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Streszczenie

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic lateral sclerosis) jest jedng z
najbardziej powszechnych choréb neurodegeneracyjnych, charakteryzujacych — sie
postepujacym zanikiem neuronéw ruchowych. Objawy ALS obejmuja: narastajacy zanik
miegs$ni, ich ostabienie 1 porazenie, prowadzace ostatecznie do $mierci z powodu
niewydolnos$ci oddechowej w czasie 2-5 lat. Wigkszo$¢ przypadkéw ALS to tzw. postaé
sporadyczna (SALS, ang. sporadic ALS), o nieznanej etiologii. Szacuje si¢, ze okoto 10%
przypadkoéw wystepuje rodzinnie i jest uwarunkowane genetycznie (fALS, ang. familial ALS),
z czego 20% powstaje w efekcie mutacji w genie kodujacym miedziowo-cynkowa dysmutaze
ponadtlenkowg typu 1 (SODI, ang. superoxide dismutase type 1). Zachorowalno$¢ na ALS
jest stosunkowo mata i wynosi 1-3 przypadkéw na 100 000 rocznie, z niewielka przewaga
wystepowania u m¢zczyzn (ok. 1,4:1 w stosunku do kobiet).

Etiologia ALS nie jest znana. Jedynym potwierdzonym do tej pory czynnikiem ryzyka
tej choroby jest uwarunkowanie genetyczne. Wysunig¢to wiele hipotez na temat patogenezy
ALS wilaczajac ekscytotoksycznose, stres oksydacyjny, zaburzenie czynno$ci mitochondriéw,
proces zapalny, odkladanie agregatow bialkowych zawierajacych neurofilamenty i/lub
agregacja innych biatek, niedoboér czynnikow wzrostu, zaburzenie transportu aksonalnego,
nieprawidtowe dojrzewanie RNA. Doktadne mechanizmy lezace u podloza ALS wrciaz
pozostaja nieznane. Przypuszcza si¢, ze niezaleznie od etiologii, sa one takie same w fALS i
sALS, oraz ze jest to zjawisko kompleksowe 1 wieloczynnikowe.

Celem pracy bylo zbadanie zmian zachodzacych w jednostkach motorycznych
(ruchowych) mig$nia brzuchatego przysrodkowego tydki na transgenicznym modelu ALS u
szczura z genem SODI1 cztowieka (hmSODI), z substytucja glicyny w miejsce alaniny w

pozycji 93 (G93A), oraz progresji tych zmian, poczawszy od okresu przedobjawowego



choroby do paralizu. Analizowano zmiany proporcji poszczegdlnych typdéw jednostek
motorycznych, cechy ich skurczu oraz cechy potencjaléw czynnosciowych jednostek.

W eksperymentach elekrofizjologicznych zostalo przebadanych 314 jednostek
motorycznych migsnia brzuchatego przysrodkowego tydki u 18 szczurdéw transgenicznych
hmSOD1 (G93A) 1 3 zdrowych dorostych szczurow grupy kontrolnej. Zwierzeta
transgeniczne zostaty podzielone na 3 grupy: ALS I — trzymiesigczne szczury bez widocznych
zaburzefn ruchowych (n=4), ALS II — czteromiesigczne szczury z pierwszymi widocznymi
zaburzeniami ruchowymi w jednej lub dwodch konczynach (n=4), ALS III — prawie
dwustudniowe szczury w koncowej fazie choroby, u ktorych stymulacja nerwu wykazata
srednio 6 jednostek ruchowych w badanym mig$niu (n=10). Procedury do$wiadczen
obejmowaly czynnosciowa izolacje pojedynczej jednostki motorycznej i badanie jej
aktywno$ci.

U zwierzat transgenicznych, poczawszy od grupy ALS I, obserwowano istotne
zaburzenia rozkladu czasu skurczu oraz wystgpowania objawu ugigcia, cech na podstawie
ktorych zwykle dokonuje si¢ klasyfikacji jednostek motorycznych na wolne (S, ang. slow) i
szybkie (F, ang. fast). Z tych powodow podziat jednostek na dwa typy oparto na wskazniku
20 Hz — alternatywnej metodzie klasyfikacji jednostek ruchowych. Dalszy podzial jednostek
szybkich na szybkie meczace si¢ (FF, ang. fast fatigable) oraz szybkie odporne na zmeczenie
(FR, ang. fast resistant) przeprowadzono na podstawie wskaznika zmeczenia.

Proporcja trzech typow jednostek ruchowych w grupie kontrolnej i do$wiadczalnej
ALS 1 byla podobna. Dalszy rozw6j procesu chorobowego modyfikowal proporcje
poszczegbdlnych typow jednostek ruchowych. W grupie ALS II obserwowano wzrost
proporcjonalnego udziatu jednostek ruchowych FF 1 S, z rGwnoczesnym ograniczeniem liczby
jednostek FR, ale u szczuréw w ostatnim stadium choroby (ALS III) wzrosta proporcja

jednostek S, kosztem mniejszego udzialu jednostek szybkich, szczegolnie FF. Zmiany czasu

10



skurczu i czasu potowiczego rozkurczu dotyczyty tylko jednostek szybkich obu typow i oba te
parametry w grupie ALS II osiggaty nizsze warto$ci niz w grupie kontrolnej. Zmiany
parametréw czasowych skurczu wplywaly na przebieg krzywych zalezno$ci sity od
czestotliwosci pobudzen. Dla jednostek FF strome czesci tych krzywych przesuwaty si¢ w
stron¢ wyzszych czestotliwosci stymulacji (najbardziej w prawo przesunigta byta krzywa
jednostek FF grupy ALS II). Populacja jednostek ruchowych zwierzat transgenicznych
stopniowo ulegala ujednoliceniu pod wzgledem odpornosci na zmeczenie, poniewaz
wspolczynnik zmeczenia jednostek FR 1 S obnizal si¢ wraz z rozwojem ALS. Sita skurczu
pojedynczego jednostek FF zwierzat transgenicznych byla nizsza we wszystkich grupach,
natomiast dla jednostek S w grupie ALS III warto$¢ tego parametru byla trzykrotnie wyzsza
w porownaniu do grupy kontrolnej. Wzrost sily jednostek S byl prawdopodobnie efektem
reinerwacji przez ich aksony odnerwionych szybkich witokien mig$niowych, co bylo takze
odzwierciedlone przez wzrost amplitudy potencjalow czynno$ciowych jednostek wolnych.
Analiza EMG wykazata dodatkowo wydluzenie latencji potencjalow czynno$ciowych
jednostek motorycznych wszystkich typdw u szczurdw transgenicznych, co zwigzane bylo ze
spowolnieniem przewodnictwa nerwdéw obwodowych i/lub proceséw przewodnictwa w plytce
ruchowej.

Podsumowujac, rozwdj choroby na modelu ALS u szczura wigze si¢ z dynamicznymi,
wielokierunkowymi zmianami cech skurczu jednostek motorycznych migsnia brzuchatego
przysrodkowego tydki. Charakter, kierunek oraz tempo zmian zalezg od typu jednostek
ruchowych oraz etapu choroby. W pierwszym okresie choroby (ALS 1) zmiany wystepowaty
tylko w ukladzie nerwowym (w aksonach motoneuronow). W dalszym etapie (ALS II),
obserwowano zmiany w ukladzie nerwowym oraz mig¢$niowym, ktore w odniesieniu do
tkanki mig§niowej mozna zinterpretowac jako odpowiedz na przecigzenie czynnych jednostek

ruchowych w zwiazku z postepujacym zanikiem migsni, a zmiany cech skurczu i proporcji
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dotyczyly jednostek szybkich, gtownie FF. W ostatnim etapie choroby (ALS III), gdy miato
miejsce porazenie, obserwowano zanik jednostek szybkich, zwlaszcza FF i wyrazne zmiany
cech skurczu oraz potencjalow czynnosciowych jednostek typu S. Mimo, ze zwyrodnienie w
ALS dotyczy wszystkich motoneuronéw, najwicksze motoneurony jednostek FF wydajg si¢
by¢ najbardziej podatne na proces chorobowy. Zmiany ich cech byly najgl¢bsze i w ostatniej
fazie choroby proporcja jednostek tego typu byla istotnie zmniejszona. Najmniejsze
motoneurony jednostek wolnego typu przezywaly dluzej w poréwnaniu do motoneurondéw
jednostek szybkich, a istotne zmiany ich cech wynikaty z faktu, ze jednostki tego typu pod
koniec procesu chorobowego efektywnie reinerwuja odnerwione wiokna migsniowe jednostek

szybkich.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is one of the most common, fatal
neurodegenerative diseases, characterized by progressive death of motoneurons. The
symptoms of the disease include: increasing muscle atrophy, weakness and paralysis, finally
leading to death due to respiratory failure within 2-5 years. Most of ALS cases occur
sporadically (SALS), but about 10% are familiar (inherited) (FALS) and of these, about 20%
are an effect of a mutation in the gene encoding Cu, Zn superoxide dismutase (SOD1). The
incidence of ALS is relatively small (1-3 per 100 000 annually) and occurs with a slight
excess of males (the ratio of males to females is about 1.4:1).

Etiology of the ALS is unknown, only some genetic risk factors have been confirmed
so far. Many putative pathogenesis theories have been proposed, including excitotoxicity,
oxidative stress, mitochondrial and/or inflammatory dysfunction, neurofilament and/or other
protein inclusions, deficits in neurotrophic factors, impaired axonal transport, altered RNA
metabolism. However, the exact mechanisms of the ALS still remain unclear. Probably they
are the same in sALS and fALS irrespective on the etiology, and likely form a complex,
multifactorial pathogenesis.

The aim of the study was to investigate changes in properties of motor units (MUSs) in
the medial gastrocnemius muscle of transgenic rats with human SOD1 (G93A) mutation and
their progression from healthy to completely paralysed animals. In order to precisely describe
these changes, the following factors were analyzed: the distribution of particular types of
MUs, the MUs contractile properties and parameters of the MUs action potentials.

The electrophysiological experiments were carried out on 314 MUs of the medial
gastrocnemius muscle in 18 transgenic rats with hmSOD1 (G93A) and 3 healthy, adult rats
(control). The transgenic animals were divided into the three groups: ALS | — 3-months old

rats without visible motor deficits (n=4), ALS Il — 4-months old rats with the first visible
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motor deficits in one or two limbs (n=4) and ALS Ill — approximately 200-days old rats, in
nearly terminal state, when nerve stimulation revealed on average 6 MUs in the studied
muscle (n=10). Experimental procedures included a functional isolation of single MUs and
recording of their activity.

In transgenic animals considerable disturbances in the range of contraction times and
disappearance of a sag effect (parameters usually applied for physiological classification of
MUs as slow (S) or fast (F)) were observed. Therefore, the division of MUs was based on the
20 Hz tetanus index — an alternative method for MUs division. For further classification of
fast MUs into fast fatigable (FF) and fast resistant (FR) the fatigue index was applied.

The proportion of the three MUs types in control and ALS | groups was similar.
However, proportion of MUs was radically modified by further progression of the disease. In
ALS 11 group an increase of a relative number of FF and S MUs and simultaneous decrease of
FR MUs were noted, but in animals in the terminal state (ALS I1I) an increase in proportion
of S and a decrease of fast (especially FF) MUs were observed. The changes of contraction
and half-relaxation times concerned only fast MUs, and these parameters were shorter in
comparison to the control group in ALS II. These results influenced the course of the force-
frequency curves, and for FF MUs the steep part of the curve was shifted towards higher
stimulation frequencies (the most significantly for ALS II). Population of MUs became
unified with respect to fatigue resistance because the fatigue index for FR and S MUs
gradually decreased during progression of the disease. The twitch force for FF MUs
decreased, but for the S ones the mean twitch force was three times higher in ALS Ill. This
increase of the S MUs" force was probably an effect of a sprouting of its axons and collateral
reinnervation of denervated fast muscle fibres. This also led to the increase in amplitude of

action potentials in S MUs. EMG analysis additionally showed a prolonged latency of action
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potentials in all types MUs caused by slowing of a peripheral nerve conduction velocity
and/or motor plate transduction.

In conclusion, progression of the disease in a rat’s model of ALS in the medial
gastrocnemius muscle is related with considerable, fast developing and multidirectional
changes in MUs’ contractile properties. The nature, direction and speed of the mentioned
changes depended on the MU type as well as the stage of the disease. In the first stage (ALS
I) changes were observed only within the nervous system (axons of motoneurons). In the
further stage (ALS I1), changes in nervous and muscle systems were noted and in muscles
likely resulted from the functional overload of surviving MUs. In this stage changes in
proportion of MUs and their contractile properties concerned especially the FF type. In the
terminal phase of ALS (ALS I1l), when rats became paralysed, a massive degeneration of the
FF MUs was observed and considerable changes in contractile properties and MU action
potentials were noted in S MUs. Despite the disease concerns all motoneurons, the largest,
belonging to the FF MUs, are probably the most prone to disease process. The contractile
properties of FF MUs were the most severely impaired and their proportion was significantly
decreased in the terminal state of the disease. The smallest motoneurons of a slow type
survived longer than other types, whereas considerable changes in contractile properties of

slow MUs resulted from their capacity for collateral reinnervation.
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1. Wstep

1.1.  Stwardnienie zanikowe boczne

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic lateral sclerosis; SLA, tac.
sclerosis lateralis amyotrophica) jest chorobg neurodegeneracyjng, charakteryzujacg sie
selektywnym, stopniowym 1 post¢pujacym zwyrodnieniem neurondéw ruchowych kory
mozgu, szlakow korowo-rdzeniowych, pnia moézgu oraz rdzenia kregowego (z wyjatkiem
motoneuronéw odpowiadajacych za ruchy gatki ocznej i unerwiajacych pecherz moczowy).
Proces degeneracji motoneurondow stanowi podtoze pojawiajacych si¢ i postgpujacych
niedowladow oraz zanikéw miesniowych. W konsekwencji doprowadza do paralizu, ktory
ostatecznie obejmuje migsnie oddechowe i prowadzi do $mierci w czasie 2-5 lat od
wystapienia pierwszych objawdw chorobowych (Grieb, 2005; Herbik, 2008; Wijesekera 1
Leigh, 2009; Barber i Shaw, 2010).

Na $wiecie choroba ta jest znana pod kilkoma nazwami. Pierwszy doktadny opis
klasycznego ALS zostat opublikowany w 1869 roku przez francuskiego neurologa Charcota i
jego ucznia Joffroy’a, stad, szczeg6lnie we Francji, choroba ta czesto nazywana jest ,,chorobg
Charcota”. Dla upamigtnienia stynnego bejsbolisty Henry’ego Louisa Gehriga, zmartego z
powodu ALS w 1941 roku, stwardnienie zanikowe boczne w USA okresla si¢ mianem
,»choroby Lou Gehriga” (Rafalowska, 1999; Herbik, 2008). Przez niektorych autorow ALS
okreslane jest chorobg neuronu ruchowego (MND, ang. Motor Neuron Disease) ze wzgledu
na komorki preferencyjnie obejmowane procesem chorobowym (Mitchell i wsp., 1995;
Worms, 2001; Talbot, 2002; Shaw, 2005), przez innych zaliczane jest do szerokiej grupy
r6znych chorob pod wspolng nazwag MND (Hirano 1 Llena, 1983; Nelson 1 wsp., 2000b). Ta
roznorodno$¢ w nazewnictwie moze wywotywac szereg nieporozumien. Aktualnie, w ksigzce

pod redakcjag Browna i wspétautoréw (Murray 1 Mitsumoto, 2006) zaproponowano objecie
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nazwg MND ro6znych jednostek chorobowych, wzajemnie si¢ pokrywajacych, z ktorych czes¢
dotyczy tylko ruchowej czesci uktadu nerwowego, inne natomiast w mniejszym lub
wiekszym stopniu dotycza pozaruchowej jego czgsci. Do chorob tych zalicza si¢ ALS, ale
rowniez demencje, postepujace porazenie nadjagdrowe czy parkinsonizm.

Zachorowalnos$¢ na ALS jest stosunkowo niska 1 wynosi 1-3 przypadkéw na 100 000
rocznie (Worms, 2001; Andersen, 2006a), z niewiclkg przewagg wystepowania u mezczyzn
(ok. 1,4:1 w stosunku do kobiet) (Worms, 2001; Logroscino i wsp., 2008). Pierwsze objawy
chorobowe pojawiaja si¢ zwykle migdzy 5 a 7 dekada zycia (Nelson 1 McGuire, 2006;
Wijesekera i Leigh, 2009).

Wigkszo$¢ przypadkow tej choroby (ok. 90%) to tzw. posta¢ sporadyczna (sALS, ang.
sporadic ALS), ktorej przyczyna nie jest znana. Pozostale 10% przypadkow jest
uwarunkowane genetycznie, wystepuje u 0sob spokrewnionych i nosi nazwe¢ postaci rodzinnej
ALS (fALS, ang. familial ALS). Najczgsciej ALS dziedziczone jest w sposob autosomalny
dominujacy, rzadko autosomalny recesywny oraz sprzezony z chromosomem X (Andersen,
2006a; Murray 1 Mitsumoto, 2006). Na podstawie badan klinicznych nie jest mozliwe
rozroznienie postaci genetycznej od sporadycznej. Okoto 20-25% rodzinnie wystgpujacego
ALS jest zwigzane z mutacjg w genie miedziowo-cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej typu
1 (SOD1) (Rosen i wsp., 1993; Andersen, 2006b). Inne, mniegj liczne mutacje odpowiedzialne
za rodzinng posta¢ ALS dotycza genéw: ALS2, SETX (ang. senataxin), VAPB (ang. VAMP
(vesicle-associated membrane protein)-associated protein B and C), TARDBP (ang. TAR
DNA binding protein). Mutacje w genach zwigkszajace ryzyko zachorowania na ALS
obejmuja: ANG (ang. angiogenin), DCTN1 (ang. dynactin 1), CHMP2B (ang. chromatin
modifying protein 2B gene), NEFH (ang. neurofilament, heavy polypeptide), PRPH (ang.
peripherin), SMN1 (ang. survival of motor neuron 1, telomeric), SMN2 (ang. survival of

motor neuron 2, centromeric), MAPT (ang. microtubule-associated protein tau) (Shaw, 2005;
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Andersen, 2006a; Mitchell i Borasio, 2007; Cozzolino i wsp., 2008; Wijesekera i Leigh,
2009).

W pewnych obszarach geograficznych (wyspa Guam w archipelagu Wysp
Marianskich 1 japonski potwysep Kii) wystepuje choroba podobna do ALS nazywana
»guamanska postacig ALS” 1 ,,postacig z Kii”. Na obraz kliniczny oprocz objawéw typowych
dla ALS sktadajg si¢ niekiedy dodatkowo objawy otgpienne i zespdt parkinsonowski.
Zachorowalno$¢ mieszkancow wyspy Guam na ALS byla w latach pigédziesiatych ubieglego
wieku 50-100 razy wyzsza niz na §wiecie, nast¢pnie stopniowo spadata (Plato i wsp., 2003).
Przyczyn tej postaci upatruje si¢ w czynnikach §rodowiskowych. Postulowano mi¢dzy innymi
wplywy niedoboru wapnia i magnezu w wodzie gruntowej, czy szeregu toksycznych
zwigzkow w nasionach drzew z rodziny sagowcowatych, z ktorych wykonywano make (Shaw
i Hoglinger, 2008).

Obecnie, na postawie objawow poczatkowych wyrdznia si¢ cztery odmienne
Klinicznie postaci ALS: 1) zespot imitujacy rdzeniowy zanik migéni; 2) pierwotne
stwardnienie boczne; 3) postepujace porazenie opuszkowe; 4) zespot zasadniczy —
stwardnienie zanikowe boczne. U podstaw tych odmian lezy jednak ten sam proces
patofizjologiczny, obserwuje si¢ podobne zmiany histopatologiczne, a po poczatkowych
selektywnych objawach (ze strony neuronu ruchowego gornego lub dolnego) pojawiaja sie
takze zaburzenia ze strony réznych pigter uktadu nerwowego (Rafatowska, 1999).

W klasycznej postaci ALS zmiany chorobowe rozwijajg si¢ zarowno w goérnych jak i
dolnych konczynach, z objawami opuszkowymi (zmiany w mig$niach unerwianych przez
nerwy wychodzace z rdzenia przedtuzonego) lub bez nich. Poczatek choroby zwykle dotyczy
ograniczonego ostabienia mig$ni w jednej konczynie 1 nastgpnie rozszerza si¢ na pozostale
regiony, ale okolo 25% przypadkéw charakteryzuje si¢ poczatkiem opuszkowym, z

pierwszymi objawami w postaci dysfagii (utrudnione gryzienie lub potykanie) i/lub dysartrii
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(betkotliwa lub nosowa mowa), a czesto rowniez S$linotoku. W rzadkich przypadkach
pierwszym objawem moze by¢ niewydolno$¢ oddechowa, pojawiajgca si¢ w efekcie zajecia
neuronéw ruchowych szyjnego i1 piersiowego odcinka rdzenia kregowego (Murray i
Mitsumoto, 2006; Kiernan i wsp., 2011). Rozpoznanie ALS nie sprawia probleméow gdy
choroba jest zaawansowana, natomiast jest duzym wyzwaniem w poczatkowym jej etapie.
Glowng trudnoscig jest brak specyficznych biomarkerow ALS (Turner 1 wsp., 2009) i
konieczno$¢ oparcia diagnozy na badaniach klinicznych, czyli w konsekwencji potrzeba
wykluczenia wielu innych choréb, np.: opuszkowo-rdzeniowego zaniku migéni czy
wieloogniskowej neuropatii ruchowej (Benatar, 2006). Dodatkowo choroba ta charakteryzuje
si¢ wystepowaniem fazy przedklinicznej, gdzie ubytki neuronéw ruchowych sa
kompensowane procesami reinerwacji obocznej z komodrek nie objetych jeszcze zmianami
chorobowymi i nie ma dostrzegalnych objawdéw choroby, mimo toczacego si¢ procesu
zwyrodnienia motoneurondw. Objawy kliniczne pojawiaja si¢ dopiero wowczas, gdy procesy
kompensacji sa niewystarczajace i liczba gingcych neurondéw ruchowych jest zbyt duza
(Murray i Mitsumoto, 2006; Pun i wsp., 2006; Dadon-Nachum, 2011). Czgsto objawy
poczatkowe sg tak niewielkie (np. drzenia lub sztywno$¢ migéni, niezgrabno$¢ ruchow,
czestsze potykanie sig, trudnosci w prostych czynnosciach, jak zapinanie guzikow czy
odwracanie klucza w zamku), Ze ich pojawienie si¢ jest bagatelizowane lub wregcz przez
pacjentoOw niezauwazane. Z tych wzgledow postawienie diagnozy i potwierdzenie ALS moze
trwa¢ nawet do 12-14 miesigcy (Oliveira 1 Pereira, 2009; Kiernan i wsp., 2011). Obecnie
obowigzujg kryteria rozpoznania ALS z 1998 roku (El Escorial, 1998). Diagnostyka ALS
opiera si¢ o badania kliniczne i elektrofizjologiczne, ktore pozwalaja na okreslenie stopnia
pewnosci rozpoznania choroby. Do rozpoznania ALS wymagana jest obecnos¢: 1) objawow
uszkodzenia dolnego neuronu ruchowego w badaniu klinicznym, elektrofizjologicznym lub

neuropatologicznym; 2) objawow uszkodzenia gornego neuronu ruchowego w badaniu
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klinicznym; oraz 3) progresji choroby w danym regionie anatomicznym lub pojawienia si¢
objawéw w nowym regionie. Uwzgledni¢ nalezy obecno$¢ (lub brak) wyzej wymienionych
objawow w czterech regionach anatomicznych: opuszkowo-czaszkowym, szyjnym,
piersiowym i ledzwiowo-krzyzowym. Na tej podstawie okresla nastepujace stopnie pewnos$ci
rozpoznania ALS: 1) klinicznie pewne ALS; 2) klinicznie prawdopodobne ALS; 3) klinicznie
mozliwe ALS (Brooks i wsp., 2000; Adamek i Tomik, 2005).

Proces rozwoju klasycznej formy ALS jest przewidywalny. Zwykle po pojawieniu si¢
pierwszych objawdéw w konkretnym regionie, rozszerzajg si¢ one w tej samej 0osi mozgowo-
rdzeniowej, tzn. najpierw objawy pojawiajg si¢ w obrebie jednego segmentu rdzenia, a potem
dopiero przenosza si¢ na nastgpne. Dlatego poczatkowe objawy dotyczace np. gornej
konczyny sugeruja, ze najprawdopodobniej w dalszej kolejnosci zajeta zostanie konczyna
przeciwna, a dopiero pdzniej konczyny dolne czy segmenty szyjne rdzenia (objawy ze strony
mig$ni oddechowych). Podobnie w przypadku poczatku choroby w opuszce rdzenia
kregowego po pojawieniu si¢ objawow opuszkowych zajete zostaja konczyny gorne i na
koncu segmenty piersiowe oraz ledzwiowe rdzenia (konczyny dolne) (Murray i Mitsumoto,
2006).

Cechg charakterystyczng ALS jest wspotwystepowanie objawoéw ze strony gornego i
dolnego neuronu ruchowego, czyli rdwnoczesnych spastycznosci, ostabienia migsni, ich
zaniku oraz wygorowanych odruchow miesniowych, czesto z drzeniami i/lub kurczami
miegsniowymi. Czgsto widoczne sg objawy towarzyszace w postaci: utraty masy ciata, bolow
stawowych, depresji, niepokoju, a w przypadku objecia migsni oddechowych — dusznosci
wysitkowej, prawidlowego oddychania tylko w pozycji stojacej, czy zaburzen snu. Brak jest
natomiast objawow dotyczacych czuciowej czesci uktadu nerwowego, co jest jednoczesnie

cechg typowa dla ALS (Mitchell 1 Borasio, 2007). Nalezy podkresli¢, ze zajecie obu
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neuronéw ruchowych (goérnego i dolnego) jest takze charakterystyczne dla ALS, ale nie

znaczy to, ze pojawia si¢ rownoczesnie (Rafatowska, 1999; Murray 1 Mitsumoto, 2006).

1.1.1. Etiologia

Etiologia ALS nie jest znana. Jedynym potwierdzonym, jak do tej pory, czynnikiem
ryzyka tej choroby jest uwarunkowanie genetyczne. Wielu autoréw sugerowato takze inne
czynniki ryzyka, lecz dane literaturowe odno$nie wielu z nich sg niejednoznaczne lub nawet
sprzeczne. Shaw i Hoglinger (2008) zaproponowali w swojej pracy kryteria identyfikacji
czynnikow  §rodowiskowych (neurotoksyn) jako czynnikdw sprawczych choréb
neurodegeneracyjnych. Klasyfikacja danego czynnika srodowiskowego jako czynnika ryzyka
powinna odbywaé si¢ w czterech etapach: 1) potwierdzenie waznos$ci epidemiologiczne;j
danego czynnika, tj. kliniczne 1 patologiczne zmiany odpowiadajace danej jednostce
chorobowej w wyniku ekspozycji na dany czynnik muszg wystepowaé u pojedynczych os6b
lub okreslonej ludzkiej populacji; 2) identyfikacja czynnika, tj. musi by¢ zakonczony proces
izolacji, oczyszczania i ustalania budowy strukturalnej danego czynnika, neurotoksyna musi
mie¢ udokumentowana zdolno$¢ przenikania do centralnego uktadu nerwowego, jak rowniez
w realnych warunkach wykazywac¢ niezbedne dawki i dlugos¢ ekspozycji; 3) eksperymenty in
Vivo, tj. zwierzgta laboratoryjne poddane dziataniu danego czynnika muszg odzwierciedla¢
chorobe ludzka, biorgc pod uwage zmiany histopatologiczne jak i behawioralne; 4)
wygasnigcie choroby spowodowane profilaktyka, tj. zaprzestanie ekspozycji na
neurotoksyczny czynnik powinno powodowaé wygasnigcie choroby (Shaw i Hoglinger,
2008). W odniesieniu do ALS niektorych prawdopodobnych czynnikéw ryzyka nie da si¢
jednak przebada¢ w powyzszy sposob, a cze$¢ badan epidemiologicznych nad tg chorobg ma
charakter ankietowy. Przypuszczalnie choroba ta ma podtoze wieloczynnikowe (nie da si¢

wyr6zni¢ jednego konkretnego czynnika sprawczego), a takze poszczegdlne czynniki moga ze
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sobg wzajemnie oddzialywa¢ modyfikujgc swoje dziatania. Bioragc pod uwage powyzsze

trudnosci, w zadnych badaniach nie wykazano bezsprzecznie zwigzku konkretnego czynnika

egzogennego z pojawieniem si¢ ALS, raczej zwiagzek taki okresla si¢ jako prawdopodobny.

Jednakze sposrod czynnikow mogacych mie¢ wptyw na rozw6j ALS wymienia si¢ m.in.:

a)

b)

kontakt z toksynami (m.in.: otdéw, aluminium, kadm, zelazo, substancje chemiczne w
rolnictwie) — podwyzszony poziom otowiu notowano w ptynie mézgowo-rdzeniowym i
osoczu u pacjentow chorujacych na ALS; dooponowe podawanie krolikom niskich dawek
aluminium wywotywalo w rdzeniu kregowym zmiany ultrastrukturalne, ktore byty nie do
odréznienia od tych wystepujacych w ALS; duze znaczenie przypisuje si¢ tez
metalotioneinie — biatku, ktéore odpowiedzialne jest za kumulowanie niezb¢dnych
pierwiastkow sladowych oraz jondw metali ciezkich, ktoére w ten sposob zostajag wylaczone
z metabolizmu — pacjenci chorzy na ALS maja wyzsze st¢zenie metalotioneiny w nerkach i
watrobie, a jej immunoreaktywnos$¢ jest wyzsza w rdzeniu kregowym u osob chorych w
porownaniu do zdrowych (Roos i wsp., 2006); w odniesieniu do metabolizmu Zelaza
wykazano przede wszystkim podwyzszony poziom ferrytyny w osoczu, co moze
wskazywac, ze w ALS metabolizm tego pierwiastka jest zaburzony (Qureshi i wsp., 2008);
w wielu publikacjach sugerowano rowniez zwigzek pomiedzy wystgpowaniem ALS a
kontaktem z otowiem, jego podwyzszonym stezeniem w kosciach oraz we krwi (Armon i
wsp., 1991; Kamel i wsp., 2005), cho¢ paradoksalnie w ostatnich latach wykazywano, ze
narazenie na otow moze opoznia¢ progresj¢ choroby (Kamel 1 wsp., 2008; Barbeito i wsp.,
2010);

urazy np. sportowe — szereg badan analizujacych potencjalne czynniki ryzyka ALS
wskazuje na duze znaczenie urazow glowy jako czynnika prowokujacego lub
przyspieszajacego rozwoj tej choroby. Chen 1 wspodtautorzy (2007) wykazali nawet 11 —

krotnie wyzsze ryzyko zachorowania u oséb doswiadczajacych wielokrotnych urazéw
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d)

glowy w ciggu dziesieciu lat poprzedzajacych badanie, ale statystycznie istotny wzrost
ryzyka notowano rowniez u oséb majacych w przesztosci wigcej niz jeden uraz glowy oraz
u takich, u ktérych uraz glowy mial miejsce w ciggu ostatnich dziesigciu lat. Z drugiej
strony, doktadna analiza publikacji z lat 2002 — 2006 dotyczacych zwigzku sportu i urazéw
z ALS (Armon, 2007) wykazata szereg btedow metodologicznych i poddata w watpliwos¢
wyniki prac wskazujagcych uprawianie sportu jako prawdopodobnego czynnika ryzyka
ALS. W konkluzji tej pracy stwierdzono, ze urazy i1 aktywnos$¢ fizyczna prawdopodobnie
nie s3 czynnikami ryzyka tej choroby;

palenie papierosow — jego wplyw na ryzyko zachorowania wykazano w badaniach
porownawczych przypadkow (Kamel i wsp., 1999; Nelson i wsp., 2000b), oraz szeroko
zakrojonych badaniach kohortowych (Weisskopf i wsp., 2004; Fang i wsp., 2006), cho¢ z
drugiej strony w innych badaniach nie znaleziono istotnych zwigzkéw miedzy paleniem a
zachorowalno$cig na ALS (Mitchell 1 wsp., 1995);

nawyki zywieniowe 1 diet¢ — wykazano np.: wprost proporcjonalng zaleznos¢ migdzy
ryzykiem wystagpienia ALS 1 spozyciem tluszczéw oraz zmniejszone ryzyko wraz ze
spozywaniem wigkszej ilosci btonnika pokarmowego. Spozywanie glutaminianu
zwiekszato ryzyko zachorowania natomiast dieta bogata w witaminy i suplementy nie
miata wptywu na rozwdj ALS (Nelson 1 wsp., 2000a); w innych badaniach Morozova 1
wspotautorzy (2008) wykazali zalezno$¢ odwrotnie proporcjonalng migdzy spozywaniem
kurczakow a ryzykiem ALS, zwiekszone ryzyko u oséb spozywajacych duzo brazowego
ryzu, produktoéw razowych, kaszy jeczmiennej oraz kawy bezkofeinowej, obnizone
natomiast u oséb, ktorych dieta bogata byta w herbate 1 frytki. Wszystkie te zaleznos$ci (za
wyjatkiem spozywania drobiu) okazaty si¢ nieistotne statystycznie po tescie poréwnan

wielokrotnych;
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e) wysoka aktywno$¢ fizyczng zarOwno w miejscu pracy jak i w czasie wolnym —
postulowanie 1 badanie zwigzku pomiedzy zwickszong aktywnos$cia fizyczng 1 ryzykiem
ALS ma podtoze w hipotezach dotyczacych patogenezy tej choroby, ktore dotycza roli
zwickszonego stresu oksydacyjnego 1 ekscytotoksycznosci. Nie bez wplywu na
zainteresowanie wysitkiem fizycznym w tym kontek$cie pozostaja tez znane na calym
$wiecie przypadki sportowcoOw chorujgcych na ALS: m.in. Lou Gehrig (bejsbolista), Matt
Hazeltine (pitkarz), Ezzard Charles (bokser). Wyniki dotychczasowych analiz tego
zagadnienia nie sg zgodne, jedne przedstawiajg statystycznie istotny zwigzek pomiedzy
uprawianiem sportu a zachorowalno$cig na ALS (Scarmeas i wsp., 2002), inne takiej
zalezno$ci nie wykazuja (Longstreth 1 wsp., 1998; Veldink 1 wsp., 2005). Nalezy rowniez
mie¢ na uwadze, ze uprawianie sportu i zwigkszona aktywno$¢ fizyczna mogg wigzac si¢ z
narazeniem na inne czynniki ryzyka m.in. rozmaite toksyny, srodki dopingujace czy urazy,
co moze wptywac¢ na wyniki badan.

Sugerowano rowniez takie egzogenne czynniki jak: uraz elektryczny (porazenie
pradem lub piorunem), poprzedzajaca infekcja wirusem polio, czy zwickszone ryzyko
zachorowania na ALS u weteranéw wojny w zatoce perskiej oraz czynniki endogenne jak np.

wiek czy ple¢ (Wijesekera i Leigh, 2009).

1.1.2. Patogeneza
Podobnie jak w przypadku etiologii, nie jest rowniez znany dokladny mechanizm
patogenetyczny ALS, cho¢ wysunigto wiele hipotez na ten temat m.in.:
a) ekscytotoksycznos¢ — kwas glutaminowy (i przewazajgcy w warunkach fizjologicznych
jego anion karboksylowy — glutaminian), naturalnie wystgpujacy w organizmie
neuroprzekaznik pobudzajacy, w duzych stezeniach staje si¢ toksyczny dla komorek

nerwowych. Nadmiar tego aminokwasu powoduje zwigkszong stymulacje
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postsynaptycznych receptorow glutaminianergicznych, co aktywuje nadmierny, szkodliwy
dla komorki naptyw jonow wapnia do jej wnetrza (motoneurony w poréwnaniu do innych
komorek nerwowych majg mniejsza zdolno$¢ buforowania jonow wapnia, stad
prawdopodobnie wynika ich preferencyjne obumieranie w ALS). Jony wapnia aktywujg w
komorce proteazy, fosfolipazy i inne enzymy, powodujace degradacje bton i biatek oraz
nadprodukcje wolnych rodnikéw (Salinska 1 wsp., 2005; Herbik, 2008). U czesci
pacjentow z MND notowano znaczaco wyzsze stezenie glutaminianu w ptynie mézgowo-
rdzeniowym. Ste¢zenie to bylo ponad dwukrotnie (a w kilku przypadkach nawet ponad
siedmiokrotnie) wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Shaw i wsp., 1995).
Potwierdzeniem patogenetycznej ekscytotoksycznosci glutaminianu w ALS jest réwniez
skuteczno$¢ riluzolu (jedynego skutecznego do tej pory leku wydluzajacego zycie) na
modelu zwierzecym, jak i u pacjentow z ALS (o 2 — 3 miesigce). Lek ten hamuje
uwalnianie kwasu glutaminowego (Pasinelli i Bown, 2006). Ponadto transgeniczne
gryzonie oraz znaczna cze$¢ chorych z sALS (65%) charakteryzuja si¢ ograniczeniem
ekspresji 1 aktywnoS$ci biatkowego systemu transporteréw aminokwaséw pobudzajacych
Klasy drugiej (EAAT2) w korze mozgu i rdzeniu kregowym. Transportery EAAT
wystepuja w wigkszos$ci astrosynaps osrodkowego uktadu nerwowego i s3 odpowiedzialne
za wychwyt glutaminianu z przestrzeni synaptycznej po jego uwolnieniu w czasie
neurotransmisji i dalszy transport tego neurotransmitera do astrocytow. EAAT?2 reguluje w
90% zewnatrzkomoérkowe stezenie glutaminianu, tym samym ograniczenie jego
aktywnos$ci powoduje uruchomienie proceséw ekscytotoksycznosci (Pasinelli i Bown,
2006; Cozzolino i wsp., 2008). Podobne zmiany EAAT2 opisano w chorobie Alzheimera
oraz innych zaburzeniach neurologicznych (Danbolt, 2001) i dlatego nie mozna ich

traktowac jako cechy specyficznej dla ALS;
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b) stres oksydacyjny — tym terminem okresla si¢ zaburzenie rownowagi pomiedzy produkcja
i dziataniem reaktywnych form tlenu i azotu, a biologicznymi mechanizmami detoksykacji
produktow reaktywnych 1 przywracaniem réwnowagi metabolicznej. Wigkszo$¢
reaktywnych form tlenu powstaje jako produkt uboczny w czasie normalnego oddychania
tlenowego, ale niewielki odsetek ponadtlenkow jest produkowany rowniez przez niektore
enzymy m.in. oksydaz¢ ksantynowsa, cytochromy P450 czy oksydazy NADPH (Barber 1
Shaw, 2010). Jednym z markerow stresu oksydacyjnego sa grupy karbonylowe biatek —
oznaczajac ich ilo§¢ mozna oceni¢ oksydacyjne uszkodzenia bialek organizmu.
Podwyzszony poziom tych grup notowano u pacjentéw z sALS w rdzeniu kregowym
(Shaw 1 wsp., 1995; Niebroj-Dobosz 1 wsp., 2004), oraz korze mozgu (Ferrante i wsp.,
1997). Podobnie markery oksydacji lipidow i DNA w rdzeniu krggowym pacjentow
wskazuja na duze znaczenie stresu oksydacyjnego w patomechanizmie ALS. Analogiczne
badania markeré6w przeprowadzono takze na zwierzecym modelu ALS (myszy z mutacja
biatka SODI), gdzie potwierdzono wystgpowanie stresu oksydacyjnego nie tylko w
ukladzie nerwowym, ale rowniez w migéniach szkieletowych (Cozzolino i wsp., 2008).
Oprocz wymienionych wyzej badan posmiertnych, ktére obrazuja zmiany tylko w
koncowym etapie rozwoju choroby, wiele prac podejmowalo analiz¢ skiadu plynu
moézgowo-rdzeniowego czy osocza krwi, umozliwiajaca zbadanie stanu pacjentdéw we
wczesniejszych etapach choroby. W badaniach tych stwierdzono podwyzszone poziomy
wielu markerow stresu oksydacyjnego w ptynie mézgowo-rdzeniowym u chorych na ALS
(Barber i Shaw, 2010) oraz obnizony w osoczu poziom kwasu moczowego, bedacego
silnym antyoksydantem (Keizman 1 wsp., 2009), co wskazuje na zaburzong rownowage
oksydacyjno-antyoksydacyjng. Niestety, badacze wcigz nie sg zgodni czy stres
oksydacyjny jest pierwotng przyczyng zwyrodnienia komoérek nerwowych, czy tylko

nastepstwem innych proceséw patogenetycznych stanowigcych czynnik sprawczy choroby.
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Wiadomo, ze motoneurony w stosunku do innych komorek nerwowych majg duze
rozmiary, co warunkuje ich duze zapotrzebowanie metaboliczne i szczegdlng podatnos$¢ na
stres oksydacyjny (Barber i Shaw, 2010). Warto pamig¢tac, ze intensywny wysitek fizyczny
(np. sportowy) jest takze zrodlem silnego stresu oksydacyjnego (Vollaard i wsp., 2005;
Nikolaidis i wsp., 2008; Powers i Jackson, 2008), co mogloby wskazywac na przyczyny
mozliwego zwiagzku wysitku fizycznego z wystgpieniem sALS. Nalezy jednak zaznaczyc¢,
iz mimo ewidentnych dowodow szkodliwego dzialania reaktywnych form tlenu w
przebiegu ALS, brak jest wynikow wskazujacych na Kkorzystne oddziatywanie
antyoksydantow w badaniach klinicznych. Wiele substancji majacych dziatanie
antyoksydacyjne, np. witamina E, koenzym Q1p, selegilina, mimo pozytywnych efektow w
badaniach na modelach zwierzecych, w badaniach klinicznych nie przyniosto
oczekiwanych rezultatow. Nalezy zaznaczy¢, ze stres oksydacyjny (podobnie jak zmiany
systemu EAAT2) nie jest specyficzng cechg ALS, ale pojawia si¢ roOwniez w innych
stanach patologicznych os$rodkowego ukladu nerwowego czgsto wspoltistniejac z
ekscytotoksycznoscia;

zaburzenie struktury i czynnosci mitochondriow — nieprawidtowa budowe mitochondriow
(powigkszone mitochondria z rozdgtymi 1 zdezorganizowanymi grzebieniami
mitochondrialnymi, przeciekaniem lub przerwaniem blony zewngtrznej oraz ich
wakuolizacjg¢), a takze zmiany w ich transporcie wykazano w motoneuronach, migsniach 1
hepatocytach u pacjentow, na zwierzgcym modelu ze zmutowanym biatkiem SODI1 u
myszy oraz w hodowlach komoérkowych (Kong i Xu, 1998; Grieb, 2004; Shaw, 2005).
Zmiany funkcji mitochondriow w przebiegu ALS rowniez byly wielokrotnie opisywane,
m.in. w postaci zaniku potencjalu btonowego mitochondrium, obnizonej aktywnosci
fancucha oddechowego, zaburzen w homeostazie wapnia czy ograniczeniu

mitochondrialnych mechanizméw antyoksydacyjnych (Wiedemann i wsp., 1998; Dhaliwal
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i Grewal, 2000; von Lewinski i Keller, 2005; Barber i Shaw, 2010; Shi i wsp., 2010).
Ponadto mitochondrialne DNA u pacjentow z sALS charakteryzuje si¢ duza liczbg
rozmaitych mutacji (Shaw, 2005). Z drugiej strony uzyskano dowody, ze powyzsze
nieprawidtowosci nie sg specyficzne dla ALS, ale pojawiajg si¢ z podobnym nasileniem
rOwniez u pacjentOw z neurogennymi zmianami jak: polineuropatie, radikulopatie i
rdzeniowy zanik migs$ni (Krasnianski i wsp., 2005; Hirano i wsp., 2008);

zaburzenia transportu aksonalnego — biosynteza makromolekut zachodzi niemal wytacznie
w ciele komérkowym, dlatego ich transport odgrywa kluczowa role szczegdlnie w
motoneuronach, ktorych aksony sa najdtuzsze i najgrubsze sposrod wszystkich komorek
nerwowych. Spowolnienie wolnego transportu aksonalnego niektérych protein (m.in.
tubuliny 1 podjednostek L, M, H neurofilamentéw) notowano sze$¢ miesiecy przed
poczatkiem objawow chorobowych w trzech populacjach myszy posiadajacych zmutowane
biatko SODI1 (G37R, G85R 1 G93A), przy czym w jednej z nich spowolnienie to pojawiato
si¢ przed jakimikolwiek innymi zmianami patologicznymi (Kong i Xu, 1998; Williamson i
Cleveland, 1999; Rao i Nixon, 2003; Kieran i wsp., 2005; Shi i wsp., 2010). Dodatkowo u
myszy z mutacja SOD1 o charakterze G93A obserwowano rowniez upos$ledzenie
szybkiego transportu aksonalnego (Rao i Nixon, 2003);

odkladanie agregatow biatkowych zawierajacych neurofilamenty — filamenty posrednie
miedzy mikrotubulami a mikrofilamentami, petnig w komorce nerwowej role podporowa
(utrzymujg ksztalt komorki), a ich nieprawidtowe ftgczenie si¢ i akumulacja jest
charakterystyczng, patologiczng cechg obserwowang w motoneuronach rdzenia kregowego
pacjentow chorych na ALS oraz transgenicznych myszy z mutacjg biatka SODI
(Williamson i Cleveland, 1999; Kong i Xu, 2000; Rao i Nixon, 2003; Grieb, 2004; Shaw,
2005; Barber 1 Shaw, 2010). Prawdopodobnie przyczyng tworzenia nietypowych

agregatow jest zmniejszona ekspresja podjednostki L neurofilamentow (obserwowana u
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pacjentow z sALS i fALS, myszy transgenicznych i w hodowlach komoérkowych), ktora
jest niezbedna dla prawidtowego gromadzenia podjednostek H 1 M (Barber i Shaw, 2010).
Wiadomo, ze patologiczne odktadanie agregatow neurofilamentéw prowadzi do
uposledzenia transportu aksonalnego, zwtaszcza wolnego 1 nastepuje rownolegle ze
zmniejszaniem si¢ Srednicy aksonu i1 poczatkiem ograniczen motorycznych (Cozzolino i
wsp., 2008). Ciagle jednak bez odpowiedzi pozostaje pytanie podstawowe: czy akumulacja
neurofilamentdw oraz innych zwigzkéw jest tylko produktem ubocznym toczacego si¢
procesu patologicznego (by¢ moze pelnigcym nawet rolg protekcyjng w stosunku do
komoérek nerwowych poprzez wigzanie zwigzkoéw dla nich toksycznych), czy jest ona
istotng czescig tego procesu;

agregacja innych bialek — charakterystyczne dla chordéb neurodegeneracyjnych, w tym
rowniez dla ALS, biatkowe agregaty tworza si¢ nie tylko poprzez nieprawidtowe
odkladanie neurofilamentéw. Opisano szereg innych zwiazkow wchodzacych w sktad
takich wtretow (Cozzolino 1 wsp., 2008; Barber 1 Shaw, 2010). Najczgsciej wystepujacymi
sa inkluzje ubikwitynowe. Ubikwityna przylacza si¢ do wigkszosci biatek tworzacych
agregaty w ALS, dlatego najczesciej stosowanym sposobem uwidaczniania
nieprawidtowej akumulacji bialek w tej chorobie jest histologiczne badanie
immunocytochemiczne z przeciwciatem przeciwko ubikwitynie (Adamek i1 Tomik, 2005).
W sktad wtretow ubikwitynowych w fALS wchodzi najczesciej biatko TDP-43 i
zmutowane biatko SOD1 (Barber 1 Shaw, 2010). Dodatkowo w sklad agregatow
zawierajacych biatko SOD1 moga wchodzi¢: biatko chaperonowe CCS, kwasne biatko
wilokienkowe (GFAP), neuronalne transportery glutaminianu, Bcl-2, czy biatka zwigzane z
funkcja proteosoméw i chaperonow. Wiadomo, ze agregaty biatkowe wystepujace w sALS

nie sg zbudowane z biatka SOD1 1 wciagz poszukuje si¢ ich natury (Shaw, 2005). Podobnie
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h)

jak w przypadku akumulacji neurofilamentéw nie jest znana przyczyna ani rola
powstajacych patologicznych wtretow;

stan zapalny — obecnos¢ naciekéw limfocytarnych (Troost i wsp., 1989 i 1990; Kawamata i
wsp., 1992) oraz zwigkszona aktywnos$¢ cyklooksygenazy (Cox-2) aktywowanej pod
wpltywem stanu zapalnego (Almer 1 wsp., 2001) w rdzeniu kregowym, a takze obecnos¢
cytokin i chemokin (takich jak np. interleukina-6, czynnik martwicy guza (TNF-a),
transformujacy czynnik wzrostu-B1 (TGF-81)) w ptynie moézgowo-rdzeniowym, osoczu
krwi 1 naskorku (Shaw, 2005; Cozzolino 1 wsp., 2008) sugeruje toczacy si¢ w organizmie
pacjentow chorych na ALS przewlekty proces zapalny. Na modelu zwierzegcym wykazano
wzrost czynnikdéw prozapalnych i aktywacje mikrogleju juz w bezobjawowej fazie choroby
(Shaw, 2005; Cozzolino 1 wsp., 2008) oraz wysoka immunoreaktywno$¢ Cox-2 W
neuronach i komoérkach glejowych rdzenia krggowego (Almer i wsp., 2001; Papadimitriou
i wsp., 2010);

rola komoérek glejowych — ALS okre$la si¢ jako chorobg degeneracyjng neurondow
ruchowych, niemniej coraz wigcej jest dowodow na to, ze komorki otaczajace neurony tzn.
mikroglej 1 astrocyty moga odgrywac znaczaca role w patogenezie i rozwoju tej choroby.
Po odkryciu podtoza genetycznego ALS (np. zwiazku pomiedzy mutacja SODI1 a fALS)
pojawilo si¢ pytanie, dlaczego proces chorobowy dotyczy tylko komorek nerwowych,
skoro ekspresja genu obejmuje rowniez inne komorki organizmu. Pierwszego dowodu na
to, ze niezbednym czynnikiem w procesie chorobowym jest udziat innych typoéw komorek,
dostarczyly badania wykazujace, ze ograniczenie ekspresji zmutowanego biatka SODI1
tylko do komorek nerwowych (Pramatarova 1 wsp., 2001; Lino i wsp., 2002) czy gleju
(Gong i wsp., 2000) jest niewystarczajagce dla rozwoju choroby. Dalszych dowodow
dostarczyla praca na chimerach zbudowanych z polgczenia normalnych, prawidlowych

komorek myszy 1 komorek z ludzkim zmutowanym biatkiem SOD1 w iloSci
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wystarczajacej, aby wywola¢ ALS. Wykazano, ze nawet niewielki odsetek ,,zdrowych”
komorek glejowych otaczajagcych motoneurony ze zmutowanym biatkiem SODI1 moze
ztagodzi¢ przebieg choroby — neurony te przezywaja dluzej jezeli otaczaja je komorki
glejowe bez mutacji SOD1 (Clement i wsp., 2003). Szereg dalszych badan doprowadzito
do stwierdzenia, ze zmutowane (mSOD1) komorki glejowe przyspieszaja progresje ALS
(moduluja jej przebieg) (Hall i wsp., 1998), natomiast poczatek choroby ma swoje zrodio
$cisle w motoneuronach (Boillée i wsp., 2006). Komorki mikrogleju jako determinanty
ALS rozwazane sa rowniez w zwiazku z ich zdolnos$cia do sekrecji czynnikow troficznych
lub toksycznych, co wigze si¢ m.in. procesami zapalnymi (Shaw, 2005; Papadimitriou i
wsp., 2010);

niedobor czynnikow wzrostu — czynniki wzrostu (VEGF, IGF, MGF, BDNF) odgrywaja
migdzy innymi rol¢ neuroprotekcyjng w osrodkowym uktadzie nerwowym. Ich niedobor
jest sugerowany jako jedna ze sktadowych w patogenezie ALS (podobnie jak w innych
chorobach neurodegeneracyjnych). Dotychczas jednak, mimo bogactwa badan
dotyczacych tego zagadnienia, nie ma jednoznacznej odpowiedzi czy rzeczywiscie w ALS
wystepuje niedobor tych zwigzkéow. Na pewno ich podawanie w przypadku modeli
zwierzgcych wptywa korzystnie na wydtuzenie przezywalnosci motoneuronéw (Cozzolino
i wsp., 2008). Przyktadowo, ograniczong ekspresje VEGF notowano na modelu ALS u
szczura juz w okresie poprzedzajacym chorobe (Xie 1 wsp., 2004), ale niski poziom tego
biatka w ptynie mézgowo-rdzeniowym 1 mniejsza liczba komorek rogu przedniego rdzenia
kregowego zdolnych do jego produkcji sa réwniez cechami charakteryzujagcymi ALS u
ludzi poczawszy od wczesnych objawoéw chorobowych (Lambrechts i Carmeliet, 2006).
Brak odlezyn u pacjentéw chorych na ALS nawet w koncowym etapie choroby skierowat
badania w stron¢ analizy skory. Oprocz istotnych zmian kolagenu, wtokien elastycznych 1

substancji podstawowej, wykazano zwigkszong ekspresj¢ VEGF (Suzuki 1 wsp., 2009).

31



)

Ponadto czesto$¢ wystepowania niektorych haplotypéw w genie VEGF jest wigksza w
populacji pacjentow z ALS w stosunku do ludzi zdrowych (Lambrechts i Carmeliet, 2006).
Wreszcie, podawanie VEGF myszom 1 szczurom z mutacjg biatka SOD1 mialo korzystny
wpltyw na ich motoryke, aktywnos$¢ 1 dlugos¢ zycia, zarowno jesli czynnik ten podawany
byl w fazie przedobjawowej, jak i objawowej choroby, co rdwniez sugeruje jego udziat w
rozwoju choroby;

nieprawidlowe dojrzewanie RNA — btgdne dojrzewanie RNA wzigto pod uwage jako jeden
z czynnikdw patogenetycznych ALS po opublikowaniu wynikéw wskazujacych na
zwigzek mutacji w dwoch genach wiazacych RNA/DNA z fALS, ale rowniez sALS. Te
geny to TARDBP (kodujacy TDP-43) (Kabashi i wsp., 2008; Sreedharan i wsp., 2008)
oraz ALS6 kodujacy FUS (inaczej TLS) (Kwiatkowski 1 wsp., 2009; Vance 1 wsp., 2009).
Mutacje te powoduja przemieszczenie kodowanych przez te geny protein z jadra
komodrkowego, miejsca ich prawidlowej lokalizacji, do cytoplazmy, gdzie tworza agregaty
(Barber i Shaw, 2010). Rola TDP-43 i FUS nie jest doktadnie poznana, wiadomo jednak,
ze s3 one zaangazowane w regulacj¢ ekspresji genow czyli transkrypcje, splatanie i
transport RNA oraz translacje, oba rowniez w konsekwencji taczg si¢ bezposrednio z RNA
oraz DNA. Nie wiadomo jednak, czy patogenetyczne dziatanie zmutowanego bialka jest
zwigzane z zyskaniem przez nie nowej toksycznej funkcji, czy przez utrate funkcji
prawidlowej (Lagier-Tourenne i Cleveland, 2009).

Podsumowujac, postuluje si¢, ze mechanizmy prowadzace do $mierci motoneuronow,

niezaleznie od etiologii sg takie same w fALS 1 sALS oraz zZe jest to zjawisko

wieloczynnikowe, ztozone (obejmujgce wigkszo$¢ z wymienionych wyzej proceséw) i w

obecnym stanie wiedzy nie do konca zrozumiate (Cozzolino i wsp., 2008). Natomiast

wyjasnien wybidrczej wrazliwos$ci motoneurondw na proces zwyrodnieniowy poszukuje si¢ w

ich nieporownywalnie wigkszych rozmiarach w stosunku do innych neuronow, szybszym
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metabolizmie, specyficznych cechach mitochondriéw, zaleznosci tych komoérek od sprawnego
transportu wewnatrzkomorkowego, specyfiki powierzchniowych receptorow
glutaminianergicznych, duzej ilosci transporterow glutaminianu w okolicy wrazliwych grup
motoneuronow, niskiej ekspresji specyficznych protein wigzacych wapn, wysokiej ekspresji
SODI1 oraz wysokiego progu dla ekspresji bialek szoku cieplnego (Shaw, 2005; von Lewinski

i Keller, 2005; Pun i wsp., 2006; Dadon-Nachum, 2011).

1.1.3. Modele choroby

Zapobieganie czy skuteczne postepowanie lecznicze w odniesieniu do wszystkich
choréb, réwniez neurodegeneracyjnych, musi opiera¢ si¢ na gruntownej wiedzy dotyczacej
ich czynnikéw sprawczych 1 mechanizmow patogenetycznych. Prowadzenie badan
dotyczacych réznych aspektow ALS u ludzi jest bardzo trudne 1 kosztowne z wielu powodow,
m.in. rzadko$ci wystepowania, szybkiego przebiegu, duzego rozproszenia, po6Znego
rozpoznania, stosowania réznych form leczenia, a biorac pod uwage duza inwazyjnosé
niektorych badan — wregez niemozliwe. Jak dotad doktadny patomechanizm ALS nie zostal
poznany. Z tych wzgledow niezbedne sa badania adekwatnego modelu zwierzecego ALS.
Taki model zwierzgey powinien charakteryzowac si¢ doktadnym odwzorowaniem schorzenia
wystepujacego u ludzi, zarowno pod wzgledem zmian molekularnych, komérkowych, jak i
analogicznych objawo6w klinicznych.

Badania nad ALS mogg by¢ prowadzone w warunkach in vitro, czyli na hodowlach
komorkowych i organotypowych wyizolowanych z zywego organizmu oraz in vivo, czyli na

zywych organizmach w zasadzie bez naruszenia ich stanu.
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1.1.3.1. Modele ,,in vitro”

Badania in vitro sg wygodne, dajg mozliwo$¢ testowania hipotez dotyczacych
mechanizmoéw zwyrodnienia motoneuronéw oraz szybkiego testowania wybranych strategii
leczniczych. Gtowng wadg takich hodowli jest jednak brak — w przypadku hodowli
neuronalnych, lub ograniczenie — w przypadku hodowli organotypowych kory moézgu lub
rdzenia kregowego, interakcji pomi¢dzy neuronami a innymi typami komorek. Jak
wspomniano, takie wspodizaleznosci miedzykomoérkowe odgrywaja prawdopodobnie bardzo
istotng rolg¢ w patogenezie ALS. Ograniczeniem tego typu badan jest rowniez krotka
przezywalno$¢ hodowli, wymog ich pobierania z zarodkoéw lub zwierzat bardzo mtodych oraz
ztozono$¢ identyfikacji 1 izolacji neurondow ruchowych (Elliott, 1999; Herbik, 2008).

Hodowla organotypowa skrawkéw rdzenia kregowego ma w odniesieniu do ALS
szereg zalet. Przede wszystkim zachowuje czg$¢  wspomnianych interakcji
mi¢dzykomorkowych, skrawki nie traca normalnej architektury rdzenia, dodatkowo
identyfikacja motoneuronéw jest latwa ze wzgledu na ich relatywnie duze rozmiary.
Poniewaz liczba motoneuronow w jednym skrawku jest niewielka, istnieje dodatkowo
mozliwos$¢ stworzenia hodowli wzbogaconej w motoneurony. Niestety, interpretujac dane z
tego typu doswiadczen, trzeba mie¢ na uwadze, ze wycinajac skrawki z Zywego organizmu
doprowadzamy do wielomiejscowej aksotomii pozbawiajac motoneurony nie tylko wpltywow
zstepujacych, ale rowniez ich polaczen obwodowych, co moze mie¢ wpltyw na przebieg
eksperymentu. Ponadto $rodowisko funkcjonowania motoneurondw w takiej hodowli jest
istotnie zmienione 1 wyniki do$wiadczen w duzej mierze zalezne s3 od konkretnych
warunkow eksperymentalnych (Elliott, 1999; Tovar-Y-Romo i wsp., 2009).

Testuje si¢ rowniez modele hodowli komoérkowych hybrydowych, np. w celu
zapewnienia trwato$ci hodowli Iaczy si¢ komorki neuroblastomy, ktore charakteryzuja sig

duza zdolnoscig do proliferacji, z motoneuronami rdzenia kregowego pochodzacymi z
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hodowli wzbogaconej. Komorki takiej hodowli (linia NSC-34) wykazuja wiele cech
charakterystycznych dla motoneuronow, jak synteza acetylocholiny czy generowanie
potencjatu czynnos$ciowego. Linia komorkowa NSC-34 z ekspresjag zmutowanego bialtka
SOD1 dodatkowo prezentuje niektore typowe dla ALS zmiany w motoneuronach i z tego
wzgledu jest rozwazana jako model ALS oraz stuzy do badania niektorych mechanizmow
toksycznego oddzialywania zmutowanego biatka SODI1. Niestety hodowla ta zachowuje
rownoczes$nie niektére cechy komorek neuroblastomy, mogace przestania¢ rzeczywiste
podtoze zmian w badaniach nad mechanizmami prowadzacymi do $mierci motoneuronow

oraz potencjalnymi czynnikami prewencyjnymi tych proceséw (Tovar-Y-Romo i wsp., 2009).

1.1.3.2. Modele ,,in vivo”

Kompleksowos¢ zywego organizmu jest cechg decydujaca o tym, ze badania nad
modelami in vivo sa najlepszym zrédlem wiedzy nie tylko o patogenezie, ale rowniez o
skutecznosci potencjalnych dziatan terapeutycznych i prewencyjnych. Modele in vivo maja
przede wszystkim te przewage nad hodowlami komoérkowymi czy organotypowymi, ze
odzwierciedlajg bezposredni zwigzek pomigdzy zmianami na poziomie komoérkowym i
cechami klinicznymi choroby. W przypadku ALS bedzie to np. stopniowe zwyrodnienie
motoneuronow i postepujace porazenie migsni.

Najstarszym modelem stosowanym dla wyjasnienia procesOw patologicznych
lezacych u podtoza ALS jest model oparty na aksotomii — bezposrednim uszkodzeniu
aksonow motoneurondw w wyniku przecigcia nerwow obwodowych. Jest to model fatwo
powtarzalny, wywotujacy degeneracj¢ motoneuronéw o charakterze apoptozy 1 ostrym
przebiegu (okoto kilku dni). Model ten ma obecnie nikte zastosowanie w badaniach nad ALS
z wielu wzgledow. Przede wszystkim aksotomia prowadzi do jednorazowego, 0strego

uszkodzenia aksondéw, natomiast w przebiegu ALS zmiany te majg charakter ciggly i
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postepujacy. Ponadto ALS ujawnia si¢ w wiekszosci u osobnikéw dorostych, natomiast

aksotomi¢ wykonuje si¢ na niedojrzatych osobnikach w okresie neonatalnym. Nie jest

wiadome réwniez czy apoptoza motoneuronéw odgrywa istotna role w rozwoju ALS (Elliott,

1999).

W literaturze opisuje si¢ rowniez modele zwierzece naturalnie wystepujace w

przyrodzie zwigzane ze spontanicznymi mutacjami w genach. Nalezg tu:

a)

b)

myszy ,.,chwiejne” (ang. wobbler mouse), sa najstarszym modelem tego typu. Mutacja w
genie wr zmapowanym na chromosomie 11 powoduje u tych myszy $mieré ciat
komoérkowych motoneurondéw odcinka szyjnego krggostupa. Prowadzi to do proksymalne;j
aksonopatii, objawiajacej si¢ postepujacym oslabieniem mig¢éni konczyn przednich, czego
efektem jest chwiejny chdd. Objawy pojawiaja si¢ okoto 1. miesigca zycia, a zwierze
umiera majac okolo 1 rok. Mimo, Ze znany jest gen ulegajacy mutacji, mechanizm
neurodegeneracji w tym modelu pozostaje niewyjasniony (Elliott, 1999; Xu i wsp., 2001;
Herbik, 2008; Tovar-Y-Romo i wsp., 2009);

myszy pmn (ang. progressive motor neuropathy), rozwijaja objawy ostabienia mig$ni
konczyn tylnych i obrgczy miedniczej (postgpujaca ogonowo-czaszkowa degeneracja
motoneuronow) poczawszy od 3. tygodnia zycia, a umieraja w 7. tygodniu. Zmiany
patologiczne rozwijaja si¢ w tym modelu inaczej niz w ALS, poniewaz pojawia si¢
obszerna, dystalna aksonopatia, natomiast ciala motoneurondw pozostaja relatywnie
nietkniete (Elliott, 1999; Tovar-Y-Romo i wsp., 2009). Dlatego model ten odnosi si¢ raczej
do polineuropatii, a nie do ALS (Herbik, 2008);

model spontanicznego postgpujacego ostabienia miesni nmd (ang. neuromuscular
degeneration). Myszy nmd w 2. tygodniu zycia rozwijajg gwaltownie postepujace

ostabienie mies$ni, poczawszy od konczyn tylnych i rzadko przezywaja ponad 4 tygodnie.
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d)

f)

Objawy takie sg spowodowane zwyrodnieniem cial motoneuronéw w ledzwiowym
odcinku rdzenia kregowego (Cook i wsp., 1995; Elliott, 1999; Herbik, 2008);

mysi i szczurzy model degeneracji nerwowo-migsniowej mnd (ang. motor neuron
degeneration), w ktorym objawy takie jak sztywno$¢, zanik migséni i niezborno$¢ ruchowa
pojawiajg si¢ u zwierzat okoto 5. do 11. miesigca zycia poczatkowo w konczynach tylnych,
ostatecznie doprowadzajagc do paralizu czterokonczynowego. Czas przezycia nie
przekracza 14 miesigcy (Messer i Flaherty, 1986; Elliott, 1999; Herbik, 2008).
Degeneracja dotyczy neuronéw ruchowych rdzenia kregowego, jadra podjezykowego oraz
kory moézgu, ale dodatkowo u zwierzat z tego modelu obserwuje si¢ ciezka retinopatig
(Elliott, 1999);

myszy z mutacja wst/wst (ang. wasted mutant mouse) sg traktowane jako model
spontanicznej rdzeniowej neurodegeneracji. Objawia si¢ ona paralizem konczyn tylnych,
wynikajacym niekoniecznie z utraty motoneurondw, ale ich wakuolizacji (Tovar-Y-Romo i
wsp., 2009);

modele ALS naturalnie wystgpujace u wigkszych zwierzat, jak np. psow (Cork i1 wsp.,
1990) czy koni (Cummings i wsp., 1990). Zmiany patologiczne i obraz kliniczny pod
wieloma wzgledami podobne sg do wystepujacych u ludzi z fALS, natomiast
wykorzystanie tych gatunkéw do badan eksperymentalnych jest z oczywistych wzgledow
skomplikowane (Tovar-Y-Romo i wsp., 2009).

Powstanie i rozwdj technik transgenizacji zwierzat umozliwity tworzenie nowych

modeli zwierzgcych, opartych na znanych mutacjach genowych bgdacych przyczynami fALS

1 zdecydowanie lepiej odzwierciedlajgcych chorobe wystepujaca u cztowieka anizeli mutacje

spontaniczne, naturalnie wystgpujace w przyrodzie.

Przelomem w rozwoju wiedzy na temat ALS bylo odkrycie przez Rosena i

wspotpracownikow (1993) zwigzku miedzy fALS a mutacjag w genie kodujacym enzym
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SODI. Dato to rowniez mozliwos¢ stworzenia modelu choroby opartego na zmianach w
obrebie tego enzymu. Poczatkowo sagdzono, ze u podtoza ALS zwigzanego z mutacjg biatka
SODI1 lezy jego niedobor lub nadmiar. Szybko okazato si¢ jednak, ze wytaczenie u myszy
ekspresji (ang. knock-out) SOD1 podobnie jak i nadmiar niezmutowanego tzw. dzikiego
biatka SOD1 nie daje objawow chorobowych typowych dla ALS, a jedynie zaburzenia
rozrodu oraz cze¢sciowg utrate zdolnosci do regeneracji aksonow (niedobor SODI1) czy
fagodne dysfunkcje ruchowe pojawiajace si¢ u starych osobnikow (nadekspresja SODI)
(Elliott, 1999; Grieb, 2005; Herbik, 2008). Dopiero dodanie do genomu gryzoni ludzkiego
zmutowanego genu SODI (hmSOD1) doprowadzilo do wytworzenia modelu zwierzgcego
ALS z objawami typowymi dla choroby u ludzi. Pierwszym widocznym objawem
postepujacej choroby jest u szczuréw z mutacja hmSODI1 zmniejszenie spontanicznej
dobowej aktywnoS$ci, nastepnie rozwija si¢ ostabienie mig$ni konczyn tylnych (zwykle
asymetrycznie) z rdwnoczesnym spadkiem masy ciala. Rozwdj choroby jest wigc nieco
odmienny jak u ludzi, u ktorych pierwsze objawy pojawiaja si¢ najczes$ciej w konczynach
gornych. Cechg charakterystyczng wczesnej fazy choroby zwierzat jest rowniez zwigkszone
napiecie mig$ni ogona. Kolejno paraliz obejmuje obie konczyny tylne, nastepnie przednie i
zwierze traci zdolno$¢ poruszania. Obraz kliniczny choroby jest wynikiem progresywnego
spadku liczby neurondéw ruchowych rdzenia krggowego oraz pnia mozgu, rozpoczynajacego
si¢ jednak wczesniej anizeli widoczne objawy zewnetrzne. RoOwniez histopatologiczne zmiany
zblizone sg do wystepujacych u chorych na ALS (Nagai i wsp., 2001).

Przypuszczalnie ponad 100 réznych mutacji w genie SOD1 moze odpowiada¢ za
rozw0] ALS, jednakze cze$¢ z nich odkryto i zbadano tylko w pojedynczych rodzinach,
dlatego niezbedne sg dalsze badania. Znaczenie patogenetyczne jedynie 20 sposrod nich
zostalo potwierdzone statystycznie lub w wyniku stworzenia na ich podstawie

transgenicznych modeli zwierzgcych. Szeroko stosowane w badaniach nad ALS sg
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transgeniczne gryzonie z genem SODI1 czlowieka i1 nastgpujacymi jego mutacjami: G37R,
H46R, L84V, G85R, G86R, DI0A, G93A, GI93R, G127X (Andersen, 2006b). Najczesciej
wykorzystuje si¢ obecnie transgeniczne gryzonie z hmSODI1 1 mutacja H46R (substytucja
histydyny w miejsce argininy w pozycji 46) oraz G93A (substytucja glicyny w miejsce
alaniny w pozycji 93) (Herbik, 2008).

Nalezy jednak pamigtaé, ze jakkolwiek modele zwierzgce odzwierciedlaja ludzka
chorobe zdecydowanie lepiej niz modele ,,in vitro” pozostajg jednak tylko modelami i majg
swoje ograniczenia. Przede wszystkim zwierzgca anatomia, fizjologia, genetyka i dlugos¢
zycia sg inne niz u ludzi. Poza tym w wigkszosci modeli transgenicznych, opartych na
zmutowanym biatku SODI1 czlowieka, aby wywota¢ objawy niezbedna jest nadekspresja
SOD1 w stosunku do poziomu wystgpujacego u pacjentéw (czesto nawet 10-30 razy wiecej
zmutowanego biatka niz u ludzi jest niezbedne, aby wywota¢ patologiczny fenotyp). Zupetie
inaczej rowniez planuje si¢ eksperymenty na zwierzgtach, a inaczej prowadzi badania na
ludziach. Réznice te prawdopodobnie decyduja o tym, ze tylko kilka metod leczenia
farmakologicznego skutecznych u zwierzat z ALS wprowadzono do badan na ludziach, a
jeszcze mniej okazato si¢ skutecznymi (Andersen, 2006b; Van Den Bosch i Robberecht,
2006).

Mimo powyzszych ograniczen modele zwierz¢ce daja mozliwos¢ badania przebiegu
choroby od jej wczesnego stadium, czesto jeszcze przed pojawieniem si¢ pierwszych
widocznych objawéw klinicznych, réwniez z wykorzystaniem bardzo inwazyjnych metod.
Tego typu analizy u cztowieka nie sg mozliwe (Grieb, 2004). Réwnoczes$nie transgeniczne
modele ALS pozwalajg na wstepng, przedkliniczng ocene skuteczno$ci farmakoterapii, u
ludzi niemozliwg do przeprowadzenia na dostatecznie duzej grupie badawczej z powodu
matej czestosci wystepowania choroby 1 duzego terytorialnego rozproszenia pacjentow

(Grieb, 2004 i 2005).
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1.2.  Jednostki motoryczne (ruchowe)

1.2.1. Definicja i podzial jednostek motorycznych

Kazdy ruch wiaze si¢ z pracg migsni, a kazdy skurcz migsnia ssakéw wigze si¢ z
aktywnos$cig okreslonej liczby jednostek ruchowych, ktore sa najmniejszymi jednostkami
czynnosciowymi wystepujacymi w migsniu. Termin ,,jednostka ruchowa” zostat uzyty po raz
pierwszy przez Sherringtona, ktory okreslit ja jako akson a-motoneuronu i unerwiane przez
ten akson witokna mig$niowe (Sherrington, 1906). Obecnie za jednostk¢ motoryczng
(ruchowa) uznaje si¢ kompleks w sktad ktorego wchodzi motoneuron i widkna migéniowe
unerwione wytacznie przez ten motoneuron. Wszystkie wtokna migsniowe jednej jednostki
ruchowej (unerwione przez jeden motoneuron) sg tego samego typu, majg takie same cechy i
reaguja rownoczesnie na dochodzace do nich pobudzenia (Burke, 1981; Burke i wsp., 1973;
Grottel i Celichowski, 2000; Celichowski, 2006).

Wiokna migsniowe dzieli si¢ na trzy podstawowe typy roéznigce si¢ czasem skurczu,
odporno$cig na zmeczenie oraz metabolizmem, tj. wiokna: typu SO (ang. slow oxidative),
typu FOG (ang. fast oxidative-glycolitic) i typu FG (ang. fast glycolitic). Typ SO to wtokna
wolno kurczace si¢, charakteryzujace si¢ metabolizmem tlenowym, typ FOG to witokna
szybko kurczace si¢, odporne na zmgczenie z metabolizmem tlenowo-glikolitycznym, typ FG
to wtokna glikolityczne, szybkie i podatne na zmeczenie (Stein i Padykula, 1962; Peter i wsp.,
1972). W 1973 roku Burke i wspotpracownicy wprowadzili podziat jednostek ruchowych na
trzy typy odpowiadajace trzem typom wiokien migsniowych, tj. S (wolne, ang. slow), w sktad
ktorych wchodzg widkna migsniowe typu SO, FR (szybkie odporne na zmegczenie, ang. fast
resistant), z wioknami miesniowymi typu FOG i1 FF (szybkie meczace si¢, ang. fast

fatigable), z widknami mie$niowymi typu FG.
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1.2.2. Cechy jednostek motorycznych

Poniewaz jednostka ruchowa zbudowana jest z wtokien migsniowych tego samego
typu, a poszczegdlne typy widkien miegsniowych roznig si¢ od siebie, w zwigzku z tym
rowniez cechy trzech typow jednostek motorycznych sg rozne. Burke 1 wsp. (1973) dzielac
jednostki ruchowe wzieli pod uwage dwie ich cechy: objaw ugi¢cia i wskaznik zmeczenia.

Objaw ugiecia (ang. sag effect), czyli przejsciowy spadek sity w trakcie skurczu
tezcowego niezupetnego, jest charakterystyczng cecha wystepujaca tylko w skurczach
tezcowych jednostek szybkich (zarowno FF jak i FR). W zapisach skurczow tezcowych
niezupetnych jednostek wolnych objaw ten nie wystepuje, dlatego w fizjologicznych
doswiadczeniach cecha ta dzieli pulg jednostek motorycznych na szybkie i wolne.
Nalezy tu podkresli¢, ze okreslenie ,,skurcz jednostki ruchowej” jest skrotem myslowym, w
rzeczywistosci kurcza si¢ tylko witokna miesniowe, a wiec sktadowa obwodowa jednostki

motoryczne;j.

mN
59.2

32.9

0.0 v

< > e > 13 ms

Rys. 1. Przyktadowy zapis skurczu pojedynczego jednostki ruchowej typu FF i1 podstawowe

badane cechy: A — sita skurczu, B — czas skurczu, C — czas potowiczego rozkurczu.
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Alternatywng metoda podzialu jednostek ruchowych na szybkie lub wolne jest
klasyfikacja w oparciu o ich czas skurczu pojedynczego. Skurcz pojedynczy jest odpowiedzig
jednostki na jeden impuls. Jego czas (ang. contraction time) jest mierzony od poczatku
skurczu do punktu, w ktérym sita skurczu osigga warto$¢ maksymalng (rys. 1). Jednostki
ruchowe wolne charakteryzuja si¢ dtugim czasem skurczu pojedynczego, a szybkie krotkim
(u szczura dla migs$nia brzuchatego przysrodkowego tydki z wartoscig graniczng okoto 20
ms). Zawsze bowiem nalezy odnosi¢ ten parametr do wiokien mig¢sniowych konkretnego
migsnia u badanego gatunku, gdyz czas ten okreslany dla skurczu pojedynczego w obrebie
tego samego migsnia jest dtuzszy dla wolnych i krotszy dla szybkich jednostek ruchowych,
ale warto$¢ graniczna jest zroznicowana dla r6znych mieéni (Kernell 1 wsp., 1975; Reinking i

wsp., 1975; Goslow 1 wsp., 1977; Grottel i Celichowski, 1990; Mrowczynski 1 wsp., 2006).

Tab. 1. Kryteria podziatu jednostek ruchowych na trzy podstawowe typy stosowane w

warunkach doswiadczalnych (wg Celichowski, 2006).

Typ jednostki S FR FF
Objaw ugiecia w skurczu . .
tezcowym niezupelnym brak wystepuje wystepuje
Wskaznik zmeczenia >0,5 >0,5 <05

Wskaznik zmeczenia (ang. fatigue index) jednostki ruchowej jest cechg pozwalajaca
okresli¢ jej odporno$¢ na zmeczenie. Odpornos$¢ takg bada si¢ przeprowadzajac tzw. test
zmegczenia. Polega on na stymulowaniu jednostki przez kilka minut w taki sposéb, aby co
sekund¢ wywolywac¢ skurcz tezcowy niezupetny (stymulacja 14 bodzcami o czestotliwosci 40
Hz) (Burke i wsp., 1973). Pozwala to na obserwacje, w jaki sposéb zmienia si¢ sila
generowana przez jednostke ruchowg oraz na wyznaczenie wskaznika zmeczenia, ktory jest
stosunkiem sily generowanej przez widkna mi¢sniowe po 2 minutach testu zmeczenia do sity

maksymalnej, rozwijanej poczatkowo (Burke 1 wsp., 1973). Dla jednostek FF ma on warto$¢
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ponizej 0,5, a dla jednostek FR powyzej 0,5, czyli umozliwia wyroznienie sposrod jednostek
szybkich dwoch typow: FF i FR. Dla jednostek wolnych wskaznik zmeczenia przyjmuje
wartosci bliskie 1 (Kernell 1 wsp., 1975; Grottel i Celichowski, 1990) (tab. 1).

Kolejnymi cechami charakteryzujagcymi poszczegdlne typy jednostek ruchowych sa:
czas potowiczej relaksacji (ang. half-relaxation time), sita skurczu pojedynczego (ang. twitch
force), sita skurczu tezcowego (ang. tetanus force) oraz zdolno$¢ do wzmocnienia
potezcowego sily (ang. post-tetanic potentiation).

Czas potowiczej relaksacji to parametr okreslajacy czas jaki uptywa od osiggnigcia
najwyzszej amplitudy sity skurczu do potowy spadku tej amplitudy (rys. 1) (Grottel i
Celichowski, 2000). Jest on, podobnie jak czas skurczu, najkrétszy dla jednostek typu FF, a
najdtuzszy dla jednostek typu S (Burke i wsp., 1973; Grottel i Celichowski, 1990; Grottel i
wsp., 1993). Wzmocnienie potezcowe skurczu pojedynczego jest cecha, ktora u zwierzat
zdrowych dodatkowo pomaga rozr6zni¢ jednostki motoryczne szybkie i wolne. Jednostki
szybkie wzmacniajg swa sile po poprzedzajacej aktywnos$ci, natomiast jednostki wolne nie
majg takiej zdolnosci.

Sita skurczu jednostki ruchowej jest uwarunkowana przede wszystkim liczbg wtdkien
mieg$niowych tworzacych dang jednostke. Liczba widkien migsniowych unerwianych przez
jeden motoneuron okre$lana jest jako tzw. wskaznik unerwienia (Bodine i wsp., 1987;
Chamberlain i Lewis, 1989; Kanda i Hashizume, 1992). W skiad jednostek S wchodzi
najmniejsza liczba wtdkien migsniowych (najnizszy wskaznik unerwienia) - stad ich najnizsza
sita. Jednostki ruchowe typu FF zbudowane s3 z najwigkszej liczby wiokien mig$niowych
(najwyzszy wskaznik unerwienia) i ich sita jest najwyzsza. W mniejszym stopniu na sit¢
jednostki ma takze wpltyw S$rednica wiokien miesniowych. W zwigzku z tym, ze widkna
wolne sg $rednio najciensze, generuja rowniez najnizsza site. Dodatkowo zmiennos$¢ sit

rozwijanych przez jednostki poszczegolnych typow zalezy od tzw. sily specyficznej, czyli sity
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generowanej przez wiokna migsniowe przypadajacej na okreslone pole przekroju
poprzecznego. Poniewaz sita ta jest zwigzana z ilosScig 1 cechami biatek kurczliwych w
roznych widknach migsniowych, jest ona wyzsza dla wtokien szybkich niz dla wolnych.

Cechy witokien migsniowych tworzacych jednostke ruchowa sg skorelowane z
cechami unerwiajgcego je motoneuronu. Pozwala to, z jednej strony, na wykorzystywanie w
optymalny (zaréwno dla motoneuronu jak 1 wtokien migsniowych) sposob roznych jednostek
ruchowych, a z drugiej strony, na wyspecjalizowanie jednostek ruchowych réznych typow do
udzialu w odmiennych rodzajach aktywnos$ci ruchowe;.

Réznice morfologiczne motoneurondw budujacych odmienne typy jednostek
ruchowych to przede wszystkim: wielko$¢ perikarionu, liczba dendrytéw oraz grubosé
aksonu. Motoneurony jednostek FF maja najwigksze ciala komdérkowe 1 najwigksza liczbe
wypustek, a motoneurony jednostek S s3 najmniejsze i majg najmniejsza liczb¢ dendrytow
(Burke, 1981; Grottel i Celichowski, 2000; Celichowski, 2006).

Z wielko$cig neuronu koreluje jego oporno$¢ wejsciowa, zwigzana z pobudliwoscia.
Najbardziej pobudliwe sa motoneurony jednostek S, charakteryzujace si¢ najwyzsza
opornoscig wejsciowa, a najmniej pobudliwe sa motoneurony jednostek FF o najnizszej
opornosci wejsciowej. Odpowiada to kolejnosci rekrutacji jednostek ruchowych do skurczu i
decyduje o tym, ze jednostki ruchowe typu S sa najwcze$niej i najczesciej angazowane do
ruchu (patrz rozdz. 1.2.3. Regulacja sity skurczu jednostki motorycznej). Roznice
pobudliwos$ci motoneurondow jednostek ruchowych réznych typéw nalezy réwniez wigzac z
roznicami w odpornosci widkien migsniowych na zmeczenie. Jednostki S sg najbardziej
pobudliwe, w najwigkszym stopniu wykorzystywane do skurczéw, co pozwala na optymalne
wykorzystanie najwyzszej odpornosci na zmeczenie wtokien migsniowych wchodzacych w

ich sktad. Jednostki FF z kolei, jako najsilniejsze 1 najmniej pobudliwe, angazowane sg do
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skurczow o bardzo duzej sile, ale krotkotrwatych, co wigze si¢ z niskg odpornoscig na
zmeczenie wiokien migsniowych FG.

Najciensze aksony majg motoneurony jednostek ruchowych S, a najgrubsze jednostek
ruchowych typu FF. Koreluje to z szybkoscig przewodzenia potencjatldéw czynno$ciowych
(najnizsza w aksonach o najmniejszej grubosci i najwyzsza w najgrubszych). Srednica aksonu
koreluje takze z liczbg tworzonych przez ten akson rozgalezien. Grubsze aksony oddaja
wiecej kolaterali w obrebie rdzenia krggowego, oraz wigcej odgatezien w obrebie
unerwianego przez nie mig¢snia (wyzsza liczba widkien migéniowych unerwianych przez
motoneuron) (Burke, 1981; Grottel i Celichowski, 2000).

Oprocz rdéznic pobudliwo$ci motoneuronéw wchodzacych w  sklad jednostek
motorycznych roznych typow, druga ich niezwykle istotng cecha jest zdolno$¢ generowania
potencjatow czynnoSciowych z czgstotliwoscia odpowiadajaca skurczom tezcowym
niezupelnym wiokien migSniowych przez nie unerwianych. Widkna migéniowe wolno
kurczace si¢ generuja skurcze tezcowe niezupelne przy znacznie nizszej czestotliwo$ci
pobudzania niz wldkna mig$niowe szybko kurczace si¢. Motoneurony jednostek wolnych
maja dluzszy czas trwania hiperpolaryzacyjnego potencjalu nastgpczego (ang. AHP,
afterhyperpolarization time) niz motoneurony jednostek szybkich (Bakels i Kernell, 1993;
Mréwcezynski 1 wsp., 2007). Dzieki temu, niezaleznie od typu, jednostki pracuja w zakresie
skurczow tezcowych niezupelnych — optymalnych pod wzgledem kosztow metabolicznych i
mozliwosci sterowania ich sitg (Celichowski 1 wsp., 2000; Grottel 1 Celichowski, 2000;

Celichowski, 2006).
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1.2.3. Regulacja sity skurczu jednostki motoryczne;j

Regulacja sity, niezbedna dla prawidtlowego wykonywania wszystkich aktow
ruchowych, mozliwa jest na drodze dwoch podstawowych mechanizmow: rekrutacii
jednostek ruchowych oraz zmiany czgstotliwos$ci wyladowan czynnych motoneuronéw.

Cechy jednostek ruchowych warunkujg ich funkcje i czas pracy. Jednostki typu FF
maja cechy przystosowujace je do pracy trwajacej krotko (kilka lub kilkanascie sekund),
réwnoczesnie jednak ich sila jest najwyzsza. Cechy jednostek typu S sprawiaja, ze dzigki
duzej odpornosci na zmeczenie 1 wysokiej efektywnosci (Celichowski 1 wsp., 2000) moga
pracowa¢ nawet kilka godzin, ale ich sila jest niewielka. Motoneurony budujace jednostki
ruchowe poszczegolnych typow rowniez maja odmienne cechy. Glowng z nich jest
pobudliwos$¢, ktora dla motoneurondéw jednostek FF jest najnizsza, a dla motoneurondow
jednostek S najwyzsza. W zwigzku z tym w trakcie wigkszo$ci ruchow jednostki typu S sa
jako pierwsze wilaczane do skurczu, nastepnie jednostki typu FR, a w razie potrzeby
generowania bardzo wysokiej sily angazowane s3 jednostki typu FF. Tak uporzadkowane
wlaczanie coraz wigkszej liczby jednostek ruchowych mig$nia do skurczu, powodujace
wzrost jego sily, nosi nazwe rekrutacji. Jej kolejno$¢ jest zatem $cisle okre§lona i nastgpujaca
— jednostki ruchowe typu S sa rekrutowane jako pierwsze, potem jednostki typu FR i FF jako
ostatnie. Proces wyltaczania jednostek ze skurczu, czyli dekrutacja, ma porzadek odwrotny —
najpierw wyltaczane sg jednostki FF, potem FR, a na koncu S (Burke, 1981; Celichowski,
2006).

Drugi mechanizm umozliwiajacy sterowanie sitg skurczu to zmiany czgstotliwosci
wytadowan motoneuronoéw. W trakcie wykonywania ruchow dowolnych, jednostki pracujg w
zakresie skurczow tezcowych niezupetnych. Taki rodzaj skurczu jest korzystny z dwoch
powodow: jego sita moze by¢ regulowana poprzez zmiany czestotliwosci dochodzacych

pobudzen i moze zmienia¢ si¢ nawet w 3-8-krotnym zakresie (Kernell i wsp., 1983,
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Celichowski 1 Grottel, 1993 1 1997), a rownocze$nie koszty energetyczne takiego skurczu sg
dla czynnej jednostki najnizsze (Celichowski 1 wsp., 2000). Regulacja sity skurczu tezcowego
moze opiera¢ si¢ na chwilowej nawet zmianie czestotliwosci 1 uktadu impulsow
generowanych przez motoneurony. Nawet wzglednie niewielkie zmiany wywoluja znaczng
modulacje przebiegu sity skurczu (Burke i1 wsp., 1970; Grottel i Celichowski, 1999;
Celichowski i wsp., 2008; Krutki i wsp., 2008¢). Przyktadem moze by¢ znaczgcy wzrost sity
skurczu t¢zcowego rozpoczynajacego si¢ dwoma pobudzeniami, generowanymi w bardzo
krotkim odstepie czasu (tzw. dublet), w stosunku do skurczu o takiej samej czgstotliwosci
pobudzen, ale bez dubletu (Burke 1 wsp., 1970; Celichowski 1 Grottel, 1998). Regulacja sity
skurczu mozliwa jest rowniez poprzez zmiang odstepu (nawet tylko jednego) pomiedzy
kolejnymi pobudzeniami. Wydluzenie tego odstepu powoduje spadek sity skurczu, a jego

skrocenie wzrost (Grottel i Celichowski, 1999).

1.2.4. Potencjat czynnos$ciowy jednostki motorycznej

Tkanka migsniowa nalezy do tkanek pobudliwych, mogacych natychmiast reagowac
na docierajagce do nich pobudzenie. Blona witdkna migsniowego w spoczynku jest
spolaryzowana, co jest wynikiem glownie przewagi jonow potasu wewnatrz komorki i jonow
sodu na zewnatrz widkna. Pobudzenie wtdkna migsniowego wigze si¢ zatem z otwieraniem w
jego blonie kanatoéw jonowych i1 przeptywem jonéw sodowych oraz potasowych, zgodnie z
gradientem stezen, co wywotuje powstanie pola elektrycznego wokot aktywnego widkna
mieg$niowego. Umieszczenie w tym polu elektrody rejestrujacej pozwala zapisa¢ potencjat
czynnosciowy witokna migsniowego. Widkna miegsniowe tworzace jednostke ruchowa, sa
pobudzane niemal rownoczes$nie przez motoneuron, zatem ich rejestrowane potencjaly
czynnosciowe naktadajg si¢ z kilkumilisekundowym rozproszeniem i sumujg w potencjal o

ztozonym niekiedy ksztatcie. Potencjalem czynnosciowym jednostki ruchowej nazywa si¢
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potencjal bedacy sumg potencjatow wielu widkien jednostki, rejestrowany elektrodg
znajdujaca si¢ w poblizu tych witokien. Potencjat taki powstaje wczesniej niz sam skurcz i

trwa znacznie krocej w poroéwnaniu z jego przebiegiem (Celichowski, 2006) (rys. 2).
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Rys. 2. A — przyktad oryginalnego zapisu potencjatu czynnosciowego jednostki ruchowej oraz
skurczu pojedynczego tej jednostki. B — analizowane parametry potencjatu

czynno$ciowego jednostek ruchowych: amplituda — a, czas trwania — b.
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1.3.  Mechanizm reinerwacji obocznej

Reinerwacja oboczna jest bardzo waznym mechanizmem kompensujacym spadek
liczby motoneurondéw, wystepujagcym zardwno w procesie starzenia si¢ organizmu, jak 1 w
warunkach patologicznych (np. uszkodzenie rdzenia kregowego, uszkodzenie nerwu, choroby
neurodegeneracyjne). Niezaleznie od przyczyny, czynnikiem inicjujgcym procesy reinerwacji
jest zawsze czeSciowe odnerwienie mig¢snia. W odpowiedzi pozostate, funkcjonujace
motoneurony, zaopatruja (reinerwuja) odnerwione widkna mig$niowe, powigkszajac tym
samym rozmiary jednostek ruchowych, ktore tworza (Gordon i wsp., 2004). Mechanizm
reinerwacji polega na tworzeniu przez motoneuron cienkich wypustek wychodzacych z
zakonczen aksonu lub przewezen Ranviera, ktére docieraja do odnerwionych wiokien
migsniowych, odbudowujac ptytke motoryczna zwykle w miejscu poprzednio istniejacej
plytki, w ten sposob je reinerwujac. Badania elektrofizjologiczne przeprowadzane na
gryzoniach, kotach i ludziach wykazaty, ze w ten sposob moze zosta¢ skompensowana utrata
nawet 85% motoneuronoéw, a pozostate jednostki ruchowe moga zwigksza¢ swoje rozmiary
nawet 5-8-krotnie (Srednio 3-5 razy) (Brown i Ironton, 1978; Fisher i wsp., 1989; Dengler i
wsp., 1990; Yang i wsp., 1990; Rafuse i wsp., 1992; Rafuse i Gordon, 1996; Tam i wsp.,
2001; Tam i1 Gordon, 2003). Kluczowa role¢ w procesie reinerwacji obocznej odgrywaja
komorki Schwanna, pokrywajace wtokna nerwowe takze wewnatrz mig$nia. Komorki te
pomiedzy reinerwujacg i odnerwiong synapsg tworzg wypustki na ksztatt tunelu, wzdhuz
ktorych odnogi aksonalne rosng w sposob ukierunkowany. Kiedy obie komoérki — odnerwione
wildkno migsniowe 1 reinerwujacy akson — potacza si¢, komorki Schwanna wycofujg swoje

wypustki (Gordon i wsp., 2004).
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1.4.  Plastycznos$¢ jednostek motorycznych

Jednostki ruchowe sg strukturg plastyczng. Wigkszos¢ cech skurczu jednostek
ruchowych w wyniku zmian aktywnosci mig$ni moze ulega¢ zmianom adaptacyjnym. Zmiany
adaptacyjne moga nawet prowadzi¢ do transformacji jednostek ruchowych. Adaptacja i
transformacja pomiedzy poszczegdlnymi typami jednostek motorycznych zachodzi zaréwno
w zdrowym mie$niu, jak 1 w warunkach patologii. W warunkach fizjologicznych zmiany
adaptacyjne wtokien mie$niowych moga by¢ efektem np.: treningu, bezruchu, odciazenia,
przeciazenia, procesOwW starzenia si¢ organizmu, czy mogg powstawal w nastgpstwie
elektrycznej stymulacji mig$ni. Warto zaznaczy¢, ze zmiany adaptacyjne obejmujg widkna
migsniowe tych jednostek ruchowych, ktorych czynnos$¢ zostata zmieniona (Thompson, 1994;
Ishihara i wsp., 1998). Procesy patologiczne, zwlaszcza dotyczace ukladu nerwowo-
migsniowego (jak np.: uszkodzenie rdzenia kregowego, czesciowe odnerwienie mig¢snia czy
rozmaite procesy chorobowe), rdwniez uruchamiajg mechanizmy plastyczno$ci jednostek
ruchowych, prowadzac do zmian transformacyjnych.

Trening to proces prowadzacy do zwigkszenia zdolnosci do wykonywania wysitkow
fizycznych. Zdolno$¢ ta wzrasta pod wplywem systematycznie powtarzanych wysitkéw
fizycznych w efekcie zmian adaptacyjnych zachodzacych w organizmie. Rozwijajace si¢
zmiany dotyczg ultrastrukturalnej, morfologicznej, biochemicznej 1 czynno$ciowej
charakterystyki organizmu (Kozlowski 1 Nazar, 1995). Zaleznie od charakteru wysitku
fizycznego (trening sity lub wytrzymato$ci) zmiany pojawiajace si¢ w konkretnych uktadach
(miesniowym, oddechowym, krazenia, nerwowym 1 innych) sg specyficzne 1 ukierunkowane
na to, by aktualnie wykonywana praca realizowana byta w sposob optymalny. Zatem ustalajac
konkretne parametry treningu, takie jak czas trwania i poziom sity, oddziatywa¢ mozna na
okreslone typy jednostek ruchowych. Przyktadowo, poziom sily wigza¢ nalezy z procesem

rekrutacji jednostek ruchowych, w zwiagzku z czym trening, prowadzony na niskim poziomie
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sity skurczu prowadzi do zmian adaptacyjnych tylko jednostek S i FR, a gdy w trakcie
treningu generowane sg bardzo wysokie sity zmiany dotyczg takze jednostek FF (Pilaczynska-
Szczegsniak 1 Celichowski, 2006; Pogrzebna, 2007). W zwigzku z powyzszym, trening
wytrzymatosci o dlugim czasie trwania, realizowany na niskich poziomach sity i o duzym
zapotrzebowaniu tlenowym bedzie indukowal zmiany we widknach migsniowych SO 1 FOG
(w jednostkach ruchowych S i FR). Procesy adaptacyjne tkanki mi¢sniowej bedace efektem
tego typu treningu moga takze obejmowaé wzrost liczby wlokien migsniowych
charakteryzujacych si¢ metabolizmem tlenowym, w szczegélnosci FOG, zwykle kosztem
wiokien FG podlegajacych transformacji (a zatem transformacji jednostek FF w kierunku FR)
(Schluter i Fitts, 1994; Waters i wsp., 2004; Pilaczynska-Szczesniak i Celichowski, 2006;
Pogrzebna, 2007; Rockl 1 wsp., 2007). Na tak ukierunkowang transformacj¢ wskazuje tez
obecno$¢ witokien migsniowych hybrydowych (Schluter i Fitts, 1994), czy jednostek
ruchowych typu FR, charakteryzujacych si¢ ksztalttem skurczu t¢zcowego typowym dla
jednostek typu FF (Pogrzebna, 2007; Pogrzebna 1 Celichowski, 2008). Trening sity wywotuje
przede wszystkim przerost (wzrost srednicy wltokien mie$niowych) gtéwnie wiokien szybko
kurczacych si¢ i wzrost potencjatu beztlenowego (Pilaczynska-Szczesniak 1 Celichowski,
2006).

Model funkcjonalnego przecigzenia mig¢$ni wprowadzono w celu okreslenia granicy
plastycznosci witokien migsniowych w odpowiedzi na ich przecigzenie. W tym celu
chirurgicznie usuwa si¢ wszystkie migsnie synergistyczne dla migénia badanego, w ten
sposOb wywotujac jego przecigzenie funkcjonalne — tylko badany miesien wykonuje
konkretne zadanie ruchowe. Badania prowadzone na tego typu modelu wykazaty, ze w
szybkim migéniu (np. podeszwowym) w odpowiedzi na przecigzenie spada proporcjonalny
udziat jednostek ruchowych szybkich na rzecz pojawienia si¢ jednostek ruchowych

»przejsciowych” (bedacych prawdopodobnie jednostkami ruchowymi w trakcie transformacji)
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oraz zwiekszonego udziatu jednostek ruchowych wolnych (Noble i Pettigrew, 1989; Ishihara i
wsp., 2003). Obserwacje te potwierdzono badaniami miozyn, w ktorych wykazano, ze
ekspresja szybkich izorform miozynowych typu IIb i IIx spada, a rOwnocze$nie wzrasta
ekspresja izoform typu Ila i I (Baldwin i Haddad, 2001). Z kolei badania Olhy i wspotautorow
(1988) na tym samym mi¢$niu wykazaly wzrost proporcjonalnego udziatu jednostek typu S i
FF oraz r6wnoczesny spadek jednostek typu FR.

Odcigzenie migsni wywotuje przeciwny do przecigzenia kierunek zmian
transformacyjnych w obrebie widkien migsniowych. W wyniku odcigzenia konczyny tylnej
szczura poprzez podwieszenie za ogon, w mig$niu plaszczkowatym obserwowano
transformacje jednostek wolnych w kierunku szybkich. Podobne obserwacje poczyniono u
ludzi po 2 i 4-miesigcznym okresie catodobowego lezenia w 16zku (ang. bedrest) (Leterme i
Falempin, 1996; Ohira i wsp., 2000; Baldwin i Haddad, 2001; Ishihara i wsp., 2003; Fliick i
wsp., 2005). Przetrzymywanie szczurow w warunkach pozbawionych dziatania sily cigzenia
(model lotu w kosmos) przez okres 4-16 dni powodowato oprocz zaniku migéni, spadek ilosci
miozyn wolnych typu I i wzrost ekspresji miozyn typu IIx. Zmiany takie byly silniej
zaznaczone w miegs$niach wolnych, majacych funkcj¢ antygrawitacyjng (Baldwin i Haddad,
2001; Ishihara i wsp., 2003).

Zmiany transformacyjne sa takze charakterystyczng obserwacja w badaniach
procesOw starzenia si¢ tkanki migsniowej. W efekcie tych proceséw obserwuje si¢ konwersje
wldkien szybkich w kierunku wolnych (FG do FOG 1 FOG do SO) oraz zwigkszony odsetek
wildkien typu IIX (prawdopodobnie sg to widkna w trakcie transformacji), jak 1 wiokien
hybrydowych w poréwnaniu do osobnikow mtodych (Larsson, 1995). Zatem stopniowo wraz
z wiekiem zwieksza si¢ proporcjonalny udziat jednostek wolnych (Lochynski, 2006). Warto
zaznaczy¢ roéwniez, ze W procesie starzenia si¢ organizmu nastepuje stopniowy ubytek

motoneuronéw, w wyniku ktorego cze$¢ wiokien migsniowych ulega odnerwieniu.
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Wspomniane procesy obumierania dotycza gldéwnie motoneurondw duzych unerwiajgcych
wildkna migsniowe typu FG 1 FOG (Luff, 1998; Lochynski i wsp., 2008).

Technika elektrycznej stymulacji migsni data mozliwos¢ doktadnej kontroli
parametrow i sposobu pobudzania migs$ni, a w konsekwencji analizy odpowiedzi wtokien
mieg$niowych na roézne typy aktywnosci. Stwierdzono, ze dlugotrwata stymulacja bodzcami o
niskiej czestotliwoéci (ang. CLFS, chronic low-frequency stimulation) wywotuje
transformacje wiokien migéniowych szybkich w kierunku wolnych u szczura i kréolika (Pette i
wsp., 1992; Martins i wsp., 2006), oraz u kota (Gordon i wsp., 1997; Munson i wsp., 1997).

Odnerwienie mig¢$nia, w wyniku przecigcia zaopatrujagcego go nerwu, wyraznie rézni
si¢ od innych modeli ograniczajacych aktywnos$¢ miesni, gdyz catkowicie izoluje migsien od
docierajacych do niego pobudzen oraz czynnikdw troficznych. Reakcja mig$ni na
odnerwienie zalezy od ich funkcji. W migsniu ptaszczkowatym szczura (migsien wolny) w
wyniku odnerwienia obserwuje si¢ konwersje wiokien wolnych w kierunku szybkich,
natomiast w mig$niu piszczelowym przednim (migsien szybki) w kierunku odwrotnym (FG
do FOG). W obu tych migéniach, mimo przeciwnego kierunku zmian transformacyjnych,
wzrasta ilos¢ wlokien FOG, co moze dowodzi¢, ze w odpowiedzi na odnerwienie mig$nie,
niezaleznie od typu, reaguja zwickszong ekspresja miozyn typu Ila (Huey i Bodine, 1998;
Ashley i wsp., 2007).

Catkowite uszkodzenie rdzenia kregowego prowadzi do zupelnego zniesienia czucia i
mozliwosci ruchu ponizej miejsca uszkodzenia. Zanika napigcie migsniowe 1 nie s3
realizowane skurcze antygrawitacyjne. W odniesieniu do wiokien migsniowych tak rozlegly
uraz wywotuje transformacj¢ wtokien wolnych w kierunku szybkich (u kota i szczura), a wigc
kierunek zmian jest zblizony jak w warunkach odcigzenia migs$ni (Lieber i wsp., 1986;

Baldwin i Haddad, 2001; Celichowski i wsp., 2006; Mrowczynski i wsp., 2010). U ludzi po
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uszkodzeniu rdzenia krggowego transformacja réwniez nast¢puje w tym samym kierunku, ale
jej tempo jest zdecydowanie wolniejsze niz u zwierzat (Baldwin i Haddad, 2001).

Zmiany transformacyjne w obrebie widkien migsniowych pojawiajg si¢ rowniez w
trakcie rozmaitych choréb i sg uwarunkowane specyfika danej jednostki chorobowej.
Przyktadowo, u chorych na dystrofi¢ miotoniczng, w mig¢$niach objetych procesem
chorobowym wykazano przewage wiokien mig¢sniowych typu SO, tym silniej zaznaczong im
bardziej zaawansowany byt w danym mig$niu proces chorobowy. Roéwnocze$nie notowano
spadek proporcjonalnego udziatu witokien szybkich. Zmiany te moga by¢ efektem
transformacji witokien typu FOG 1 FG w kierunku wildkien typu SO, ale réwniez
preferencyjnego ubytku jednostek ruchowych szybkich (Borg i wsp., 1987). W przypadku
skoliozy idiopatycznej obserwowano réznice pomiedzy tymi samymi mig$niami, lezagcymi
jednak po obu stronach krggostupa. W migéniach przykregostupowych po wklestej stronie
skrzywienia obserwowano transformacj¢ widkien wolnych w kierunku szybkich, z obecno$cia
wiokien migsniowych bedacych w trakcie transformacji (Meier i wsp., 1997).

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze zarowno sktad migsnia, czyli typ 1 proporcje
budujacych ten migsien jednostek motorycznych, jak 1 cechy samych jednostek ruchowych sg
uwarunkowane aktywnoscig mig$nia 1 jego funkcja. Zmiana czynnos$ci mi¢snia, niezaleznie
od czynnikéw sprawczych, prowadzi do zmian adaptacyjnych w obregbie jego wldkien
mig$niowych 1 jednostek ruchowych. Transformacja jako efekt daleko idacej adaptacji
jednostek ruchowych jest istotnym elementem umozliwiajacym plastyczno$¢ uktadu

Nerwowo-migsniowego.
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2. Cel pracy

Istotnym problemem naukowym w przypadku badan ALS, jest poznanie zmian
zachodzacych w migsniach i uktadzie nerwowym, a w szczegdlnosci zmian cech jednostek
ruchowych, ktore stanowig polaczenie motoneuronu i widkien migsniowych, a wigc
elementow kluczowych dla rozwoju tej choroby. Do tej pory plastycznos¢ jednostek
ruchowych w przebiegu ALS opisano tylko wycinkowo, w niewielu publikacjach. Badania te
dotyczyly gléwnie tempa ubytku jednostek ruchowych i oceny zmian ich wielkosci wraz z
rozwojem choroby, a takze cech skurczu w odniesieniu do catego mig¢snia (Pun i wsp., 2006;
Hegedus i wsp., 2007 i 2008; Gordon i wsp., 2010; Mancuso i wsp., 2011).

Celem pracy jest poznanie na modelu zwierzecym stwardnienia zanikowego bocznego
(szczury transgeniczne SOD1 G93A) zmian zachodzacych w jednostkach motorycznych
migsnia oraz ich progresji poczawszy od okresu przedobjawowego i w trakcie kolejnych
etapow rozwoju dysfunkcji motorycznych. W tym celu postanowiono, przy uzyciu metody
elektrofizjologicznej, zanalizowa¢: 1) zmiany proporcji jednostek motorycznych
poszczegdlnych typow, 2) cechy skurczu jednostek motorycznych, oraz 3) cechy potencjatow
czynno$ciowych tych jednostek w 3 grupach zwierzat transgenicznych (u zwierzat w okresie
bezobjawowym, z pierwszymi objawami i u zwierzat w koncowym okresie choroby) oraz
dokona¢ porownan do grupy kontrolnej. Analiza powyzsza pozwoli posrednio okresli¢
roOwniez nasilenie 1 kierunek procesOw reinerwacji oboczne] w poszczegOlnych etapach
choroby.

Do badan wybrany zostal migsien brzuchaty przysrodkowy tydki. Wystepuja w nim
wszystkie 3 typy jednostek motorycznych (FF, FR i S) (Grottel i Celichowski, 1990; Kanda i
Hashizume, 1992; Krutki 1 wsp., 2006). Migsien ten pelni u szczura funkcj¢ posturalng

(jednostki typu S) i1 bierze réwniez udziat w lokomocji (jednostki typu FF i FR). Z tych
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powodéw moze by¢ traktowany jako dobry model do badan cech jednostek ruchowych
wszystkich trzech typow, a rownoczesnie do oceny mozliwosci adaptacyjnych jednostek
ruchowych.

Uzyskane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do wzbogacenia wiedzy na temat procesow
patogenetycznych ALS, ich kierunku i nasilenia w kolejnych etapach choroby. Doktadne
zobrazowanie zmian cech jednostek motorycznych moze da¢ wskazowki pozwalajace jak
najdtuze] utrzyma¢ sprawno$ci mig$ni 1 niezalezno$¢ chorych na ALS, tym samym
poprawiajac ich jako§¢ zycia. Réwnoczesnie wyniki badan przyczynig si¢ do oceny
mozliwo$ci adaptacyjnych uktadu nerwowo-mig¢sniowego w warunkach patologii, a takze

wytyczenia granic plastycznosci tego uktadu.
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3. Material i metody

3.1. Material badawczy

Material badawczy prezentowanych doswiadczen stanowilo 18 transgenicznych
samcOw szczurOw rasy Sprague-Dawley, nosicieli zmutowanego ludzkiego genu
hmSOD1C%A, pochodzacych z hodowli prowadzonej w Zwierzgtarni Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej 1 Klinicznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Kolonia tych zwierzat
zostala tam zatozona w 2003 roku po udostgpnieniu przez firm¢ Wyeth Co. (USA)
hemizygotycznych samcow — nosicieli ludzkiego genu SOD1 z mutacjag G93A (substytucja
glicyny w miejsce alaniny w pozycji 93), wytworzonych przez Howlanda (Howland i wsp.,
2002) na bazie szczepu Sprague-Dawley. Zwierzeta przebywaly za barierg sanitarng w
warunkach SPF (ang. Specific Pathogen Free) w $rodowisku kontrolowanym (temperatura
22+2°C, wilgotnos¢ 50-60%), ze stalym dostgpem do wody i pokarmu oraz regularnym
rytmie dobowym o czasie o$wietlenia 13 godzin. Kazdy osobnik nowego miotu miat
nadawany numer i byl oznaczany za pomoca kolczyka, nastgpnie zwierzeta byly
genotypowane metoda PCR (reakcja tancuchowa polimerazy) w celu wyselekcjonowania
tych, ktore sg nosicielami transgenu (Herbik i wsp., 2006).

Zwierzgta byly przekazane do Zakladu Neurobiologii Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu w okresie przedobjawowym (okoto drugiego, trzeciego miesigca
zycia). Po transporcie przebywaty w warunkach standardowych (temperatura 20+1°C,
pomieszczenie klimatyzowane) z rytmem dobowym 12 godzin/12 godzin, statym dostepem
do wody 1 pokarmu (mieszanka granulowana ,,Labofeed”).

Grupe¢ kontrolng stanowity 3 doroste zdrowe samce szczurdow rasy Sprague-Dawley.
Zwierzeta z grupy kontrolnej przebywatly w tych samych warunkach co szczury

transgeniczne. Warunki przebywania zwierzat, byly zgodne z wymogami prawa polskiego i

57



Unii Europejskiej, a Lokalna Komisja Etyczna do Spraw Dos$wiadczen na Zwierzgtach w

Poznaniu wyrazita zgode na przeprowadzenie eksperymentow (zezwolenie nr 17/2007).

3.1.1. Obserwacja stanu zwierzat transgenicznych i podzial na grupy badawcze

Zwierzeta transgeniczne po okresie adaptacyjnym trwajagcym kilka dni byly
codziennie obserwowane w trakcie naturalnej, swobodnej aktywno$ci, a pojawiajace si¢
zaburzenia motoryczne i widoczne objawy chorobowe (jak réwniez ich progresja) byty dla
kazdego zwierzecia odnotowywane. Te obserwacje pozwolity na okreslenie stanu
zaawansowania procesu chorobowego zwierzat transgenicznych trzech grup badawczych:
grupa ALS I, zwierzeta bez widocznych zaburzen ruchowych (n=4, wiek 9348 dni); grupa
ALS 1I, zwierzeta z pierwszymi widocznymi zaburzeniami ruchowymi dotyczacymi jednej
lub obu konczyn tylnych (n=4, wiek 129+12 dni); grupa ALS III, w ktorej ograniczenia
ruchowe zwierzat byty tak duze, ze nie mogly si¢ one samodzielnie porusza¢, a potozone na
boku nie potrafity si¢ samodzielnie odwrocié, z paralizem konczyn uniemozliwiajagcym
samodzielne pobieranie pokarmu i wody (powigzane z istotng utratg masy ciala i krwawymi
wybroczynami wokot oczu) (n=10, wiek 196+18 dni). Do grupy ALS III klasyfikowano

zwierzgta w terminalnej fazie choroby, na granicy mozliwoS$ci przezycia.

3.2.  Anestezja i zabiegi chirurgiczne

Zwierzeta w czasie trwania eksperymentow elektrofizjologicznych byty znieczulane
za pomocg pentobarbitalu (Morbital, wstepna dawka 60 mg/kg, i.p.). W celu okreslenia
doktadnej dawki wstepnej znieczulenia zwierzeta bezposrednio przed eksperymentem byty
wazone. Glebokos¢ znieczulenia byla systematycznie sprawdzana w czasie trwania
doswiadczen poprzez obserwacje odruchow cofania konczyn i odruchéw z matzowiny usznej,

a w razie potrzeb znieczulenie bylo uzupeilniane (dawkami 10 mg/kg). Po zakonczeniu
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eksperymentu szczurom podawana byta dawka letalna pentobarbitalu (180 mg/kg), a badany
migsien byl pobierany z operowanej konczyny i wazony.

Eksperymenty elektrofizjologiczne byly prowadzone na mig$niu brzuchatym
przysrodkowym tydki, ktory wraz z nerwem kulszowym byl cze$ciowo wypreparowywany i
odseparowywany od otaczajacych tkanek. Pozostawiano nienaruszony przyczep poczatkowy,
unerwienie badanego oraz zaopatrujgce go naczynia krwionos$ne. Pozostale migsnie tylnej
konczyny byly odnerwiane poprzez przecigcie dochodzacych do nich galazek nerwu
kulszowego. Operowana konczyna byla unieruchamiana za pomoca stalowego zacisku
umieszczanego na kosci piszczelowe;.

Rdzen kregowy byt odstaniany poprzez laminektomi¢ na odcinku kregostupa L2-S1
(usuniecie wyrostkow kolczystych 1 tukéw kregdw). Z odstonietej czgéci rdzenia kregowego
zdejmowana byta opona twarda, nastepnie rdzen kregowy oraz korzenie nerwoéw rdzeniowych
byly przecinane na poziomie kregéw L1/L2, a nieprzecigte korzenie brzuszne i grzbietowe
byly odcinane proksymalnie w stosunku do rdzenia kregowego. Ponad odstonigta czgdcia
rdzenia, poprzez podwieszenie skory grzbietu na metalowej ramce, tworzony byt basenik, do
ktorego wlewany byt ciepty olej parafinowy, zapobiegajacy wysychaniu wyizolowanych
korzeni nerwéw rdzeniowych.

Zwierze bylo nastgpnie przenoszone na podgrzewana ptytke stolu do badan
elektrofizjologicznych, gdzie byto unieruchamiane metalowymi uchwytami umieszczanymi
na wyrostkach kolczystych kregéw Th13 1 S2. Badany migsien poprzez sciggno Achillesa byt
przytaczany do miernika sity typu FT-100A, a cata operowana konczyna tylna byta zanurzana
w cieptym oleju parafinowym. W czasie eksperymentu migsien utrzymywano w rozciggnigciu
z sitg 100 mN, przy ktérym jego jednostki ruchowe rozwijaja najwyzszg site skurczu

(Celichowski i Grottel, 1992), réwnocze$nie temperatura zwierzecia i oleju parafinowego

59



byta automatycznie utrzymywana na stalym poziomie (37+£1°C) poprzez zastosowanie

termoregulatora.

3.3. Czynnos$ciowa izolacja jednostki motorycznej

W czasie doswiadczen korzenie brzuszne L4 i LS dzielone byty pod mikroskopem na
mozliwie jak najmniejsze wigzki aksonow, ktdre nastepnie naktadano na anod¢ umieszczong
w oleju parafinowym. Katoda umieszczona byta pod warstwg oleju parafinowego, w warstwie
soli fizjologicznej. Rozdzielone wigzki aksonow byty stymulowane prostokatnymi impulsami
elektrycznymi (czas trwania 0,1 ms i amplituda do 0,5 V) w celu pobudzania aksonow
jednostek ruchowych w tej wiazce. Poniewaz wigkszo$¢ mieéni tylnej konczyny poza
badanym byla odnerwiona, starano si¢ stworzy¢ sytuacje, gdy wsrod pobudzanych aksonow
byt tylko jeden biegnacy do migs$nia brzuchatego przysrodkowego tydki. To stwarzato
mozliwo$¢ funkcjonalnej izolacji jednej jednostki ruchowej. Warunkiem uznania wywotanej
aktywnosci za skurcz jednej jednostki ruchowej byl jej charakter ,,wszystko albo nic” przy
stymulacji 0 wzrastajacej amplitudzie, czyli pojedynczy skurcz wszystkich wiokien jednostki
odbywatl si¢ rownocze$nie i mial charakter niestopniowalny (Kuffler i wsp., 1951,
Celichowski, 1992).

W czasie doswiadczenia potencjaly czynnos$ciowe jednostek motorycznych
rejestrowane byly za pomocg elektrody dwubiegunowej, wykonanej z drutdw srebrnych o
srednicy 500 um, wktutej prostopadle do osi dtugiej badanego migsnia, oddalonych od siebie

o okoto 7 mm. Elektrod¢ uziemiajacg umieszczono w mig$niach drugiej konczyny.

3.4.  Wzorce stymulacji
Protokét doswiadczenia sktadat si¢ kilku wzorcow stymulacji, ktoére utozono z

wykorzystaniem komputera z przetwornikiem analogowo-cyfrowym (RTI-800 Utilities) oraz

60



programu komputerowego Analog 10. Program ten pozwala dowolnie organizowa¢ wzorzec
pobudzen i rownoczesnie steruje stymulatorem (Grass S88). Wszystkie jednostki ruchowe
draznione byly wedlug tego samego, zaprogramowanego przed doswiadczeniem protokotu.
Rejestrowana sita skurczu jednostek ruchowych oraz ich potencjalty czynno$ciowe byty
zapisywane na twardym dysku komputera (czestotliwos$¢ probkowania 1 kHz dla zapisoéw sit i
10 kHz dla zapisow potencjatéw czynnosciowych). W czasie trwania eksperymentu zapisy sit
skurczu oraz potencjaly czynno$ciowe byty kontrolnie obserwowane na ekranie oscyloskopu

(Tektronix TDS 224). Schemat uktadu badawczo-pomiarowego przedstawiono na rys. 3.

‘]\f— KOMPUTER

OSCYLOSKOP / =————\

| s

MIERNIK SILY | WZMACNIACZ |

STYMULATOR

ELEKTRODA
DRAZNIACA

LEKTRODA
EJESTRUJACA

A m

Rys. 3. Schemat uktadu badawczo-pomiarowego.

Protokét draznienia rozdzielonych korzeni brzusznych w przypadku wszystkich
doswiadczen wygladal nastepujaco: (1) 5 impulséw o czestotliwosci 1 Hz (rejestrowano

usredniony skurcz pojedynczy); (2) cigg impulsow o czestotliwosci 40 Hz i czasie trwania
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500 ms (rejestrowano skurcz tezcowy niezupetny); (3) cigg impulsdw o czestotliwosci 150 Hz
i czasie trwania 200 ms (rejestrowano skurcz t¢zcowy zupelny); (4) 9 ciggéw impulsow o
czasie trwania 500 ms i kolejno nastepujacych czestotliwosciach: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 75,
100 1 150 Hz, wywotywanych z 10-sekundowymi przerwami (rejestrowano cykl skurczow
tezcowych o stopniowo wzrastajacej czestotliwosci); (5) 5 impulsow o czestotliwosci 1 Hz
(rejestrowano usredniony skurcz pojedynczy); (6) standardowy test zmeczenia (ciagi 14
impulséw o czestotliwosci 40 Hz, powtarzane co 1 s przez 3 min) (Burke i wsp., 1973).
Kolejne etapy stosowanego protokotu stymulacji rozdzielone byly 10-sekundowymi
przerwami.

Przedstawiony powyzej protokot stymulacji zostat utozony w taki sposédb, aby uzyskaé
petna charakterystyke parametrow réznych typow skurczéw jednostek motorycznych i
jednoczesnie pozwalal na rejestracje potencjalow czynnosciowych tych jednostek. Dzieki
temu mozliwe bylo rownoczesne rejestrowanie przebiegu skurczow jednostki 1

towarzyszacych im potencjatéw czynnosciowych.

3.5.  Badane parametry skurczu jednostek motorycznych

Analizowane byly nastepujace parametry skurczow jednostek motorycznych: (1) czas
skurczu pojedynczego (CT, ang. contraction time), mierzony od poczatku zapisu skurczu
pojedynczego do momentu osiggni¢cia maksymalnej wartosci sity skurczu; (2) czas
potowiczego rozkurczu (HRT, ang. half-relaxation time) mierzony od momentu osiggnigcia
maksymalnej sity skurczu pojedynczego, do momentu w ktérym sita tego skurczu osiggnie
potowe maksymalnej wartosci; (3) sita skurczu pojedynczego (TwF, ang. twitch force),
mierzona od poziomu linii izoelektrycznej do maksymalnego wychylenia zapisu; (4) sita
skurczu tezcowego zupelnego (TetF, ang. tetanus force) przy stymulacji o czestotliwosci 150

Hz, mierzona od poziomu linii izoelektrycznej do maksymalnego wychylenia zapisu; (5)
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stosunek sity skurczu pojedynczego do tezcowego (Tw/Tet, ang. twitch-to-tetanus ratio); (6)
warto$¢ wzmocnienia potezcowego (PTP, ang. post-tetanic potentation), mierzona jako
stosunek sity skurczu pojedynczego rejestrowanego po serii skurczow tezcowych (5. punkt
protokolu stymulacji) do sity skurczu pojedynczego rejestrowanego na poczatku wzorca
stymulacji (1. punkt protokolu stymulacji); (7) wystgpowanie objawu ugigcia, czyli
przejsciowego spadku sity skurczu t¢zcowego niezupetnego przy czestotliwosciach stymulacji
20, 30, 40 Hz (Burke i wsp., 1973; Grottel i Celichowski, 1990). Dla kazdej jednostki
ruchowej, na podstawie przebiegu testu zmg¢czenia, obliczany byt wskaznik zmegczenia (Fatl,
ang. fatigue index), be¢dacy stosunkiem sity skurczu tezcowego niezupetnego po dwoch
minutach od momentu osiagnig¢cia najwyzszej wartosci sity skurczu na poczatku testu do tej

najwyzszej wartosci (Burke i wsp., 1973; Kernell i wsp., 1975; Grottel i Celichowski, 1999).

FF FR s

14 mN (FF)
7 mN (FR)
14 mN (S)

100 ms

b/a=0,80 b/a=1,13 b/a=5,03

Rys. 4. Typowy przebieg skurczu t¢zcowego niezupelnego trzech typow jednostek
motorycznych (FF, FR 1 S) przy czestotliwosci stymulacji 20 Hz oraz sposob obliczania

indeksu 20 Hz (b/a) dla wszystkich trzech typow jednostek.

Jednostki ruchowe byly dzielone na szybkie i wolne na podstawie warto$ci indeksu 20
Hz (Krutki 1 wsp., 2008a), ktory jest stosunkiem warto$ci odpowiedzi na ostatni impuls w
skurczu tgzcowym przy czestotliwosci 20 Hz do odpowiedzi na pierwszy impuls w tym

skurczu. Sposdb jego obliczania przedstawiono na rys. 4. Za jednostki wolne (S) uznawano
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te, dla ktorych warto$¢ indeksu 20 Hz przekroczyta 2,0, natomiast za jednostki szybkie te, dla
ktorych wartos$¢ tego indeksu byla mniejsza niz 2,0. Dodatkowo, wsrod jednostek szybkich,
zaleznie od wartos$ci wskaznika zmeczenia, wyrozniane byly jednostki szybko kurczace sig,
odporne na zmeczenie (FR) oraz szybko kurczace si¢, nieodporne na zmeczenie (FF).
Wskaznik zmeczenia dla jednostek typu FR przyjmuje wartosci powyzej 0,5, natomiast dla

jednostek typu FF ponizej 0,5 (Kernell i wsp., 1975).

Sita (%)
100 “————————————::_—_::::=========0
_________ /_/«’
/
/
/
/
_____7‘
0 - T T 1
50 100 150
10 Hz 30 Hz 50 Hz 150 Hz Czestotliwosé stymulacji (Hz)

Rys. 5. Sposéb wykres§lania krzywej sita-czestotliwos¢ (wg Grottel 1 Celichowski, 2000).

Opis w tekscie.

Badano réwniez zalezno$¢ sity skurczu jednostek ruchowych od czestotliwosci
pobudzen. Wyniki pomiaréw sity skurczu przy réznych czgstotliwosciach pobudzen
przedstawiano w postaci krzywej zaleznosci sity od czgstotliwosci draznienia (krzywej sita-
czestotliwose). Poczatek krzywej przedstawia site skurczu pojedynczego jednostki, srodkowy,
stromy zakres tej krzywej odpowiada zakresowi sit rozwijanych przez jednostk¢ motoryczng
w trakcie skurczow tezcowych niezupelnych, natomiast stala warto$¢ osiggana na koncu
zakresu to maksymalna sita danej jednostki, odpowiadajaca jej skurczom t¢zcowym
zupelnym. Warto$ci sit skurczu rozwijane przy odpowiednich czestotliwosciach draznienia
przedstawiane sg na krzywej jako wartosci procentowe w odniesieniu do skurczu te¢zcowego

maksymalnego jednostki, traktowanego jako 100% (rys. 5). Obliczano nachylenie najbardziej
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stromej czesci wykresu wystepujace na wysokosci wartosci 60% sity maksymalnej, ktore
okresla zdolno$¢ widkien migsniowych jednostki motorycznej do zwigkszania sity skurczu
tezcowego niezupelnego w odpowiedzi na wzrost czestotliwosci draznienia 0 1 Hz. Ponadto
obliczano czgstotliwos$¢ stymulacji odpowiadajacej na wykresie sile skurczu wynoszacej 60%
maksymalnej sily jednostki ruchowej. Przebieg krzywej sita-czestotliwos¢ zalezy od
parametréw czasowych skurczu pojedynczej jednostki ruchowej (Kernell i wsp., 1983;
Celichowski i Grottel, 1997; Mrowczynski i wsp., 2006), dlatego jej sigmoidalny ksztatt rozni
si¢ nieco dla poszczegélnych typow jednostek i1 koreluje z warto§ciami czasu skurczu.
Korelacje t¢ obliczano rowniez dla 4 badanych populacji jednostek ruchowych.

W terminalnym stadium choroby (grupa ALS III) u kazdego badanego zwierzgcia w
mig$niu brzuchatym przysrodkowym tydki kontrolowana byta liczba pozostajacych jednostek
ruchowych. W tym celu nerw kulszowy byt stymulowany impulsami prostokatnymi o
wzrastajagcym napigciu. W odpowiedzi sita skurczu migs$nia wzrastala skokowo, a kazdy
wzrost (skok) odpowiadal pobudzeniu kolejnej jednostki ruchowej (McComas, 1991). U
pozostalych grup zwierzat, ze wzgledu na wigksza liczbg jednostek, procedura ta
pozostawiala watpliwos$ci interpretacyjne zapisu, gdyz progi pobudliwos$ci czgéci jednostek

byty bardzo zblizone.

3.6. Badane parametry potencjatéw czynnosciowych jednostek motorycznych

Dla kazdej jednostki ruchowej analizowane byly nastgpujace parametry potencjatow
czynnosciowych poprzedzajacych skurcz pojedynczy rejestrowany na poczatku wzorca
stymulacji: (1) latencja, czas mierzony od momentu pobudzenia rozdzielonych korzeni
brzusznych do pojawienia si¢ potencjalu czynnosciowego; (2) amplituda, mierzona od
minimalnego do maksymalnego wychylenia zapisu potencjalu czynno$ciowego; (3) czas

trwania, mierzony od poczatku do konca aktywnosci elektrycznej jednostki; (4) czas miedzy
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skrajnymi wychyleniami zapisu, mierzony pomi¢dzy maksymalnym a minimalnym
wychyleniem zapisu potencjatu czynnosciowego; (5) liczba faz, definiowana jako liczba
przejs¢ (skrzyzowan) linii zapisu potencjatu przez lini¢ izoelektryczng plus jeden oraz (6)
liczba zwrotow, czyli zmian kierunku potencjatu o réznicy co najmniej 50 pV (Stélberg i

wsp., 1986; Krutki i wsp., 2008b).

3.7. Analiza statystyczna

W celu pordéwnania poszczegdlnych grup badawczych przeprowadzono analize
statystyczng zmian wszystkich mierzonych parametrow przy uzyciu testu ANOVA rang
Kruskala-Wallisa. Analiza statystyczna proporcji poszczegélnych typoéw jednostek
ruchowych w badanych grupach przeprowadzona zostata z wykorzystaniem testu U dla
dwoch sktadnikow struktury, a zmiany masy ciata szczuréw analizowano z wykorzystaniem
testu Levene'a jednorodnosci wariancji. W celu analizy zalezno$ci pomigedzy czasem skurczu
a czegstotliwoscig stymulacji, przy ktorej generowane jest 60% sity maksymalnej obliczono
réwnania regresji liniowej, wspotczynnik korelacji porzadku rang Spearmana oraz oceniano
jego istotnos¢. Roznice uznawano za istotne przy p < 0,01 - ** oraz p < 0,05 - *. WyniKi
przedstawiano w postaci wartosci $rednich dla poszczegdlnych grup (=SD), a w tabelach

zaznaczono dodatkowo warto$ci minimalne i maksymalne.
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4. Wyniki

4.1. Zmiany masy ciala i rozwoj atrofii badanego mig¢$nia

Srednie masy ciata szczuréw transgenicznych w grupie ALS III byly nizsze w
porownaniu do $redniej masy ciata zwierzat z grupy kontrolnej oraz grup ALS 11 ALS II
Réznica wynosita ponad 100 g w pordwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej (p < 0,05), a
masa ciata zwierzat z tej grupy byla takze istotnie mniejsza niz w grupie ALS II (p < 0,05)
(rys. 6A).

Masa migsnia brzuchatego przysrodkowego tydki w grupach ALS 11 ALS II nie
roznita si¢ istotnie, natomiast byla u zwierzat z grupy ALS III znaczaco nizsza w poréwnaniu
do zwierzat kontrolnych ($rednio o okoto 700 mg) (p < 0,05) oraz do grupy ALS II (p < 0,01)
(rys. 6B). Stosunek masy badanego mig¢snia do masy ciata zwierzecia w grupach ALS I'1 ALS
IT wynosit odpowiednio 0,28% 1 0,27% 1 nie roznit si¢ istotnie od kontroli (0,25%), ale w
grupie terminalnej wynosit 0,14% (ro6znica istotna w poréwnaniu do grup ALS I (p < 0,01) 1

ALS 11 (p < 0,05)) (rys. 6C).

4.2. Liczba jednostek motorycznych migénia brzuchatego przysrodkowego tydki w
kofncowym stadium choroby
W  koncowym stadium choroby (ALS III) u kazdego badanego zwierzecia
kontrolowana byta liczba jednostek ruchowych pozostajacych w migsniu brzuchatym
przysrodkowym tydki. Zastosowana metoda wykazata, ze w momencie pomiaru w badanym

migsniu wystepowato Srednio 6,0+5,7 (1-21) jednostek motorycznych.
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Rys. 6. Masa ciala (A) 1 masa mig¢snia brzuchatego przysrodkowego tydki (B) zwierzat
kontrolnych i transgenicznych w badanych etapach choroby (ALS I, ALS 1l i ALS I1I)
oraz procentowy stosunek masy badanego mi¢$nia do masy ciata zwierzat (C). ** - p <
0,01; * - p < 0,05 - poziom istotno$ci statystycznej réznic pomigdzy odpowiednimi
grupami zwierzat transgenicznych, t - p < 0,05 - poziom istotno$ci réznic w porownaniu

z grupa kontrolng wskazany na stupkach (test Levene'a jednorodnosci wariancji).
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4.3.  Klasyfikacja i proporcje jednostek motorycznych

W dos$wiadczeniach zostaly przebadane cechy 314 jednostek ruchowych, w tym 105

jednostek w grupie kontrolnej, a pozostate 209 u zwierzat transgenicznych w poszczegolnych

grupach, odpowiednio: ALS | — 84 jednostki, ALS 11 — 75 jednostek, ALS Il — 50 jednostek.
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Rys. 7. Podziat jednostek ruchowych na szybkie (czarne symbole) i wolne (biale symbole) na

podstawie indeksu 20 Hz. Wartosci indeksu 20 Hz przedstawiono na osi

logarytmicznej w funkcji czasu skurczu pojedynczego. Wykres gorny - kontrola,

ponizej poszczegllne grupy zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS III).

Pozioma przerywana linia wyznacza warto$¢ 2,0 indeksu 20 Hz, ktora jest wartoscig

graniczng dla podziatu jednostek motorycznych na szybkie i wolne.
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Rys. 7 przedstawia klasyfikacje jednostek ruchowych na szybkie (F) i wolne (S) na
podstawie indeksu 20 Hz. W wigkszos$ci publikacji jednostki ruchowe dzieli si¢ na F 1 S na
podstawie braku (jednostki S) Iub obecnosci (jednostki F) objawu ugiecia przy czestotliwosci
draznienia 40 Hz oraz na podstawie rozkladu warto$ci czasu skurczu pojedynczego, z
wartos$cig graniczng dla migs$nia brzuchatego przysrodkowego tydki u samcoéw szczura 20 ms
(Grottel i Celichowski, 1990). Zmiany zachodzace w ukladzie nerwowo-mig$niowym
zwigzane z rozwojem procesu chorobowego powodowaly zaburzenia rozktadu tego parametru
oraz wystepowania objawu ugiecia poczawszy od grupy ALS I (patrz wyniki 4.4.1. 1 4.4.2.
oraz rys. 7), dlatego zastosowanie wymienionych cech skurczu do podziatu jednostek
ruchowych zwierzat transgenicznych na wolne 1 szybkie pozostawiato cze$¢ jednostek
niesklasyfikowanych. Natomiast warto$¢ graniczna wskaznika zmeczenia réwna 0,5 dzielita
jednostki szybkie na FF (nieodporne na zmeczenie) i FR (odporne na zmeczenie) zarowno w
grupie kontrolnej jak i u zwierzat transgenicznych (rys. 8).

Proporcjonalny udziat poszczegdlnych typow  jednostek ruchowych byt
modyfikowany przebiegiem choroby i w grupach badawczych ALS II i ALS III r6znit si¢
istotnie w stosunku do grupy kontrolnej i pozostatych grup zwierzat transgenicznych (rys. 9).
U zwierzat z grupy ALS I stwierdzono wyzszy udzial jednostek typu FF i S oraz nizszy udziat
jednostek typu FR, roznice te byly jednak statystycznie nieistotne. Podobny Kierunek zmian
notowano w grupie ALS II, gdzie obserwowano jeszcze wyzszy proporcjonalny udziat
jednostek ruchowych typu FF 1 S w porownaniu do grupy kontrolnej oraz ALS I (dla FF p <
0,01 i p < 0,05, odpowiednio w stosunku do grupy kontrolnej i ALS I; dla S w obu
przypadkach zmiany statystycznie nieistotne), z rownoczesnym ograniczeniem udzialu
jednostek typu FR (p < 0,01 w stosunku do grupy kontrolnej i ALS I). W okresie terminalnym

choroby (ALS III) réznice proporcji jednostek ruchowych wolnych w stosunku do grupy
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Rys. 8. Podziat jednostek ruchowych na trzy typy: FF (biate symbole), FR (szare symbole) i S
(czarne symbole) na podstawie indeksu 20 Hz i wskaznika zmeczenia. Warto$ci
indeksu 20 Hz przedstawiono na osi rzednych w skali logarytmicznej. Na osi
odcigtych przedstawiono wartosci wskaznika zmeczenia. Pozioma przerywana linia
wyznacza warto$¢ 2,0 indeksu 20 Hz, dzielaca jednostki na szybkie 1 wolne. Pionowa
linia przerywana wyznacza warto$¢ 0,5 wskaznika zmeczenia, ktora dzieli jednostki
szybkie na nieodporne (FF) i odporne (FR) na zmeczenie. Wykres gorny - kontrola,
ponizej poszczegodlne grupy zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS 11, ALS III).
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kontrolnej byly najwigksze. Obserwowano trzykrotnie wyzszy proporcjonalny udziat
jednostek typu S (p < 0,01), kosztem mniejszego udzialu jednostek szybkich obu typow w
porownaniu do zwierzat zdrowych. Tak wysoki procentowy udziat jednostek S w grupie ALS
III byt rowniez istotnie wyzszy w porownaniu do grup ALS I (p <0,05) i ALS II (p < 0,05), a
rownoczesnie udzial jednostek FF w tej grupie okazal si¢ istotnie mniejszy w stosunku do

grupy ALS 1l (p <0,01).

Kontrola

ALS 1lI

Rys. 9. Proporcje trzech typow jednostek ruchowych (FF - kolor biaty, FR — kolor szary i S -
kolor czarny) w grupie kontrolnej (géra) oraz trzech grupach zwierzat transgenicznych
(dot). W prostokatach przedstawiono liczbg badanych jednostek danego typu, w

kotkach catkowitg liczbe jednostek dla danej grupy.

4.4.  Cechy skurczu jednostek motorycznych

Podstawowe cechy skurczu dla badanych jednostek ruchowych zostaty przedstawione

w tab. 2, 3 1 4, odpowiednio dla typéw FF, FR 1 S.
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Tab. 2. Podstawowe cechy skurczu (wartosci $rednie + SD i zakresy) jednostek ruchowych typu FF w grupie kontrolnej i trzech grupach zwierzat
transgenicznych (ALS I, ALS 11 i ALS IlI).
CT — czas skurczu, HRT — czas potowiczego rozkurczu, TwF — sita skurczu pojedynczego, TetF — sita skurczu tezcowego zupetnego, Fatl
— wskaznik zmg¢czenia, Tw/Tet — stosunek sity skurczu pojedynczego do tezcowego, PTP — wzmocnienie pot¢zcowe i indeks 20 Hz.
** - p <001 *-p <005 - réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy kontrolnej; §§ - p < 0,01, §- p < 0,05 — réznice
statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy ALS I; T - p < 0,05 — roznice statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy ALS Il (ANOVA

rang Kruskala-Wallisa).

Grupa CT HRT TwF TetF Fat | Tw/Tet PTP Indeks 20 Hz

Jednostki typu FF

Kontrola 15,1£1,5 14,442,8 11514653 303,4+156,5 0,24+0,12 0,39+0,10 1,390,50 0,87+0,10
(12-19) (10-22) (11,0-298,7)  (23,0-549,7)  (0,03-0,48) (0,19-0,55) (0,74-3,58) (0,51-1,05)

ALS | 14,642,5 14,7+4.8 72,4+40,3 225,3+106,3 0,24+0,14 0,3120,10 1,38+0,28 0,94+0,14

(10-21) (9-31) (3,2-1465)  (11,9-457,6)  (0,02-0,45) (0,09-0,47) (0,73-1,87) (0,53-1,25)

*

ALS || 13,242,1 12,643,5 73,0454.3 253,3+138,8 0,22+0,12 0,27+0,11 1,4340,41 0,86+0,12

(9-22) (8-28) (5,4-280,3)  (12,0-811,2)  (0,05-0,46) (0,09-0,57) (0,67-2,46) (0,56-1,09)

ALS 1] 14,62,0 15,6432 67,3+45,1 271,4+173,7 0,29+0,17 0,27+0,07 1,1740,25 0,81+0,21
(12-18) (10-19) (4,6-1685)  (158-547,7)  (0,03-0,49) (0,17-0,40) (0,68-1,68) (0,21-1,01)

.f. *%*
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Tab. 3. Podstawowe cechy skurczu (wartosci $rednie = SD i zakresy) jednostek ruchowych typu FR w grupie kontrolnej i trzech grupach zwierzat
transgenicznych (ALS I, ALS Il i ALS I11).
CT — czas skurczu, HRT — czas potowiczego rozkurczu, TwF — sita skurczu pojedynczego, TetF — sita skurczu tezcowego zupetnego, Fatl
— wskaznik zmeczenia, Tw/Tet — stosunek sity skurczu pojedynczego do tezcowego, PTP — wzmocnienie pot¢zcowe i indeks 20 Hz.
** - p<0,01 *-p <005 - réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy kontrolnej; §§ - p < 0,01, §- p < 0,05 — réznice
statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy ALS [; T1- p < 0,01, T - p < 0,05 — réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy

ALS Il (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

Grupa CT HRT TwF TetF Fat | Tw/Tet PTP indeks 20 Hz

Jednostki typu FR

Kontrola 15,5426 17,7+3,9 35,7426,5 163,0498,8 0,85+0,13 0,21+0,08 1,48+0,41 1,00+0,14
(11-21) (12-28) (7,3-116,0)  (54,0-638,1)  (0,51-1,00) (0,09-0,44) (0,82-2,53) (0,68-1,79)

ALS | 14,8+1,9 16,9+4,0 28.9+25,0 134,0+86,3 0,72+0,14 0,20£0,06 1,50:£0,40 1,03+0,09

(12-18) (10-27) (2,6-121,8)  (31,1-506,4)  (0,51-1,00) (0,07-0,36) (0,86-2,41) (0,85-1,30)

*%*

ALS 1| 13,541,5 14,5437 29,8+20,3 140,4+63.9 0,71£0,15 0,20+0,08 1,65+0,79 0,97+0,08

(11-16) (9-24) (11,0-747)  (62,5-317,9)  (0,50-0,99) (0,11-0,39) (0,86-3,90) (0,84-1,15)

ALS Il 17,743.,6 23,8+6,5 29,8+34,3 139,3+107.8 0,73+0,15 0,20+0,07 1,110,19 1,21+0,38
(12-26) (11-36) (2,1-158,7) (8,7-414,4) (0,53-0,96) (0,12-0,38) (0,96-1,83) (0,67-1,98)

§ t = 88 t - = 88t t
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Tab. 4. Podstawowe cechy skurczu (warto$ci §rednie + SD i zakresy) jednostek ruchowych typu S w grupie kontrolnej i trzech grupach zwierzat
transgenicznych (ALS I, ALS Il 1 ALS I11).
CT — czas skurczu, HRT — czas potowiczego rozkurczu, TwF — sita skurczu pojedynczego, TetF — sita skurczu tezcowego zupetnego, Fatl
— wskaznik zmeczenia, Tw/Tet — stosunek sity skurczu pojedynczego do tezcowego, PTP — wzmocnienie pot¢zcowe i indeks 20 Hz.
** - p < 0,01 — réznice statystycznie istotne w porownaniu do grupy kontrolnej; §§ - p < 0,01, §- p < 0,05 — réznice statystycznie istotne

w porownaniu do grupy ALS I; T1- p < 0,01 — réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy ALS II (ANOVA rang Kruskala-

Wallisa).
Grupa CT HRT TwF TetF Fat | Tw/Tet PTP Indeks 20 Hz
Jednostki typu S

Kontrola 24,5+3.9 34,1£6,7 7,4+2,2 76,8+18,2 0,99+0,02 0,10£0,02 0,95+0,25 6,65+1,58
(21-35) (25-49) (4,6-12,7) (47,1-114,8) (0,92-1,00) (0,06-0,12) (0,65-1,68) (3,92-9,36)

ALS | 25,5+4,7 30,7+3.,9 6,7+£3,3 67,5+24,8 0,98+0,03 0,10+0,03 0,88+0,12 5,91£2,27
(18-37) (24-40) (2,9-16,6) (39,6-137,9) (0,89-1,00) (0,06-0,19) (0,70-1,20) (2,62-10,49)

ALS II 24,9£5,5 38,1£8,2 7,9£3,0 76,4+18,1 0,92+0,15 0,10+0,03 0,90+0,18 5,98+1,37
(16-34) (23-56) (3,7-14,2) (58,6-135,3) (0,46-1,00) (0,06-0,18) (0,40-1,22) (2,82-8,34)

§

ALS III 25,5+5,5 33,6£7,5 23,4+16,6 115,2£76,8 0,73+0,23 0,19+0,05 1,01+0,12 2,76+0,59
(17-36) (15-44) (0,1-57,5) (2,2-276,6) (0,11-0,94) (0,05-0,27) (0,59-1,11) (2,24-4,38)

§§ § ** 88 Tt > §§ 1t §§ ** 88 Tt
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4.4.1. Czas skurczu i potowiczego rozkurczu
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Rys. 10. Rozktad wartosci czaséw skurczu trzech typow jednostek motorycznych: FF — biate
symbole, FR — szare symbole, S — czarne symbole. U gory histogram dla grupy

kontrolnej, ponizej dla trzech grup zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS 1I, ALS I1II).
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Rys. 10 przedstawia rozktad wartosci czasu skurczu dla wszystkich badanych
jednostek (z uwzglednieniem ich typéw) w 4 grupach badawczych, natomiast wartosci
srednie dla poszczegdlnych typow jednostek ruchowych przedstawiono na rys. 11. Dla
jednostek FF zwierzat transgenicznych czas skurczu $rednio byl we wszystkich grupach
krétszy w stosunku do zdrowych zwierzat kontrolnych, przy czym réznice byly istotne
statystycznie jedynie dla grupy ALS II (p < 0,01). W obrebie zwierzat z ALS statystycznie
istotna roznica czasu skurczu jednostek FF wystepowata pomigdzy grupami ALS 111 ALS I (p
< 0,05). Dla jednostek FR czas skurczu $rednio byl istotnie krotszy w odniesieniu do kontroli
tylko w grupie ALS 1II (p < 0,05), w pozostatych grupach zwierzat transgenicznych brak byto
roznic statystycznych w stosunku do grupy kontrolnej. W grupie ALS III stwierdzono $rednio
najdluzszy czas skurczu jednostek FR, a rdéznice okazaly si¢ statystycznie istotne w
porownaniu z grupami ALS I (p < 0,05) oraz ALS II (p < 0,01). Dla jednostek wolnych

wartos$ci czasu skurczu statystycznie si¢ nie roznity.
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Rys. 11. Srednie wartoéci czasu skurczu pojedynczego (+SD) poszczegdlnych typow
jednostek motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w grupie
kontrolnej (C) 1 trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS III). ** - p
< 0,01; * - p < 0,05 — poziom istotnosci statystycznej roéznic pomi¢dzy odpowiednimi
grupami zwierzat transgenicznych, 1 - p < 0,01; + - p < 0,05 — poziom istotnosci roznic
w porownaniu z grupg kontrolng wskazany na stupkach (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).
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Rys. 12. Rozklad wartosci czasow potowiczego rozkurczu trzech typow jednostek
motorycznych: FF — biate symbole, FR — szare symbole, S — czarne symbole. U gory
wykres dla grupy kontrolnej, ponizej dla trzech grup zwierzat transgenicznych (ALS 1,

ALS 11, ALS I111).
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Rys. 13. Srednie wartosci czasu polowiczego rozkurczu (+SD) poszczegdlnych typow
jednostek motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w
grupie kontrolnej (C) i trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS
). ** - p <0,01; * - p <0,05 — poziom istotnosci statystycznej roznic pomiedzy
odpowiednimi grupami zwierzat transgenicznych, 1 - p < 0,01; + - p < 0,05 —
poziom istotno$ci réznic w poroOwnaniu z grupg kontrolng wskazany na shupkach

(ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

Srednie warto$ci czasu potowiczego rozkurczu jednostek FF byty istotnie nizsze tylko
w grupie ALS II, zarbwno w porownaniu do grupy kontrolnej (p < 0,05), jak 1 ALS III (p <
0,01) (rys. 12 i 13). Dla jednostek FR czas potowiczego rozkurczu srednio byt najdiuzszy w
grupie ALS III, w poréwnaniu do nizszych wartosci notowanych we wszystkich pozostatych
grupach badawczych (réznica istotna statystycznie w odniesieniu do wszystkich grup, p <
0,01). Najnizsza $rednig warto$¢ dla jednostek FR czas potowiczej relaksacji przyjmowal w
grupie ALS 1II 1 byla to warto$¢ istotnie nizsza w stosunku do kontroli (p < 0,05). Czas
polowiczego rozkurczu jednostek wolnych nie réznit si¢ istotnie w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, natomiast w obrebie grup zwierzat z ALS istotna réznica (p < 0,05) wystagpita

pomiedzy grupami ALS I (warto$¢ najnizsza) i ALS II (warto$¢ najwyzsza) (rys. 12 1 13).
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4.4.2. Objaw ugiecia

Analiza przebiegu skurczow  tgezcowych  jednostek ruchowych zwierzat
transgenicznych przy czestotliwosciach stymulacji 20, 30 1 40 Hz wykazata, ze czes$¢
jednostek szybkich nie posiadata objawu ugiecia, a wraz z progresja procesu chorobowego w

kolejnych grupach odsetek takich jednostek wzrastat (rys. 14 1 15).

% FF
100 -
80 [
60 -
40
.S
(&
Ry
B i
o 20
=
3
= 0
S
]
‘2 % FR
g 100 A
O
O
3 |
80 |
60 -
40
[] 20Hz
20 -
] 30Hz
B 40Hz
0
C ALS| ALSI ALSIII

Rys. 14. Obecnos¢ objawu ugigcia dla jednostek typu FF (gora) i FR (dot) dla skurczow
tezcowych niezupelnych przy stymulacji z czestotliwosciami 20 Hz (kolor bialy), 30
Hz (kolor szary), 40 Hz (kolor czarny) dla grupy kontrolnej (C) i trzech grup zwierzat

transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS III).
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Rys. 15. Przyktady typowych przebiegow skurczéw tezcowych niezupetlnych dwoch jednostek
szybkich typu FR przy réznych czestotliwosciach draznienia (od lewej 20 Hz, 30 Hz,
40 Hz) u szczuréw z grupy kontrolnej (A) i z grupy ALS II (B). Strzatkami

zaznaczono objaw ugiecia.

4.4.3. Sila skurczu pojedynczego 1 te¢zcowego

Srednia warto$é sity skurczu pojedynczego jednostek typu FF we wszystkich grupach
zwierzat transgenicznych byla nizsza w stosunku do S$redniej warto$ci dla zwierzat
kontrolnych (réznica istotna statystycznie jedynie dla grupy ALS II, p < 0,01, w pozostatych
grupach warto$ci na granicy istotnosci) (rys. 16 1 17). Dla jednostek typu FR $rednia warto$¢
sity skurczu pojedynczego nie ulegata istotnym zmianom (rys. 17). Jednostki wolne zwierzat
transgenicznych wykazywaly najwigksze zmiany sity skurczu pojedynczego w grupie ALS
III. Sity skurczu tych jednostek u zwierzat z grupy ALS 11 ALS II byly podobne jak w grupie
kontrolnej, natomiast w grupie terminalnej parametr ten osiggat warto§¢ niemal trzykrotnie
wyzszag w porownaniu do kontroli. Mimo takiego wzrostu zmiana ta byla istotna tylko w
odniesieniu do grupy ALS I (p < 0,01), natomiast w stosunku do grupy kontrolnej i ALS Il na
granicy istotno$ci. Dla jednostek wolnych poszerzal si¢ zakres sity skurczu pojedynczego,
szczegblnie w grupie ALS III, w ktorej pojawiaty si¢ jednostki znacznie silniejsze w

porownaniu do grupy kontrolnej (rys. 16).
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Rys. 16. Histogram wartosci sit skurczéw pojedynczych w poszczegdlnych typach jednostek
motorycznych (FF — bialy kolor, FR — szary kolor, S — czarny kolor) w grupie
kontrolnej — gorny wykres i w trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS

I1, ALS 1II).
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Rys. 17. Srednie wartosci sity skurczu pojedynczego poszczegdlnych typéw jednostek
motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w grupie
kontrolnej (C) i trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS III). ** -
p < 0,01 — poziom istotnosci statystycznej roznicy pomig¢dzy odpowiednimi grupami
zwierzat transgenicznych, 1 - p < 0,01 - poziom istotno$ci réznicy w poréwnaniu z

grupg kontrolng wskazany na stupku (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

Srednia warto$¢ sity skurczu tezcowego zupetnego dla jednostek szybkich obu typow
pozostawala na podobnym poziomie we wszystkich grupach (rys. 18 i 19), a roznice byly
statystycznie nieistotne. Dla jednostek wolnych istotne zmiany sity skurczu tezcowego
obserwowano pomiedzy grupami ALS I, gdzie stwierdzono najnizsza $rednig warto$¢ tej sity,

a grupa ALS III, z najwyzsza $rednig sity skurczu tgzcowego (p < 0,05) (rys. 181 19).
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Rys. 18. Histogram wartosci sit skurczéw tezcowych zupetnych (150 Hz) w poszczegdlnych
typach jednostek motorycznych (FF — biaty kolor, FR — szary kolor, S — czarny kolor) w
grupie kontrolnej — gorny wykres i w trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I,

ALS 11, ALS I111).
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Rys. 19. Srednie wartosci sity skurczu tezcowego zupelnego (150 Hz) poszczegdlnych typow
jednostek motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w
grupie kontrolnej (C) i trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS
I). * - p < 0,05 — poziom istotnosci statystycznej roznicy pomigedzy odpowiednimi

grupami zwierzat transgenicznych (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

4.4.4. Potezcowe wzmocnienie sity skurczu

Analiza zdolno$ci do wzmocnienia sily skurczu jednostek ruchowych typu FF 1 FR
wykazata, ze w grupach ALS T 1 ALS II sita szybkich jednostek wzmacnia si¢ podobnym
stopniu co w grupie kontrolnej (réznice statystycznie nieistotne), a w grupie ALS Il
obserwowano spadek tego efektu dla jednostek szybkich w odniesieniu do grupy kontrolnej
(dla jednostek FR zmiana istotna statystycznie w stosunku do wszystkich pozostatych grup, p
< 0,01). Jednostki wolne wszystkich grup zwierzat transgenicznych, podobnie jak w grupie
kontrolnej w wigkszos$ci nie miaty zdolnosci do wzmocnienia sity skurczu, cho¢ w kazdej z
grup pojawiaty sie pojedyncze jednostki, w ktorych takie wzmocnienie wystepowato. Istotng
statystycznie rdéznice potezcowego wzmocnienia sily skurczu jednostek wolnych
zaobserwowano mi¢dzy grupami ALS 11 ALS III, w ktorej badany parametr zwigkszyt swoja

wartos¢ (p < 0,01) (rys. 20).
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Rys. 20. Wartosci srednie (£SD) stosunku sit skurczu pojedynczego do tezcowego zupetnego
(Tw/Tet, lewa kolumna) oraz wzmocnienia potezcowego sit skurczu (PTP, prawa
kolumna) dla trzech typéw jednostek motorycznych (od gory: FF, FR i S) w czterech
grupach badanych zwierzat: kontrolnej (C) oraz ALS I, ALS 11 ALS III. **-p <0,01 -
poziom istotnosci statystycznej roznic pomiedzy odpowiednimi grupami zwierzat
transgenicznych, 11 - p < 0,01 - poziom istotno$ci réoznic w poréwnaniu z grupg

kontrolng wskazany na stupkach (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).
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4.45. Stosunek sit skurczu pojedynczego do tgzcowego

Stosunek sil skurczu pojedynczego do tezcowego (Tw/Tet) w jednostkach FF
wszystkich grup zwierzat z ALS byl nizszy w pordwnaniu z grupg kontrolng (réznice
statystycznie istotne dla grup ALS 11 i ALS 1II, p < 0,01, dla grupy ALS | na pograniczu
istotnosci) (rys. 20). Jednostki typu FR zwierzat transgenicznych rowniez charakteryzowaty
si¢ nizszymi, cho¢ statystycznie nieistotnymi, wartosciami tego wskaznika w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (rys. 20). W puli jednostek wolnych analizowany stosunek sit byl
dwukrotnie wyzszy w porownaniu do wartos$ci kontrolnych w grupie ALS III (p < 0,01),
réwnoczesnie wartos$¢ ta byla istotnie wyzsza w odniesieniu do grup ALS 11 ALS II (p <

0,01) (rys. 20).

4.4.6. Odpornos¢ na zmeczenie

Wartosci wskaznika zmeczenia w grupie kontrolnej wykazywaty bimodalne
rozlozenie, z warto$cig graniczng réwnag 0,5 (rys. 8 i 21). U zwierzat transgenicznych,
poczawszy od grupy ALS I, roztozenie takie zanikato. Srednia warto$é¢ wskaznika zmeczenia
jednostek FF nie roznita si¢ znaczaco w zadnej z grup zwierzat transgenicznych w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, cho¢ warto$¢ tego parametru w grupie ALS III byta nieco
wyzsza w stosunku do kontroli (rys. 22). Dla jednostek typu FR $rednia warto§¢ wskaznika
zmegczenia byla nizsza we wszystkich grupach zwierzat transgenicznych w poréwnaniu z
grupg kontrolng (dla grup ALS 11 ALS 1T p < 0,01; dla grupy ALS III p < 0,05) (rys. 22).
Jednostki wolne zwierzat transgenicznych rowniez charakteryzowaty si¢ nizszg odpornoscig
na zmg¢czenie w odniesieniu do kontroli, szczegdlnie w grupie ALS III (p < 0,01). Wartos¢
srednia wskaznika zmeczenia u zwierzat z grupy ALS III byla takze istotnie statystycznie

nizsza w stosunku do grup ALS 11 ALS II (p <0,01) (rys. 22).
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Rys. 21. Roztozenie warto$ci wskaznika zmegczenia i czasu skurczu poszczegdlnych typow
jednostek ruchowych w grupie kontrolnej (gora) i trzech grupach zwierzat
transgenicznych. Jednostki ruchowe typu FF — biate symbole, FR — szare symbole, S —

czarne symbole.
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Rys. 22. Srednie wartoéci wskaznika zmeczenia poszczegdlnych typoéw jednostek
motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w grupie
kontrolnej (C) i trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS III). ** -
p < 0,01 - poziom istotnosci statystycznej réznic pomiedzy odpowiednimi grupami
zwierzat transgenicznych, 1 - p < 0,01; ¥ - p < 0,05 poziom istotnosci rdznic w

poréwnaniu z grupg kontrolng wskazany na stupkach (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

Warto zaznaczy¢, ze zmiany odporno$ci na zmeczenie rozwijajace si¢ wraz z
postepem choroby powodowaty stopniowe ujednolicanie populacji jednostek ruchowych pod
wzgledem tej cechy (np. w grupie terminalnej Srednie warto$ci analizowanego wskaznika dla

jednostek FR 1 S byly takie same) (rys. 22).

4.5. Zmiany zaleznosci sily skurczu od czestotliwosci draznienia
Podstawowe cechy opisujace przebieg krzywej zaleznosci silty skurczu od
czestotliwosci draznienia dla trzech typow jednostek ruchowych (FF, FR 1 S) w badanych

grupach zostaly przedstawione w tab. 5.
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Tab. 5. Wartosci $rednie (=SD) oraz zakresy warto$ci badanych cech opisujacych zalezno$é
sity skurczu od czgstotliwosci draznienia trzech typow jednostek ruchowych (FF, FR
1 S), dla czterech grup badanych zwierzat.
60%Fmax — czgstotliwos¢ stymulacji odpowiadajacej sile skurczu wynoszacej 60%
maksymalnej sily jednostki ruchowej, nachylenie — nachylenie stromej czesci
wykresu, mierzone na wysokosci wartosci 60% silty maksymalne;.
**-p <001, *-p<0,05 - réznice statystycznie istotne w porownaniu do grupy
kontrolnej; §- p < 0,05 — roznice statystycznie istotne w porownaniu do grupy ALS I;
- p < 0,01, ¥ - p < 0,05 — réznice statystycznie istotne w pordwnaniu do grupy

ALS 1l (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

FF FR S
60%Fmax Nachylenie 60%Fmax Nachylenie 60%Fmax Nachylenie
[HZz] (%Fmax/1Hz) [Hz] (%Fmax/1Hz) [Hz] (%Fmax/1Hz)
Kontrola 30.1+8.6 1.7£0.5 35.0+6.1 2.5+0.6 20.3+£3.2 5.0£1.2
(8.1-43.5) (0.7-2.8) (22.3-49.3) (1.3-4.6) (17.6-26.5) (2.7-6.2)
ALS | 37.1£10.2 1.9+£0.5 37.7+6.8 2.3+£0.5 22.342.9 4.2+1.2
(8.8-54.3) (0.8-2.7) (25.8-62.9) (1.5-3.7) (18.1-27.1) (2.2-5.9)
*
ALS I 43 4+9.5 2.0+0.5 42 .949.6 2.7+0.9 21.0+3.1 4.5+1.3
(26.0-65.6) (0.4-2.9) (27.7-59.2) (1.5-4.8) (16.0-27.1) (2.8-6.7)
*% * *%
ALS 111 37.5+13.7 2.4+0.7 34.8+7.4 2.8+0.7 229453 3.1+0.7
(3.2-50.7) (1.5-3.5) (24.6-50.7) (1.5-4.1) (15.7-40.5) (1.8-4.4)
* *% -{- § *% TT
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Zmiany przebiegu krzywych zalezno$ci sity skurczu od czestotliwosci stymulacji
jednostek FF zwierzat transgenicznych miaty dla wszystkich grup ten sam kierunek. Strome
czesci tych krzywych przesuwaty sie¢ w strone prawa (w kierunku wyzszych czestotliwosci) w
stosunku do krzywej wykreslonej dla jednostek FF grupy kontrolnej. Najbardziej] w prawg
stron¢ przesuni¢ta byta krzywa dla jednostek FF grupy ALS II (rys. 23). Taki kierunek zmian
w grupach ALS I, ALS II i ALS III wigzat si¢ z obserwowang w tych grupach wyzsza
czestotliwoscig stymulacji niezbedng do wygenerowania 60% sity maksymalnej w
poroéwnaniu z grupg kontrolng (p < 0,01 dla ALS I'i ALS III; p < 0,05 dla ALS 1I) (rys. 24).
Réwnoczesnie we wszystkich grupach zwierzat transgenicznych warto$¢ pochylenia krzywe;j
wystepujaca na wysokosci 60% sity maksymalnej, okreslajaca wzgledny przyrost sity skurczu
przy wzroscie czgstotliwo$ci draznienia o 1 Hz, byta wyzsza w stosunku do grupy kontrolnej
(roznice istotne statystycznie dla grup ALS II na poziomie p < 0,05 oraz ALS III na poziomie
p <0,01) (rys. 25).

Krzywe sita-czgstotliwos¢ dla jednostek FR w grupie ALS 11 ALS II takze przesuwaly
si¢ w strong¢ wyzszych czgstotliwosci draznienia (w prawo) w stosunku do krzywej
wykreslonej dla jednostek FR grupy kontrolnej (rys. 23). Dla tych dwoch grup czgstotliwosé
stymulacji niezbedna do wygenerowania 60% sity byla wyzsza w poréwnaniu z grupa
kontrolng (istotna statystycznie dla grupy ALS Il, p < 0,01) (rys. 24), a nachylenie krzywej
nie zmieniato si¢ istotnie w porownaniu z kontrolg (rys. 25). W grupie ALS III przebieg
krzywej dla jednostek FR niemal pokrywat si¢ z krzywa dla jednostek FR grupy kontrolnej
(rys. 23). W tej grupie notowano tez najnizsza cz¢stotliwos¢ stymulacji niezbedng do
wygenerowania 60% sity maksymalnej (roznica ta byta istotna w stosunku do grupy ALS II, p
< 0,05) (rys. 24), natomiast nachylenie krzywej bylo w tej grupie najwigcksze sposrod
wszystkich grup (statystyczng istotnos¢ stwierdzono tylko w stosunku do grupy ALS I, p <

0,05) (rys. 25).
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23. Usrednione wykresy zalezno$ci migdzy wzgledng, $rednig silag skurczu a
czestotliwoscig draznienia dla trzech typow jednostek ruchowych: FF — gorny wykres,
FR — srodkowy wykres, S — dolny wykres we wszystkich grupach badawczych. Grupa
kontrolna — kolor niebieski, ALS | — kolor czerwony, ALS Il — kolor zielony, ALS 111
— kolor fioletowy.
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Przebieg krzywych sita-czestotliwos$¢ jednostek wolnych zwierzat transgenicznych nie
roznit si¢ istotnie w porownaniu do krzywych wykreslonych dla jednostek wolnych zwierzat
grupy kontrolnej (braki istotnych zmian w czestotliwos$¢ niezbednej do wygenerowania 60%
sity dla grup ALS I, ALS II i ALS III) (rys. 23). Jedyng zmiang¢ w przebiegu krzywych
wykreslonych dla jednostek S odnotowano w grupie ALS III, w ktorej poczatek krzywej
przesuniety byt w kierunku wyzszych procentowych wartosci sit (w gore), co pociggato za
sobg nizszg w stosunku do pozostatych grup wartos¢ nachylenia krzywej wystepujaca na
poziomie 60% sity maksymalnej (réznice istotne statystycznie na poziomie p < 0,01 w

odniesieniu do grupy kontrolnej i ALS II) (rys. 25).
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Rys. 24. Srednie wartosci czestotliwosci (Hz), przy ktorych poszczegolne typy jednostek
motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare shupki, S — czarne stupki) osiagaja 60%
sity maksymalnej dla grupy kontrolnej (C) i trzech grup zwierzat transgenicznych
(ALS I, ALS II, ALS HI). * - p < 0,05 — poziom istotnos$ci statystycznej rdznicy
pomiedzy odpowiednimi grupami zwierzat transgenicznych, 11 - p < 0,01; ¥ - p <
0,05 poziom istotnosci roznic w poréwnaniu z grupg kontrolng wskazany na stupkach

(ANOVA rang Kruskala-Wallisa).
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Rys. 25. Srednie wartosci nachylenia krzywej sita — czestotliwo$é dla poszczegodlnych typow
jednostek motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w
grupie kontrolnej (C) i trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS
). ** - p <0,01; * - p <0,05 — poziom istotnosci statystycznej roznic pomiedzy
odpowiednimi grupami zwierzat transgenicznych, 11 - p <0,01; ¥ - p < 0,05 - poziom

istotnosci réznic w poréwnaniu z grupa kontrolng wskazany na stupkach (ANOVA

rang Kruskala-Wallisa).

We wszystkich grupach badawczych stwierdzono istotne (p < 0,01) ujemne korelacje

pomigdzy czestotliwoscig pobudzen, przy ktorej generowane jest 60% sily maksymalnej, a

czasem skurczu pojedynczego (rys. 26).
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Rys. 26. Zalezno$¢ migdzy czasem skurczu a czestotliwoscig, przy ktorej poszczegdlne
jednostki ruchowe osiggaja 60% sity maksymalnej dla grupy kontrolnej i trzech grup
zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS III). Na wykresach zaznaczono rownanie

regresji, wspotczynnik korelacji porzadku rang Spearmana (r) oraz jego istotnosc.
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4.6.  Cechy potencjaléw czynnosciowych jednostek motorycznych
Podstawowe cechy potencjatow czynnosciowych trzech typow jednostek ruchowych

(FF, FR 1 S) w poszczegdlnych grupach zostaty przedstawione odpowiednio w tab. 6, 71 8.
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L6

kontrolnej i trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS IT T ALS III).

Tab. 6. Podstawowe wartosci cech potencjatdow czynnosciowych (wartosci $rednie = SD i zakresy) jednostek ruchowych typu FF w grupie

Latencja — czas od momentu pobudzenia rozdzielonych korzeni brzusznych do pojawienia si¢ potencjatu czynnosciowego, amplituda -

warto$¢ mierzona od minimalnego do maksymalnego wychylenia zapisu potencjalu czynnosciowego, czas trwania - mierzony od

poczatku do konca aktywnosci elektrycznej jednostki, czas +/- - czas pomiedzy skrajnymi wychyleniami potencjatu, fazy — liczba faz

potencjatu czynnos$ciowego, zwroty — liczba zwrotdw potencjalu czynnosciowego.

* - p < 0,05 — réznice statystycznie istotne w porownaniu do grupy kontrolnej; § - p < 0,05— rdznice statystycznie istotne w pordwnaniu

do grupy ALS | (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

Grupa Latencja Amplituda Czas trwania Czas +/- Fazy Zwroty
[ms] [mV] [ms] [ms]
Jednostki typu FF

Kontrola 2,42+0,20 1,02+1,34 4,05%1,15 1,1620,68 2,8+0,9 3,942,3
(1,96-2,71) (0,04-4,67) (1,89-7,44) (0,49-3,98) (2,0-5,0) (2,0-11,0)

ALS | 2,71+0,58 0,87+0,86 3,73+0,97 1,17+0,54 2,8+0,8 4,1£1,7
(2,09-4,14) (0,02-3,63) (2,48-5,87) (0,48-2,56) (2,0-5,0) (2,0-9,0)

ALS II 2,73+0,61 0,76+0,47 4.41+1,01 1,36+0,60 2,5+0,7 3,5+1,6
(1,94-3,75) (0,02-1,67) (2,66-6,04) (0,46-2,81) (2,0-4,0) (2,0-7,0)

§
ALS |11 3,25+0,48 0,91+0,63 4,41+1,44 1,29+0,39 2,8+0,8 5,1£2,5
(2,01-3,76) (0,16-2,14) (3,06-8,11) (0,82-2,24) (2,0-4,0) (2,0-9,0)
*
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Tab. 7. Podstawowe wartosci cech potencjatéw czynnosciowych (wartosci $rednie + SD i zakresy) jednostek ruchowych typu FR w grupie
kontrolnej i trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS Il | ALS I1I).
Latencja — czas od momentu pobudzenia rozdzielonych korzeni brzusznych do pojawienia si¢ potencjatu czynnosciowego, amplituda -
warto$¢ mierzona od minimalnego do maksymalnego wychylenia zapisu potencjalu czynnosciowego, czas trwania - mierzony od
poczatku do konca aktywnosci elektrycznej jednostki, czas +/- - czas pomiedzy skrajnymi wychyleniami potencjatu, fazy — liczba faz
potencjatu czynnosciowego, zwroty — liczba zwrotéw potencjatu czynnosciowego.
**-p<0,01, *-p<0,05 - roznice statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy kontrolnej; § - p < 0,05 ro6znice statystycznie istotne w

porownaniu do grupy ALS I (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

Grupa Latencja Amplituda Czas trwania Czas +/- Fazy Zwroty
[ms] [mV] [ms] [ms]
Jednostki typu FR
Kontrola 2,12+0,20 0,37+0,35 3,73+0,84 0,940,39 2,8+0,8 31410
(1,63-2,94) (0,01-1,69) (2,31-5,68) (0,40-2,23) (2,0-5,0) (2,0-6,0)
ALS | 2,71+£0,53 0,42+0,35 3,25+0,62 1,15+0,43 2,8+0,9 3,3+1,3
(1,84-3,31) (0,01-1,39) (2,54-5,66) (0,26-1,85) (2,0-6,0) (2,0-6,0)
** **x
ALS I 2,94+0,44 0,31+0,37 3,51+0,33 1,35+0,42 2,4+0,5 3,1£1,5
(2,05-3,48) (0,01-1,25) (2,89-4,29) (0,45-1,97) (2,0-3,0) (2,0-7,0)
** **
ALS 111 2,90+0,38 0,81£1,01 3,89+0,97 0,98+0,33 2,3+0,6 42420
(2,12-3,29) (0,09-3,41) (1,79-5,91) (0,35-1,50) (2,0-4,0) (2,0-7,0)
**

§
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Tab. 8. Podstawowe wartosci cech potencjalow czynno$ciowych (wartosci Srednie + SD i zakresy) dla jednostek ruchowych typu S w grupie
kontrolnej i trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II T ALS III).
Latencja — czas od momentu pobudzenia rozdzielonych korzeni brzusznych do pojawienia si¢ potencjatu czynnosciowego, amplituda -
warto$¢ mierzona od minimalnego do maksymalnego wychylenia zapisu potencjalu czynnosciowego, czas trwania - mierzony od
poczatku do konca aktywnos$ci elektrycznej jednostki, czas +/- - czas pomiedzy skrajnymi wychyleniami potencjatu, fazy — liczba faz
potencjatu czynnosciowego, zwroty — liczba zwrotéw potencjatu czynnosciowego.

** - p < 0,01 — réznice statystycznie istotne w porownaniu do grupy kontrolnej; § - p < 0,05 — roznice statystycznie istotne w poréwnaniu

do grupy ALS [; T1- p < 0,01 — rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu do grupy ALS II (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).

Grupa Latencja Amplituda Czas trwania Czas +/- Fazy Zwroty
[ms] [mV] [ms] [ms]
Jednostki typu S
Kontrola 2,40+0,27 0,24+0,23 3,924+0,78 1,30+0,58 2,5+0,9 2,8+1,2
(2,04-2,84) (0,01-0,67) (2,92-5,19) (0,49-2,14) (2,0-5,0) (2,0-5,0)
ALS | 2,79+0,58 0,31+0,22 3,96+1,09 1,26+0,50 2,6+0,6 2,9+1,1
(1,99-3,56) (0,01-0,78) (2,37-6,18) (0,70-2,36) (2,0-4,0) (2,0-6,0)
ALS I 3,28+0,65 0,22+0,20 4,40+1,06 1,50+0,52 2,6+0,6 3,3+1,3
(2,15-5,18) (0,01-0,66) (1,91-6,14) (0,60-2,53) (2,0-4,0) (2,0-6,0)
**
ALS I 3,150,57 0,95+1,03 4,76+1,32 1,28+0,52 2,8+1,1 3,6+1,5
(2,43-4,07) (0,14-4,60) (2,68-7,02) (0,77-2,54) (2,0-6,0) (2,0-6,0)
** ** § -i--*-




4.6.1. Latencja potencjatow czynnosciowych

Latencja potencjalow czynnosciowych jednostek ruchowych w kolejnych grupach
zwierzat transgenicznych osiggata coraz wyzsze wartosci, przy czym obserwowano
wydtuzenie tego parametru w stosunku do grupy kontrolnej dla wszystkich typow jednostek.
Ostatecznie, niezaleznie od typu jednostek ruchowych, dla zwierzat w terminalnej fazie
choroby (ALS III) latencja byta ok 0.8 ms wyzsza (o 34%, 37% i 31% odpowiednio dla
jednostek typu FF, FR 1 S) niz dla zwierzat z grupy kontrolnej (rys. 27). Dla jednostek FF
statystycznie wyzsze wartosci w odniesieniu do kontroli zaobserwowano dla grupy ALS III (p
< 0,05), dla jednostek FR wszystkie grupy zwierzat transgenicznych istotnie roznity si¢ od
kontroli (p <0,01), a dla jednostek S taka istotno$¢ wystepowata dla grup ALS 111 ALS III (p

<0,01) (rys. 27).
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Rys. 27. Srednie wartosci latencji potencjaldow czynnosciowych dla trzech typow jednostek
ruchowych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w grupie zwierzat
kontrolnych (C), oraz trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS
). 1 - p <0,01; ¥+ - p < 0,05 — poziom istotnosci réznic w poréwnaniu z grupa

kontrolng wskazany na stupkach (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).
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4.6.2. Amplituda potencjatéw czynnosciowych

Zmiany amplitudy potencjaléw czynnosciowych jednostek motorycznych byty istotne
statystycznie jedynie w odniesieniu do jednostek wolnych. W grupie ALS Il notowano ponad
czterokrotny wzrost $redniej warto$ci amplitudy potencjatu czynnosciowego jednostek
wolnych (statystycznie istotny w stosunku do grup kontrolnej i ALS Il na poziomie p < 0,01;
w stosunku do grupy ALS | na poziomie p < 0,05). Dla jednostek szybkich obu typow
parametr ten nie zmienial si¢ znaczaco, cho¢ w grupie ALS III wartosci amplitudy byty

wyzsze w odniesieniu do kontroli, zaréwno dla jednostek typu FF jak i FR (rys. 28).
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Rys. 28. Srednie warto$ci amplitudy potencjatow czynnosciowych dla trzech typoéw jednostek
motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — biate stupki) w grupie
kontrolnej (C), oraz trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS I 1 ALS
). ** - p <0,01; * - p <0,05 — poziom istotnosci statystycznej réznic pomiedzy
odpowiednimi grupami zwierzat transgenicznych, 1 - p < 0,01 - poziom istotnosci
réznicy w poréwnaniu z grupa kontrolng wskazany na stupku (ANOVA rang

Kruskala-Wallisa).

101



4.6.3. Czas trwania potencjatow czynnosciowych

Czas trwania potencjatéw czynnosciowych jednostek motorycznych typu FF zwierzat
transgenicznych nie roznit si¢ istotnie w zadnej z grup badawczych w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. W grupie ALS I parametr ten byl nizszy niz u zwierzat kontrolnych, a w grupach
ALS 111 ALS III wartosci byly wyzsze w poréwnaniu z grupa kontrolng. Statystycznie istotng
roznice czasu trwania potencjatu czynnosciowego jednostek FF zaobserwowano pomiedzy
grupami ALS 1'i ALS 11 (p < 0,05) (rys. 29).

Dla jednostek FR w grupie ALS | czas trwania potencjatu byt krotszy w stosunku do
kontroli (p < 0,01), w pozostalych grupach zwierzat transgenicznych warto$ci tego parametru
nie roznity si¢ istotnie od wartosci kontrolnej. W grupie ALS III czas trwania osiagal wartoSci
najwyzsze 1 jednoczesnie byla to roznica istotna statystycznie (p < 0,05) w odniesieniu do
grupy ALS I, ktéra charakteryzowata si¢ najkrotszym czasem trwania potencjalu
czynno$ciowego (rys. 29).

Czas trwania potencjalow czynno$ciowych jednostek S nie zmienial si¢ istotne
statystycznie w zadnej z badanych grup w porownaniu do kontroli, cho¢ jego $rednie wartosci

w grupach ALS I, ALS II i ALS III byly wyzsze od warto$ci kontrolnych (rys. 29).

4.6.4. Czas pomigdzy skrajnymi wychyleniami potencjalu czynno$ciowego

Czas pomiedzy maksymalnym 1 minimalnym wychyleniem potencjalow
czynnosciowych jednostek motorycznych byt istotnie statystycznie wyzszy tylko dla
jednostek FR w grupie ALS Il w poroéwnaniu z grupg kontrolng (p < 0,01). W pozostatych
grupach nie obserwowano znaczacych réznic tego parametru zardwno w poréwnaniu z grupa

kontrolng jak 1 pomiedzy grupami zwierzat transgenicznych (rys. 30).
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Rys. 29. Srednie warto$ci czasu trwania potencjatu czynno$ciowego trzech typow jednostek
ruchowych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w grupie zwierzat
kontrolnych (C), oraz trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS II, ALS
[11). * - p < 0,05 - poziom istotnosci statystycznej réznic pomi¢dzy odpowiednimi
grupami zwierzat transgenicznych, t1 - p < 0,01 - poziom istotno$ci réznicy w

porownaniu z grupg kontrolng wskazany na stupku (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).
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Rys. 30. Srednie wartosci czasu pomiedzy skrajnymi wychyleniami potencjatéw
czynno$ciowych (czas +/-) trzech typow jednostek motorycznych (FF — biate stupki, FR
— szare stupki, S — czarne stupki) w grupie kontrolnej (C) oraz w trzech grupach
zwierzat transgenicznych w porownaniu z grupa kontrolng (ALS I, ALS Il i ALS III).
11 - p < 0,01 - poziom istotno$ci roznicy w poréwnaniu z grupa kontrolng wskazany na

stupku (ANOVA rang Kruskala-Wallisa).
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4.6.5. Liczba faz i zwrotdw potencjaléw czynnosciowych

Ksztalty potencjaléw czynnosciowych jednostek ruchowych u badanych zwierzat
okazaly sie¢ byé niezmienne mimo rozwoju procesu chorobowego. Srednia liczba faz
potencjatéw czynnosciowych nie roznita si¢ istotnie u zwierzat transgenicznych, zarbwno w
porownaniu do grupy kontrolnej, jak i pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwierzat z ALS
(rys. 31). Potencjaty czynnosciowe wszystkich typow jednostek motorycznych w
poszczegbdlnych grupach byty gléwnie dwu-, trzyfazowe. Potencjalty wielofazowe (majace
ponad 4 fazy) pojawiaty si¢ sporadycznie we wszystkich grupach. Ich procentowy udziat
wynosit odpowiednio w grupach kontrolnej, ALS I, ALS 111 ALS III: dla jednostek FF - 6%,

3%, 0%, 0%); dla jednostek FR — 5%, 6%, 0%, 0%; dla jednostek S — 8%, 0%, 0%, 12%;
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Rys. 31. Srednia liczba faz potencjaléw czynnosciowych trzech typéw jednostek
motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w grupie
kontrolnej (C) oraz w trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS 11 i ALS

).

Srednia liczba zwrotow potencjatéw czynnosciowych jednostek motorycznych takze

nie réznita si¢ w badanych grupach, cho¢ dla wszystkich typow jednostek w grupie ALS III
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byla ona wyzsza niz w grupie kontrolnej (réznice statystycznie nieistotne). Podobnie jak w
odniesieniu do liczby faz, nie stwierdzono statystycznych roznic liczby zwrotéw, zaréwno u
zwierzat z ALS w stosunku do grupy kontrolnej, jak rowniez pomigdzy grupami zwierzat
transgenicznych (rys. 32). Procentowy udziat potencjatow czynnosciowych o wiekszej liczbie
zwrotow (powyzej 4) w kolejnych grupach (odpowiednio kontrolnej, ALS I, ALS 11 1 ALS
III) wynosit: dla jednostek FF — 19%, 41%, 29%, 45%; dla jednostek FR — 13%, 19%, 20%,

40%; dla jednostek S — 17%, 7%, 25%, 35%.
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Rys. 32. Srednia liczba zwrotéw potencjaléw czynnosciowych trzech typow jednostek
motorycznych (FF — biate stupki, FR — szare stupki, S — czarne stupki) w grupie
kontrolnej (C) oraz w trzech grupach zwierzat transgenicznych (ALS I, ALS 11 i ALS

).
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5. Dyskusja

Prezentowana praca opisuje wyniki elektrofizjologicznych badan cech jednostek
motorycznych szczuréw transgenicznych, bedacych nosicielami genu hmSOD1®®", ktore
uwaza si¢ obecnie za jeden z najlepszych zwierzecych modeli ALS (Van Den Bosch, 2011).
Réwnoczesnie sg to pierwsze badania prezentujace charakter, kierunek oraz tempo zmian
cech jednostek ruchowych w trakcie rozwoju procesu chorobowego (badano zwierzeta w
fazie bezobjawowej, z pierwszymi widocznymi objawami oraz w fazie koncowej choroby i
porownywano je do zwierzat zdrowych). Przedstawione kompleksowe analizy zmian
zachodzacych w puli jednostek ruchowych w efekcie rozwoju ALS majg znaczenie dla
zrozumienia proceséw prowadzacych do stopniowej utraty sprawnosci uktadu nerwowo-

mig$niowego 1 ostatecznie paralizu prowadzacego do $mierci.

5.1. Zmiany masy ciata i rozw0j atrofii badanego mig¢$nia

We wszystkich grupach badawczych obserwowano nizsza Srednig mase¢ ciata zwierzat
z ALS w porownaniu do kontroli, ale najwigkszy spadek masy ciata notowano dla zwierzat z
grupy ALS III. Nieznacznie wyzsze $rednie masy ciata w grupie ALS II w poréwnaniu do
ALS T sa prawdopodobnie zwigzane z rozwojem osobniczym zwierzat, poniewaz zgodnie z
charakterystyka rasy Sprague-Dawley dopiero ok. 14-16 tygodnia zycia szczury osiagaja
maksymalng masg¢ ciata (www.animalab.pl).

Spadek masy ciata jest przez wielu autoréw podawany jako pierwsza mozliwa do
zaobserwowania zmiana u ludzi chorych na ALS (Adamek i Tomik, 2005; Murray i
Mitsumoto, 2006; Dupuis i wsp., 2011), oraz na modelu zwierzecym tej choroby (Derave i
wsp., 2003; Dupuis i Loeffler, 2009). Redukcja masy ciata postepuje w kolejnych etapach

choroby, co moze by¢ efektem hipermetabolizmu obserwowanego zar6wno u pacjentow, jak i
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na modelu zwierzecym (Dupuis i wsp., 2008; Dupuis i Loeffler, 2009; Funalot i wsp., 2009;
Dupuis i wsp., 2011), ale rowniez stopniowego spadku liczby witokien migsniowych w
efekcie obumierania unerwiajgcych je motoneuronow (Frey i wsp., 2000; Pun i wsp., 2006;
Hegedus i wsp., 2007 i 2008; Gordon i wsp., 2010; Mancuso i wsp., 2011), czy wreszcie
spadku masy samych wtokien migsniowych (Hegedus i wsp., 2008).

Srednia masa migénia brzuchatego przy$rodkowego tydki zmieniata si¢ w
poszczegbdlnych grupach w podobny sposob jak srednia masa ciata. Dla wszystkich grup
zwierzat transgenicznych byta nizsza w poréwnaniu do kontroli, a najnizszg $rednig mas¢
tego migsnia obserwowano u zwierzat z grupy ALS III. Ubytek masy migsni w przebiegu
ALS réwniez byl cechg wielokrotnie obserwowang i podawang przez wielu autoréw (Derave i
wsp., 2003; Murray i Mitsumoto, 2006). Przyczyn spadku masy migénia nalezy upatrywaé w
takich samych mechanizmach jak te lezace u podtoza redukcji masy ciata. U zwierzat w
koncowym etapie choroby (ALS III) zaobserwowano proporcjonalny spadek udziatu
jednostek typu FF, a wiec prawdopodobnie ubytek przede wszystkim wtokien miesniowych
typu FG o najwigkszej $rednicy. Jednostki tego typu charakteryzuja si¢ zarazem najwyzszym
wskaznikiem unerwienia (Kanda i Hashizume, 1992), dlatego ich zanik w duzej mierze
wplywa na spadek masy migsnia. Wiadomo, Ze czg$¢ odnerwionych widkien mig$niowych
ulega reinerwacji przez motoneurony pozostatych, nieuszkodzonych jednostek ruchowych,
glownie typu S (Frey i wsp., 2000; Hegedus i wsp., 2007). Jest to jednak niewystarczajacy
mechanizm zapobiegania utracie masy mi¢snia, ktora nasila si¢ w koncowym etapie choroby,
gdyz liczba obumierajacych motoneurondw jest zbyt duza (Hegedus i wsp., 2007).

Nalezy réwniez doda¢, ze tempo ubytku masy migsnia i zmiany jego cech zalezne sg
od typu i sktadu budujacych migsien jednostek motorycznych. W migsniach szybkich atrofia
pojawia si¢ zdecydowanie wczesniej niz w migsniach wolnych (Frey i wsp., 2000; Derave i

wsp., 2003; Hegedus i wsp., 2007).
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Procentowy stosunek masy migsnia brzuchatego przysrodkowego tydki do masy ciata
byl nizszy w grupie ALS III w stosunku do kontroli, natomiast nieco wyzszy w grupach ALS
I1 ALS II. Zmiany tego wskaznika podkreslaja, ze ubytek masy migsni jest gtbwna przyczyna
ubytku masy ciata, a ponadto, ze masa badanego mi¢$nia drastycznie spadta dopiero w
koncowym etapie choroby, natomiast we wczesniejszych jej etapach prawdopodobnie procesy

reinerwacji obocznej nie pozwolity na tak gwaltowng redukcj¢ masy migsnia.

5.2.  Proporcje jednostek motorycznych

Brak (jednostki S) lub obecno$¢ (jednostki F) objawu ugigcia przy czegstotliwosci
draznienia 40 Hz oraz charakterystyczny rozklad wartosci czasu skurczu pojedynczego (z
warto$cig graniczng 20 ms dla migsnia brzuchatego przysrodkowego tydki u samcow
szczura), to cechy skurczu jednostek motorycznych, na podstawie ktoérych zwykle dokonuje
si¢ ich podziatu na S i F (Grottel i Celichowski, 1990). Rozwo6j ALS u szczurow
transgenicznych wigzal si¢ z zaburzeniami rozktadu czasu skurczu pojedynczego
poszczegbdlnych typoéw jednostek ruchowych oraz zaburzeniami wystgpowania objawu
ugiecia (patrz wyniki 4.4.1. 1 4.4.2. oraz rys. 7). Zmiany te rozwijaly si¢ najsilniej u zwierzat
w koncowym etapie choroby (ALS III), dlatego zastosowanie u szczuréw transgenicznych
wymienionych cech skurczu do podzialu jednostek ruchowych nie bylo skuteczne 1
pozostawialo cze$¢ jednostek niesklasyfikowanych. Z tych wzgledéw do klasyfikacji
jednostek na S i F dodatkowo wykorzystano indeks 20 Hz (Krutki i wsp., 2008a), ktory
okazal si¢ by¢ skuteczng metoda podziatu w grupie kontrolnej 1 w grupach zwierzat z ALS.
Warto podkresli¢, ze ta metoda klasyfikacji jednostek na szybkie 1 wolne umozliwita rowniez
podzial jednostek ruchowych u zwierzat z catkowicie (Krutki 1 wsp., 2008a; Mréwczynski i
wsp., 2010) lub czgsciowo (Celichowski 1 wsp., 2010) przecigtym rdzeniem kregowym,

ktorych czas skurczu ulegal wydtuzeniu 1 ujednoliceniu, a objaw ugiecia takze zanikal.
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We wszystkich czterech badanych grupach zwierzat w migsniu brzuchatym
przysrodkowym tydki na podstawie indeksu 20 Hz i wskaznika zme¢czenia mozna byto
wyrozni¢ trzy typy jednostek ruchowych. Istotne zmiany proporcjonalnego udziatu
poszczegbdlnych typow jednostek ruchowych zaobserwowano dopiero w grupie zwierzat z
pierwszymi objawami chorobowymi (ALS II), gdzie wykazano wyzszy udziat jednostek
ruchowych typu FF 1 S z rGwnoczesnym ograniczeniem liczby jednostek typu FR.

Wedlug wielu autorow prowadzacych badania na modelu ALS u myszy proces zaniku
neurondw ruchowych w ALS ma charakter selektywny tzn. najbardziej wrazliwe sa
motoneurony duze, unerwiajace jednostki ruchowe typu FF i to one obumieraja jako
pierwsze, jeszcze przed wystgpieniem widocznych objawow chorobowych. Nastgpnie ging
motoneurony jednostek ruchowych typu FR, natomiast najbardziej odporne na proces
chorobowy sa motoneurony najmniejsze, budujace jednostki typu S i to one przezywaja
najdtuzej (Frey i wsp., 2000; Pun i wsp., 2006; Hegedus i wsp., 2007 i 2008; Gordon i wsp.,
2010; Mancuso i wsp., 2011).

Obserwowane zmiany proporcji jednostek w grupie ALS II, ksztattuja si¢ jednak
inaczej 1 maja bardzo podobny przebieg jak zmiany powstajace w efekcie funkcjonalnego
przecigzenia migsni wywolanego przez chirurgiczne usunigcie migéni  dla nich
synergistycznych (Olha i wsp., 1988) oraz po polowiczym przeci¢ciu rdzenia krggowego
(Celichowski i wsp., 2010). Prawdopodobnie taki kierunek zmian transformacyjnych jest
odpowiedzig uktadu nerwowo-migsniowego na przecigzenie czynnych jednostek ruchowych.
W przypadku ALS i czeSciowego uszkodzenia rdzenia, w wyniku ubytku pewnej liczby
jednostek w mig$niu pozostate z nich sg funkcjonalnie przecigzone (Celichowski 1 wsp., 2010;
Gordon i wsp., 2010).

W  koncowym etapie choroby (ALS III) obserwowano trzykrotnie wyzszy

proporcjonalny udziat jednostek typu S kosztem mniejszego udzialu jednostek FF i FR w
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porownaniu do zwierzat zdrowych. Wyniki te zgodne byly z obserwacjami innych autoréw
badajacych myszy SOD1 G93A, ktorzy wykazali, ze synapsy nerwowo-mi¢sniowe wiokien
szybkiego typu sg wysoce wrazliwe na proces chorobowy i ging jako pierwsze, a synapsy
wiokien wolnego typu pozostajg niezmienione az do koncowego okresu choroby (Frey i wsp.,
2000). Podobnie wykazano, ze aksony jednostek szybkich meczacych si¢ sg zmienione
chorobowo jeszcze przed pojawieniem si¢ pierwszych widocznych symptoméw ALS,
natomiast aksony motoneuronéw jednostek szybkich odpornych na zmeczenie wykazuja
zmiany dopiero w momencie pojawienia si¢ pierwszych objawoéw choroby, podczas gdy
aksony motoneuronéw wolnych jednostek sa relatywnie najbardziej odporne na uszkodzenie
w procesie rozwoju ALS (Pun i wsp., 2006).

Hegedus 1 wspotautorzy (2007 i 2008), taczac szacunkowe badania liczby jednostek
ruchowych (metodg ITS-MUNE) z identyfikacja typow wiokien mig$niowych oparta na
badaniu cig¢zkich fancuchoéw miozynowych w kolejnych stadiach rozwoju choroby na modelu
ALS u myszy, réwniez wykazali selektywnos$¢ procesu chorobowego, w pierwszej kolejnosci
powodujacego zanik najwieckszych jednostek typu FF, a oszcz¢dzajacego najmniejsze
jednostki ruchowe typu S. Badania elektrofizjologiczne (badanie przewodnictwa nerwowego,
szacunkowe badania liczby jednostek, badanie odruchu H, badanie potencjalow wywotanych)
przeprowadzone na modelu ALS u myszy potwierdzaja wigksza wrazliwo$¢ na proces
chorobowy motoneuronéw najwigkszych w porownaniu do motoneuronéw matych (Mancuso
I wsp., 2011). Mniejszy procentowy udziat jednostek ruchowych FF w grupie ALS III moze
by¢ efektem selektywnego obumierania motoneuronéw jednostek tego typu, ale réwniez
transformacji czesci z nich do jednostek typu FR (Hegedus 1 wsp., 2007 1 2008).

Podobnie wzrastajagca w kolejnych grupach proporcja jednostek ruchowych typu S
oraz przewaga tego typu jednostek w badanych mig$niach zwierzat z grupy ALS III moze

dowodzi¢, ze to wiasnie te jednostki o najmniejszych motoneuronach sg relatywnie
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najbardziej odporne i przezywaja najdtuzej w trakcie postepu choroby. Zmiana proporcji
jednostek moze by¢ rowniez wyrazem transformacji jednostek szybkich w kierunku wolnych
jako odpowiedzi na zwigkszong aktywno$¢ i w efekcie ich przecigzenie (Celichowski i wsp.,
2010; Gordon i1 wsp., 2010). Nalezy tez doda¢, ze w migsniach wolnych, w ktérych
przewazaja jednostki ruchowe wolne (np. migsien plaszczkowaty), atrofia i zmiany cech
skurczu pojawiajg si¢ zdecydowanie pdzniej niz w mie$niach szybkich (np. migsien
piszczelowy przedni) (Frey i wsp., 2000; Derave i wsp., 2003; Hegedus i wsp., 2007). Jest to
dowodem, ze to wlasnie jednostki typu S sa najmniej podatne na uszkodzenie 1 przezywaja

najdluzej w trakcie rozwoju choroby.

5.3.  Cechy skurczu jednostek motorycznych

5.3.1. Parametry czasowe skurczu

Zmiany parametrow czasowych skurczu jednostek ruchowych (czasu skurczu i czasu
polowiczego rozkurczu) dotyczyty tylko jednostek szybkich obu typow. Srednie wartosci
czasu skurczu jednostek szybkich byty we wszystkich grupach zwierzat z ALS krétsze (z
wyjatkiem jednostek FR grupy ALS III, gdzie czas skurczu byt dluzszy) w stosunku do
zdrowych zwierzat kontrolnych. Dla obu typoéw szybkich jednostek najkrotszy czas skurczu
notowany byt w grupie ALS II. Czas potowiczej relaksacji obu typow jednostek szybkich w
grupach ALS 11 ALS II byt krétszy w stosunku do kontroli, a w grupie ALS 11l — dluzszy.
Zmiany parametrow czasowych skurczu prawdopodobnie maja podloze w zmianach tempa
uwalniania jonéw wapnia z siateczki sarkoplazmatycznej do sarkoplazmy i1 powrotnego ich
wychwytywania, ale mogg by¢ rowniez zwigzane z innymi zachodzacymi procesami
transformacyjnymi. Wydtuzenie czasu skurczu i czasu potowiczego rozkurczu dla jednostek

szybkich w grupie ALS III moze wynika¢ ze znacznego ograniczenia lokomocji u szczuréw
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tej grupy, bowiem dluzszy czas skurczu i potowiczej relaksacji wykazano réwniez miedzy
innymi po czeSciowym, jak i calkowitym uszkodzeniu rdzenia kregowego (Celichowski i
wsp., 2006; Celichowski 1 wsp., 2010; Mréwczynski 1 wsp., 2010), czy w procesie starzenia
si¢ organizmu (Lochynski 1 wsp., 2008). Derave 1 wspotautorzy (2003), badajac na modelu
ALS u myszy migdzy innymi parametry skurczu dwoch miegsni: wolnego (ptaszczkowatego) i
szybkiego (prostownika dlugiego palcow), wykazali w obu przypadkach wydhuzenie czasu
skurczu oraz czasu potowiczego rozkurczu. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze pomiar
przeprowadzany byt w warunkach ,,in vitro”, na catym migsniu i tylko w dwoch terminach: na
myszach 90-dniowych (65% przewidywanego czasu przezycia) i 120-dniowych (85%

przewidywanego czasu przezycia), co moze by¢ przyczyng odmiennych wynikow.

5.3.2. Zmiany zaleznosci sity skurczu od czestotliwo$ci draznienia

Najbardziej dynamiczne modyfikacje mechanizméw stopniowania sity skurczu,
poprzez zmiany czg¢stotliwosci pobudzen, w przebiegu ALS dotyczyly jednostek szybkich,
natomiast procesy regulacji sity jednostek wolnych istotnie si¢ nie zmienialy. Wigza¢ to
nalezy przede wszystkim ze zmianami parametrow czasowych skurczéw pojedynczych, ktore
sg jednym z czynnikow warunkujacych sumowanie si¢ pojedynczych skurczéw w skurcze
tezcowe 1 w zwiagzku z tym maja wptyw na przebieg oraz ksztalt krzywych zaleznosci sity od
czestotliwosci draznienia (Kernell 1 wsp., 1975 1 1983; Celichowski 1 Grottel, 1997,
Mroéwcezynski 1 wsp., 2006). Im dluzsze czasy skurczu i potowiczego rozkurczu jednostki
motorycznej, tym nizszy jest zakres czgstotliwosci przy ktorych powstaja skurcze t¢zcowe
niezupelne. Dlatego strome czesci krzywych sita-czestotliwos¢ wykreslone dla jednostek
wolnych (o dluzszych czasach skurczu i potowiczej relaksacji) przebiegaja na wykresie
lewostronnie w stosunku do krzywych wykreslonych dla jednostek szybkich (z krotszymi

czasami skurczu i potowiczej relaksacji).
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W zwigzku ze skroceniem parametrow czasowych skurczu jednostek FF zwierzat
transgenicznych, dla tych jednostek nastgpito spodziewane przesunigcie krzywych sita-
czestotliwos$¢ stymulacji w strone prawa (w kierunku wyzszych czestotliwosci) w stosunku do
krzywej wykreslonej dla jednostek FF grupy kontrolnej. Poniewaz najkrotszy $redni czas
skurczu notowany byt dla jednostek FF w grupie ALS II, to wtasnie w tej grupie krzywa sita-
czestotliwo$¢ przesunigta byla najbardziej w prawg strone. Krzywe sita-czestotliwos¢ dla
jednostek FR w grupie ALS I'1 ALS II zgodnie ze zmianami parametréw czasowych skurczu
(skrocenie) przesuwaty si¢ rOwniez w strong wyzszych czestotliwosci draznienia w stosunku
do krzywej wykreslonej dla jednostek FR grupy kontrolnej (najbardziej w prawo przesunigta
byta krzywa dla grupy ALS II).

Takie przesuniecie krzywych sita-czgstotliwo$¢ moze wigza¢ si¢ rdéwniez z
obserwowanym w tych grupach nizszym stosunkiem sity skurczu pojedynczego do sity
skurczu tgzcowego. Skutkiem tego typu zmian jest mniej efektywne sumowanie sit skurczow
pojedynczych w skurcze tezcowe i1 woéwczas skurcze tezcowe o tym samym stopniu
wypehienia (a zarazem o okreslonym poziomie sity) wymagaja wyzszych czestotliwosci
stymulacji niz u zwierzat zdrowych (60% sity maksymalnej osiggane jest przy wyzszych
czestotliwosciach stymulacji). Z tymi obserwacjami wigze si¢ wyzsza czgstotliwose
wyladowan motoneuronéw obserwowana w badaniach hodowli organotypowych
transgenicznych myszy z ALS (Pieri i wsp., 2003; Kuo i wsp., 2004). Prawdopodobnym
mechanizmem lezagcym u podtoza tego typu zmian w grupie ALS II jest transformacja czesci
jednostek FR w kierunku FF 1 zwigkszony odsetek najszybszych jednostek FF. Pomimo mnie;j
skutecznego procesu sumowania skurczéw dla jednostek FF, w kolejnych grupach zwierzat z
ALS nachylenie krzywej w jej najbardziej stromym zakresie (funkcjonalnie najwazniejszym)
zwigkszato si¢. Oznacza to, ze przyrost sity w tym zakresie przy wzroscie czestotliwosci

wytadowan motoneuronéw zachodzi w szybszym tempie niz u zwierzat zdrowych.
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W grupie ALS III przebieg krzywej dla jednostek FR niemal pokrywat si¢ z krzywa
dla jednostek grupy kontrolnej. Wynik ten moze wigzac si¢ z procesami transformacji czesci
jednostek typu FF do puli jednostek typu FR w efekcie ich zwigkszonej aktywnosci (sa
rekrutowane czesciej) oraz w efekcie wzrostu czestotliwosci wyladowan motoneuronow
(Hegedus 1 wsp., 2008). Moze by¢ rowniez zwigzany z reinerwacja odnerwionych wtokien
miegsniowych typu FG przez motoneurony jednostek typu FR. Taka mozliwo$¢ reinerwacji
sugerowali Hegedus 1 wspotautorzy (2008), w dyskusji o selektywnosci procesu
chorobowego. Z drugiej strony wykazano, ze mozliwosci motoneuronéw tych jednostek w
zakresie reinerwacji obocznej sg niewielkie (Frey 1 wsp., 2000). Widkna migsniowe FG, ktore
ulegly reinerwacji przez motoneurony innego typu niz FF prawdopodobnie zachowujg cz¢s¢
swoich cech skurczu i stad skrdcenie czasu skurczu oraz potowiczej relaksacji, a takze
przesunigcie krzywych sita-czestotliwos¢ w strong nizszych czestotliwosci draznienia.

Wzrost nachylenia krzywych sita-czgstotliwo$¢ obserwowano w odniesieniu do
jednostek szybkich typu FF. Wskazuje to z jednej strony na wigkszy przyrost sit przy
wzroscie czestotliwo$ci wyladowan motoneuronéw, a jednoczes$nie na ograniczenie zakresu
czestotliwosci  wyladowan  motoneuronéw  odpowiadajacych  skurczom  tezcowym
niezupelnym, ktérych sita moze by¢ sterowana. Funkcjonalnym nastgpstwem pogorszenia
takiego sterowania moze by¢ mniejsza precyzja ruchéw wielokrotnie obserwowana u
pacjentow chorych na ALS (Adamek i Tomik, 2005; Wijesekera i Leigh, 2009).

Przebieg krzywych sita-czestotliwos¢ jednostek wolnych u zwierzat transgenicznych
nie roznil si¢ istotnie w poréwnaniu do krzywych wykreslonych dla jednostek wolnych w
grupie kontrolnej. Jedynie w grupie ALS IIl obserwowano istotny wzrost sily skurczu
pojedynczego, co modyfikowalo poczatkowy odcinek krzywej omawianej zaleznoSci.
Nachylenie krzywych dla jednostek S malato (istotnie nizszg warto$¢ notowano szczegdlnie w

grupie ALS III), przez co krzywa ta upodabniata si¢ do krzywych wykreslonych dla jednostek
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szybkich. Wskazuje to takze na procesy reinerwacji przez jednostki wolne odnerwionych
wilokien miesniowych jednostek szybkich.

We wszystkich badanych grupach zwierzat transgenicznych zachowana zostata bardzo
silna korelacja pomigdzy czasem skurczu a czestotliwoscig przy ktorej jednostki ruchowe
osiggaja 60% sity maksymalnej. Taka korelacja obserwowana byta u zwierzat zdrowych
(Kernell 1 wsp., 1983; Mrowczynski 1 wsp., 2006). Uzyskany wynik wskazuje na dobra
organizacje puli jednostek motorycznych, mimo postepu procesu chorobowego. By¢ moze
jest to zwigzane z rozciggni¢ciem rozwoju choroby w czasie 1 jej stopniowym postepem. W
takich warunkach jednostki ruchowe maja czas na adaptacj¢ do zmieniajacych si¢ warunkow
aktywnos$ci. Takiej adaptacji nie obserwowano w ostrych urazach, jak np. uszkodzenie
rdzenia krggowego (Mrowczynski i wsp., 2011).

Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze na przebieg krzywych zaleznosci sity od czgstotliwos$ci
pobudzen wplyw maja nie tylko parametry czasowe skurczu pojedynczego, ale moga je
modyfikowa¢ takze biomechaniczne wlasciwosci migsnia, wskaznik unerwienia oraz
przestrzenne rozmieszczenie wiokien migsniowych (Mrowcezynski i wsp., 2006; Pogrzebna,

2007; Mréwczynski 1 wsp., 2011), ktore w trakcie rozwoju ALS réwniez si¢ zmieniaja.

5.3.3. Sita skurczu pojedynczego i tgZcowego

Srednia warto$é sity skurczu pojedynczego jednostek typu FF we wszystkich grupach
zwierzat transgenicznych byla nizsza w stosunku do $redniej wartosci dla zwierzat
kontrolnych (r6znica istotna statystycznie jedynie dla grupy ALS II). Podobne obserwacje
poczyniono w odniesieniu do sity jednostek szybkich w migé$niach piszczelowym przednim
oraz brzuchatym przysrodkowym tydki na modelu ALS u myszy (Hegedus i wsp., 2008).
Spadek $redniej wartosci sit jednostek FF moze wynika¢ z faktu, ze mimo wzrostu

proporcjonalnego udziatu tego typu jednostek w grupie ALS II, najsilniejsze z jednostek typu
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FF (jednoczesnie, z najwigkszymi motoneuronami) degenerujg. Wzrost procentowego udziatu
jednostek typu FF w grupie ALS II, moze réwniez by¢ przyczyng spadku wartosci sity
skurczu jednostek FF w tej grupie, bowiem najprawdopodobniej wzrost ten jest rezultatem
transformacji czesci jednostek typu FR (o nizszych warto$ciach sit) do puli jednostek FF.
Spadek sity skurczu moze wynika¢ takze ze spadku S$rednicy wiokien migsniowych,
szczegOlnie typu FG, oraz spadku sity generowanej przez pojedyncze wltokna migsniowe
(Hegedus i wsp., 2008). Prawdopodobnie wszystkie te procesy wspotwystepuja i naktadaja si¢
na siebie.

Jednostki wolne zwierzat transgenicznych wykazywaty istotne zmiany sity skurczu
pojedynczego tylko w grupie ALS III, w ktorej parametr ten byt niemal trzykrotnie wyzszy w
porownaniu do kontroli. W badaniach Hegedus 1 wspoétautorow (2008) jednostki wolne
migsnia piszczelowego przedniego oraz brzuchatego przysrodkowego tydki myszy z
objawami ALS réwniez charakteryzowaty sie wyzszymi sitami skurczu. Zmiana ta wynika z
faktu reinerwacji przez motoneurony jednostek wolnych gtéwnie szybkich widkien
mie$niowych odnerwionych w procesie chorobowym (Frey i wsp., 2000; Hegedus i wsp.,
2007). Procesy reinerwacji zwickszaja liczb¢ widkien miesniowych budujacych dang
jednostke 1 w konsekwencji zwigksza si¢ jej sila, a takze wzrasta stosunek sity skurczu
pojedynczego do tezcowego. Dowodzg tego wyniki badan czg$ciowo odnerwionych migéni,
w ktorych wykazano, ze jednostki wolne reinerwujace odnerwione wiokna migsniowe
charakteryzowaty si¢ wyzszymi sitami skurczu pojedynczego oraz, w mniejszym zakresie,
roOwniez tezcowego, a w konsekwencji wyzszym stosunkiem sity skurczu pojedynczego do
tezcowego (Gardiner 1 wsp., 1987). Wykazano takze, ze warto$¢ stosunku sity skurczu
pojedynczego do tezcowego koreluje z sitg skurczu jednostek ruchowych, Scisle zalezng od
wskaznika unerwienia (Kanda i Hashizume, 1992; Celichowski i Grottel, 1993). W literaturze

podkreslano wielokrotnie, ze to wlasnie motoneurony jednostek motorycznych typu S nie
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tylko sg najbardziej odporne na degeneracje, ale takze sg najbardziej plastyczne i odpowiadajg
za procesy reinerwacji (Frey i wsp., 2000; Pun i wsp., 2006; Hegedus i wsp., 2007 i 2008;
Gordon i wsp., 2010; Mancuso i wsp., 2011).

Zmiany stosunku sily skurczu pojedynczego do tezcowego pozwalajg takze na
wyciagniecie posrednich wnioskow w odniesieniu do jednostek typu FF. Dla jednostek FF
zwierzat transgenicznych, szczegdlnie grup ALS II 1 ALS III wskaznik ten byl znacznie
nizszy niz w grupie kontrolnej, co sugeruje spadek $redniej wartosci wskaznika unerwienia
przezywajacych jednostek ruchowych i potwierdza, ze najwigksze jednostki typu FF ging.

Zdolno$¢ do potgzcowego wzmocnienia sity skurczu jednostek motorycznych jest
odwrotnie proporcjonalna do ich czasu skurczu. Sita skurczu pojedynczego jednostek
szybkich wzmacnia si¢ po kazdej aktywnoS$ci, natomiast jednostki wolne nie wykazuja
takiego wzmocnienia (Krarup, 1981). Dla jednostek wolnych istotng zmiane zdolnosci do
wzmocnienia sity skurczu zaobserwowano tylko w grupie ALS III, gdzie byla ona wigksza
niz w grupie kontrolnej. Zmiana ta ponownie wskazuje na reinerwacj¢ przez motoneurony
jednostek wolnych odnerwionych witdkien migsniowych jednostek szybkich, ktére
charakteryzuja si¢ zdolno$ciag do wzmacniania sity skurczu i cze$ciowo t¢ ceche zachowuja

po reinerwacji.

5.3.4. Objaw ugiecia

U zwierzat z ALS czg$¢ jednostek FF i FR nie posiadala objawu ugiecia, cechy
typowej dla skurczoéw tezcowych niezupelnych jednostek szybkich (Burke 1 wsp., 1973;
Grottel 1 Celichowski, 1990). Objaw ugiecia w skurczach t¢zcowych niezupetnych jest
wynikiem wyjatkowo efektywnego sumowania kilku poczatkowych skurczow pojedynczych
w skurcze tezcowe (Celichowski 1 wsp., 2005). Zanik tego objawu u czgsci jednostek

szybkich utrudnit ich klasyfikacj¢ w oparciu o te cechg.
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Gle¢bokie modyfikacje cech skurczu charakterystycznych dla jednostek szybkich (jak
opisane w poprzednich podrozdzialach zmiany parametrow czasowych 1 sitowych),
skutkujgce migdzy innymi zanikiem objawu ugiecia, §wiadczg o tym, ze jednostki tego typu
sg bardziej narazone na zwyrodnienie w procesie rozwoju choroby niz jednostki typu S.
Podobne zmiany obserwowano jako wynik procesow reinerwacji po uszkodzeniu nerwow
obwodowych (Rafuse i1 Gordon, 1998) oraz po uszkodzeniach rdzenia krggowego
(Celichowski i wsp., 2010; Mrowczynski i wsp., 2010). U podtoza tych zmian mogg lezeé
zaburzenia cyrkulacji jonéw wapnia pomiedzy sarkoplazma a siateczka sarkoplazmatyczng
gdyz, jak sugeruja niektorzy badacze, pojawianie si¢ objawu ugigcia w jednostkach szybkich
jest zwigzane z szybszym uwalnianiem i nast¢pnie wychwytywaniem jonéw wapnia w

siateczce sarkoplazmatycznej (Rafuse i Gordon, 1998).

5.3.5. Odporno$¢ na zmeczenie

U zwierzat transgenicznych, poczawszy od grupy ALS I, zanikalo typowe dla zwierzat
zdrowych bimodalne roztozenie warto$ci wskaznika zmeczenia (nastgpowato stopniowe
ujednolicanie populacji jednostek ruchowych pod wzgledem odpornosci na zmeczenie).
Odpornos¢ na zmeczenie odpowiada $redniej aktywnosci jednostek ruchowych — jest tym
wyzsza, im bardziej s3 one aktywne. Obserwowane zmiany rozktadu odpornosci na
zmeczenie sg odpowiedzig uktadu nerwowo-mig$niowego na nowe potrzeby, jakie stwarza
poruszanie si¢ zwierzat w warunkach coraz mniejszej liczby zachowanych, zdrowych
jednostek ruchowych. Tego typu zmiany opisano réwniez w przypadku czgsciowo
odnerwionych mieéni (Rafuse i Gordon, 1998). Srednia warto$¢ wskaznika zmeczenia dla
jednostek typu FR 1 S byla nizsza we wszystkich grupach zwierzat transgenicznych w

porownaniu z grupg kontrolng, a szczegdlnie w grupie ALS III.
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Prace badajace odpornos$¢ na zmeczenie zarowno u zwierzat z ALS, jak 1 u pacjentow
koncentrowaty si¢ na odpornosci caltych mig¢sni i wyniki ich nie sg zgodne. Jedne wykazywaty
wzrost odpornos$ci na zmeczenie (Derave 1 wsp., 2003), inne natomiast pogorszenie tej
odporno$ci (Sharma i wsp., 1995; Sharma i Miller, 1996). Wydaje si¢, ze duze znaczenie
moze mie¢ etap rozwoju procesu chorobowego. U zwierzat z grupy ALS II obserwowano
jeszcze stosunkowo duzo jednostek ruchowych o niskim wskazniku zmeczenia, ktore
normalnie angazowane sg do szybkich ruchéw typu bieg i skok, co $wiadczy o tym, ze
ograniczenia w odniesieniu do lokomocji u zwierzat z tej grupy byly niewielkie. W grupie
ALS III natomiast obserwowano glownie te jednostki, ktére angazowane sa w ruchach
niezbednych do funkcjonowania organizmu (pozwalajacych zapewni¢ zaspokojenie
podstawowych potrzeb zyciowych), natomiast te 0 matej odpornosci na zmeczenie zanikaty.
Pewien spadek odpornosci na zmegczenie jednostek wolnych w tej grupie moze by¢ réwniez
wynikiem reinerwacji przez te jednostki odnerwionych widkien migéniowych jednostek
szybkich, charakteryzujacych si¢ nizsza odpornoscia na zmeczenie, lub transformacji
niektorych jednostek szybkich w kierunku wolnych w wyniku ich wiaczania do aktywnosci
tonicznej (antygrawitacyjnej).

Nalezy podkresli¢, ze to funkcja mie$nia warunkuje sktad procentowy i cechy
budujacych ten miesien jednostek motorycznych. By¢ moze preferencyjny ubytek jednostek
typu FF wigze si¢ rowniez ze zmiang sposobu pracy migsnia i jego jednostek w odpowiedzi
na ograniczong aktywnos$¢. W efekcie silne, mato odporne jednostki FF, sg niemal
nieuzywane i z tego powodu ging jako pierwsze. Spadek odpornosci na zmeczenie moze miec
takze swoje zrodto w kilku innych czynnikach. Proponowano m.in. zaburzong funkcje
motoneuronoéw, jak rowniez czynniki mig¢sniowe, takie jak zmiany w sprzezeniu elektro-
mechanicznym czy zasobach energetycznych migsnia (Sharma i wsp., 1995; Sharma i Miller,

1996).

119



5.4. Cechy potencjatow czynnosciowych jednostek motorycznych

Rolg badan elektromiograficznych w rozpoznawaniu ALS jest diagnozowanie
nieprawidlowosci dolnego neuronu ruchowego i wykluczenie innych schorzen (Benatar,
2006). Rozpoznanie ALS u ludzi obecnie opiera si¢ na kryteriach z 1998 roku (El Escorial,
1998), w ktorych jednym z kryteriow opartych na badaniach elektromiograficznych i
swiadczacych o procesie odnerwienia witokien migsniowych sg potencjaly czynnosciowe
jednostek ruchowych o wysokiej amplitudzie 1 o wydluzonym czasie trwania, ze

zwigkszonym odsetkiem potencjatlow wielofazowych (Brooks i wsp., 2000).

5.4.1. Latencja potencjatdéw czynnosciowych

Latencja potencjalow czynno$ciowych jednostek ruchowych wszystkich typow w
kolejnych grupach zwierzat transgenicznych osiggala coraz wyzsze wartosci. Wydtuzenie
latencji jest cecha typowa dla ALS (Inghilleri 1 Iacovelli, 2011), skorelowang z poziomem
ostabienia miesni 1 wigze si¢ ze spadkiem predkosci przewodzenia widkien nerwowych
(aksonow motoneuronéw) (Emeryk-Szajewska i wsp., 1998; Alves i wsp., 2011; Inghilleri i
lacovelli, 2011; Mancuso i wsp., 2011) i/lub przewodnictwa w ptytce motorycznej. Te zmiany
moga by¢ efektem utraty zmielinizowanych ruchowych wldkien nerwowych, atrofii aksonow,
wtornych zmian ostonek mielinowych oraz przewagi w nerwie cienkich aksondéw
reinerwujacych wiokna miegsniowe (de Carvalho i Swash, 2006). Nalezy podkresli¢, ze
zmiany latencji pojawiaty si¢ juz u zwierzat w okresie przedobjawowym choroby (ALS 1),
gdy nie bylo jeszcze zmian cech skurczu jednostek ruchowych, co wskazuje na pierwotnie

nerwowy charakter ALS.
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5.4.2. Amplituda potencjaléw czynnosciowych

Prezentowane badania wykazaty, ze statystycznie istotna zmiana amplitudy
potencjatéw czynnosciowych obserwowana byta jedynie w odniesieniu do jednostek wolnych
z grupy ALS III (czterokrotny wzrost $redniej wartosci), a dla jednostek szybkich takiej
istotnosci zmian nie zaobserwowano. W odniesieniu do jednostek typu FF warto podkreslic,
ze w grupach ALS II 1 ALS III maksymalne amplitudy potencjatow osiggaly wartosci ponad
dwukrotnie nizsze niz w grupie kontrolnej. Amplituda potencjatéw czynnosciowych koreluje
z sitg skurczu oraz wskaznikiem unerwienia, dlatego wynik ten wskazuje, iz w procesie
rozwoju ALS poczatkowo ging glownie silne jednostki FF. Z kolei wsrdod jednostek FR w
grupie ALS 1l obserwowano przypadki jednostek o bardzo wysokich amplitudach
potencjatéw czynnosciowych, co wskazuje, ze co najmniej niektore z tych jednostek moga
by¢ aktywne w procesach reinerwacji obocznej. Wzrost amplitudy jest czynnikiem
wskazujacym przede wszystkim na wigkszg liczbe widkien migsniowych unerwianych przez
motoneurony (wicksza gesto$¢ widkien i/lub wigksze terytorium jednostki), czyli na procesy
reinerwacji przez jednostki zdrowe odnerwionych wiokien mieéniowych. Moze takze by¢
wynikiem przerostu wtokien migsniowych (de Carvalho i Swash, 2006).

Wyzsze amplitudy potencjatow czynnosciowych sa cecha charakterystyczng zmian
neurogennych i obserwowane byly u pacjentéw z ALS (de Carvalho i wsp., 2009; Krarup,
2011). Wzrost amplitudy w odniesieniu do jednostek typu S swiadczy o tym, ze motoneurony
wlasnie tych jednostek ruchowych odpowiadaja za procesy reinerwacji odnerwionych
wlokien migsniowych. U czlowieka nie ma mozliwosci okreSlenia w badaniu
elektromiograficznym typu jednostki, ale najczesciej badane sg jednostki niskoprogowe, czyli

prawdopodobnie wiasnie typu S.
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5.4.3. Czas trwania potencjatow czynnos$ciowych i czas pomiedzy skrajnymi wychyleniami

potencjatu

Parametry czasowe potencjatow czynnosciowych jednostek motorycznych wszystkich
typoéw, mimo niewielkich statystycznych réznic, wykazywaty tendencje do wydtuzania. Taka
statystycznie niewielka istotno§¢ zmian moze potwierdzaé przypuszczenia, ze zmiany
amplitudy potencjalow czynnosciowych sg bardziej czulym wskaznikiem zmian
neurogennych niz czas ich trwania (Hausmanowa-Petrusewicz, 1999; de Carvalho i Swash,
2006). Dhuzsze czasy trwania potencjatow czynnosciowych jednostek motorycznych moga
wynika¢ z wielu réznych czynnikéw takich jak: dodatkowe, reinerwowane widkna
mig$niowe, wigksze rozproszenie ptytek motorycznych i wystepujace w nich opdznienie oraz
spowolnienie przewodzenia wzdluz przedsynaptycznych odgalezien aksonoéw ruchowych.
Dodatkowo wzrost §rednicy wtokien mig$niowych, oprocz wplywu na amplitude potencjatu
czynnosciowego jednostki motorycznej, ma wptyw rowniez na wydtuzenie czasu jego trwania

(Hausmanowa-Petrusewicz, 1999; de Carvalho i Swash, 2006).

5.4.4. Liczba faz i zwrotéw potencjatéw czynnosciowych

Srednia liczba faz oraz $rednia liczba zwrotoéw potencjatow czynnosciowych jednostek
motorycznych w badanych grupach zwierzat transgenicznych nie roznita si¢ istotnie od
warto$ci notowanych w grupie kontrolnej. Badania elektromiograficzne pacjentow chorych na
ALS najczescie] wykazywaty wielofazowe potencjaly czynnosciowe jednostek ruchowych
(de Carvalho i wsp., 2009; Krarup, 2011), bedace wynikiem procesdéw reinerwacji. W mig$niu
szczura nie uzyskano takich wynikow prawdopodobnie ze wzgledu na zdecydowanie
mniejsze terytoria jednostek, a szczegélnie rozleglo$¢ strefy plytek motorycznych oraz
znacznie nizsze wskazniki unerwienia w poréwnaniu do ludzi (Kanda i Hashizume, 1992).

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze mimo braku statystycznych roznic, odsetek potencjatow
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wielofazowych wzrdst najwyrazniej dla jednostek typu S w grupie ALS III, co takze sugeruje
aktywnos$¢ jednostek tego typu w procesie reinerwacji odnerwionych widkien mi¢sniowych.
Réwnoczesnie, u zwierzat transgenicznych grupy ALS III, potencjaly czynnoSciowe
jednostek wszystkich typow byty bardziej nieregularne — znaczna czg¢$¢ potencjalow miata

zwiekszong liczbg zwrotow.

5.5. Znaczenie funkcjonalne wynikow badan

Monitorowanie zmian cech jednostek motorycznych, poczawszy od bezobjawowego
okresu choroby, moze dostarczy¢ waznych klinicznych wskazéwek dotyczacych mozliwie jak
najwczesniejszego rozpoznawania ALS, tym samym moze stuzy¢ wprowadzeniu mozliwie
najwczesniej programu leczenia i zrozumieniu w jaki sposob powinny dziataé nowe,
testowane w ALS leki (Dadon-Nachum i wsp., 2011).

Potwierdzenie selektywno$ci procesu chorobowego, ktory powoduje, ze w pierwszej
kolejnosci obumieraja jednostki typu FF, nastepnie FR, a jednostki typu S przezywaja
najdluzej i s relatywnie najbardziej odporne sugeruje, ze powinny by¢ podjete dalsze badania
w celu wyjasnienia uwarunkowan odpornosci jednostek typu S na proces chorobowy (Frey 1
wsp., 2000). Znajomos$¢ tych uwarunkowan mogtaby stanowi¢ podioze badan nakierowanych
na zmniejszenie podatnos$ci jednostek szybkich na procesy degeneracji w rozwoju ALS.

Brak do tej pory sukceséw w poszukiwaniach skutecznych biomarkerow ALS kieruje
diagnozowanie tej choroby w kierunku innych metod, w tym nieinwazyjnego obrazowania
czy elektromiografii iglowej. Jedng z najbardziej obiecujgcych technik jest ocena liczby
jednostek motorycznych (MUNE) (Turner i wsp., 2009). W celu zastosowania tej metody w
rozpoznaniu ALS niezbedna jest poglebiona wiedza dotyczaca szybkosci 1 wzorca degeneracji
jednostek ruchowych w przebiegu choroby, dlatego badania jednostek motorycznych majg tak

duze znaczenie.
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Badania zmian cech jednostek motorycznych moga réwniez mie¢ wplyw na planowanie
¢wiczen fizycznych pacjentow chorych na ALS. Jak dotad dane na ten temat nie sg zgodne
nawet w kwestii, czy w ogdle aktywnos$¢ fizyczna jest wskazana w tym schorzeniu, a jesli tak,
to w jakim zakresie, o jakiej intensywnosci i w ktérym momencie choroby. Najwicksza
odporno$¢ jednostek ruchowych typu S na procesy chorobowe oraz mozliwa transformacja
jednostek szybkich w kierunku wolnych sugeruje, ze najbardziej korzystny poziom
aktywnosci fizycznej to skurcze izometryczne mig$ni w czasie ruchow posturalnych oraz te
¢wiczenia, ktore odzwierciedlaja prace antygrawitacyjng migsni (Gordon 1 wsp., 2010).
Umiarkowany wysitek fizyczny wydaje si¢ mie¢ pozytywny wpltyw na uktad nerwowo-
mig$niowy w czasie choroby (Dupuis 1 wsp., 2011), ale planowanie odpowiedniego poziomu
aktywno$ci fizycznej pacjentdow nabiera szczegdlnego znaczenia w Swietle badan
wskazujacych, ze trening wytrzymato$ciowy o wysokiej intensywnosci przyspiesza spadek
sprawnosci motorycznej 1 $mier¢ transgenicznych myszy z mutacja G93A w genie SOD1

(Mahoney i wsp., 2004).

5.6. Podsumowanie dyskusji

Wyniki prezentowanych badan prowadzonych na transgenicznym modelu ALS u
szczura (hmSODI1 G93A) wykazaly, ze charakter zmian cech skurczu jednostek ruchowych w
przebiegu choroby ma wyraznie roznigce si¢ fazy. Cechy jednostek w trakcie rozwoju
procesdw patologicznych lezacych u podloza ALS zmienialy si¢ dynamicznie 1
wielokierunkowo, a charakter, kierunek oraz tempo zmian zalezne byty od typu jednostki
ruchowej oraz etapu choroby. Zaobserwowano, ze w pierwszym okresie choroby (etap ALS 1)
zmiany wystepowaty tylko w uktadzie nerwowym (w aksonach motoneurondéw). W dalszym
etapie (ALS II), obserwowano zmiany w ukladzie nerwowym oraz migsniowym, ktore w

odniesieniu do tkanki mig¢§niowej mozna zinterpretowac¢ jako odpowiedZz na przecigzenie
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czynnych jednostek ruchowych, a zmiany cech skurczu i1 proporcji dotyczyty jednostek
szybkich, glownie FF. W ostatnim etapie choroby (ALS III), gdy rozwinat si¢ juz paraliz
zwierzecia, obserwowano zanik jednostek szybkich, zwlaszcza FF, i wyrazne zmiany cech
skurczu oraz potencjalow czynnosciowych jednostek typu S. Nalezy takze podkresli¢, ze w
trakcie rozwoju ALS cechy jednostek motorycznych réznych typoéw stopniowo upodabniaty
si¢ do siebie, co powodowato pewne trudnosci w ich klasyfikacji.

Jednostki szybkie, szczegolnie typu FF, w przebiegu choroby okazaty si¢ by¢ w
najwigkszym stopniu podatne na zwyrodnienie. Zmiany ich cech byly najglebsze (zmieniaty
si¢ ich parametry czasowe 1 silowe skurczow, przebieg krzywych zalezno$ci sity od
czestotliwosci pobudzen, zaburzeniu ulegat objaw ugiecia i zdolno$¢ do potezcowego
wzmocnienia sily), a w ostatniej fazie choroby znacznie spadat ich proporcjonalny udziat w
catkowitej liczbie jednostek badanego migsnia. Jednostki wolne lepiej przezywaja w procesie
rozwoju choroby (procentowy udziat jednostek wolnych rost w kolejnych etapach choroby), a
bardzo istotne zmiany ich cech wynikaty z faktu, ze to wtasnie jednostki tego typu pod koniec
procesu chorobowego efektywnie reinerwuja odnerwione widkna migsniowe jednostek
szybkich. W ten sposob jednostki wolne nabieraly niektorych cech charakterystycznych dla
jednostek szybkich, jak zdolno$¢ do potezcowego wzmocnienia sity, wyzsza sita skurczu
pojedynczego i tezcowego, wyzszy stosunek sily skurczu pojedynczego do tezcowego,
wieksze nachylenie krzywych zaleznosci sily od czgstotliwosci pobudzen oraz spadek
odpornosci na zmeczenie. Nalezy podkresli¢, ze transformacja widkien migsniowych, ktore
reinerwowane sg przez motoneuron innego typu niz pierwotnie, wymaga czasu 1 nie jest
catkowita, a reinerwowane wtokna migsniowe zachowuja czes¢ swoich cech. Wyraznie
zaznaczone zmiany cech skurczu jednostek ruchowych obserwowane byly dopiero w grupie
ALS 11, ale juz w okresie przedobjawowym (ALS I) spadata predkos¢ przewodzenia aksonow

(wydhuzata si¢ latencja potencjatlow czynnosciowych jednostek ruchowych), co wskazuje, ze
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pierwotny patologiczny proces w ALS nie dotyczy widkien migsniowych, ale ma swoje

zrodto w uktadzie nerwowym.
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WhioskKi

Ubytek masy ciala oraz masy migs$nia brzuchatego przysrodkowego tydki w trakcie
rozwoju ALS u szczuréw transgenicznych (hmSODI G93A) wigze si¢
prawdopodobnie ze stopniowym ubytkiem liczby wtokien mi¢sniowych w efekcie ich

odnerwienia.

Wyzszy udzial jednostek ruchowych typu FF 1 S w grupie zwierzat z pierwszymi
objawami ALS w poréwnaniu do grupy kontrolnej, prawdopodobnie jest efektem
przecigzenia czynnych jednostek motorycznych, poniewaz stopniowe zwyrodnienie

motoneuronéw ogranicza liczbe pozostajacych, czynnych jednostek ruchowych.

Wyzszy proporcjonalny udzial jednostek typu S w grupie zwierzat w koncowym
stadium choroby dowodzi, ze jednostki tego typu sg relatywnie najbardziej odporne na
proces chorobowy 1 przezywaja najdtuzej w trakcie rozwoju ALS. Wynik ten moze
by¢ rowniez efektem transformacji czgéci jednostek szybkich w kierunku wolnych
jako odpowiedz na ich znaczaco zwigkszong aktywnos$¢. Niewielki udziat jednostek
FF w grupie ALS III wigza¢ nalezy z stopniowym obumieraniem motoneurondw

jednostek tego typu, lub transformacjg cze¢sci z nich do jednostek typu FR.

Skrdécenie parametréw czasowych skurczu jednostek szybkich, szczegolnie FF we
wszystkich grupach zwierzat z ALS, przektadajace si¢ takze na przesuni¢cia w strone
wyzszych czgstotliwosci krzywych zaleznosci sity od czestotliwosci pobudzen,
najsilniej zaznaczone dla grupy ALS II, oznacza, ze skurcze tezcowe o tym samym

poziomie sity wymagaja wyzszych czestotliwosci pobudzen niz u zwierzat zdrowych.
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Wzrost nachylenia krzywych zaleznosci sity od czestotliwosci pobudzen dla jednostek
FF szczurow transgenicznych wraz z postgpem choroby odzwierciedla ograniczanie
zakresu czestotliwosci  wytadowan motoneuronéw odpowiadajacych skurczom

tezcowym niezupelnym.

Spadek sity skurczu jednostek FF zwierzat transgenicznych moze by¢ efektem
obumierania w procesie chorobowym najsilniejszych jednostek tego typu,
transformacji cze$ci stabszych jednostek typu FR do puli jednostek FF w grupie ALS
II, spadku $rednicy wiokien mig$niowych typu FG lub spadku sity generowanej przez
pojedyncze widkna mig$niowe. Natomiast wzrost sit skurczu jednostek typu S w
grupie ALS III wskazuje na reinerwacj¢ przez motoneurony jednostek tego typu

szybkich wtokien migsniowych odnerwionych w procesie chorobowym.

Spadek odpornosci na zmeczenie jednostek FR 1 S moze by¢ efektem procesow
reinerwacji przez motoneurony jednostek typu S odnerwionych witokien migsniowych
jednostek szybkich, charakteryzujacych si¢ nizsza odpornosciag na zmeczenie i/lub

transformacji jednostek szybkich w kierunku wolnych.

Wydhizenie latencji potencjalow czynnosciowych jednostek motorycznych w
stosunku do bodzca w przebiegu ALS, ktore byto najwczesniej obserwowang zmiang
cech jednostek motorycznych, zaznaczong juz grupie ALS I, wskazuje na zmiany w
komorce nerwowej lub wczesne stadium zwyrodnienia aksonalnego, skutkujace
spadkiem predkosci przewodzenia aksonow motoneuronow i/lub przewodnictwa w

plytce motoryczne;j.
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Wzrost amplitudy potencjaléw czynnosciowych jednostek motorycznych typu S w
terminalnym etapie choroby wskazuje na zaawansowane procesy reinerwacji przez

jednostki tego typu odnerwionych wtokien migsniowych.

Spadek $redniej wartosci sit skurczow jednostek FF we wszystkich grupach szczurow
z ALS oraz stosunku sity skurczu pojedynczego do tezcowego jednostek FF w
grupach ALS Il i ALS III sugeruja, ze najwigksze motoneurony ging w najwigkszym

stopniu, nawet w obrebie jednostek ruchowych typu FF.

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze za procesy reinerwacji odnerwionych wildkien
mig$niowych szybkich w przebiegu ALS odpowiadaja glownie motoneurony
jednostek wolnych, ale w efekcie tego procesu czeSciowo upodabniajg si¢ do
jednostek szybkich. O takim kierunku plastycznosci $wiadcza mniejsze nachylenie
krzywych zalezno$ci sity od czgstotliwosci pobudzen, wyzsze wartosci sit skurczu
pojedynczego i tezcowego, wyzszy stosunek sity skurczu pojedynczego do tezcowego,
wieksza zdolno$¢ do potezcowego wzmocnienia sity skurczu, obserwowane dla
jednostek typu S w grupie ALS III, pogarszajaca si¢ w kolejnych grupach zwierzat
transgenicznych odporno$¢ na zmeczenie oraz wzrost amplitudy potencjalow

czynnosciowych w grupie ALS III w stosunku do kontroli.

Rozwo6j ALS u transgenicznych szczurdw ma charakter dynamiczny. Poczatkowo
obejmuje zmiany cech jednostek szybkich 1 wigze si¢ gldwnie z przecigzeniem miesni,
a W ostatecznym etapie jednostki szybkie ging w duzym stopniu, a gtgbokim zmianom

podlegaja cechy jednostek wolnych
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