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Streszczenie: Dystrofia migsniowa Duchenne'a (DMD) nalezy do najczestszych i najpowazniejszych w
skutkach postaci klinicznych dystrofii migsniowej. Dotychczas zaréwno molekularne podstawy choro-
by, jak i skuteczne metody jej leczenia nie zostaly w pelni poznane. Przedstawione dane sugeruja, iz
nicien Caenorhabditis elegans jest cennym modelem eksperymentalnym w zakresie badan nad DMD.
Znaczne podobienstwo w strukturze i czynnosci komoérek migsniowych poprzecznie prazkowanych
C. elegans 1 widkien migsniowych cztowieka stwarza mozliwos¢ doglebnej analizy procesu postepujacej
degeneracji mig¢sni. Wskazano na udziat kanatéw jonowych EGL-19 i BK-SLO w procesie degeneracji
migsni C. elegans. Ponadto opisano efekty mutacji gendw, ktdre sa zwiazane z tym procesem u wymie-
nionego nicienia i moga stanowi¢ punkt odniesienia w badaniach nad funkcja tych gendéw u chorych na
DMD. Podkreslono znaczenie gendw dyb-1, dyc-1 i stn-1 w procesie degeneracji migsni C. elegans.
Zwrdcono rowniez uwagg na zastosowanie C. elegans jako organizmu modelowego w badaniach skutecz-
nosci potencjalnych zwiazkéw farmakologicznych, majacych zastosowanie w terapii dystrofii mig¢snio-
wej. Wskazano na prednison, serotoning, metazolamid i dichlorofenamid jako efektywne srodki zmniej-
szajace poziom degeneracji komorek migsniowych C. elegans. Uwzgledniono wplyw transmisji synap-
tycznej, jak rowniez znaczenie wlasciwej struktury i uktadu bialek odpowiedzialnych za skurcz sarko-
meru w procesie degeneracji migsni C. elegans.

Stowa kluczowe: Caenorhabditis elegans, dystrofiamigsniowa Duchenne'a, komoérki migsniowe, degeneracja migsni.

Summary: Duchenne muscular dystrophy is one of the most frequent and most serious types of muscular
dystrophies. Both molecular aspects and efficient methods of DMD therapy are not known yet.
C. elegans is a promising experimental model in the research on DMD. The paper demonstrates important
similarities between structure and function of C. elegans and human muscle cells, which enable a more
precise analysis of the muscle degeneration process. The role of ion channels EGL-19 and BK-SLO in
muscle degeneration in C. elegans was indicated. The eftects of the dyb-1, dyc-1, stn-1 mutations which
are associated with muscle degeneration in C. elegans were also described. The knowledge of these genes
can be a promising aspect in the research on their function in human. Moreover, C. elegans was pointed
out as a model organism in research on efficiency of potential pharmacological compounds which are used
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or could be used in the therapy of DMD. The beneficial effect of prednisone, serotonine, methazolamide
and dichlorophenamide was described. The significance of synaptic transmission and proper structure of
proteins responsible for muscle contraction in C. elegans muscle degeneration were also indicated.

Key words: Caenorhabditis elegans, Duchenne muscular dystrophy, muscle cells, muscle degeneration.

1. WPROWADZENIE

Dystrofia miesniowa Duchenne'a (DMD) nalezy do grupy choréb dziedzicznych
zwiazanych z chromosomem X [48]. Uwaza si¢ ja za najcigzsza, a rdwnoczesnie
najczescie] wystepujaca posta¢ kliniczna sposrod postepujacych postaci dystrofii
migsniowych [69]. Przyczyng DMD sa mutacje w genie dystrofiny. W ich
konsekwencji dochodzi do zmian w ekspresji lub strukturze tego biatka we widknach
miesniowych, a nastepnie uposledzenia czynnosci migsni szkieletowych [48]. Gen
dystrofiny jest najwigkszym genem w komorkach ludzkich, zajmujacym prawie 0,1%
genomu ludzkiego i 1% chromosomu X [48, 50]. Dystrofina natomiast wchodzi w
sktad kompleksu bialek blonowych miocytu — DAPC (Dystrophin Associated
Protein Complex) zwiazanych z glikoproteinami macierzy zewnatrzkomorkowej [16]
i oddziatuje z filamentami aktynowymi znajdujacymi si¢ wewnatrz komorki [57].
Sugeruje sie, iz migdzy innymi odgrywa ona istotng role w utrzymywaniu wlasciwych
oddziatywan migdzy cytoszkieletem a kompleksem blonowych dystroglikanow [53],
jak rowniez zachowaniu stabilnosci btony komorkowej podczas skurczu komorek
miesniowych [29]. Szczegdlna role w nieprawidtowym funkcjonowaniu komorek
pozbawionych dystrofiny przypisuje si¢ jonom wapnia. Zaburzenie homeostazy
wapniowej [40], a zwlaszcza nadmiar tych jonow bywa uznawany za jeden z
czynnikéw odpowiadajacych za stopniowa degeneracj¢ i martwice miocytow [67].
Przypuszcza sig¢ takze, iz brak dystrofiny moze wigza¢ si¢ ze zmianami w prze-
puszczalnosci sarkolemmy, a w konsekwencji zaburzeniami w transporcie jonéw Ca®*
[40], jak rowniez w prawidlowym wigzaniu enzymdéw [28]. Niestety, mimo wie-
loletnich badan molekularne mechanizmy tkwiace u podstawy rozwoju klinicznej
postaci DMD nie sa w pelni wyjasnione, a w konsekwencji nie zostaly jeszcze
opracowane metody skutecznej terapii.

Jednym z organizméw modelowych w badaniach nad dystrofia mig$niowa jest
Caenorhabditis elegans. Nicien ten byl pierwszym wielokomérkowym organizmem,
ktorego genom zostal zsekwencjonowany [9]. Dowiedziono, iz 60-70% genow
cztowieka ma swdj odpowiednik w genomie C. elegans [64]. Podobienstwo to dotyczy
rowniez DNA komorek migSniowych poprzecznie prazkowanych. Mozna zatem
przypuszczad, iz funkcjonowanie mig$ni nicienia i czlowieka, a takze ich dysfunkcja
w stanach patologicznych wykazuja podobienstwo [36]. Podkresla si¢ liczne zalety
C. elegans jako modelu badawczego [21]. Zaréwno jego niewielki rozmiar (ok. 1
mm), nieskomplikowane warunki hodowli, jak i krotki cykl zyciowy znacznie ulatwiaja
prowadzenie badan, a w szczego6lnosci badan opartych na uzyskanych mutantach
C. elegans. Jedna z istotnych cech warunkujacych przydatnos¢ C. elegans jako
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organizmu modelowego w badaniach nad DMD jest przezroczysto$¢ powlok ciata,
ktora umozliwia obserwacje komorek migsniowych przy zastosowaniu zrdznicowanych
technik mikroskopowania zarowno in vivo, jak i post mortem.

2. PODQBIENSTWA I ROZNICE W BUDOWIE KOMOREK
MIESNIOWYCH POPRZECZNIE PRAZKOWANYCH
C. elegans 1 LUDZKICH

W organizmie C. elegans wystepuja zarowno miesnie gladkie, jak i poprzecznie
prazkowane [36]. Jednakze dla wykorzystania C. elegans jako organizmu modelo-
wego w badaniach nad DMD szczegolnie istotne jest porownanie budowy moleku-
larnej komorek migsni poprzecznie prazkowanych z odpowiadajacymi im wioknami
migsniowymi czlowieka. W komorkach miesniowych C. elegans stwierdza sie
wystepowanie bialek, takich jak aktyna i miozyna, budujacych filamenty cienkie i
grube, a takze prazka M, zorganizowanych w powtarzajace si¢ elementy — sarkome-
ry, przypominajace sarkomery miocytow ludzkich (ryc. 1) [46].

Sarkomer ograniczaja z obu stron tzw. ciatka geste (ang. dense bodies), ktore
w swojej strukturze i funkcji odpowiadaja elementom budowy miocytéw ssakow —
tzw. dyskom Z (prazkom Z) i kostamerom. Dyskiem Z u ssakow okresla sig
struktury ograniczajace poszczegdlne sarkomery, wielokrotnie powtarzajace si¢
wzdhuz miofibryli. Do najistotniejszych pod wzgledem ilosciowym bialek obecnych
w dysku Z ssakow zalicza si¢ o aktyning [38]. Istotng cze$¢ struktury dysku
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RYCINA 1. Budowa sarkomeru dorostego osobnika C. elegans (opracowanie wlasne na podstawie [46])
FIGURE 1. Construction of adult C. elegans sarcomere (own work based on [46])
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RYCINA 2. Schemat obrazujacy gléwne elementy budowy kostameru ssakéw (opracowanie wlasne na
podstawie [57]): ECM — macierz zewnatrzkomorkowa, SL — sarkolemma, Na”/K™-ATPaza — pompa
sodowo potasowa, DG — dystroglikany, SG — sarkoglikany, ANK — ankiryna, SPEC — spektryna, DYS —
dystrofina, ACT — a-aktynina, VIN — winkulina, TAL — talina

FIGURE 2. The main elements of mamalian sarcomere (own work based on [57]): ECM — extracellular
matrix, SL — sarcolemma, Na*/K*-ATPase — Na"/K* pump, DG — dystroglycans, SG — sarcoglycans,
ANK — ankyrin, SPEC — spectrin, DYS — dystrophin, ACT — «-actinin, VIN — vinculin, TAL — talin

stanowig takze titina i nebulina [11, 38]. Kostamery natomiast to kompleksy biatek
adhezyjnych (ryc. 2), ktére umozliwiaja kontakt dyskow Z ze srodowiskiem
zewnatrzkomorkowym [18, 36, 59]. Molekularna budowg kostameréw w komorkach
ssakow i cialek gestych w miocytach C. elegans cechuja znaczne podobienstwa,
dotyczace zaréwno rodzaju, jak i funkcji tworzacych je bialek [36]. Przyktady
biatek wystepujacych w kostamerze ssakdw i ich homologi obecne w ciatku gestym
C. elegans przedstawiono w tabeli 1.

Za gldwna funkcje bialek obecnych zaréwno w strukturze kostameru oraz dysku
Z ssakéw, jak i bialek obecnych w ciatku gestym C. elegans uwaza si¢ przede
wszystkim ich udzial w transdukcji generowanej sity (ang. force transduction) [36].
Rownoczesnie struktury te uczestnicza w przekazie zewnatrzkomoérkowych sygna-
16w, umozliwiajacych uruchomienie szlakow sygnalizacyjnych [54, 59] wewnatrz
komorek, odpowiedzialnych za prawidlowe funkcjonowanie miocytow, jak rowniez
wlasciwa ekspresje wybranych genéw w tych komorkach [36]. Do biatek znajduja-
cych si¢ na obszarze kostamerow w miocytach czlowieka zalicza si¢ takze dystrofing
zasocjowang z kompleksem DAPC (ryc. 3) [57].
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TABELA 1 Przyklady bialek obecnych w ciatku gestym w sarkomerach C. elegans iich
odpowiedniki w miocytach ludzkich (opracowanie wiasne na podstawie literatury)
TABLE 1. Examples of proteins in dense body in C. elegans sarcomer and their human

counterparts (own work based on literature)

Przykladowe bialka obecne Przykladowe biatka Literatura
w cialku gestym C. elegans | wystepujace w kostamerze ssakow

PAT-2 a-Integryna [43]
PAT-3 p-Integryna (68]
DEB-1 Winkulina [4]
ATN-1 a-Aktynina [4, 20]
Talina Talina [47]
UNC-112 Mig-2 [56]
PAT-4 ILK [39]
UNC-97 PINCH [32]
PAT-6 Aktopaksyna [37]

Zaréwno we wioknach migsniowych czlowieka, jak i komodrkach C. elegans
zidentyfikowano obecnos¢ dystrofiny, jak réwniez okreslono jej lokalizacje [6, 16,
31]. Dystrofina w komoérkach ludzkich jest biatkiem skladajacym si¢ z 3685
aminokwaséw [34], ktore wystepuje w réznych formach powstalych w wyniku
aktywnosci odrgbnych promotoréw [1]. Poza kilkoma skroconymi i obecnymi
wylacznie w komorkach uktadu nerwowego wariantami tego biatka zidentyfikowano
trzy izoformy catkowitego transkryptu dystrofiny rozniace si¢ jedynie krotka sekwen-
cja konca aminowego. Sa to: dystrofina M (wystepujaca w migsniach), dystrofina
C (ulegajaca ekspresji w korze mozgowej i hipokampie) i dystrofina P (biatko
podlegajace ekspresji w migs$niach, korze mozgowej i komorkach Purkinjego) [48].
Dystrofina wystepuje w komodrkach migsnia sercowego, migsniach gladkich, neuro-
nach [64] i w obszarach kostameru komodrek migsni szkieletowych [35, 64]. We
wldknach mig$niowych poprzecznie prazkowanych biatko to zlokalizowane jest w
obszarze przyblonowym, gdzie przez N-koniec wiaze si¢ z szkieletem aktynowym
(aktyna), natomiast C-koniec zakotwiczony jest w blonie komorkowej [6] asocjujac
z kompleksem biatek blonowych (DAPC). Struktura DAPC we wtoknach migsnio-
wych czlowieka obejmuje nastepujace proteiny: ¢ i f dystroglikany, jak réwniez
cztery lub pie¢ sarkoglikandéw a, 3, v, 0, (¢) [16, 31] sarkospan, dystrobrewing (2),
syntrofiny (a1, 81) i synkoling [16, 29] (rys. 3). Dystrofina bezposrednio wiaze si¢
z wymieniona dystrobrewing i syntrofing [2, 14, 30, 58, 63]. Zauwaza si¢ takze
interakcje miedzy syntrofing nalezaca do opisywanego kompleksu i obecna we
wioknach miesniowych syntaza azotu -nNOS [33]. Funkcja dystrofiny nie jest w
pelni poznana. Jak juz wspomniano, biatko to odgrywa zasadnicza role w zachowaniu
stabilnosci i integralnosci sarkolemmy podczas skurczu wtokien migsniowych [28].
Istniejg réwniez hipotezy [15, 35], iz dystrofina odpowiedzialna jest za prawidlowa
lokalizacje pozostatych bialek, uczestniczacych w przekazie sygnatéw komorkowych,
jak réwniez bioracych udzial w skurczu widkna miesniowego. W zwiazku z
powyzszym sugeruje si¢ [15, 35], iz przyczyna postgpujacej degeneracji wiokien
miesniowych moze by¢ nie tylko destabilizacja sarkolemmy wywotana brakiem
dystrofiny, lecz rowniez dezintegracja Srodowiska wewnatrzkomorkowego zwiazana
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RYCINA 3. Porownanie modeli budowy komplekséw DAPC i DGC ssakow i C. elegans (opracowanie
wlasne na podstawie [30, 31])

FIGURE 3. Comparison of DAPC and DGC complexes construction in mammals and C. elegans (own
work based on [30, 31])

z zaburzeniem architektury i powiazan migdzy poszczegdlnymi elementami szkieletu
biatkowego widkien migsniowych.

W komérkach migsniowych C. elegans wystepuje gen homologiczny do genu
dystrofiny cztowieka (dys-1). Biatko DYS-1 zlokalizowane jest w poblizu wewngtrznej
strony blony komodrek migsniowych C. elegans, gdzie stanowi cze$¢ kompleksu DGC
(ang. Dystrophin-Glycoprotein Complex), okreslanego czasem takze kompleksem
DAPC [35]. Budowa tego kompleksu u C. elegans w pordwnaniu z budowa DAPC
u cztowieka jest mniej zlozona (ryc. 3). W strukturze catego kompleksu DGC u C.
elegans zidentyfikowano nastgpujace biatka: dystrofing, jedng czasteczke dystroglikanu,
1-3 sarkoglikany (jeden 6 lub y i prawdopodobnie jeden ¢ i jeden f3), dwie czasteczki
syntrofiny (a lub B i jedna y), jedna czasteczke dystrobrewiny. Nie stwierdzono
obecnosci sarkospanu [31]. Roznice wystepuja takze w lokalizacji kompleksu DAPC i
DGC w przypadku ssakow i C. elegans.

W komoérkach migsniowych C. elegans biatka te prawdopodobnie nie naleza
do integralnej czesci ciatka gestego, a kompleks DGC zlokalizowany jest w poblizu
tej struktury [35]. Natomiast we widknach migsniowych ssakow, biatkka DAPC
stanowia integralna czes¢ kostameru [35, 52]. W komorkach migsni C. elegans
nie stwierdzono takze bezposredniego oddziatywania syntrofiny i dystrofiny [30],
podczas gdy w ludzkich wldknach miesniowych syntrofina wiaze si¢ z dystrofing
w sposob bezposredni [2, 30, 63]. Pomimo wskazanych réznic pomiedzy komplek-
sami DGC i DAPC, cechuje je duze podobienistwo w ukladzie i strukturze obecnych
w nich bialek (por. ryc. 3). Syntrofing, dystrobrewine i d/y sarkoglikan komorek
C. elegans charakteryzuje wysoka homologia w stosunku do tych bialek wys-
tepujacych we widknach migsniowych ssakow [31]. Zaréwno w przypadku widkien
migsniowych cztowieka, jak i komoérek C. elegans dystrofina i dystrobrewina
oddziatuja ze soba [23]. Wystepuja takze interakcje syntrofiny i dystrobrewiny w
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obu typach komorek [24, 30, 58]. Prawdopodobnie rowniez w obu przypadkach
(komoérkach ludzkich i C. elegans) dystrofina oddzialuje z S-dystroglikanem.
Natomiast kwestia interakcji dystrofiny z czasteczkami sarkoglikandw pozostaje
niewyjasniona [31].

3. PODSTAWY GENETYCZNE POSTEPUJACEJ DEGENERACIJI
MIESNI Caenorhabitis elegans

3.1. Mutacje dys-1 i dys-1, hlh-1 — degeneracja miesni C. elegans jako
wynik dysfunkcji kanatéw jonowych

Jak wczesniej wspomniano, dystrofia miesniowa Duchenne'a (DMD) jest efektem
mutacji w genie dystrofiny polozonym w regionie Xp21. Okoto 60% wystepujacych
w tym genie mutacji stanowig delecje, obejmujace przewaznie kilkanascie egzonow.
Mutacje punktowe pojawiaja si¢ w ponad 30%, natomiast duplikacje stanowig ok.
6% wystepujacych mutacji. W przypadku DMD w wyniku wymienionych uszkodzen
dochodzi do istotnych zmian w ekspresji tego biatka w migsniach [48]. Konsekwencja
jest stopniowa degeneracja miocytow, a w rezultacie dysfunkcja uktadu ruchowo-
miesniowego. W komorkach C. elegans dystrofina kodowana jest przez homolo-
giczny do wystepujacego w komorkach ludzkich, gen dys-1 [7]. Osobniki z mutacja
w wymienionym genie cechujg nadaktywnos$¢ i nadmierny skurcz migsni (ang.
hipercontraction). Wskazany fenotyp zwiazany jest bezposrednio z brakiem ekspresji
tego biatka w komorkach migsniowych [28]. Jednakze osobniki te charakteryzuja
si¢ bardzo niewielkimi zmianami zarowno w strukturze tkanki mig$niowej, jak i w
pracy ukladu ruchowego w poréwnaniu z kontrolnymi osobnikami C. elegans.
Prawdopodobnie, nikly stopien degeneracji miesniowej mutantéw dys-I wynika z
krotkiego okresu zycia osobnikow, a w rezultacie braku mozliwosci rozwoju choroby
na poziomie tkanki i catego organizmu [7]. Natomiast zaobserwowane u mutantow
dys-1 zmiany fenotypowe (nadaktywnos¢, nadmierny skurcz mig$ni) moga by¢
zwiazane ze zmniejszeniem aktywnosci enzymu acetylocholinoesterazy, metabolizu-
jacego acetylocholing do choliny i reszt kwasu octowego. W organizmie C. elegans
wyroznia si¢ 3 klasy tego enzymu A(ACE-1), B(ACE-2), C(ACE-3) rozniace si¢
migdzy innymi masg czasteczkowa i skladem podjednostkowym poszczegdlnych form
[55]. Podjednostki zawierajace miejsca aktywne enzymow klasy A, B, C sa
odpowiednio produktami gendw ace-1, ace-2, ace-3. Zidentyfikowano takze gen
ace-4, kodujacy prawdopodobnie nieaktywna forme biatka [55]. Natomiast za
najistotniejsze z punktu widzenia aktywnosci enzymatycznej uwaza si¢ enzymy
klasy ACE-1 i ACE-2. Obecno$¢ ACE-1 (ekspresje ace-1) potwierdzono przede
wszystkim w komorkach migsniowych [28], natomiast ekspresje ace-2 zidentyfi-
kowano gtéwnie w neuronach [3]. Osobniki dys-1 charakteryzuja si¢ obnizeniem
aktywnosci acetylocholinoesterazy, jak rowniez zwiekszona wrazliwoscia na inhibitor
acetylocholinoesterazy (aldikarb) i acetylocholing. Bezposrednia przyczyng zmniejszenia
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aktywnosci acetylocholinoesterazy u osobnikéw z mutacja dys-I moze by¢ miejscowa
dezorganizacja sarkolemmy wynikajaca z braku bialka dystrofiny, a w konsekwencji
niewlasciwa lokalizacja i oddziatywanie tego enzymu z elementami blony komdrkowej [28].
Pomimo braku jednoznacznych podobienstw w poszczegdlnych klasach acetylo-
cholinoesterazy C. elegans i cztowieka [55], analizujac genetyczne podobienstwa migdzy
komorkami C. elegans a komérkami ludzkimi, nalezy zwrdci¢ uwage na inne zbieznosci
wystepujace w uktadzie cholinergicznym nicienia i czlowieka [61]. W zwigzku z
powyzszym, wywolana brakiem dystrofiny dysfunkcja acetylocholinoesterazy C. elegans,
bedacej elementem funkcjonalnym tego ukladu, moze stanowi¢ punkt rozwazan w
badaniach nad dystrofia mig¢$niowa Duchenne'a u czlowieka.

W badaniach degeneracji migsni C. elegans porownano osobniki ujawniajace
fenotypowo mutacje dys-1 z osobnikami, u ktérych (poza mutacja w genie dystrofiny)
indukowano dodatkowa mutacj¢ genu Alh-1. Gen hlh-1 koduje jeden z podstawowych
czynnikow transkrypeyjnych (ang. basic-helix-loop-helix transcription factor) [49] —
biatko MyoD — nalezace do grupy protein regulujacych proces réznicowania si¢ migsni
(ang. MRfs-myogenic regulatory factors) [17]. Wystepuja istotne roznice w strukturze
mig$ni mutantéw dys-1 i dys-1; hlh-1. Zwierzgta z podwdjna mutacja dys-1,; hih-1
cechuja si¢ znacznymi i postepujacymi zmianami degeneracyjnymi w strukturze komorek
migsniowych [26, 42]. Analizujac molekularne aspekty procesu degeneracji migsni
C. elegans istotny jest zwiazek tego procesu z prawidlowym funkcjonowaniem kanatu
Ca*" bramkowanego napieciem (EGL-19) [42]. Inaktywacja tego kanatu (w drodze
interferencji RNA) osobnikow dys-1; hlh-1 znacznie redukuje ilo$¢ zdegenerowanych
komoérek migsniowych. Powyzsze badania potwierdzaja, iz wapn moze by¢ réwniez
istotnym czynnikiem wplywajacym na progresj¢ DMD u ludzi [42].

W przypadku analizy funkcji kanatow jonowych C. elegans i ich zwigzku z
procesem degeneracji migsni, zwrocono takze uwagge na kanaly potasowe z rodziny
BK (Slo) bramkowane napieciem i jonami Ca’* [7]. Rodzina kanatéw SLO C. ele-
gans reprezentowana jest przez dwa kanaty SLO-1, SLO-2, kodowane odpowied-
nio przez geny slo-1 i slo-2. Obecnos$¢ kanatéw SLO-1 zidentyfikowano m.in. w
obszarze cialek gestych w komorkach mig$niowych C. elegans. Mutanty slo-1 wy-
kazuja identyczne zmiany fenotypowe jak mutanty dys-1. Zwierzgta te cechuje
nadaktywnos¢ i tendencja do utrzymywania si¢ nadmiernego skurczu migsni.
Natomiast podwojne mutanty hlh-1; slo-1, podobnie jak mutanty dys-1; hilh-1
charakteryzujg sie wyraznymi zmianami degeneracyjnymi w strukturze komorek
miesniowych. Réwnoczesnie stwierdzono, iz nadekspresja biatka SLO-1 prawdopo-
dobnie moze niwelowac stopien zniszczenia migsni osobnikéw z mutacja w genach
dys-1 1 hilh-1 [7]. Biorac pod uwage wykazana lokalizacj¢ kanatu SLO-1 (obszar
cialka gestego), a takze doniesienia [12, 13, 65], potwierdzajace funkcjonalne
zaleznosci miedzy niektorymi biatkami kompleksu DGC (zlokalizowanego prawdopo-
dobnie w poblizu ciatka gestego) a kanatami jonowymi, przypuszcza sie rowniez, iz
moga istnie¢ posrednie lub bezposrednie interakcje migdzy biatkami SLO-1 a dystro-
fing znajdujaca sie w wymienionym kompleksie biatek. Co wiecej, okazato si¢ [7],
iz dystrofina oddziatuje z winkulina — bialkiem wchodzacym w skilad ciatka gestego.
W zwiazku z powyzszym wskazuje si¢ na prawdopodobna zaleznos¢ migdzy brakiem
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RYCINA 4. Model wzajemnych oddziatywan bialek z kompleksu DGC i kanatu Slo-1 (opracowanie
wlasne na podstawie [7])

FIGURE 4. Model of mutual interactions between proteins of DGC complex and Slo-1 channel (own
work based on [7])

biatka DYS-1, w konsekwencji dezorganizacja struktury DGC a dysfunkcja kanatu
SLO (ryc. 4). W zwiazku z powyzszymi doniesieniami sugeruje si¢, iz brak dystrofiny
w przypadku postepujacej degeneracji komorek migsniowych C. elegans moze
skutkowa¢ dysfunkcja kanatu SLO-1 [7], a w konsekwencji odgrywac istotna role
w progresyjnej degeneracji miesni.

3.2. Mutacje w grupie genow dys-1 — znaczenie biatek wspodtdziatajacych
z dystrofing w procesie degeneracji migsni

Opisany powyzej fenotyp osobnikdéw C. elegans charakteryzujacych si¢ nadmierng
aktywnoscia 1 wzmozonym napieciem mig$ni nie dotyczy wylacznie mutantow
dys-1 1 slo-1. Wykazano [7, 26, 31], iz wspomniane cechy pojawiaja si¢ u C. elegans
takze jako efekt mutacji w nastepujacych genach: dyb-1 (dystrobrewiny),
stn-1(syntrofiny), sgn-1(0/y sarkoglikanu), dyc-1 (bialko spokrewnione z ludzkim
biatkiem CAPON), a takze snf-6 (transporteru acetylocholiny). W zwiazku z widocznym
podobienstwem cech fenotypowych tych osobnikéw do cech ujawniajacych si¢ w
przypadku osobnikow z mutacja w genie dys-1, geny te okreslono jako ,.,grupg genow
dys-17 (ang. dys-1 group of genes). Pomimo ze bialka bedace produktem ekspres;ji
gendw tej grupy wystepuja zardwno w komorkach migsniowych, jak i nerwowych
C. elegans, fenotypy wymienionych mutantow wynikaja z zaburzen ekspresji
przytoczonych genow w komdrkach mig$niowych [7]. We wszystkich przypadkach
wykazanych mutacji stwierdzono nadwrazliwos¢ mutantow na aldikarb (inhibitor
acetylocholinoesterazy) [6], co sugeruje zmiany w transmisji cholinergicznej tych
osobnikéw. Nadekspresja niektorych genow, np. dyc-1 i dyb-1 moze czg$ciowo
kompensowa¢ mutacje dys-1 i brak biatka dystrofiny. W przypadku tej nadekspres;ji,
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u podwdjnych mutantow dys-1; hlh-1 zauwazono mniejszy stopien degeneracji
komorek migsniowych w poréwnaniu z mutantami dys-1,; hlh-1, u ktorych nie
wywolano nadekspresji dyc-1 lub dyb-1 [25, 26]. W zwiazku z powyzszym,
wielowymiarowa analiza wzajemnych powiazan i podobienstw funkcjonalnych migdzy
biatkami bedacymi efektem ekspresji genow dyc-1 i dyb-1 a dystrofing wydaje sie
by¢ cennym punktem odniesienia w badaniach nad DMD.

3.3. Zanik ekspresji gendw dyb-1, dyc-1, stn-1 jako istotny czynnik w
przebiegu degeneracji miesni C. elegans

Nadekspresja gendw dyb-1 i dyc-1 kompensuje w duzej mierze brak biatka
dystrofiny [25,26]. Moga one odgrywacé istotna role w procesie postgpujacej
degeneracji migsni C. elegans. Dystrobrewina, za ktorej ekspresje odpowiada gen
dyb-1, wystepuje w komorkach migsniowych, w kompleksach biatek DGC (DAPC)
zarowno ssakow, jak i C. elegans. Chorych na DMD cechuje nizszy poziom
dystrobrewiny lub tez stwierdza si¢ jej catkowity brak w obszarze sarkolemmy [44].
Natomiast w przypadku C. elegans, pomimo iz gen dyb-1 wykazuje 38%
podobienstwa do genu wystepujacego u ssakow, nie wykazano zaleznosci migdzy
brakiem dystrofiny a poziomem biatka dystrobrewiny [25]. Zaobserwowano natomiast
istotne analogie w fenotypie pojedynczych mutantéw dys-1 i dyb-1. Jak wyzej
wspomniano, mutacja w genie dyb-1 u C. elegans wywoluje podobne zmiany w
zachowaniu tych osobnikow, jak w przypadku mutantow dys-1, tj. nadaktywnos¢ i
nadmierny skurcz mig$ni. Co wigecej mutanty dyb-1 cechuje zmieniona transmisja
cholinergiczna [27]. U osobnikdéw tych wystepuja nadwrazliwos¢ na inhibitor acetylo-
cholinoesterazy (aldikarb), zwigkszona wrazliwo$¢ na acetylocholing i na redukcje
poziomu acetylocholinoesterazy. Rownoczesnie, podobnie jak w przypadku mutantow
dys-1 nie wykazano znacznego uszkodzenia tkanki mig$niowej u tych osobnikow.
Natomiast podwdjne mutanty dyb-1; hlh-1 wykazujq istotne podobienstwa do
fenotypu dys-1,;hlh-1. Osobniki te cechuja nieskoordynowane ruchy i postepujaca
w czasie degeneracja komoérek miesniowych [27], charakteryzujaca si¢ jednakze
mniejszym nasileniem niz w przypadku mutacji dys-1, hlh-1 [30]. Powyzsze rezultaty
moga wskazywac¢ zatem na funkcjonalny zwiazek dystrofiny i dystrobrewiny.

Interesujace zaleznosci wykazano w przypadku analizy funkcji biatka DYC-1. Jest
to biatko strukturalnie podobne do biatka CAPON (ang. closest relative to CAPON)
syntetyzowanego w neuronach i w migsniowych komoérkach satelitarnych kregow-
cow [33, 60]. W komodrkach nerwowych kregowcow CAPON odgrywa rolg biatka
adaptorowego dla syntazy azotu (nNOS), umozliwiajac wlasciwe oddziatywanie z
biatkiem z grupy biatek G — DEXras1 [19]. Znaczenie biatka CAPON w fizjologii
wiokien migsniowych kregowcdw nie zostato w petni poznane [60]. W organizmie
C. elegans biatko DYC-1 jest obecne zardéwno w komorkach nerwowych, jak i w
komorkach migsniowych. W tych ostatnich wystepuje ono w poblizu cialek gestych,
a prawdopodobnie réwniez fizycznie oddziatuje z ta struktura [35]. Potwierdzono
wzajemne interakcje migdzy bialkiem DYC-1 a biatkiem ZYX-1 obecnym w ciatku

gestym (ryc. 5) [35].
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Jak juz wspomniano, mutacja w genie TABELA 2. Poréwnanie stopnia
dyc-1 wyksztalca podobny fenotyp osobnikdw, —degeneracji migsni u osobnikow
jak w przypadku mutacji w genie dys-/. 2 Wprowadzona mutacja w genach
. . grupy dys-1" i w grupie kontrolnej
Mutanty dyc-1 charakteryzuja si¢ nadwraz- (opracowanie wlasne na podstawie
liwoscia na aldikarb [7]. W konsekwencji [30, 35])
wprowadzenia dodatkowej mutacji w genie TABLE 2.Comparison between muscle
hlh-1 u osobnikéw dyc-1, podobnie jak w degeneration level in C. elegans
rs , specimen with mutation in genes
przypadku podwdjnych mutantéw dys-1, hlh-

. . of "dys-1 group" and in control sample
1 i dyb-1; hlh-1 tkanka migSniowa ulega (own work based on [30, 35])

stopniowej degeneracji [26]. Ponadto, nadeks-  |Genotyp Srednia liczba

presja biatka DYC redukuje poziom uszko- zdegenerowanych
dzen w tkance mig$niowej mutantéw dys-1; komérek migsniowych
hih-1 [26]. Biorac pod uwage powyzsze zalez- C. elegans

nosci, tj. podobienstwo fenotypéw mutantow Ei J 8

dys-1 i dyc-1, jak rowniez lokalizacje i fizyczne |5 0.1 0.1
interakcje biatka DYC-1 z biatkiem ZYX-1 |dys-1;hlh-1 11,5+ 0.8
przypuszcza sie, iz moze istnie¢ funkcjonalny — s77-1; hih-1 2,2£0,5

i/albo fizyczny zwiazek pomigdzy dystrofina, dyb-1; hih-1 3,3 £04

biatkiem DYC-1 i ciatkiem gestym [35].

Pomimo iz nie wykazano bezposredniego oddziatywania migdzy biatkiem DYC-1 i
DYS-1, zaktada si¢ hipoteze, iz brak dystrofiny moze w sposob posredni destabilizowaé
biatko DYC-1, wplywajac na zaburzenie funkgji i struktury ciatka gestego, jak rowniez
catego sarkomeru, co w rezultacie mogloby by¢ przyczyna degeneracji komorki
migs$niowej [35].

Omawiajac biatka, ktére moga odgrywac potencjalng role w procesie degeneracji
miesni C. elegans, warto wspomnie¢ takze o syntrofinie. W miocytach cztowieka
syntrofiny sg biatkami, wystepujacymi podobnie jak w przypadku miocytéw C. ele-
gans, w kompleksie DAPC/DGC [30]. Jednakze, prawdopodobnie wylacznie w
komorkach ludzkich proteiny te zdolne sa do bezposredniego wiazania si¢ z dystrofing
[30]. W miocytach czlowieka syntrofina oddzialuje z syntaza tlenku azotu nNOS.
W przypadku braku syntrofiny, wystepuja znaczne zaburzenia w lokalizacji tego
enzymu [30]. Podobne zjawisko nieprawidtowej lokalizacji nNOS zaobserwowano
réwniez w przypadku braku dystrofiny [66].

C. elegans jest organizmem, ktérego gen stn-1, podobnie jak wyzej opisane geny
dyb-1 1 dyc-1 nalezy do grupy genéw, ktorych mutacja wywoluje charakterystyczne
zmiany w fenotypie, tj. nadaktywnos¢ i nadmierny skurcz migs$ni [27]. Badania na
podwdjnych mutantach stn-1; hlh-1 wykazaly, iz syntrofina odgrywa znaczaca role
w procesie degeneracji komorek migsniowych. Co wigcej, pordwnywalny stopien
zaawansowania degeneracji migsni osobnikow stn-1; hlh-1 1 wczesniej opisanych
mutantow dyb-1; hilh-1 (tab. 2), jak réwniez liczne eksperymenty na mutantach
dys-1, stn-1, dyb-1 wskazuja na prawdopodobny zwiazek funkcjonalny migdzy
syntrofing i dystrobrewing i silniejsze zaleznosci miedzy tymi biatkami niz w
przypadku syntrofiny i dystrofiny [30] (tab. 2).
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RYCINA 5. Lokalizacja i interakcje biatka DYC-1 (opracowanie wlasne na podstawie [35]):
SL— sarkolemma, ECM — macierz zewnatrzkomorkowa, DSG — ang. Dystrophin-Glycoprotein Complex
FIGURE 5. Localisation and interactions of the DYC-1 protein (own work based on [35]): SL — sarco-
lemma, ECM — extracellular matrix, DSG — Dystrophin-Glycoprotein Complex

Poza wskazang rola syntrofiny w komdrkach miesniowych C. elegans, prawdopo-
dobnie biatko to moze posrednio wplywac na aktywnos$¢ wczesniej wskazanych
kanatéw wapniowych EGL-19 spowalniajac naptyw jonéw Ca®* do komérek [30],
co w zwiazku z sugerowanym znaczeniem jonéw wapnia w procesie DMD moze
stanowi¢ kolejny krok w pelnym zrozumieniu molekularnych aspektoéw tej choroby.

4. C. elegans A MOZLIWOSCI TERAPII DMD

C. elegans jako organizm modelowy moze znalez¢ zastosowanie nie tylko w
wyjasnieniu molekularnych przyczyn dystrofii migsniowej Duchenne'a, lecz rowniez
w poszukiwaniu potencjalnych metod terapii tej choroby. Dotychczas nie zostaly
poznane skuteczne metody leczenia DMD, zar6wno powstrzymujace, jak tez
catkowicie eliminujace objawy choroby. Powszechnie stosowane sa farmaceutyki z
grupy steroidéw (prednizon, deflazakort) [10, 62], ktére jedynie opdzniaja proces
degeneracji migsni. Ze wzgledu na wielokierunkowos¢ dziatania powyzszych lekow,
mechanizm ich korzystnego wptywu w przypadku leczenia DMD nie zostal
jednoznacznie okreslony [21]. Zwiazki te moga redukowaé nadmierny naptyw jonow
Ca*' [51], ktore biorg udziat na przyklad w aktywacji proteaz odpowiedzialnych za
procesy degeneracyjne we widknach miesniowych [67]. Pozytywny efekt terapeu-
tyczny prednizonu osiagnigto rowniez w przypadku eksperymentow na C. elegans
dys-1; hlh-1 [21], co réwniez potwierdza znaczne podobienstwo mechanizmow
odpowiedzialnych za funkcjonowanie uktadu migsniowego cztowieka i C. elegans.

Niedawne badania [8] nad nadmienianym wielokrotnie mutantem C. elegans
dys-1; hlh-1 wskazuja na serotonine, jako czynnik hamujacy postgpujacy proces
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degeneracji miesni tych osobnikdéw. Udowodniono skutecznos¢ zwiazkow chemicz-
nych podwyzszajacych poziom endogennej serotoniny: fluoxetyny (Prozac), imipra-
miny i trimipraminy. Nie uzyskano natomiast pozytywnych rezultatow w przypadku
zastosowania dopaminy i oktopaminy. Zbadano takze skutecznos$¢ egzogennych
agonistow receptorow serotoniny. Poprawa kondycji komorek migsniowych (w
mniejszym zakresie niz w przypadku zastosowania serotoniny) nastapita w przypadku
zastosowania m-chloropentylu piperazyny i N-metylo-quipazyny. Nalezy jednakze
zaznaczy¢, iz wymienione zwiazki skuteczniej hamuja proces degeneracji migsni
C. elegans niz wspomniany prednizon [8]. Najnowsze badania wskazuja ponadto
na dwa inne farmaceutyki hamujace proces degeneracji komoérek migsniowych
mutantow dys-1(cx18); hlh-1(cc561). Inhibitory anhydrazy weglanowej z grupy
sulfonamidéw: metazolamid — MTZ (ang. methazolamide) i1 dichlorofenamid —
DCPM (ang. dichlorophenamide), istotnie wplywaja na zmniejszenie liczby
zdegenerowanych komorek migsniowych osobnikow z mutacja dys-1 w poréwnaniu
z osobnikami z grupy kontrolnej [22].

Rozwazajac przyczyny postepujacej degeneracji migsni osobnikéw pozbawionych
dystrofiny, jak rowniez potencjalne metody terapii DMD wskazuje si¢ [45] na istotng
role czynnikow molekularnych odpowiedzialnych za bezposrednie wywotanie skurczu
komorek migsniowych. W przypadku zablokowania skurczu miocytéw poprzez
miejscowe wprowadzenie toksyny tezca wystgpito zmniejszenie stopnia degeneracji
tych komorek [45]. Denerwacja migsni, a tym samym inhibicja skurczu moze wigc
wywolywaé zmiany w ekspresji genow odpowiedzialnych m.in. za procesy metabo-
liczne, degradacje biatek i proces apoptozy w miocytach [5]. W zwigzku ze znacznym
podobienstwem zaréwno pod wzgledem anatomicznym, jak i fizjologicznym migs$ni
cztowieka i C. elegans sprawdzono takze [41], w jakim stopniu inhibicja skurczu
miocytéw wplywa na procesy degeneracji tkanki migsniowej mutantow C. elegans
dys-1; hlh-1. W powyzszym celu indukowano dodatkowe mutacje w genach kluczo-
wych z punktu widzenia skurczu komoérek migsniowych: unc-13, unc-29, unc-38,
egl-19, unc-2, unc-68 unc-89, unc-22, unc-96, lev-11, pat-10 [41]. Funkcjonalne
i uogolnione znaczenie biatek, za ktorych ekspresj¢ odpowiadaja powyzsze geny
zobrazowano na rycinie 6.

We wszystkich analizowanych przypadkach wystapito zmniejszenie liczby
zdegenerowanych komorek migesniowych. Silng supresj¢ procesu degeneracji obser-
wowano u mutantdw unc-89 (Unc-89, ang. obscurin), unc-22 (Unc-22, ang.
twitchin), unc-96 (Unc-96, bialko linii M), natomiast w przypadku mutantow /lev-
11 1 pat-10 proces ten zostal catkowicie zahamowany. Powyzsze rezultaty moga
Swiadczy¢ zatem, iz proces degeneracji mig$ni zwigzany z brakiem dystrofiny u
C. elegans scisle wiaze si¢ z nienaruszong struktura i ukladem biatek odpowie-
dzialnych za skurcz sarkomeru [41].

C. elegans jako organizm modelowy moze znalez¢ zastosowanie w poszukiwaniu
nowych terapii DMD. Zblizona struktura miocytéw C. elegans oraz czlowieka
zarowno w zakresie rodzaju biatek, jak réwniez ich uktadu i wzajemnych oddziatywan
stwarzaja perspektywe wnikliwej analizy dysfunkcji migsni przy braku ekspresji genu
dystrofiny w przypadku obu organizmow. Co wigcej, istotne podobienstwo genow
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RYCINA 6. Funkcjonalne znaczenie bialek: UNC-13, UNC-29, UNC-38, EGL-19, UNC-2, UNC-68,
UNC-89, UNC-22, UNC-96, UNC-11, UNC-10 (opracowanie wlasne na podstawie [41])

FIGURE 6. Molecular function of the proteins: UNC-13, UNC-29, UNC-38, EGL-19, UNC-2, UNC-68,
UNC-89, UNC-22, UNC-96, UNC-11, UNC-10 (own work based on [41])

dyb-1, dyc-1, stn-1 zwiazanych posrednio lub bezposrednio z degeneracja migsni
C. elegans do genéw wystepujacych w komodrkach cztowieka wskazuje na nowe
mozliwosci w poszukiwaniu przyczyn patologii tych ostatnich. Mozna przypuscié, iz
C. elegans bedzie, szerzej niz dotad, wykorzystany w celu weryfikacji lub potwier-
dzenia skutecznosci dziatania potencjalnych farmaceutykéw i metod terapii DMD u
ludzi, w stosunkowo nieodleglej przysztosci.
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