Molekularne podstawy rozwoju rriiesni

Danuta Cieslak
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN
Jastrzebiec

1.Wstep

najlepszej wydajnosci rzeznej. Wydawatoby sie, ze pojawienie sie /*wierzat
0 wybitnym umiesnieniu bedzie uwieniczeniem pracy hodowlanej. Wymienmy
w tym miejscu chociazby bydio Chatorais, Belgijskie biato-niebieskie (BBN),
Swinie Pietrain, Belgijska Landrace, owce Chatorais i Rambouilet. Rasy te
zawdzieczajg swojg wysokg wartos¢ uzytkowsg atbo hipertrofii (powiekszenie
Srednicy widkna miesniowego), atbo hiperptazji (zwiekszenie ticzby widkien mies-
niowych). Niestety, jak sie okazato, korzystnym zmianom w umiesnieniu to-
warzyszg tez inne zjawiska, czynigc probtem bardziej skomptikowany, nizby
sobie zyczyti hodowcy. W artykute tym zamierzamy przybtizyé genetyczne pod-
toze miogenezy i przedstawi¢ obecny stan wiedzy na temat hipertrofii i hiper-
plazji miesniowej (patrz tez tab.l).

W hodowli zwierzat ras miesnych dazy sie do uzyskania osobnikéw o jak

2. Rozwdj widkien miesniowych (miogenezo)

Miesnie to narzady kurcztiwe, peinigce funkcje ruchowe. Stanowia kom-
pteks réznych typéw komdrek. Wsrdod nich dominujg miocyty, skladajace sie
z widkienek miesniowych i komaérek satelitarnych. Towarzyszag im m.in. adi-
pocyty miedzymiesniowe, fibroblasty, komérki endotelium i neurocyty. Liczba
wiédkienek miesniowych w momencie urodzenia determinuje przyszitg zdol-
no$¢ miesnia do rozrostu (1). W procesie miogenezy mozna wyodrebni¢ na-
stepujace etapy (lys. 1)

1) wyréznicowanie sie z mezodermy zarodkowej linii pierwotnych komoérek
miesniowych (mioblastow). Komoérki pierwotne dzielg sie wielokrotnie mito-
tycznie, zanim przeksztatcg sie w miobtasty;

2) migracja mioblastéw do odpowiednich czesci ciata zarodka;

3) proliferacja mioblastéw i komérek towarzyszacych tkance migsniowej.
Pierwsze miobtasty dajg poczatek wietojagdrowym widkienkom, stanowiacym
rusztowanie dla przysztego miesnia. Okoto 80% miesni szkieletowych Swini
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Rys. 1. Schemat powstawania wiokien miesniowych. Pierwotne komoérki mezodermy zarod-
kowej (a) dzielg sie wielokrotnie mitotycznie (b), az w koncu przeksztatcg sie w mioblasty (c).
Ten etap rozwoju kontrolowany jest przez MyoD i myJ-5. Mioblasty ulegajg nastepnie fuzji w wie-
lojgdrowe wtokna migsniowe (d) przy udziale miogeniny i MRF4. Utworzenie wtokien migsniowych
jest jednoznaczne z nieodwracalnym przejsciem do fazy Go cyklu komdrkowego. W tym momencie
rozpoczyna sie transkrypcja wielu genéw specyficznych dla tkanki migsniowe;j.

pochodzi z pdézniejszych mioblastéw, skupiajacych sie wokét tego rusztowa-
nia (2):

4) koncowe réznicowanie (fuzja mioblastow), ekspresja i organizacja spe-
cyficznych produktéw genowych, aktywnych tylko w dojrzatych komodrkach
miesniowych:

5) utrzymanie stanu zréznicowania widkien miesniowych i ich modyfikacje
w zaleznosci od wieku i zmian fizjologicznych (1).

Zdetenninowana w rozwoju zarodkowym liczba wtékien miesniowych, utrzy-
muje sie na staltym poziomie przez cale zycie osobnika. Przyrost masy mies-
niowej u zwierzat z hipertrofig wynika z postnatalnego zwiekszenia przekroju
poszczegolnych widkien miesniowych. Natomiast hiperplazja wynika ze zwie-
kszenia liczby widkien miesniowych w trakcie rozwoju prenatalnego. Dlatego
manifestuje sie ona juz u noworodkdw.

3. Hiperplazja

Zaznaczono juz, ze liczba widkien miesniowych jest zdeterminowana w roz-
woju ptodowym, a wystapienie wyraznie wiekszej ich liczby nazywamy hiper-
plazja, lub bardziej zwyczajowo — podwdOjnym umigsnieniem. Wskutek hiper-
plazji masa tkanki miesniowej u bydta moze ulec nawet 20% zwiekszeniu
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(3). Poza niewatpliwymi korzySciami (zwiekszenie masy miesniowej, mieso
chude, kruche), zjawisko to jest jednakze przyczyna trudnych porodéw, wy-
nikajacych ze znacznej wielkosci ptodow.

W badaniach przeprowadzonych na myszach dowiedziono, ze brak pew-
nego biatka z rodziny czynnikdéw wzrostowych TGF(3 (biatko to nazwano p6z-
niej miostatyng), skutkuje zwiekszeniem masy tkanki migsniowej, w ktorej
normalnie biatko to jest produkowane (4). Mutacja w genie miostatyny u bydta
wywotuje podobny skutek i jest bezposrednig przyczyna hiperplazji u tego
gatunku (3). U bydia jednakze zidentyfikowano pie¢ r6znych mutacji w tym
genie. Na przyktad podwdjne umiesnienie u BBN i Asturiana wynika z delecji
jedenastu par zasad w genie miogeniny i dziedziczy sie recesywnie. Hiper-
plazja u bydta Piedmontese jest skutkiem podstawienia G na A w pozycji
938 tegoz genu. Dla rasy Charolais charakterystyczna jest tranzycja C na
T w pozycji 610. Hiperplazja bydta Maine-Anjou jest natomiast efektem hete-
rogenicznosci allelicznej, tj. stwierdza sie u tej rasy rownolegte wystepowanie
kilku mutacji. Zagadka pozostaje determinacja hiperplazji u bydia Limousin
i Blonde d'Aquitaine. Przypuszcza sie, ze w tym przypadku mamy do czy-
nienia z jeszcze inng, nie zidentyfikowang dotad mutacjg w genie miostatyny
lub tez w zupetnie innym genie (5).

4. Hipertrofia

Hipertrofia to powiekszenie S$rednicy wiékien miesniowych. Manifestuje
sie ona w poézniejszych etapach zycia osobnika, np. u owiec dopiero w Kilka
tygodni po porodzie (6). Plody nie osiagajg zatem ponadprzecietnych rozmia-
row tak jak u bydia. Diatego problem trudnych porodow w tym przypadku
nie istnieje. Owce z hipertrofiag odznaczaja sie ok. 32,3% wyzszg masg mies-
niowg i 7,8% mniejszym ottuszczeniem niz osobniki normalne (7). Tymcza-
sem Swinie wskutek hipertrofii zyskuja na masie o 2-3% wiecej (8), a ich
tusza jest ponad 2,5% chudsza niz normalnie (9).

Za wystgpienie hipertrofii u owiec odpowiedzialna jest dominujgca muta-
cja w genie callipyge (z grec. calli — piekny, pyge — posladek), zlokalizo-
wanym na chromosomie 18 paiy (7). Ciekawy jest sposOb dziedziczenia tej
mutacji. Jesli allel dominujacy (CLPG) pochodzi od matki, to umiesnienie
potomstwa nie wykazuje cech hipertrofii. Jedynie ojcowskie pochodzenie tego
genu gwarantuje ponadprzecietne umiesnienie. Réwniez homozygotyczne po-
tomstwo CLPG/CLPG jest fenotypowo normalne. Oznacza to, ze matczyny
allel CLPG dominuje nad swoim ojcowskim odpowiednikiem (6).

Zjawisko hipertrofii nie omineto tez koni. W populacji Quarter Horse po-
jawit sie swego czasu reproduktor o wyjatkowo silnej muskulaturze, wyni-
kajgcej z hipertrofii. Poniewaz od koni tej rasy wymaga sie znacznej sity
i predkosci, reproduktor ten pozostawit po sobie ticzne potomstwo, utrwa-
tajac te ceche w populacji (10).
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5.Zaburzenia fizjologiczne w hipertrofii

WKkroétce okazato sie, ze selekcja koni Quarter na ceche wybitnego umies-
nienia, jak i swin na chude mieso, duzg szynke i oko poledwicy, niebacznie
stata sie przyczyng rozpowszechnienia pewnej miopatii, objawiajgcej sie gwat-
townymi skurczami miesni i ataksjg (konie), obnizeniem odpornosci na stres,
sztywnos$cig miesni szkieletowych i goraczka (Swinie). Syndrom ten u koni
zwany jest okresowym paralizem wywotanym hiperkalemiag [hyperkalemic pe-
riodic paralysis — HPP), a u $win znany jest jako goraczka ztosliwa [malig-
nant hyperthermia — MH). Oba schorzenia wywotane sg mutacjg w genach
odpowiedzialnych za gospodarke jonowag miesnia (HPP — gen kanatu sodo-
wego, MH — gen kanatu wapniowego). W rezultacie po uboju swin dotknie-
tych goraczka ztosliwa, uzyskuje sie mieso blade, miekkie i wodniste (tzw.
syndrom PSE).

W 1953 r. po raz pierwszy opisano niekorzystny zwigzek pomiedzy hiper-
trofia miesniowa a miopatiami i wskazano na konieczno$¢ eliminacji genu
odpowiedzialnego za MH z populacji swin. Jednakze jego Sciste powigzanie
z cechg wybitnej miesnosci, jak i recesywne dziedziczenie, czynig to zadanie
wyjatkowo niewdzieczne. Trudno tez znalez¢ odpowiedz na pytanie, od ktorej
rasy swin wywodzi sie ta mutacja (8).

Zwiagzek pomiedzy hipertrofig i chudoscig miesni a syndromem MH (jak
i HPP) znajduje swoje fizjologiczne uzasadnienie. Ot6z, zaburzenia regulacji
jonowej we widknach miesniowych sa przyczyng ich spontanicznych napiec.
Utrzymanie miesnia w tym stanie wymaga duzej ilosci energii, czerpanej
z glikogenu, uwalnianego na drodze glikoneogenezy z miesniowych depozy-
tow thluszczowych, ktére z tego tez powodu nigdy nie sg duze. Ciagte napiecie
miesniowe powoduje tez wzrost grubosci poszczegolnych widkien miesnio-
wych (8,10). Zaktada sie rOwniez istnienie Scistego sprzezenia pomiedzy ge-
nem hipertermii zlosSliwej a genami ksztattujgcymi jako$¢ tuszy. Istotnie,
stwierdzono juz takie sprzezenie z genami apolipoproteiny E (APOE), lipazy
hormonozateznej (LIPE) i czynnika wzrostowego TGF(3-1, ktérych wplyw na
jakos¢ tkanki miesniowej jest niezaprzeczalny (8,11).



Molekularne podstawy rozwoju miesni 63

Tabeu\ 1
Pt-iZF:GIIM) GATUNKOW Z WYBITNYM UMlESNlENlEM

Rasa Wybitne
Gatunek umiesnienie Stwierdzone przyczyny Dziedziczenie
(przyktadowo) Wskutek
bydto Asturiana, hiperplazji ~ co najmniej 5 rdznych mutacji w genie recesywne,
BBN, miostatyny: poligeniczne
Maine-Anjou delecja 11 par zasad gl
tranzycja G—>A w pozycji 938
delecja 7 pzl/insercja 10 pz w pozycji
419
tranzycja C—>T w pozycji 610
transwersja G™T w pozycji 676
Swinie Belgijska, hipertrofii nie w petni wyjasnione, zwigzek z mu- recesywne
Landrace, tacja w genie kanatu wapniowego, inne
Pietrain geny odpowiedzialne za Jako$¢ tuszy
(TGpp, APOE, LIPE)
owce Dorset, hipertrofii mutacja w genie callipyge dominujace,
Rambouillet, imprinting
Chalorais
konie Quarter hipertrofii nie w petni wyjasnione, zwigzek z mu- dominujace
Horse tacja w genie kanatu sodowego

6. Genetyczna kontrola miogenezy

Grupe biatek regulacyjnych, ktére wigza sie z DNA zapoczatkowujac trans-
krypcje genu, nazywamy czynnikami transkrypcyjnymi. Nad inicjacjg i pra-
widlowym przebiegiem miogenezy czuwa grupa biatek zaliczanych do mies-
niowo specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych [muscular regulatory fac-
tors — MRF), zwanych czynnikami myo-bHLH (lub rodzina MyoDI) (12).
Biatka tej rodziny kodowane sg przez cztery geny: myf-3 (zwany tez myoD),
miogenine [myf-4), myf-5 i MRF4 (herkulina, myf-6). Wykazano, ze kazdy
z nich jest w stanie indukowaé¢ miogeneze po transfekcji do linii komoérek
niemiesniowych in vitro (13,14). Wspdlng cechg ich produktéw biatkowych
sg: domena zasadowa wigzgca DNA i przylegty do niej motyw HLH — he-
lisa-petla-helisa (ang. helix-loop-helix). Struktura ta okreslana jest wspolnym
skrotem blILH (15).

Wiadomo, ze aby aktywnos$¢ miogenna biatek myo-bHLH mogta zaistnie¢,
potrzebne jest wspotdziatanie ze strony innej rodziny — MEF2 (myocyte en-
hancer factor 2). Ich wzajemna asocjacja warunkuje zapoczatkowanie mio-
genezy w komorkach linii miesniowej (14,16).

Tak ,,pobudzone” czynniki transkrypcyjne myo-bHLH #3czg sie nastepnie
za posrednictwem swoich domen bHLH z biatkami E (E12, E47). Te hetero-
dimery wigza sie z kolei z sekwencjg CA--TG (E-box) obecng w rejonie en-
hancerowym gendéw specyficznych miesniowo, tym samym aktirwujac je
(1,14,17) (rys. 2). E-box znaleziono réwniez w sekwencjach regulacyjnych
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F~ormony, czynniki wzrostowe
protoonkogeny i inne

Regulacja ekspresji
i/lub aktywnosci biatek

Myo-bHLH E12(E47)

Rys. 2. Schemat aktywacji genu specyficznego miesniowo przez biatka myo-bHLH.

samej miogeniny i MRF4, co wskazuje, ze geny te moga podlega¢ mechani-
zmom autoregulacji (18).

Na dalszych etapach miogenezy aktywnos$¢ biatek myo-bHLH regulowana
jest produktami genu Id {inhibitor of differentiaton), ktéry wigze sie z nimi,
jak i z biatkami E12 i E47, w heterodimery. Ten typ heterodimeréw nie
potrafi jednakze wiazaC sie z sekwencjg regulatorowg DNA. Powinowactwo
biatka Id do E12 i E47 jest ok. 5 razy wyzsze niz do biatek myo-bHLH (11).

6.1. Rola gendéw kodujacych biatka myo-bHLH w miogenezie

Czas aktywacji poszczegélnych gendéw tej rodziny w ro*oju zarodkowym
nie jest jednakowy (17). U zarodkdéw myszy stwierdzono nastepujaca kolejnosé
aktywacji: myf-5, nastepnie miogenina, MyoD, a najpézniej w rozwoju prena-
talnym ulega ekspresji MRF4. Za specyficzno$¢ dziatania poszczegdlnych bia-
tek myo-bHLH odpowiada prawdopodobnie swoista sekwencja znajdujaca sie
poza regionem bHLH, w sekwencji promotorowej tych genéw (18,19).

W najnowszych badaniach wykazano, ze produkty genu m\if5 poczatkowo
przewazaja w czesci grzbietowej (okotokregowej i miedzyzebrowej) zarodka
i sg wystarczajgce dla prawidlowego rozwoju mieséni tych okolic (15). Warto
jednak zaznaczy¢, ze myszy pozbawione myf-5 majg mocno niedorozwiniete
zebra (18,19). Tymczasem gen MyoD determinuje umiesnienie czesci brzu-
szno-bocznej (brzuch i konczyny) zarodka (15). Zinaktywowanie genu muf5
lub MyoD u myszy nie powoduje widocznych zmian w rozwoju miesni. Do-
piero jednoczesny brak produktéw obu tych gendéw uniemozliwia wyksztat-
cenie miobtastow (16,18).
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Miogenina jest jedynym biatkiem z rodziny myo-bHLH znajdowanym we
wszystkich dotad zbadanych komdérkach linii miesniowej (13). Odpowiada
ona za fuzje mioblastow we wildkna miesniowe. Brak miogeniny powoduje
w efekcie wyksztatcenie zaledwie niewielkiej liczby matych widkien miesnio-
wych, przy normalnej liczbie mioblastow (13,16,18). Niedobory tego biatka
nie moga by¢ zréwnowazone zwiekszeniem poziomu pozostatych biatek ro-
dziny myo-bHLH (13), a wrecz pociagajg za sobg czterokrotny spadek pozio-
mu MRF4. Poziom MyoD pozostaje normalny (19).

Sytuacja odwrotna, tj. inaktywacja genu MRF4 wywotuje natomiast ok.
pieciokrotny wzrost poziomu miogeniny w komadrkach migsniowych. Miegsnie
wyksztatcajg sie normalnie, co wskazuje, ze miogenina moze kompensowac
brak MRF4 (18). Te obserwacje wskazuja, ze dla utworzenia i/lub zachowa-
nia mioblastéw szkieletowych niezbedna jest obecnos¢ bialek myj-5 i MyaD,
natomiast miogenina i MRF4 odpowiadajg za przeksztatcenie mioblastéw we
wibkienka miesniowe (15,18). Dodatkowo genowi MRF4 przypisuje sie istotng
role w fuzji komorek satelitarnych z wiéknami miesniowymi podczas rozrostu
hipertroficznego miesnia (1).

Wedtug ostatnich hipotez historia genbw MRF przedstawia sie nastepu-
jaco: praprzodkiem rodziny jest myf-5, z ktérego wskutek duplikacji wyewo-
luowat MRF4. Z kolei duplikacja MRF4 z jednoczesng translokacjg na inny
chromosom zaowocowata powstaniem miogeniny. Podobnie MyoD jest wyni-
kiem duplikacji MRF4 i translokacji na jeszcze inny chromosom (15).

7. Inne czynniki istotne dla miogenezy

Rozwoj tkanki miesniowej jest efektem wspoétdziatania wielu réznych ge-
now i czynnikéw fizjologicznych. Poniewaz gtdwnym genem w procesie mio-
genezy, jak sie wydaje jest miogenina, przypuszczalnie zmiennos¢ genetyczna
w tym wiasnie genie odpowiada za réznice w ilosci wyksztatconych miobta-
stéw i widkien miesniowych (20). Nie mozna jednak zapominaé, ze na kazdym
etapie proliferacji i r6znicowania mioblastow, ekspresja i aktywnos$¢ czynni-
kéw MRF jest kontrolowana przez wiele innych genéw, hormondw, protoon-
kogendéw i czynnikéw wzrostowych (1). Moga one ograniczy¢ ich dziatanie
uniemozliwiajgc heterodimeryzacje biatek myo-bHLH, wiagzanie heterodime-
row z DNA i/tub aktywacje transkrypcji (21). Gruntowne ich poznanie na
poziomie molekularnym i fizjologicznym moze w przysztosci utatwi¢ ocene
i whasciwy wybdr zwierzat do selekcji.
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Molecular aspects of muscle development
Summary

An exceptional muscle development in some meat-producing animals is due to the increase
in the number of muscle fibers (hyperplasia) or increase in their individual diameter (hypertro-
phy). The genetic mechanism of the former is well known. It results from mutation in the
myostatin gene. The determination of muscular hypertrophy is poorly understood. In pigs this
phenomenon is associated with muscular hypermetabolism and contraction induced by stress.

Muscle development is controlled by genes called muscular regulatory factors. Four genes
belong to this family: myogenin, myf-3, myf-5 and MRF4. While rnyf-3 and myf-5 are responsible
for establishment and maintenance of skeletal myoblasts, myogenin and MRF4 control differen-
tiation of myoblasts into myotubes. Their activity is influenced by other genes and physiological
factors. Understanding of the mechanisms involved in myogenesis would provide a useful tool
for controlling meat production in farm animals.
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