMP-2 istniejg licz-
ne sekwencje E-box, co nasuwa przypuszczenie, ze ekspresja TIMP-2 moze podle-
ga¢ negatywnej regulacji przez MRF w trakcie realizacji programu miogennego [6].
Biatko SPARC, znane réwniez jako osteonektyna lub BM-40 jest wielofunkcyj-
ng czasteczka o masie ok. 43 kDa, zwigzang z macierzg pozakomorkowa. SPARC
swoiscie wigze rozne elementy macierzy zewnatrzkomorkowej, kontrolujac interak-
cje komorka-macierz, organizacj¢ tkanki facznej i bton podstawnych [19]. Wzrost
ekspresji SPARC w czasie regeneracji migsni szkieletowych wskazuje na istotng
role tego biatka w procesach naprawczych [41]. Ekspresja SPARC ma miejsce za-
rowno w proliferujacych mioblastach satelitowych jak 1 zr6znicowanych miotubach
1 wtoknach migéniowych, co przemawia za znaczeniem tego biatka w ksztattowa-
niu ,,niszy” swoistej dla tkanki mie$niowej [25]. Zmiany aktywnos$ci wydzielniczej
komorek na réznych etapach miogenezy oraz potencjalne znaczenie uwalnianych
czynnikow w regulacji réznicowania miogennego przedstawiono na ryc. 1.

ZNACZENIE BADAN AKTYWNOSCI SEKRECYJNEJ
MIESNI SZKIELETOWYCH

Interakcje pomiedzy tkankami zachodzace dzieki czasteczkom sygnatowym,
koordynuja gtowne procesy komodrkowe, takie jak wzrost, roznicowanie i prze-
zycie komorek. Biatka wydzielane przez migénie szkieletowe wykazujg dziatanie
miejscowe w tej tkance, oraz ogolnoustrojowe, na inne narzady, takie jak mozg,
tkanka tluszczowa i watroba [35]. Migsnie sg najwigksza tkanka w organizmie,
jednak ich rola jako czynnego narzadu wydzielania wewnetrznego zostala od-
kryta niedawno. Od tego czasu prowadzone sa badania majace na celu szczeg6-
lowe poznanie sekretomu migsni, a roznorodnos¢ zidentyfikowanych do tej pory
biatek wydzielniczych pochodzenia migsniowego sugeruje mnogos¢ procesow,
ktore sg w ten sposob kontrolowane. Zidentyfikowane czynniki pelnig rézne funk-
cje molekularne, wykazujac aktywno$¢ czynnikow wzrostu, cytokin, enzymow
i sktadnikow macierzy zewnatrzkomodrkowej oraz biora udzial w regulacji roz-
nych proceséw komorkowych, takich jak angiogeneza, neurogeneza i odpowiedz
zapalna. Odkrycie roli chemokin i ich receptorow w miogenezie oraz modulowa-
nie ich wzajemnych oddziatywan w rozwoju mig¢sni szkieletowych jest cenne dla
poszukiwania nowych strategii w terapii choréb miesni, charakteryzujacych sig¢
zanikiem i ostabiong regeneracjg tej tkanki. Poznanie biatek sekrecyjnych migsni
szkieletowych przejawiajacych dziatanie ogélnoustrojowe, jest istotne dla rozwo-
ju strategii terapeutycznych w zaburzeniach metabolicznych.
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