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Wykaz skrotow

ALT aminotransferaza alaninowa (Alanine Transaminase)

AMPK kmaza aktywowana 5'AMP (-5'AMP-Activated Protein
Kinase)

AP fosfataza zasadowa (Alkaline Phosphatase)

aminotransferaza asparaginianowa
(Aspartateaminotransferase)
ATP adenozyno-5'-trifosforan (Adenosine Triphosphate)

tempo produkcji mitochondrialnego ATP (Mitochondrial ATP

AST

ATP (MAPR) Production Rate)

ATPase ATP-aza (adenozynotrifosfataza) (Adenylpyrophosphatase)

Beklina 1 bia%kg spustowe autofagii (Beclin 1-Autophagy-related
Protein)

bHLH podstawowa helisa-p¢tla-helisa (Basic Helix-Loop-Helix)

BMP biatka morfogenetyczne kosci (Bone Morphogenetic Proteins)

c-MET receptor czynnika wzrostu hepatocytow (Hepatocyte Growth

(HGFR) Factor Receptor)

CAMS czasteczki adhezji komorkowej (Cell Adhesion Molecules)

CD31 inna nazwa PECAM-1 (Cluster of differentiation 31)
gene - transbtonowe biatko fosfoglikoproteiny kodowane

CD34 przez gen CD34 (Transmembrane Phosphoglycoprotein
Protein encoded by the CD34)

CES syndrom ogona konskiego (Cauda Equina Syndrome)

CK kinaza kreatynowa (Creatine Kinase)

COX cyklooksygenaza (Cytochrome ¢ oxidase (Cyclooxygenase))

COX-1 Cyklooksygenaza-1 (Cyclooxygenase 1)

CPK fosfokinaza kreatyny (Creatine Phosphokinase)

CR ograniczenie kaloryczne (Caloric Restriction)

CrP fosforan kreatyny (Creatine Phosphate)

DHPR receptor dihydropirydynowy (Dihydropyridine Receptor)

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (Deoxyribonucleic Acid)

EC komorki srodbtonka naczyniowego (Endothelial Cells)

ELAM-1 czasteczka adhezj_i leukocytéw do $rddbtonka (Endothelial
Leukocyte Adhesion Molecule)

endoCAM czasteczka adhezyjna komorek srodbtonka (Endothelial Cell

Adhesion Molecule)
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endotelialna syntaza tlenku azotu (Endothelial NOS)
system transportu elektronéw (Electron Transport System)
biatko z rodziny FOXO (Forkhead Box Protein O1)

dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase)

gamma-glutamylotranspeptydaza (Gamma Glutamyl
Transpeptidase)

dehydrogenaza glutaminianowa (Glutamate Dehydrogenase)
transporter glukozy typu 1(Glucose transporter type 1)
transporter glukozy typu 4 (Glucose transporter type 4)
czasteczka adhezji komoérkowej obecna na powierzchni

aktywowanych komorek $rodbtonka naczyniowego (Platelet
Alpha-Granule Membrane Protein)

receptor lektynopodobny gp90 MEL (Lectin-like Receptor)
biatka szoku cieplnego (Heat Shock Proteins)

czasteczka adhezji miedzykomorkowej-1 (Intercellular
Adhesion Molecule-1)

dehydrogenaza izocytrynianowa (Isocitrate dehydrogenase)
insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (Insulin-like Growth
Factor 1)

insulinopodobny czynnik wzrostu 2 (Insulin-like Growth
Factor 2)

lekki tancuch 3 biatek zwigzanych z mikrotubulami 1A/1B
(Microtubule-associated Protein 1A/1B-light Chain 3)

dehydrogenaza mleczanowa (Lactate Dehydrogenase)
lektynowe czasteczki adhezyjne (Lectin Cell Adhesion
Molecules)

malondialdehyd (Malondialdehyde)

dehydrogenaza jabtczanowa (Malate dehydrogenase)
ciezki tancuch miozyny (Myosin Heavy Chain)
miogenne komorki prekursorowe (Myogenic Progenitor
Cells)

miogenne czynniki regulatorowe (Myogenic regulatory
factors)

matrycowy RNA (Messenger RNA)

migsniowe komorki satelitarne (Muscle Satellite Cells)
czynnik transkrypcyjny (Muscle-Segment Homeobox 1)
DNA mitochondrialny (Mitochondrial DNA)
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miogenny czynnik regulatorowy 5 (Myogenic Regulatory
Factor 5)

miogenny czynnik regulatorowy 6 (Myogenic Regulatory
Factor 6)

biatko determinujace myoblast (Myoblast Determination
Protein)

biatko determinujace miogening (Regulatory Transcription
Factor Myogenin)

reduktaza tetrazolinowa (Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Hydride Tetrazolium Reductase)

nerwowa czasteczka adhezyjna (Neural Cell Adhesion
Molecule)

nukleoporyna o masie czgsteczkowej 62 (Nucleoporin p62)
czynnik transkrypcyjny Pax3 (Paired box transcription factor-
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czynnik transkrypcyjny Pax7 (Paired box transcription factor-
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(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1)

Koaktywator 1o receptora y aktywowanego przez
proliferatory peroksysomoéw (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma Coactivator 1a)

liczba erytrocytow (Red Blood Cells)

funkcja tancucha oddechowego (Respiratory Chain Function)
reaktywne formy azotu (Reactive Nitrogen Species)
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sfingozyno-1-fosforan (Sphingosine-1-Phosphate)

sirtuina 1 (Sirtuin 1)

cykl Krebsa (Tricarboxylic Acid Cycle)

mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (Mitochondrial
Transcription Factor A)

mitochondrialne biatko rozprzggajace 3 (Mitochondrial
Uncoupling Protein 3)

czasteczka adhezji komorkowej naczyn (Vascular Cell
Adhesion Melecule-1)






SPIS TRESCI

I N 41 < S OSSP 10
2. Hipoteza badawcza i Cele PraCy .........ccoovvieriieiiiicceece e 12
N O O] I o] -1 YOS 12
3. Przeglad piSmienniCtWa ........cccovviieinirieiene e s 13
3.1, Geriatria i gerontologia.......cccccevveeeiiiiiericieiee e 13
3.2.  Dysfunkcja mitochondrialna jako determinanta
poziomu aktywnosci fizycznej i starzenia si¢ MigSNi ......ccvvvrvervrreriervereernenns 17
3.3.  Zmiany aktywnoS$ci enzymatycznej i zdolnosci
wymiany bialek W procesie starzenia si¢ Mi€SNi ........cevvreerrrerieriesieenenneas 19
3.4.  Zaburzenia regulacji gospodarki jonowej
W starzejacych si€ migSNIiach .......c.cocvviiiiiiiiiiiiciiee e 22
3.5. Wplyw stresu oksydacyjnego i wolnych rodnikéw
N& StArZEJaCe S1€ MIGSIIC ....vvevriririerietiestee st e et ettt e st e seeesin e esre e b e seee s 23
3.6.  Mikrostruktura migsni szKieletowych ........cccccevvrveiiiinieninccee 25
3.7.  Rola komorek satelitarnych w procesach
MIOQGENEZY | SArZENIU MUESNI.....ceiveieiireeie et 30
3.8.  Procesy angiogenezy a starzenie Sig¢ MigSNi .........ccveveereerverersnennnes 33
3.9.  Czynniki srodowiskowe wpltywajace na procesy
SEArZENIA S1Q MUGSI ...ttt 36
4. Material i METOAY .....eevviiiiiiieiie e s 40
4.1.  Zwierzeta wykorzystane w badaniach.........cccccevvvvieniniinicniiicncns 40
4.2.  Pobranie materiatu do badan .........ccceveiriiiiiniiii e, 42
N T Y LTS L (<SSR 42
B.2.2. KIBW ..ottt 44
4.3.  Przygotowanie preparatow histologicznych..........ccccccovvviiiinicnnnnnns 45
4.3.1. Techniki hiStoChemiCzne..........ccocvviviiiiiiecc e 45
4.3.2. Techniki immunohistochemiczne............cccccovvviiiiniiiiini 46
4.4. Komputerowa analiza obrazu mikroskopowego ............ccoceeerveniennee 47
45, ANaliza StatySYCZNA .......cccovieiiiiie e e 47
5. WYNIKI T AYSKUSJA.....coviiiiiiiiieec e 49
5.1.  Cechy mikrostruktury badanych mig$ni pSOW.........cccoevrrverrvrvernennenn. 49

5.2.  Wskazniki morfologiczne i biochemiczne Ktwi ..........cccccevervenennene 70



© o N o

5.3.  Wspodtzaleznosci. Wspotczynniki korelacji i determinacji................. 72

Podsumowanie i WNIOSKI..........cccveiiriiiieiiice e e 91
LITERATUIA ...ttt 94
R =Ry Ao74<] o T TSSO 109
A 41 1 (o) PR 113



1. WSTEP

Stowa Josha Billingsa, ktory powiedziat ,,pies jest jedyng istota na ziemi,
ktora kocha ci¢ bardziej, niz siebie samego" nabieraja we wspotczesnych czasach
szczegolnego znaczenia. Pies stal sie nieodlacznym towarzyszem zycia
cztowieka, coraz czeSciej stajac si¢ rownorzednym cztonkiem domowego
ogniska. Samotno$¢ doskwiera wielu ludziom, ktoérzy swoje uczucia czesto
przelewaja na zwierzgta towarzyszace, w tym gtownie psy i koty. Wraz z tymi
emocjonalnymi aspektami ro$nie §wiadomos¢ opiekunow zwierzat, a tym samym
potrzeba leczenia psow celem wydluzenia czasu ich zycia. Opiekunowie
niezwykle troskliwie zajmuja si¢ swymi zwierzetami, oczekujac takze
kompleksowej opieki lekarsko-weterynaryjnej. Taki stan rzeczy spowodowal, ze
jako$¢ 1 gama uslug weterynaryjnych w ostatnim okresie znaczaco wzrosta.
Pojawita si¢ nowa i szybko rozwijajaca dziedzina nauki, jaka jest geriatria psow.
Dzi$ na co dzien lekarze weterynarii spotykaja w swojej pracy zawodowej psy
powyzej 14-15 roku zycia, a rekordzisci dozywajg 20 lat. Jeszcze klika lat temu
srednia dlugos¢ zycia psow byla znacznie nizsza. Wymusza to na lekarzach, ale
takze na technikach weterynarii i zootechnikach coraz wigkszego poglebiania
i doskonalenia wiedzy na temat procesOw starzenia si¢ pséw oraz metod
wptywajacych na ich op6znienie. Od wielu lat trwaja szeroko zakrojone badania
naukowe na temat procesOw starzenia u ludzi, natomiast istnieje stosunkowo
mata liczba prac badawczych dotyczaca zwierzat towarzyszacych, w tym psow.
Jak powszechnie wiadomo, wraz z uptywem lat, tak u ludzi, jak i u zwierzat,
dochodzi do szeregu zmian narzadowych, w tym rowniez w ukladzie
migsniowym. Prawidtowa motoryka ruchowa psa jest niezwykle waznym
aspektem warunkujacym jego dobrostan, a czasami dalsze zycie. Brak
mozliwosci swobodnego przemieszczania si¢ starego psa o duzej masie ciata,
a tym samym zapewnienia mu optymalnej opieki przez wilasciciela, moze by¢
przyczyna jego eutanazji. Zbadanie zmian mikrostruktury starzejgcych si¢ mie$ni
pséw, ktore jest celem niniejszej pracy, pozwoli na lepsze zrozumienie
zachodzgcych tam procesow i wpltywu na nie réznych czynnikow, zaréwno
€0z0-, jak i endogennych. Wspotczesna kompleksowa opieka nad geriatrycznym
psem obejmuje nie tylko typowe czynnosci lekarsko-weterynaryjne, ale takze
szeroko pojeta profilaktyke chordb i, co najistotniejsze, zapobieganie oraz
opOznianie procesoOw starzenia. W takie dziatania u ludzi od lat wpisuje si¢
fizjoterapia 0sob starszych. Wraz z rozwojem gerontologii pséw pojawila si¢
réwniez potrzeba §wiadczenia tego typu ustug u zwierzat. Aktualnie fizjoterapia
zwierzat to jedna z szybciej rozwijajacych si¢ dziedzin wiedzy, a zawdd
zoofizjoterapeuty staje si¢ coraz bardziej popularng i potrzebng profesja.
Specjalnie opracowane dla kazdego zwierzecia indywidualne programy opieki
fizjoterapeutycznej pozawalajg skutecznie spowolni¢ procesy starzenia, przede
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wszystkim w uktadzie mig¢$niowym, kostnym i nerwowym. W niniejszym
badaniu poddano analizie zmiany w obrebie mikrostruktury dwoch miegéni
U starzejacych psoéw: dwuglowego ramienia oraz czworoglowego uda.
Z obserwacji wlasnych wynika, ze dysfunkcja tych dwoch mieéni szczegdlnie
czesto wystepuje u pséw wraz z uptywem wieku, prowadzac do powaznych
zaburzen ruchowych. Analiza zmian degeneracyjnych w mig$niach psow, w tym
takze ich mikrounaczynienia, profilu fizjologiczno-biochemicznego oraz
zdolno$ci do regeneracji, moze stac si¢ istotnym elementem podczas ustalania
optymalnych planow postgpowania leczniczego 1 fizjoterapeutycznego.
Znajomos$¢ mikrostruktury miesni szkieletowych psow, a takze wykazanie r6znic
w ich budowie i funkcjonowaniu w mtodym i starszym wieku zwierzat pozwoli
na efektywniejsze prowadzenie terapii, pomoze poznaé przyczyny oraz metody
opOzniajace wystapienie zwigzanych z wiekiem zmian starczych w migsniach
psow.
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2. HIPOTEZA BADAWCZA | CELE PRACY

Procesy starzenia migsni to wcigz aktualny i bardzo szeroko omawiany
temat w medycynie ludzkiej. Trwaja zaawansowane prace badawcze nad
wplywem zaré6wno réznych czynnikéw zewnetrznych, jak i wewngtrznych na
procesy starzenia migéni oraz opracowaniem metod opdzniajacych te zmiany.
Tymczasem, jesli chodzi o zwierzgta towarzyszace, w tym psy i koty, jest to temat
nadal bardzo malo poznany. Istnieje stosunkowo niewielka liczba prac
naukowych dotyczacych tej grupy zwierzat, o czym bedzie mowa
w przeprowadzony ponizej przegladzie pismiennictwa. Procesom starzenia
mie$ni  szkieletowych  towarzyszy szereg zmian morfologicznych,
fizjologicznych oraz biochemicznych.

Przeprowadzone badania zweryfikuja hipoteze czy procesy starzenia u psow
prowadzg do zmian w mikrostrukturze mi¢s$ni oraz wplywaja na zdolnos¢ miesni
do regeneracji. Jest to cenny aspekt poznawczy, z uwagi na rozwijajaca si¢
intensywnie dziedzing wiedzy, jaka jest fizjoterapia zwierzat i jej mozliwosci
W opOznianiu procesOw starzenia tkanki mig$niowej.

2.1. CEL PRACY

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla ocena wplywu procesoéw
starzenia na cechy mikrostruktury migénia dwugltowego ramienia (m. biceps
brachii - BB) i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris - QF) psow.

Cele szczegolowe:

1. Ocena mikrostruktury mig$ni: dwugtowego ramienia (m. biceps brachii)
i czworoglowego uda (m. quadriceps femoris), w tym profilu
fizjologiczno-biochemicznego widkien migéniowych oraz zmian
histopatologicznych w trakcie starzenia si¢ psow.

2. Ocena wplywu  procesoéw starzenia  na kapilaryzacje
(mikrounaczynienie) migéni oraz zdolno$¢ do regeneracji widkien
migsniowych na podstawie okreslenia liczby komorek satelitarnych
u psoOw.

3. Okreslenie  wspolzaleznosci miedzy poszczegdlnymi — cechami
mikrostruktury ~ mig$ni  oraz  parametrami  biochemicznymi
i hematologicznymi krwi.

4. Pozyskanie nowej wiedzy na temat procesOw starzenia mie$ni
szkieletowych psow, a tym samym stworzenie podstawy do dalszych
badan w tym kierunku. Umozliwi to wypracowanie skutecznych metod
opazniajagcych degeneracj¢ starzejacych si¢ migsni, migdzy innymi
poprzez postepowanie fizjoterapeutyczne, co znaczaco poprawi
dobrostan i pomoze w profilaktyce pséw geriatrycznych.
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3. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

3.1. GERIATRIA I GERONTOLOGIA

Narodziny nowego zycia tak naprawde rozpoczynaja trwajacy do chwili
$mierci proces starzenia organizmu. Do tej pory zainteresowanie procesami
starzenia dotyczylo gtownie ludzi. W odniesieniu do zwierzat geriatria zyskuje
na znaczeniu zwlaszcza u psow, ktoére maja w wielu przypadkach status cztonka
rodziny, a dzigki coraz lepszej opiece weterynaryjnej i dobrostanowi dtugos¢ ich
zycia znacznie si¢ wydtuzyta. Efektem tego jest pojawianie si¢ zwigkszonej ilosci
chorob starczych, ktorych doktadne poznanie daje mozliwo$ci zastosowania
lepszych metod profilaktyki i ich leczenia. Naukami, ktore zajmuja si¢ procesami
starzenia sg gerontologia i geriatria.

Gerontologia jest to nauka o biologicznych przyczynach i skutkach starzenia
si¢ cztowieka [Szarota, 2004]. Nalezy do dzialu nauki, ktory zajmuje si¢
procesami fizykochemicznymi wplywajacymi na postgp starzenia sig
pojedynczych komorek oraz ich zespotow, skutkiem czego jest starzenie si¢
catego organizmu. Nauka ta obejmuje réwniez procesy psychiczne, ktore sa
niezmiernie istotne w poczatkowej fazie zmian starczych [Bledowski i wsp.,
2013]. Zajmuje si¢ ona réwniez opracowaniem metod spowalniajgcych
i zapobiegajacych patologiom starszego wieku oraz prowadzi do okreslenia
metod leczenia chordb wieku starczego. Geriatria jest to dziat gerontologii, ktory
zajmuje si¢ diagnostyka, profilaktyka i leczeniem choréb charakterystycznych
dla 0s6b w wieku starczym. Dziedzina tej nauki obejmuje problemy staro$ci
i wszelkie powigzane z nig choroby, gldwnie wérod ludzi, ale w ostatnich latach
rowniez wsrod zwierzat. Roznice pomiedzy nimi polegaja jedynie na rodzaju
i sposobie wykonywanych badan oraz testow [Hoskins, 2006].

W latach trzydziestych XX wieku wykonano badania i testy, na podstawie
ktoérych udowodniono, iz dobrze zaplanowana i zorganizowana opieka zdrowotna
dla ludzi starszych, ktorzy cierpig na réznego rodzaju przewlekle schorzenia,
moze zapewni¢ zmniejszenie ilosci wystepowania powaznych zaburzen
zdrowotnych. Prawdziwy rozwo6j gerontologii rozpoczat si¢ w latach 40-tych,
gdy opieka lekarska nad starszymi osobami przerodzita si¢ w problem spoteczny.
Szczegolnie intensywnie problemem tym zaczeto zajmowaé sie dopiero na
poczatku XX wieku, kiedy wydtuzyla si¢ znacznie $rednia dtugosci zycia ludzi
[Polak i wsp., 2007]. Pojawita si¢ wowczas konieczno$¢ stworzenia spotecznych
form opieki dla ludzi w sedziwym wieku. Opracowano nowe metody zachowania
jak najlepszej sprawnosci organizmoéw, zarowno pod wzgledem fizycznym, jak
I psychicznym, czego podstawowym celem bylo zagwarantowanie mozliwosci
samodzielnej egzystencji osob starszych. Jesli chodzi o psy, to liczba doniesien
i prac naukowych jest znacznie mniejsza, jednakze w ostatnich latach sytuacja ta
ulegta duzej zmianie. Podobnie jak u ludzi, tak i u zwierzat, a w szczegdlnosci
U psow, srednia dlugos$¢ zycia zwigksza si¢. W zwigzku z tym istnieje potrzeba
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opracowania nowych programow kompleksowej opieki geriatrycznej, w tym
takze paliatywnej dla zwierzat domowych.

Wieloletnie badania wykazaly, ze psy ras wigkszych zyja krdocej niz psy
mniejszych ras, w przeciwienstwie do bardziej powszechnego wzorca wsrod
ssakow, gdzie wigksze gatunki maja tendencje do dtuzszego zycia. Modyfikacje
kynologiczne psow doprowadzity do powstania wielu ras, ktore znacznie r6znia
si¢ wielkoscia 1 waga ciata, a tym samym dlugosciag zycia, czasami nawet
dwukrotnie. Duze rasy psow cechuje: wyzsza wczesna $Smiertelno$¢, wezesny
poczatek starzenia si¢, podwyzszona $miertelnos¢ wyjsciowa lub zwigkszona
szybko$¢ starzenia [Kraus i wsp., 2013].

Powyzsze wyniki badan wskazujg jednoznacznie, ze dtugos¢ zycia psow
uzalezniona jest w duzej mierze od ich wielkosci, natomiast w ujeciu
poszczegolnych ras starzenie rozpoczyna si¢ na roznych etapach ich zycia
[Millis, 2016]. Szacunkowo przyjete poréwnanie mozna zaobserwowac
W ponizszej tabeli, przedstawiajacej wiek, w ktorym psy o okreslonej masie ciata
moga by¢ przyjmowane za geriatryczne.

Tabela 1. Zalezno$¢ wieku geriatrycznego od masy ciata psow [Millis i wsp., 2016]

Wielkos$¢ psa Masa ciala (kg) Wiek (Srednia = SD)
Maly pies 0-10 11,48+1,86
Sredni pies 10-25 10,19+1,56
Duzy pies 25-40 8,85+1,38
Wielki pies >40 7,46+1,27

Analizujac przedstawiong tabelg, mozna jednoznacznie stwierdzié, ze czas
zycia przedstawicieli duzych ras psow jest zdecydowanie krotszy od czasu zycia
ras mniejszych. Bardzo duzy wplyw na dlugos¢ i jako$¢ zycia maja wiasciwie
dopasowana i zbilansowana dieta, odpornos¢ na infekcje, rodzaj i ilo§¢
aktywnosci fizycznej oraz wszelkie czynniki zewnetrzne wplywajace
bezposrednio na kondycje psychofizyczng i zdrowie zwierzat.

Starzenie jest nieuniknionym i nieodwracalnym procesem towarzyszacym
kazdemu zywemu organizmowi i odnosi si¢ ono do szeregu zmian w kazdym
z uktadow i narzadow ciata, ktore zachodza na poziomie wszystkich komorek
organizmu [Pati i wsp., 2015]. Efektem owych zmian jest obnizenie zdolno$ci
adaptacji zwierzecia do zmieniajacych sie czynnikow $rodowiskowych,
ostabienie wielu funkcji zyciowych oraz zwigkszona podatno$¢ na wszelkie
zagrozenia zwigzane z chorobami. Omawiany schemat starzenia jest
wieloetapowy i dotyka wszystkich sfer zycia zarowno cztowieka, jak i psa.
Koncowym, a zarazem ostatecznym efektem jest uposledzenie funkcjonowania
prawie kazdego z ukladow organizmu i jego $mier¢ [Hoskins, 2006].

Zmiany chorobowe, ktore wystepuja u psow geriatrycznych, mozemy
podzieli¢ na cztery grupy: zmiany mie$niowo-Szkieletowe, metaboliczne,
neurologiczne oraz behawioralne. Istnieja rowniez objawy zewnetrze Swiadczace
0 postepujacym procesie starzenia, takie jak: siwienie wloséw, matowy wyglad
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siersci, zaéma starcza, nadmierne starcie zgboéw oraz uposledzenie sprawnosci
ruchowej, bedace efektem, miedzy innymi, choroby zwyrodnieniowej stawow
[Pati i wsp., 2015].

Na skutek starzenia si¢ w uktadzie mig$niowo-szkieletowym zachodza
r6znego rodzaju ztozone i niekorzystne dla niego zmiany. Ma to istotne znaczenie
szczeg6lnie w przypadku duzych psow, gdzie ograniczenia ruchowo-motoryczne
radykalnie utrudniajg opieke nad nimi. Na poczatku stopniowo spada masa ciata
zwierzgcia, ulegaja ostabieniu migénie, kosci oraz stawy. Dochodzi do zaniku
tkanki mig$niowej, zmniejszenia elastyczno$ci S$ciggien i powigzi. Wraz
Z uptywem lat dochodzi do spadku uwodnienia organizmu, co poteguje wiele
dysfunkcji starczych, ostabienia tkanek i prowadzi do wielu chordb, m. in. atrofii
mie$ni i choroby zwyrodnieniowej stawow [Pati i wsp., 2015]. Wraz
Z postepujacym procesem starzenia dochodzi do utraty masy bezthuszczowej
ciata, co wynika z zaniku tkanki kostnej i chrzestnej. W efekcie nadmiernie
zwigksza si¢ ilos¢ tkanki thuszczowej, co prowadzi¢ moze do otylosci starcze;.
Tkanka kostna na skutek zaburzen mineralnych i zmian strukturalnych, w tym
przede wszystkim utkania beleczkowego, staje si¢ bardzo krucha i famliwa, co
moze spowodowaé zaostrzenie objawow i przyspieszy¢ tempo rozwoju chordb
zwyrodnieniowych stawow [Zink i Dyke, 2013].

Metabolizm opiera si¢ na przemianie materii i energii, ktora jest gwarancja
sprawnej pracy komorek i narzagdéw organizmu. Wraz z wiekiem tempo
metabolizmu stabnie, a procesy kataboliczne dominujg nad anabolicznymi.
Wszelkie zmiany metaboliczne zachodzace u starszych psow powoduja
ostabienie organizmu, spadek masy ciata, letarg, pogorszenie jakosci siersci,
uposledzenie proceséw wydalniczych oraz zmniejszenie odpornosci na infekcje
[Zink i Dyke, 2013].

Jednym z najbardziej dynamicznych procesow zachodzacych w organizmie
zwierzat jest starzenie si¢ osrodkowego uktadu nerwowego, ktoremu towarzysza
zmiany w szlakach biochemicznych i funkcjach fizjologicznych oraz zjawiska
postepujacej degradacji struktur anatomicznych. Spektrum tych zmian mozna
obserwowac na poziomie molekut, komoérek nerwowych, az wreszcie catych
regiondow mozgu [Borras i wsp., 1999; Kudla, 2006]. Dysfunkcja uktadu
nerwowego zaréwno osrodkowego, jak i obwodowego wtornie ostabia czynno$¢
innych uktadéw i narzadow, w tym uktadu ruchowego, endokrynologicznego czy
wydalniczego. Do najczgstszych chordb uktadu nerwowego pojawiajacych sie
z wiekiem nalezg roznego rodzaju porazenia, niedowlady, starcze zespoly
przedsionkowe, polineuropatie i neuromiopatie. Na skutek tych procesow
dochodzi do powstania wielu dysfunkcji ruchowych o podtozu neurologicznym,
ktore w potaczeniu z uposledzeniem funkcji uktadu kostno-stawowego prowadzg
do patologicznych zmian starczych. W wielu przypadkach uniemozliwia to
samodzielne poruszanie si¢ psow, co stanowi duzy problem dla nich samych, jak
i dla ich opiekunéw [Zink i Dyke, 2013].

Zmiany starcze zachodzace w ukladzie nerwowym moga prowadzi¢ réwniez
do zaburzen behawioralnych. U psow geriatrycznych obserwuje si¢ spadek
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aktywnosci fizycznej, dezorientacje, zaburzenie cykli snu, lgki, agresje oraz
utrat¢ wezesniej wyuczonych zachowan i wzorcow [Borras 1 wsp., 1999; Kudla,
2006]. Jest wiele przyczyn odpowiedzialnych za wyzej wymienione procesy
chorobowe, ale dominujagce znaczenie ma  modyfikacja ilosci
neuroprzekaznikow, ktore regulujg procesy emocjonalne i aktywno$c¢ receptorow
ruchowych [Kudla, 2006]. Udowodniono, iz problemy zwigzane ze starzeniem
si¢ organizmu maja zwigzek nie tylko z dysfunkcjami uktadowymi, ale rowniez
obejmujg zmiany w psychice 1 postrzeganiu otoczenia przez pacjentow
geriatrycznych. Opisywane procesy zaczynajg by¢ zauwazalne u psoéw juz
w wieku siedmiu lat. Glownie dotyczy to psow ras uzytkowych, w tym
przewodnikow 1 psoéw tropigcych. W wickszosci przypadkow wiasciciele
pozostatych psow zauwazajg te zmiany dopiero w duzo pdzniejszym okresie,
okoto jedenastego roku zycia zwierzecia [Lacey, 2017].

Oprocz wezesniej wymienionych, istniejg rowniez inne procesy chorobowe
zwigzane ze starzeniem si¢ organizmu zwierzat. Mozna do nich zaliczy¢ spadek
wydolnosci ukladu krazeniowo-oddechowego, upo$ledzenie funkcji uktadu
trawienno-pokarmowego, a takze endokrynologicznego oraz moczowo-
ptciowego. W uktadzie sercowo-plucnym dochodzi m. in. do spadku pojemnosci
minutowej i wyrzutowej serca oraz zmniejszenia elastycznosci tkanki ptucnej
Z rownoczesnym jej zwldknieniem.

Wskazniki umieralno$ci rosng wraz z wiekiem u wszystkich gatunkow.
Jednak nie wszystkie czynniki chorobowe w rownym stopniu wplywaja na wzrost
ryzyka $mierci w wieku starczym. Choroby uktadu nerwowego byly glowna
przyczyna zgondéw u geriatrycznych psow i ich czestotliwo$¢ rosta wraz
z wiekiem, co potwierdzono w badaniach przeprowadzonych przez Fleminga
i wsp. [2011]. Choroby uktadu pokarmowego byty druga najczesciej wystepujaca
przyczyna zgondéw u dorostych psow, ale ich udzial w catkowitej liczbie zgonow
spowodowanych chorobami przewodu pokarmowego pozostawal stosunkowo
staly w okresie dorostosci. Chociaz choroba ukladu moczowo-ptciowego
uplasowala si¢ na széstym miejscu w ogolnych przyczynach zgonéw z powodu
niewydolnos$ci narzadowej, proporcjonalny udzial w catkowitej liczbie zgonow
znaczaco wzrést w najstarszej grupie wickowe;.

Analizujac natomiast procesy patofizjologiczne prowadzace do $mierci,
wykazano, ze to choroby nowotworowe byly gtowng przyczyna smierci wsrod
dorostych pséw [Fleming i wsp., 2011]. Ich wzgledna czestotliwos¢ byta
najwyzsza w catej grupie, w tym u 10-letnich psow, a nastepnie spadia
w najstarszej  grupie  wiekowej.  Odwrotnie, procesy  metaboliczne
i zwyrodnieniowe zajmowaly czwarte i szoste miejsce w klasyfikacji ogdlnej, ale
ich proporcjonalna czestotliwo$¢ wzrastata wraz z wiekiem.

Jak juz wcze$niej napisano, psy wickszych ras zyja krocej niz psy
mniejszych ras w przeciwienstwie do innych grup ssakow, gdzie wigksze gatunki
majg tendencje¢ do dluzszego zycia niz mniejsze [Kraus i wsp., 2013]. Wykazano,
ze psy duzych ras umieraja z powodu choroby uktadu moczowo-ptciowego
rzadziej niz psy ras miniaturowych, podczas gdy czestotliwos¢ zgondéw z powodu
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chorob uktadu migéniowo-szkieletowego wzrasta wraz ze wzrostem wielko$ci
rasy psa. Tak szczegdlowa analiza przyczyn zgonow psoéw z uwzglednieniem
rasy i masy ciata tych zwierzat [Fleming i wsp., 2011] oraz zsekwencjonowanie
genomu psa pod koniec 2005 roku [Lindblad-Toh i wsp., 2005] spowodowaty
duzy przetom w badaniach i wzrost zainteresowania procesami starzenia u psow.
Choroby migsniowo-szkieletowe i zotadkowo-jelitowe przyczyniaja si¢ czesciej
do zgondéw psow wiekszych ras, anizeli endokrynologiczne lub moczowo-
plciowe.

3.2. DYSFUNKCJA MITOCHONDRIALNA JAKO
DETERMINANTA POZIOMU AKTYWNOSCI FIZYCZNEJ 1
STARZENIA SIE MIESNI

Wraz z wiekiem dochodzi réwniez do dysfunkcji mitochondriéw
mig$niowych. Z uptywem czasu ilo§¢ zmian w mitochondriach zwigksza sie¢
i kumuluje, osiagajac ostatecznie krytyczny poziom, powyzej ktorego dochodzi
do degeneracji i $mierci komorki. Zmiany w funkcji mitochondriow
mig$niowych obejmuja zmniejszenie liczby kopii mitochondrialnego DNA,
obnizenie stezen MRNA w genach kodujacych biatka mitochondrialne migséni,
zmniejszenie aktywnosci mitochondrialnych enzyméw oksydacyjnych migsni
i obnizenie syntezy biatek mitochondrialnych [Short i wsp., 2003]. Mozna
znalez¢ jednak dos¢ sprzeczne wyniki na temat tego, czy rzeczywista produkcja
ATP mitochondrialnego mig$ni maleje z wiekiem [Petersen i wsp., 2003; Taylor
i wsp.,1997]. Istniejg badania, ktére wykazaty wyrazny spadek produkcji ATP
w mitochondriach komoérek migénia sercowego wraz z wiekiem [Nair, 2004].
Powszechnie wiadomo, ze produkcja ATP w mitochondriach mie$niowych
stanowi czynnik determinujacy poziom spontanicznej aktywnos$ci fizycznej.
Ponadto ATP jest niezbedne do skurczu migsnia. Dostgpnos¢ ATP moze by¢
sygnatem dla zmiany poziomu spontanicznej aktywnosci i pobudzenia do dalszej
syntezy ATP. Proces ten jest kontrolowany prawdopodobnie przez osrodki
zlokalizowane w podwzgorzu, a doktadnie w jego jadrze przykomorowym.
Wykazano, ze regulujacy osrodki snu i czuwania neuropeptyd oreksyna
A (hipokretyna 1) po wstrzyknieciu do jadra przykomorowego podwzgorza
zwigksza poziom aktywnosci spontanicznej [Kiwaki i wsp., 2004] oraz spozycie
pokarmu u gryzoni [Edwards i wsp., 1999]. Schwartz i wsp., [2003] w swoim
artykule przegladowym przedstawiajg rozne kataboliczne $ciezki neuronowe,
ktore zmniejszajg spozycie pokarmow i zwigkszajg wydatki energetyczne oraz sg
stymulowane przez leptyny i insuling, w przeciwienstwie do $ciezek
anabolicznych, ktore zwigkszaja spozycie pokarmoéw i1 zmniejszaja wydatki
energetyczne oraz wydaja si¢ by¢ hamowane przez leptyne i insuling. Nadal
jednak brakuje wiedzy na temat doktadnego dziatania tych mechanizmow
regulacji, jak rowniez czy opisywane przekazniki neuronalne, czy moze inne do
tej pory niezbadane specyficzne substancje chemiczne s3a zaangazowane
w sygnalizacje¢ pomigdzy podwzgorzem, a komérkami obwodowymi.
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Istniejg trzy glowne systemy umozliwiajace ATP zalezny skurcz migéni:

a) najszybszy system dziatania w pierwszych 5 +/- 10 s skurczu mieéni,
ktory opiera si¢ na dostepnosci fosforanu kreatyny (CrP) i fosfokinazy
kreatyny (CPK),

b) szybki system beztlenowy/glikogenny, ktory dziata w ciagu pierwszych
2 minut skurczow mie$ni, gdy dostarczanie tlenu do miesni jest nadal
niedostateczne i ograniczone,

c) powolny uklad tlenowy zaczynajacy sie¢ po pierwszych 2 minutach
skurczu miesnia i zasadniczo dziatajagcy z wykorzystaniem dostgpnych
rezerw tlenu [Linnane i wsp., 1998].

Probki biopsji migsni zbadane pod mikroskopem elektronowym wykazaty,
ze niektére pomiary skltadu mitochondriow, takie jak: liczba kopii
mitochondrialnego DNA (mtDNA), a takze dziatania kluczowych enzymow
wcyklu Krebsa (TCA), takich jak syntaza cytrynianowa, spadajg wraz
z wiekiem. Wykazano takze malejaca maksymalng szybkos¢ produkcji ATP
(MAPR) u osobnikéw starszych, niezaleznie czy uzyto metody biopsyjnej
z uzyciem lucyferazy $wietlika, czy in vivo za pomocg MRS (spektroskopia
rezonansu magnetycznego) [Short i wsp., 2005; Lanza i wsp., 2008; Johnson
i wsp., 2013]. W innych badaniach przeprowadzonych na starych szczurach,
stwierdzono spadek aktywnosci enzymow cyklu Krebsa przy jednoczesnym
zmniejszeniu adenozynotrifosforanu (ATP) i fosforanu kreatyny (CrP) [Ermini,
1976]. Zdolnos¢ utleniania mierzona przez poziomy ATP i CrP jest zmniejszona
W migsniach szkieletowych w podeszlym wieku w poréwnaniu do mtodych
tkanek [Taylor i wsp., 1997]. Pastoris i wsp., [2000] wykazali znaczny spadek
bogatych w energi¢ czasteczek, takich jak: cytrynian, CrP i ATP w mig¢$niach
szkieletowych ludzi starszych w porownaniu z miodymi. Zakres spadku
powyzszych parametréw wynosit miedzy 80 a 90%, porownujac migsnie starych
i mtodych szczurow.

Badania Kinoshita i wsp. [2000] pokazujg, ze spadek masy mig$niowe;j
zwigzany z wiekiem moze wynika¢ takze z uposledzonego dziatania insuliny
w procesach zwigzanych z magazynowaniem glikogenu w tkance mig$niowe;.
Stwierdzono, ze szlak syntezy glikogenu migéniowego jest zaburzony
w cukrzycy typu II, czgsto pojawiajacej si¢ w starszym wieku. Zmniejszone
dzialanie insuliny w tym przypadku moze by¢ zwigzane z uposledzeniem
zdolnosci reagowania migéni na insuling oraz spadkiem masy ciata. Bardzo
prawdopodobna jest teza, ze wraz z wiekiem rezerwy energetyczne w komorkach
maleja, co moze prowadzi¢ do spadku ich aktywnosci.

Mitochondria to gléwne miejsce komorkowej produkcji ATP. Wszystkie
sktadniki tancucha oddechowego znajduja si¢ na wewnetrznych btonach
mitochondrialnych w serii pigciu komplekséw i wielu podjednostek. Podczas
starzenia sie funkcja tancucha oddechowego (RCF-respiratory chain function)
w starych mig$niach spada znaczaco u ludzi od 17 do 90 roku zycia, w potaczeniu
z akumulacja niedoboru oksydazy cytochromu C (COX). Drastyczny spadek
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wydajnosci RCF moze by¢ wywotany czynnikami wtdérnymi, chorobowymi,
zwigzanymi z wiekiem, w tym na przyktad zaburzeniem hormonalnym, a nie
z rzeczywistym starzeniem si¢ mitochondriow. Ta ostatnia kwestia pozostaje
nadal do wyjasnienia. Mitochondrialna teoria starzenia si¢ opiera si¢ na
gromadzeniu somatycznych, szkodliwych mutacji mtDNA w ciggu zycia [Wang
i wsp., 2001]. Takie mutacje w mtDNA obejmuja duze delecje, podstawienia,
krotkie powielanie i nagromadzenie 8-hydroksy dezoksyguanozyny, jako miary
uszkodzenia oksydacyjnego DNA. Jesli wyzej wymienione mutacje zaktoca
produkcje komorkowa ATP, bgeda w konsekwencji powodowac zaburzenia
czynnosci catego tancucha oddechowego i dysfunkcje mieg$ni [Kunz i wsp.,
2000]. Delecja mtDNA w tkance migéniowej zostata potwierdzona przez kilku
niezaleznych od siebie badaczy. Zhang i wsp. [1998] przeanalizowali siedem
mitochondrialnych mutacji mtDNA, pie¢ bazowych substytucji. Stwierdzili, ze
dwie z pigciu (A—G) sg znaczaco skumulowane z wiekiem. Ponadto w tej samej
grupie badanych migéni obserwowano akumulacj¢ wielokrotnych delecji
zwigzanych z wiekiem. Stwierdzono w starzejacych sie mie$niach mutacje
heterogeniczne migdzy parami podstawowymi 8468 i 13446 w mtDNA
w obszarze znanym jako obszar powszechnej delecji, czemu towarzyszylo
uposledzenie tolerancji glukozy [Fukagawa i wsp., 1999]. Wykazano spadek
aktywnosci cyklooksygenazy (COX) wraz z wiekiem, a szczegolnie jej izoformy
COX-1[Wanagat i wsp., 2001]. Naukowcy potwierdzili silng korelacj¢ pomiedzy
mutacjami mtDNA, zmniejszeniem aktywnos$ci COX-1 i zaburzeniami uktadu
transportu elektronéw w starzejacych si¢ migsniach.

Podsumowujac, wydaje sie, ze spadek funkcji i wydolnosci mitochondriow
ma kluczowe znaczenie w procesach degeneracji komorek migsniowych i spadku
masy mig$niowej wraz z uplywem wieku.

3.3. ZMIANY ] AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ
I ZDOLNOSCI WYMIANY BIALEK W PROCESIE
STARZENIA SIE MIESNI

Miegsnie szkieletowe r6znig sie¢ pod wzgledem morfologicznym,
biochemicznym 1 czynnosciowym. W obrgbie pojedynczego migénia
szkieletowego znajduja si¢ rozne rodzaje wiokien, ktore klasyfikowane sg ze
wzgledu na szybko$¢ skurczu, rodzaj metabolizmu oraz wytrzymalo$¢ na
zmeczenie [Pette i Staron, 2000]. Wyro6znia si¢ trzy gtdéwne typy widkien:

1. typ 1 to widkna czerwone (oksydatywne), wolno kurczace sie,

o metabolizmie tlenowym, bardzo wytrzymate na zmeczenie. Sila
skurczu rozwijana przez ten typ wiokien jest mata, a narastanie sity
powolne,

2. typ IIA to wlékna posrednie, szybko kurczace sig, o metabolizmie

oksydacyjno-glikolitycznym, odporne na zme¢czenie. Cechujg sie
srednim nate¢zeniem sily i szybkosci skurczu,
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3. typ IIB to witdkna biate (glikolityczne), szybko kurczace sig,
0 metabolizmie glikolitycznym, podatne na zmeczenie. Wiokna te
cechuja si¢ najwyzsza sita skurczu i najszybszym jej narastaniem.

Kazdy z typéw wiokien ulega w innym stopniu zmianom wynikajacym
z wieku, co dotyczy zarowno jego charakteru jak i tempa skurczu, o czym bedzie
mowa w dalszej czesci pracy.

Sarkopenia, jako nieodlaczny element starzenia si¢, zauwazana jest u wielu
gatunkoéw zwierzat, poczawszy od nicieni, owadow, az do ssakow naczelnych.
Ostatnie badania biologiczne dotyczace krotko zyjacego modelowego gatunku
nicienia Ceanorhaleditis elegans wykazaty postepujace stopniowe degeneracje
migéni, ktore przypominaty ludzka sarkopeni¢ wieku §redniego [Herndon i wsp.,
2002]. Zaobserwowano u niego oslabienie mi¢$ni, nie tylko budujacych $ciane
ciala, a takze w miofibryli mig$ni gardzieli. Sarkomery starszych osobnikow
C. elegans stopniowo ulegly dezorganizacji i zawieraly mniej grubych wiokien
miozynowych. Réwniez interesujace jest to, ze aktywnos$¢ lokomotoryczna
nicieni jest waznym wskaznikiem przewidujacym dlugos¢ ich zycia. Nicienie,
ktore wykazywaly wczesniejsze dysfunkcje lokomotoryczne, mialy nizsze
przewidywalne dhugosci zycia.

Starzenie si¢ wplywa na wydolnos¢ metaboliczng tkanki mig$niowej,
a w szczegdlnosci na zmiany aktywnosci poszczegdlnych enzymow [Carmeli
i wsp., 2002]. Badania dotyczace procesow starzenia miesni u ludzi, wykonane
na miesniu obszernym bocznym, wykazaty spadek aktywnosci enzymoéw
glikogenolitycznych i glikolitycznych, co skutkowato zmniejszeniem zdolnos$ci
oddechowych [Kleine, 1976]. Zaobserwowano miedzy innymi spadek
aktywnosci enzymatycznej karboksylazy pirogronianowej zwigzanej z cyklem
kwasu cytrynowego, ktora to katalizuje przylaczenie dwutlenku wegla do
pirogronianu i tworzenie si¢ szczawiooctanu. Poniewaz aktywnos$¢ karboksylazy
pirogronianowej spada w  wiekszym stopniu niz  karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej, w starzejacych si¢ mie$niach prawdopodobnie
z wiekiem wystepuje wzgledne blokowanie tworzenia si¢ szczawiooctanu
z pirogronianu. Aktywnos$¢ karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej jest
gtownym czynnikiem ograniczajacym glukoneogenezg w starzejacych sie
migéniach [Kleine, 1976]. W migéniach podlegajacych procesom starzenia
procesy glikogenolizy (katalizowane przez fosforylazy) oraz glikolizy
(katalizowane przez heksokinazy i dehydrogenaz¢ mleczanowa) sa wyraznie
zmnigjszone [Pastoris i wsp., 2000]. Podobnie, jak podaja Lowe i wsp. [2000],
aktywno$¢ dehydrogenazy aldehydu 3-fosoglicerynowego (GAPDH), a takze
aktywno$¢ biatek i mRNA ulegaja spadkowi w starzejacych si¢ glikolitycznych
wloknach u szczurow. Ponadto Lawler i Demaree [2001] wykazali spadek
poziomu dehydrogenazy jablczanowej (MDH) oraz dehydrogenazy
izocytrynianowej (ICDP) w miegéniach szczurow. Co ciekawe, wigksze
aktywnosci ICDP zostaly znalezione we widknach oksydatywnych starych
SZCZUrow.
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W celu zrekompensowania zmniejszonej glikogenolizy starsze mig¢$nie
zwigkszaja aktywnos$¢ glukoneogenezy. Energia potrzebna do tego procesu moze
by¢ zapewniona dzieki zwigkszonej degradacji kwaséw tluszczowych
w mitochondriach, 0 czym $wiadczy wysoki poziom aktywno$ci dehydrogenazy
3-hydroksyacylo-koenzymu A w starszych mig$niach [Johnson i Hammer, 1993].
Hipoteza ta zostata potwierdzona, gdy odnotowano wzrost ilo$ci mi¢sniowych
transporterow glukozy GLUT-1 i GLUT-4 zwigzanych z wiekiem. Wzrost
GLUT-1 i GLUT-4 odpowiednio o 38 i 49%, prowadzit w konsekwencji do
przyspieszonego transportu glukozy do tkanki mig$niowej 1 zwickszyt
glukoneogeneze, pomimo obserwowanego wzrostu poziomu glukozy w surowicy
[Martineau in., 1999].

Zmniejszenie aktywno$ci fosfatazy alkalicznej obecnej w sarkolemmie
(btonie komoérkowej miocytu) i podwyzszony poziom fosfatazy kwasnej
w lizosomach wskazuja na zwigkszone procesy kataboliczne zachodzace
w starszych migsniach [Carmeli i wsp., 2002]. Zmniejszona aktywnos¢ fosfatazy
alkalicznej w sarkolemmie wskazuje na nieprawidlowosci lub jej uszkodzenie,
podczas gdy zwigkszona aktywno$¢ fosfatazy kwasnej wskazuje na wzrost
degradacji lizosomalnej. Wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej zlokalizowano
takze w tkance tacznej otaczajacej wldkna mig$niowe, a takze w sarkoplazmie
wldkien miesniowych.

Doniesienia naukowe dotyczace wptywu starzenia si¢ mie$ni na metabolizm
biatek sg niezwykle obszerne i wyraznie wskazujg na to, ze wraz z wiekiem
nastgpuje stopniowa utrata biatek migsniowych. Potwierdza to miedzy innymi
zmniejszone stezenie N-metylohistydyny w moczu u o0sob starszych oraz
zmnigjszenie liczby 1 wielkosci sarkomerow [Fruhbeck i wsp., 1996]. Niektorzy
badacze dowiedli, ze w podczas procesu starzenia si¢ mig$ni, mozaika i typy
wldkien migsniowych stopniowo zmieniajg si¢ wraz z redukcja wiokien typu II
i wzrostem witokien typu I [Tauchi i wsp., 1971]. Wraz z wiekiem, catkowita
szybko$¢ syntezy Dbiatek miofibrylarnych jest wolniejsza niz synteza
rozpuszczalnych bialek sarkoplazmatycznych. Zwigzany z wiekiem spadek
syntezy biatek jest uogoélnionym zjawiskiem w migsniach szkieletowych. Tempo
syntezy frakcji biatka miofibrylarnego jest redukowane wraz z uptywem lat
[Welle 1 wsp., 1995], co wskazuje, ze starzejagce si¢ migsnie maja mniejsza
zdolno$¢ syntezy nowych biatek. Synteza cigzkiego tancucha miozyny (MHC),
biatka odpowiedzialnego za hydrolize¢ ATP, ulega redukcji wraz z wiekiem,
w szczegblnosci MHCIIa [Balagopal i wsp., 2001]. Niektorzy badacze
stwierdzili ostry spadek (40%) syntezy biatka mitochondrialnego [Kwong
i Sohal, 2000].

Opracowano kilka $ciezek metabolicznych zaangazowanych w degradacje
biatek we wloknach migsniowych. Migsnie szkieletowe maja cztery gtowne
systemy proteolityczne, a mianowicie lizosomalny, kaspaze, kalpainy i uktad
ubikwityna - proteasom, z ktorych wszystkie mogtyby potencjalnie przyczynié
si¢ do atrofii mi¢§niowej zwigzanej z wiekiem.
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Szlaki cytozolowe odgrywaja bardzo wazng rol¢ w krotkotrwatych biatkach,
a zwlaszcza w degradacji nieprawidtowych biatek akumulujgcych si¢ z wiekiem.
Badania nad aktywnoscig kalpain w starych mie$niach wykazaty wzrost kalpainy
Il [Johnson i Hammer, 1993]. Badania aktywnos$ci lizosomalnej wykazaty
nagromadzenie nieaktywnej katepsyny D w migéniach starych szczurow
[Wiederanders i Oelke, 1984]. Zmiany zwigzane z wiekiem stwierdzono
w profilach biatka ubikwityny, ktora taczy si¢ z innymi biatkami przeznaczonymi
do degradacji w procesie zwanym ubikwitynizacjg biatek [Cai i wsp., 2000].
Jednakze Dardevet i wsp. [1995] nie znalezli zadnych zmian w szlaku
ubikwityna-proteasom w migéniach dorostych szczuréw w pordéwnaniu
z mig$niami starych szczuréow. W innym badaniu wykazano, ze aktywnos$¢
proteolityczna proteasomu 20S, bedacego ztozonym kompleksem biatkowym
bioragcym udziat w degradacji ubikwitynizowanych bialek w migsniach bardzo
starych szczurow, zmniejsza si¢ wraz ze zmianami w podgrupach 20S, podczas
gdy iloé¢ biatka zwigzanego z ubikwityng pozostata stata [Bardag-Gorce i wsp.,
1999].

Autofagia jest wszechobecnym procesem Kkatabolicznym, polegajacym na
wewnatrzkomorkowej degradacji sktadnikéw cytoplazmatycznych poprzez szlak
lizosomalny. Uwaza si¢, ze zmiany zwigzane z wiekiem, dotyczace autofagii
mogg odegra¢ istotng rol¢ w sarkopenii [Tukaj, 2013]. Pagano i in. [2015] ocenili
ekspresje trzech markerow autofagii: Beclin 1 ( Beklina 1), LC3 i p62 w spadku
masy miesniowej u psoéw geriatrycznych. Celem tego doswiadczenia byto
ustalenie czy poziom autofagii zmienia si¢ wraz z wiekiem. Badano biopsyjnie
migénie od 25 geriatrycznych pséw i1 porownywano je z pigcioma zdrowymi,
mtodymi psami. Probki starszych pséw oceniono poprzez rutynowa histologie,
barwienia histologiczne i immunohistochemiczne. Obserwowano nast¢pujace
zmiany histopatologiczne: atrofi¢ widkien, nieprawidtowosci mitochondrialne
pod wzgledem funkcjonalnoéci i/lub rozmieszczenia w cytoplazmie oraz
obecnos¢ materiatu zawierajgcego esteraze, zgodnego z obecnoscig lipofuscyny
we wnetrzu widkien mig$niowych. Ponadto, w 80% probek migséni starszych
psOw  zaobserwowano wyrazne barwienie  docytoplazmatyczne dla
Beclin 11 LC3. Wyraznie wyzsza ekspresje LC3 II i Beclin 1, ale nizsza
ekspresje p62, stwierdzono metoda Western blotting, porownujac probki migséni
od starych i mtodych psow. Wyniki badania wskazuja, ze nasilenie procesow
autofagii moze by¢ jednym z czynnikow powodujacych zanik migsni u psoéw
W procesie starzenia.

3.4. ZABURZENIA REGULACJI GOSPODARKI JONOWEJ
W STARZEJACYCH SIE MIESNIACH

Uwaza sig, ze wraz z wiekiem pojawia si¢ dysfunkcja regulacji aktywnosci

kanatow jonowych w komoérkach migsniowych. Obejmuja one przede wszystkim
zburzenia w procesach sprzezenia pobudzenia mig$nia a jego skurczem. Jest to
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prawdopodobnie spowodowane nieprawidtowym transportem jonow Ca?+ przez
kanaly wapniowe oraz upo$ledzonym dziataniem kanatow chlorkowych
i potasowych [Morimoto i Goto, 2000]. Stare wiokna migéniowe wykazywaty
znaczne spadki w stezeniu sarkoplazmatycznego Ca’+, wynikajace ze
zmniejszonego przeplywu jonéw przez kanal Ca+ typu L [Ferrington i wsp.,
1998]. W starzejacych si¢ mig$niach obserwowano podwyzszone stezenie kinazy
biatkowej C, co wigzato si¢ obnizeniem przewodnictwa chlorkowego (De Luca
i wsp., 1994). Co ciekawe, podawanie hormonu wzrostu w starszym wieku
polepsza przewodnictwo 1 podnosi zalezng od chlorkéw pobudliwos¢
sarkolemmy [De Luca i wsp., 1997]. W innych przeprowadzanych badaniach
wykazano zaburzenia funkcjonowania receptorow dihydropirydyny (DHPR)
i receptorow rianodyny, a takze zmiany poziomow kalsekwestryny, biatka
luminalnego siateczki sarkoplazmatycznej w starzejacych si¢ migs$niach
[Margreth i wsp., 1999; Wang i wsp., 2000]. Szybko$¢ wychwytu Ca?+ przez
siateczke sarkoplazmatyczng zalezna od ATP jest zmniejszona o okoto 15%
W migéniach szkieletowych o0sob starszych w porownaniu z osobami dorostymi.
Stymulowane jonami Ca?+ dziatanie ATP-azy i poziom bialek Ca’+-ATP-azy
zmienia si¢ wraz z wiekiem, co moze mie¢ duzy wptyw na pracg starzejacych si¢
mie$ni. Wykazano, ze wtokna wolno kurczliwe bardziej niz widkna szybko
kurczliwe sa  dotkniete zmniejszeniem szczytowej zawartoS$ci
wewngtrzkomorkowego Ca?+, dtuzszym czasem potrzebnym do osiggnigcia
maksymalnej sity skurczu i dluzszym czasem trwania skurczu [Narayanan i wsp.,
1996].

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze uposledzenie funkcji siateczki
sarkoplazmatycznej oraz zaburzenia transportu i poziomu poszczegolnych jonow
w komorkach, a szczegodlnie homeostazy wapniowej ma duze znaczenie
W uposledzeniu kurczliwosci starzejacych si¢ miesni.

3.5, WPLYW _STRESU OKSYDACYJNEGO I WOLNYCH
RODNIKOW NA STARZEJACE SIE MIESNIE

W ostatnich latach najbardziej zmienit si¢ poglad na role stresu
oksydacyjnego i wolnych rodnikow na procesy starzenia si¢ mie$ni. Wczesniej
uwazano, ze starzenie si¢ spowodowane jest przewleklym szkodliwym
oddzialywaniem reaktywnych form tlenu (ROS) w ciagu catego zycia i choé
ochronne uktady antyoksydacyjne przeciwstawiaja si¢ temu zjawisku, to ich
wydolno$¢ spada z wiekiem i staje si¢ niewystarczalna, aby zapobiec tym
procesom [Chabi i wsp., 2008]. Cze¢$¢ badan jednak wykazuje, ze wraz z wiekiem
efektywno$¢ wuktadu antyoksydacyjnego nie spada, co zaprzeczatoby
wczesniejszej teorii [Barreiro i wsp., 2006]. Paradoksalnie tlen niezbedny do
zycia kazdego ssaka moze by¢ rowniez dla niego szkodliwym, a zjawisko to
nazywa si¢ ,,paradoksem tlenowym”. Dodanie pojedynczego elektronu do
czgsteczki tlenu poprzez proces redukcji czesto wystepujacy w tkankach
prowadzi do sekwencyjnego tworzenia si¢ szeregu struktur reaktywnych, takich
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jak: O2.-, H202 i OH, ktore sa glownymi reaktywnymi formami tlenu
wytwarzanymi w mig¢$niach [Reid, 2001]. Wszystkie te elementy, a zwlaszcza
rodnik hydroksylowy -OH powoduja uszkodzenie oksydacyjne innych
czasteczkowych sktadnikow komorki, w tym: peroksydacji btony fosfolipidowe;,
modyfikacji DNA jadrowego lub zmian w biatkach enzymatycznych i procesach
proteolizy. Zjawisko to okreslane jest jako ,stres oksydacyjny” [Sohal
i Weindruch, 1996; Conley i wsp., 2000].

Podczas procesow utleniania, na biatka moga negatywnie wptywaé takie
sktadowe, jak:

a) utlenianie tancucha biatkowego, co prowadzi do fragmentacji biatka,

b) tworzenie wigzan poprzecznych pomi¢dzy proteinami,

¢) utlenianie tancuchéw bocznych aminokwasow,

d) wytwarzanie pochodnych karbonylu.

Lista zwigzkow zawierajacych karbonyl jest dluga i naleza do niej m. in.
reaktywne formy aldehydowe, produkty peroksydacji lipidow, takie jak:
4-hydroksy-2-nonenal i malondialdehyd (MDA), a takze substancje, ktore sa
wynikiem redukcji cukrow lub produktami ich utleniania resztami lizyny. Innym
zrodtem pochodnych karbonylowych biatek sa reakcje utleniania bocznego
tancucha grup aminowych katalizowane metalem zblizone do reakcji Fentona
[Berlett i Stadtman, 1997]. Podczas starzenia si¢ ilos¢ wolnych rodnikéw moze
wzrosng¢ w konsekwencji niewydolnego dziatania tancucha oddechowego
i czestych  mutacji  MDNA.  Komoérkowe systemy  antyoksydacyjne
enzymatyczne i nieenzymatyczne obejmuja m. in. peroksydaze glutationowa,
dysmutaze ponadtlenkows, katalaz¢ witaminy A, C, E i inne [Holloszy, 1998;
Ward, 1998]. Stopien utleniania bialek mierzony zawartoscia zwigzkow
karbonylowych i peroksydacja membranowa lipidéw oceniang na podstawie
ilosci tworzacych si¢ aldehydow jest najczestszym wskaznikiem do okreslania
stopnia uszkodzenia tkanki migéniowej. Badania wykazaty, zZe stopien
peroksydacji lipidow (niestymulowany i stymulowany enzymatycznie zelazem)
silnie spada w mig$niach szkieletowych myszy NMR-1 [Salminen i wsp., 1988].
Utlenianie biatek przez rodniki hydroksylowe i reaktywne formy azotu (RNS)
badano w tkankach mig$niowych starzejacych si¢ szczuréw [Leeuwenburgh
I wsp., 1998]. Wykazano, iz poziomy o-tyrozyny i 3-nitrotyrozyny nie wzrosty
zasadniczo wraz z wiekiem, co wskazywatoby na to, ze reaktywne formy tlenu
i azotu nie kumulujg si¢ wraz z wiekiem. W innych badaniach przeprowadzonych
u starzejacych si¢ szczuréw wykazano, ze poziom zwigzkéw karbonylowych jako
miara utleniania si¢ biatek wzrosta o okoto 50% w biatkach mie$nia brzuchatego
tydki w poréwnaniu z mtodymi szczurami [Reznick i Packer, 1994].

Tymczasem nowe doniesienia naukowe przynajmniej cze$ciowo temu
zaprzeczaja 1 pojawiajg si¢ watpliwosci, czy w rzeczywisto$ci ROS majg tak duza
sife niszczenia komorek, jak wczesniej uwazano [Kraytsberg i wsp., 2006; Wang
i wsp., 2001]. W badaniach przeprowadzonych u dtugo zyjacego gryzonia golca
piaskowego stwierdzono, ze wystgpuje u niego wprawdzie zwigkszona synteza
ROS, ale zjednoczesnym zwigkszonym ich wychwytywaniem przez uktad

24



antyoksydacyjny, ktorego wydolno$¢ wcale nie maleje z wickiem. W innych
pracach badawczych wykazano, ze zarowno odpowiednia dieta, jak i ¢wiczenia
fizyczne stymuluja biogeneze mitochondrialng i chociaz w poczatkowym etapie
prowadza do wzrostu ilosci ROS w komorce, to po pewnym czasie dochodzi do
ich spadku na skutek zwigkszenia zdolnosci antyoksydacyjnych [Safdar i wsp.,
2010]. Co ciekawe, dodatkowa suplementacja antyoksydantow w diecie u ludzi
wecale nie przynosita pozytywnego efektu, a nawet byta szkodliwa dla ich zdrowia
[Bjelakovic i wsp., 2007]. Na podstawie przytoczonych powyzej faktow mozna
przypuszcza¢, ze wewnatrzkomorkowe ROS pelnia role swoistych
sygnalizator6w komorkowych i ze nie wszystkie maja tak szkodliwe dziatanie,
jak wezesniej sgdzono. Kluczem do opdznienia procesu starzenia wydaje si¢ by¢
zachowanie rownowagi pomiedzy procesami produkcji, a inaktywacji nadmiaru
reaktywnych form tlenu.

Podsumowujac, wydaje si¢ niemal pewne, ze oksydacyjne uszkodzenie
migéni jest znaczgcym procesem odpowiedzialnym za starzenie si¢ tkanki
migéniowej, cho¢ w mniejszym wymiarze, niz to wczesniej zakladano,
a mechanizm tych zmian jest zdecydowanie bardziej ztozony i wymaga dalszych
badan.

3.6. MIKROSTRUKTURA MIESNI SZKIELETOWYCH

Oproécz komorek miesniowych, w brzuscu migsnia wystepuja podtuznie
utozone wrzeciona nerwowo-mig$niowe. Wrzeciona nerwowo-mi¢$niowe to
receptory czucia glebokiego miegsni szkieletowych, ktore przede wszystkim
wykrywaja zmiany dlugo$ci tego migsnia, przyczyniajac si¢ do precyzyjnej
kontroli motorycznej 1 dostarczania informacji o polozeniu osiowym
i konczynowym do osrodkowego uktadu nerwowego. Reakcje wrzecion
migéniowych na zmiany ich dlugosci rowniez odgrywaja wazng role w regulacji
skurczu migsni. Aktywacja neuronéw ruchowych poprzez odruch rozciggania
zapobiega nadmiernemu rozciggnieciu miesni [Proske i Candevia, 2009].

Wrzeciona nerwowo-migsniowe sg malymi organami  zmystow
0 wydtuzonym ksztalcie. Penig rolg proprioceptorow, ktore sktadajg si¢ z kilku
zmodyfikowanych witokien mie$niowych zamknigtych w ostonce tkanki tacznej
[Brukner i wsp., 2012]. Te zmodyfikowane wtokna nazywane sg wioknami
srodwrzecionowymi. Wtokna te sg zorientowane rownolegle do zwyktych,
wytwarzajacych energie wlokien pozawrzecionkowych. Widkna
srédwrzecionowe s na obu koncach potgczone z wigzadtami Sciggnistymi lub
wiloknami pozawrzecionkowymi, a mianowicie biatkami kurczliwymi [Proske
i Candevia, 2009]. Tak wiec widkna $rodwrzecionowe sa odpowiednio
rozciggane lub skracane, gdy wlokna pozawrzecionkowe zmieniajg dtugose.
Srodkowa czegéé¢ wrzeciona migsniowego jest pokryta tkanka taczna. Dendryty
czuciowe migsnia wrzeciona aferentnego obejmujg obszar centralny. Wrzeciono
mig$niowe jest rozciggane, gdy migsien wydluza si¢, otwiera mechanicznie
kanaty jonowe w dendrytach czuciowych. Prowadzi to do pobudzenia receptora,
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ktory wyzwala potencjaly dziatania w migsniu, w ktorym znajduje si¢ to
wrzeciono [Mukherjee i Chakravarty, 2010].

W $rodku wrzecion mig$niowych wystepuja dwa typy zakonczen
sensorycznych: pierwotne i wtorne. Pierwotne zakonczenia odpowiadajg
szybkosci 1 wielko$ci zmiany dtugosci migsni. Naleza do najszybszych aksonow,
poniewaz posiadaja ostonke mielinowa. Przyczyniaja si¢ zaréwno do ruchu, jak
i do utrzymania pozycji konczyn. Wtérne zakonczenia sa wrazliwe tylko na
zmiany dlugosci, a nie na predkos¢, wigc przyczyniajg si¢ tylko do koordynacji
pozycji. Zakonczenia te majg mniejsze aksony, a zatem wolniejszg predkosc
przewodzenia. Oba zakonczenia we wrzecionach mies$ni sa bardzo wrazliwe na
zmiany dtlugosci mie$ni o niskiej amplitudzie zwlaszcza, je§li zmiany te
wystepuja z duzg czgstotliwoscig. Zakonczenie wrzeciona znajduje si¢ na koncu
neuronu lub aksonu, ktérego ciato komoérkowe (perykarion) zlokalizowane jest
w zwojach rdzeniowych [Proske i Candevia 2009; Hospod i wsp., 2001].

Wrzeciona migsni stymuluja odruchowo skurcz miegsni, aby zapobiec
nadmiernemu rozciggnigciu i uszkodzeniu wiokien migéniowych - jest to znane
jako rozciagniecie lub odruch mig$niowy. Podczas rozciggania wrzeciona
mig$niowego natychmiast wysylany jest impuls do rdzenia kregowego
i wystepuje reakcja na rozciaggnie si¢ migsnia, aby chroni¢ go przed zbyt silnym
rozciagnigciem poza fizjologiczny zakres. Czas przechodzenia bodzca i reakcji
na ten bodziec jest bardzo szybki, poniewaz impuls musi pokona¢ kréotkg droge,
od receptora do rdzenia krggowego i z powrotem [Mukherjee i Chakravarty,
2010). Prawidlowy odruch migéniowy ma dwa komponenty: statyczny
i dynamiczny. Statyczny trwa tak dtugo, jak dtugo migsien jest rozciagany,
a dynamiczny utrzymuje si¢ tylko przez chwile w odpowiedzi na poczatkowy
nagly wzrost dtugo$ci migéni. Celem wrzecion mig$niowych i odruchow
rozciagajacych jest ochrona ciata przed urazami spowodowanymi nadmiernym
rozcigganiem oraz utrzymanie stalego napigcia migsniowego [Hospod i wsp.,
2001]. To proces hamujacy odruch rozciggania w antagonistycznych parach
migéni. Impuls jest wysylany z rozciagnigtego wrzeciona migéni, gdy
aktywowany jest odruch rozciggania, wowczas wysylane sa przez neuron
ruchowy dwa przeciwstawne impulsy. Jednocze$nie inicjowany jest sygnat do
skurczu rozciagnigtego migsnia oraz drugi sygnal do rozluznienia
antagonistycznego mig¢snia [Kakuda i Nagaoka, 1998].

Wrzeciona kontrolujg zatem, w jakim stopniu mig¢sien musi zostac
aktywowany, aby pokona¢ naturalnie wystepujgce opory mechaniczne. W miare
wzrostu obcigzenia migsien jest rozciggany w wigkszym stopniu, a pobudzenie
wrzecion powoduje wigksza jego aktywacje. Migsnie wykonujace precyzyjne
ruchy maja wiele wrzecion na jednostk¢ masy, aby zapewni¢ doktadng kontrolg
ich aktywnosci skurczowej [Brukner i wsp., 2012].

Wiele schorzen, przede wszystkim neurologicznych, towarzyszacych czgsto
procesom starzenia, prowadzi do powaznych zaburzen w funkcjonowaniu
wrzecion nerwowo- -migsniowych. W  konsekwencji  pojawiaja  si¢
dyskoordynacje ruchowe, a takze patologiczna spastyczno$¢ migéni. Dystrofia
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migéniowa czgsto wystepujaca u starych osobnikow, jak wiadomo,
charakteryzuje si¢ degeneracjg wtokien miesni szkieletowych. Jednak badania
nad wplywem degeneracji mig$ni na witokna srodwrzecionowe wykazaly, ze
proprioceptywna funkcja wrzecion migSniowych nie zostaje powaznie
uposledzona w dystrofii mig¢éniowej. Badania potwierdzity, Ze pacjenci
Z dystrofia migéniowa odczuwali bierne ruchy i do$wiadczyli iluzorycznych
ruchéw podobnych do tych postrzeganych przez osoby zdrowe pod wzgledem
kierunku i predko$ci ruchu. Wykazano réwniez, ze w poréwnaniu ze zdrowymi
osobami pacjenci z dystrofia migSniowa byli w stanie reagowa¢ podobnym
zakresem ruchu przestrzennego i czasowego [Ciscar i wsp., 2004].

Podstawowymi czynnikami ksztaltujacym mas¢ 1 objetos¢ migsni
szkieletowych sg catkowita liczba wtdkien migsniowych, ich grubosé¢, dtugosé
oraz typ. Wigkszo$¢ migsni zwierzat charakteryzuje budowa heterogenna.
Sktadaja si¢ one z réznych typéw wiokien migsniowych o mniejszej (widkna
czerwone) lub wickszej (wldkna biate) srednicy, réznigcych si¢ pod wzglgdem
morfologicznym, metabolicznym i fizjologicznym, co w znacznym stopniu
decyduje o jakosci pozyskanego migsa ze zwierzat gospodarskich. Poznano juz
wiele czynnikéw $rodowiskowych i genetycznych majgcych istotny zwigzek
z gruboscig ($rednicg) 1 udzialem procentowym réznych typow wildkien
W migéniach szkieletowych tych zwierzat. W zwigzku z tym umiejetnos¢
wplywania — w pewnym zakresie — na grubos¢, typ i catkowitg liczbe wiokien
mig$niowych umozliwia hodowlg i chéw zwierzat o coraz wigkszej wydajnosci
migsnej. Inaczej sytuacja przedstawia si¢ w przypadku zwierzat towarzyszacych,
W tym u psow. Zrdéznicowanie masy migsniowej, ilosci tkanki tacznej
i thuszczowej wynika z wielu czynnikoéw, w tym przede wszystkim rasy psa, jego
uzytkowosci, plci, wieku, a takze diety. Procesy metaboliczne, w tym w obrebie
migéni szkieletowych, przebiegaja u pséw w sposob wyjatkowy w poréwnaniu
z innymi gatunkami zwierzat, a przede wszystkim w odniesieniu do zwierzat
gospodarskich. Jak wczeSniej napisano, witdokna migéni ssakdéw zostaty
podzielone na typy I, 1A i 1IB w oparciu o ich metabolizm. Wtdkna typu
I cechujg si¢ mniejsza aktywnosciag ATP-azy w poréwnaniu z wtdknami typu
Il. Typy I i IIA charakteryzuja si¢ metabolizmem utleniajacym, podczas gdy
wtokna typu 1B wykazujg si¢ beztlenowym metabolizmem glikolitycznym.

Migénie psow zawieraja gtownie wiokna utleniajace [Armstrong i wsp.,
1982; Gunn 1978a; Snow, 1987]. Guy i Snow [1981] opisali wystepowanie
pojedynczych nisko oksydatywnych wildokien miesniowych u psow, ale
przyznaja, ze aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej enzymu utleniajacego
we wioknach niskiej oksydacji byta nadal wigksza niz w przypadku wtokien typu
1B u innych gatunkow.

Co ciekawe, wykazano, ze psy metabolizuja wolne kwasy ttuszczowe
dwukrotnie szybciej niz ludzie [de Bruijne i van den Brom, 1986]. Wynika z tego,
ze migs$nie pséw sa bardziej przystosowane do wykorzystywania thuszczow jako
surowca energetycznego niz migsnie ludzkie. W zwigzku z tym wyniki badan
eksperymentalnych u ludzi, ale takze u zwierzat laboratoryjnych oraz
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gospodarskich, nie mogg by¢ w bezposredni sposdéb wykorzystywane u psow.
Duzg ilo§¢ badan dotyczacych tkanki migsniowej u pséw przeprowadzono na
chartach i psach zaprzegowych. Charty sa rasa w sposob wyjatkowy dostosowana
do biegania, zwlaszcza do sprintu. Ich masa mig¢$niowa stanowi wickszg cze$¢
catkowitej masy ciata (57% vs 43%) w poréwnaniu z innymi rasami pséw [Gunn,
1978b]. Migsnie konczyn u tej rasy zawieraja glownie (80 - 100%)
szybkokurczliwe wlokna migéniowe typu 1A i niewielka ilos¢
wolnokurczliwych wiokien, podczas gdy glebiej potozone partie migséni
antygrawitacyjnych konczyny u psoéw rasy mieszanej zawieraja wiecej (20 -
100%) wolnokurczliwych widkien typu I [Armstrong i wsp., 1982; Gunn, 1978a;
1979b].

Wickszos¢ wlokien migéniowych konczyn zarowno u chartow, jak
i uinnych psow rasowych wykazuje wysoka aktywnos$¢ oksydacyjng [Gunn,
1978a; Guy i Snow, 1981]. Niemniej jednak aktywnos$¢ tlenowych
i beztlenowych enzyméw mieéniowych (odpowiednio aldolazy i cytrynianu) jest
zwigkszona u chartéw, podczas gdy aktywnos$¢ innych enzymow (kinazy
kreatynowej, dehydrogeiny mleczanowej) nie r6zni si¢ w poréwnaniu
z mieszancami [Guy i Snow, 1981]. Sugeruje to, ze rownowaga pomig¢dzy
zdolnoS$cia utleniajaca i glikolityczng w mig$niach u charta jest podobna do tej
U innych ras. Poréwnania te moga dotyczy¢ jednak tylko ras psow sportowych,
zaprzegowych, mysliwskich i ratowniczych, ale nie do konca psdéw rasy
mieszanej. Bedzie to przedmiotem wykonanych w tej pracy analiz.

Ciekawe badania mikrostruktury mig$ni u owczarkéw niemieckich
wykonali De Braga i wsp. [2016]. Celem tego dziatania bylo okreslenie
i potwierdzenie udzialu procentowego widkien miesniowych typu I i typu
1L, ktore skladaja sie na migsien posladkowy §redni owczarkow niemieckich obu
ptci, w réznych grupach wiekowych. Bioptaty pobrano z migsni posladkowych
$rednich czterdziestu zdrowych klinicznie psow rasy owczarek niemiecKi,
stosujac technike przezskornej biopsji iglowej. Probki oceniano przy uzyciu
histologicznych i enzymatycznych metod histochemicznych. Procent wtokien
typu I i II oraz stosunek ilosci widkien typu I do ilosci wtokien typu II oceniono
na podstawie masy ciata, grupy wiekowej, korelacji migdzy picig a grupa
wiekowa oraz pomig¢dzy plciami. Stwierdzono, Zze nie ma znaczacej roznicy
w stosunku do rodzajow wiokien dla parametrow masy ciata, grupy wiekowej
oraz wieku samic. Korelacja migdzy wiekiem samcoéw sugerowata wzrost udziatu
wldkien typu I, zmniejszenie udziatu widkien typu II lub wzrost ich wzajemnego
stosunku podczas procesu starzenia. Stwierdzono, ze nastapit spadek odsetka
wiokien typu II z postepujacym wiekiem u psoéw pici meskiej, ale bez znaczacej
roéznicy w odsetku widkien typu I i typu II w stosunku do masy ciata [De Braga
i wsp., 2016].

W procesach starzenia si¢ migéni istotng role odgrywaja tzw. wiokna
olbrzymie (giant fibres). Miesnie szkieletowe skladaja si¢ morfologicznie
i funkcjonalnie z tkanki migsniowej oraz zawieraja tkanke nerwowa, taczna
I naczyniowa. Migsénie szkieletowe sa pokryte omigsng zewngtrzng (epimysium
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externum) lub namigsna zewngtrzng (perymysium externum) begdacych rodzajem
btony zbudowanej z tkanki tgcznej wioknistej otaczajacej brzusiec migsnia
szkieletowego. Tkanka taczna srodmigsna (endomysium) dzieli migsien na wigzki
pierwotne, wtorne i trzeciorzgdowe. Endomysium sktada si¢ z kilku warstw
wilokien kolagenowych i siateczkowych oraz fibrocytow. Widkno migsniowe jest
podstawowa jednostka budulcowa prazkowanych mie$ni szkieletowych i mozna
je scharakteryzowac jako rownolegte, wielojadrowe struktury cytoplazmatyczne
[Hoppeler i Fluck, 2003]. Cz¢$¢ zmian morfologicznych migsni szkieletowych
obejmuje roznice w ich wielko$ci 1 strukturze. Z funkcjonalnego
i przyczynowego aspektu patologicznego zmiany strukturalne maja charakter
wieloogniskowy 1 sg niezalezne od klasy, ale moga postuzy¢ do okreslenia
rodzaju wtokna.

Wohlfart [1937; 1949] po raz pierwszy opisat mikroskopowo ,,0lbrzymie”
wlokna przerostowe w dystrofii migsniowej noworodkéw. Zmiany
morfologiczne wtokien olbrzymich zwigzane z czynnos$cia migsni odpowiadaja
zaburzeniom metabolizmu i1 pierwotnej degeneracji migsni szkieletowych
[Carpenter i Karpati, 1984]. Widkna olbrzymie wystepuja w duzej grupie chorob
nerwowych 1 mig$niowych [Dubowitz, 1995]. Ostatnie badania wiokien
olbrzymich obejmuja szerokie spektrum zmian w postepie niektorych chordob
mig$niowych. Objawami klinicznymi choréb mig$niowych sg rowniez objawy
zwigzane ze zmianami biochemicznymi, fizjologicznymi i patologicznymi
[Fazarinc, 2002; Durbeej i wsp., 2000]. Makovicky i wsp. [2007] opisali
wystepowanie, wyglad, a takze strukture morfologiczng wiokien olbrzymich
$win. Do badania wybrano 30 $win. Byly one karmione ad libitum standardowa
mieszankg paszowa. Na koniec eksperymentu zwierzeta usmiercono przy
sredniej zywej masie ciata 100 £ 5 kg, w wieku 162 + 11 dni. Wyniki pokazaty,
ze wtokna olbrzymie wykryto po raz pierwszy u 48-dniowych $win. Nie zawsze
byly owalne, czesto miatly kanciasty ksztalt. Wraz ze wzrostem wieku $win
stwierdzono wigksza liczb¢ wiokien olbrzymich w ro6znych migsniach.
Wykazano, ze najwigksza kumulacja widkien olbrzymich wystepuje w mig$niu
prostym uda - m. rectus femoris (MRF) i w migéniu najdluzszym grzbietu
m. longissimus dorsi (MLD). Wyniki analizy morfometrycznej wykazaty, ze
grubo$¢ wiokien olbrzymich byla wyzsza niz $rednia grubo$¢ normalnych
wlokien migsniowych u $win w wieku od 48 do 162 dni. Wystgpowanie wiokien
olbrzymich nie zatrzymuje procesu wzrostu normalnych wtdkien migsniowych
w migéniach [Makovicky i wsp., 2007].

Dokonujac analizy pismiennictwa, mozna dotrze¢ do wielu prac na temat
wldkien olbrzymich mig$ni u ludzi i réznych gatunkoéw zwierzat. Niestety jest
niewiele informacji na temat tego typu widkien w miesniach szkieletowych
u pséw. Rowniez rola tych komodrek oraz przyczyny ich powstawania
w migsniach pséw nadal nie jest do konca poznana.
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3.7. ROLA KOMOREK SATELITARNYCH W PROCESACH
MIOGENEZY I STARZENIU MIESNI

Podczas embriogenezy kregowcow, mezodermalne komorki progenitorowe
prowadza do powstania réznych linii komodrkowych, w tym miocytow
szkieletowych, osteocytow, chondrocytow i adipocytow, w odpowiedzi na rdzne
sygnaty pochodzace z otaczajacych tkanek (Brand-Saberi i wsp., 1996). Istnienie
multipotencjalnych mezodermalnych komoérek progenitorowych w zarodku
zostalo dobrze przebadane przy uzyciu linii komorkowej C3H10T1/2
pochodzacej z zarodkowych komoérek mezodermalnych. Komorki 10T1 / 2 fatwo
roéznicuja si¢ w trzy rézne mezodermalne linie komorkowe, miocyty szkieletowe,
adipocyty i chondrocyty po leczeniu 5-azacytydyna [Taylor i Jones, 1979].
Leczenie biatkami morfogenetycznymi kosci (BMP) moze wywotywaé
réznicowanie osteogeniczne, chondrogenne i adypogenne komorek 10T1 / 2
[Katagiri i wsp., 1990; Asahina i wsp., 1996]. Ponadto, wielotorowe
mezenchymalne komoérki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego moga
réznicowa¢ si¢ do miocytow szkieletowych, adipocytow, osteocytow
i chondrocytow po leczeniu roznymi induktorami, jak rowniez transplantacji in
vivo [Pittenger i wsp., 1999; Liechty i wsp., 2000]. Wyniki przytoczonych
powyzej badan sugeruja, ze istnieja wspolne komorki progenitorowe, ktore daja
poczatek mezenchymalnym potomkom. Uwaza si¢, ze komorki satelitarne
stanowia wyspecjalizowana grupge miogennych komoérek macierzystych
dojrzatego migénia szkieletowego. Komorki satelitarne charakteryzuje
zwigkszona zawarto$¢ heterochromatyny (wigksza niz w jadrach wiokien
migsniowych) oraz niewielka ilo$¢ cytoplazmy. Populacja tych komorek
satelitarnych stanowi 2-20% wszystkich jader pod btong podstawna, a ich
najwicksze skupiska obserwuje si¢ w poblizu plytki motorycznej i wiodkien
intrafuzalnych. Wykazano, ze wigcej komorek satelitarnych zawierajg migsnie
osobnikéw mtodych niz starych oraz ze ich populacja ro$nie w trakcie regeneracji
uszkodzonych miesni [Ciecierska i wsp., 2019; Yin i wsp., 2013].

Komorki satelitarne sg zwykle mitotycznie spoczynkowe, ale inicjuja
proliferacje, gdy sa aktywowane m. in. przez czynnik wzrostu, uraz lub
regeneracje¢ migéni. Miogenne komorki prekursorowe (MPC), potomstwo
aktywowanych komorek satelitarnych, podlegajg wielokrotnym podzialom
komoérkowym przed ich ostatecznym réznicowaniem, tworzac wielojadrowa
miotube [Seale i Rudnicki, 2000]. Komorki satelitarne reprezentuja wyjatkowa
populacje miogenicznych komérek progenitorowych, ktore réznig sie od ich
mioblastow  potomnych  zaréwno  kryteriami  biochemicznymi, jak
i biologicznymi [Seale i Rudnicki, 2000]. Miogenne czynniki regulatorowe
(MRF), grupa specyficznych dla mie$ni szkieletowych podstawowych
czynnikow transkrypcyjnych helisa-petla-helisa (bHLH) sktadajacych sie
zMyoD, Myf5, myogeniny 1 Myf6 odgrywaja istotng role
w aktywacji, proliferacji i roznicowaniu komorek satelitarnych [Seale i Rudnicki,
2000]. Niedawno wykazano, ze pierwotne mioblasty pochodzace z komorek
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satelitarnych izolowane od dorostych myszy bez MyoD (MyoD- /) wykazujg
przyspieszong szybko$¢ wzrostu i opdznione réznicowanie koncowe. Dlatego
sugerowano, ze MyoD - / - pierwotne mioblasty wykazuja cechy, ktore sa
bardziej prymitywne niz komorki typu dzikiego i moga reprezentowac etap
posredni pomiedzy komorka macierzysta i miogeniczng komorka prekursorowa.
Homozygotyczne myszy pozbawione genu Pax7 (Pax7 -/ -), ktore nie przezywaja
dluzej niz dwa tygodnie po urodzeniu, wykazuja catkowity brak komorek
satelitarnych w ich mig$niach, co sugeruje istotng rol¢ Pax7 w rozwoju komorek
satelitarnych [Seale i wsp., 2000].

Niedawno wykonane eksperymenty metoda in vitro pokazuja, ze hodowane
komorki miogenne, ktore uwaza si¢ za juz wyspecjalizowane komorki linii
migéniowej, moga réoznicowaé si¢ takze w osteocyty lub adipocyty poprzez
stymulacj¢ morfogenetycznymi biatkami kosci (BMP) [Yamaguchi i wsp., 1991,
Katagiri i wsp., 1994] lub induktory adipogenne, takie jak tiazolidynodion lub
kwasy tluszczowe [Teboul i wsp., 1995]. Nadal nie ma jednak pewnosci czy
komorki satelitarne mieg$ni sg rowniez zdolne do réznicowania si¢ w linie
osteogeniczne i adipogenne. Asakura i wsp. [2001] wykazali, ze pierwotne
mioblasty pochodzace z komorek satelitarnych wyizolowanych z dojrzatego
migénia szkieletowego roznicujg si¢ w osteocyty lub adipocyty odpowiednio po
leczeniu BMP lub adipogennymi induktorami. Ponadto komorki satelitarne
wiokien miesniowych tatwiej réznicujg si¢ w osteocyty i adipocyty niz pierwotne
mioblasty. Wzmocniona plastyczno$¢ mezenchymalna wykazywana przez
komorki satelitarne sugeruje zatem, ze komorki te reprezentuja unikalny
przedziat komorek macierzystych z mezenchymalnym repertuarem potencjatu.

Chociaz jest oczywiste, ze dorosty migsien szkieletowy zawiera szereg
fenotypowo i behawioralnie odrebnych komorek o potencjale miogenicznym,
wszelkie zwigzki pomigdzy tymi sktadnikami pozostaja nadal niewyjasnione
[Zammit i Beauchamp, 2001]. Pewne jest to, ze komorki satelitarne sg ostatecznie
odpowiedzialne za wytwarzanie nowych miojgder w okresie wzrostu
i regeneracji mie$ni po urodzeniu. Wiekszos¢ komorek satelitarnych jest
stymulowana do procesOw miogenezy poprzez ekspresje markeréw
specyficznych dla migéni, w tym miogennego czynnika regulatorowego Myf5.

Jednakze w normalnych warunkach komorki satelitarne sa nieaktywne po
wycofaniu si¢ z miogenezy przed ekspresja MyoD. Ten specyficzny stan
wstrzymania odréznia przedzial regeneracyjny mies$ni szkieletowych od
systeméw komoérkowych, takich jak krew czy skora, gdzie przeksztalcanie od
komorki macierzystej do zroznicowanej wyspecjalizowanej komorki jest
w odpowiedzi na zapotrzebowanie na stala regeneracj¢ tych komorek.
Wydaje si¢, ze pula komorek satelitarnych spetnia wiele zadanych kryteriow
przedzialu komorek macierzystych, takich jak: klonogeniczno$¢, zdolno$¢ do
samoodnawiania si¢ i zdolno$¢ do wytwarzania zroéznicowanych komorek
potomnych. Jednak pozostaje niejasne, czy wlasciwosci te sa cechg wszystkich
pojedynczych komorek satelitarnych [Zammit i Beauchamp, 2001]. Kluczowe
pozostaje pytanie, w jaki sposob pula komorek satelitarnych jest utrzymywana
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przez cate zycie po narodzinach i czy te wlasciwosci sa cechg wszystkich
pojedynczych komorek satelitarnych. Identyfikacja odrgbnej populacji komoérek
satelitarnych, ktore nie wyrazaja markerOw migsniowych lub ktore sa
behawioralnie rézne, moze sugerowac, ze wiekszos¢ komorek satelitarnych jest
przygotowana do petnienia roli przedzialu wzmacniajacego tranzyt, ktory jest
uzupetniany z populacji rezerwowej. Nie bedzie to jednak do konca wyjasnione,
dopdki nie zostanie opracowana skuteczna metoda izolacji tej grupy komorek
i monitorowania ich pochodzenia oraz rozwoju [Zammit i Beauchamp, 2001].
Fakt, ze Pax7 jest niezbedny do wykrywania komorek satelitarnych, sugeruje, ze
jego ekspresja jest waznym czynnikiem stymulujacym komorki satelitarne do
dalszego ich réznicowania. Okreslenie funkcji multipotencjalnych komorek
macierzystych w dojrzalym migéniu szkieletowym nadaje nowy wymiar
hipotezie hierarchii. Jednak prawdziwa tozsamos$¢, a co wazniejsze, znaczenie
takich komorek dla prawidlowej regeneracji pozostaje nieznane. Chociaz
wykazano, ze te multipotencjalne komorki macierzyste pochodzace z dorostego
migénia mogg tworzy¢ miojadra, czestotliwo$¢, z jaka to wystepuje, znajduje sie
na granicy wykrywalnosci.

Pomimo spornego pochodzenia komorki satelitarne zdajg si¢ opiera¢ na tej
samej sieci czynnikoéw transkrypcyjnych w celu okreslenia i roznicowania si¢ jak
miogeniczne komorki prekursorowe podczas rozwoju embrionalnego. Podobnie
jak ich embrionowi kuzyni komorki satelitarne wyrazaja MyoD i1 Myf5,
a potaczone zaktocenie tych gendw prowadzi do ablacji komorek satelitarnych
podobnych do anihilacji innych komérek miogenicznych [Rudnicki i wsp., 1993].
Pomimo ze komorki satelitarne mozna scharakteryzowac przez ekspresje
charakterystycznych genow markerowych, takich jak: M-kadheryne, CD34,
Msx1, cMet, MNF (Foxk1) [Garry i wsp., 2000] i Pax7 [Beauchamp i wsp., 2000;
Cornelison i wsp., 2000; Seale i wsp., 2000] i przez ich typowy wyglad
morfologiczny, to uwaza si¢, ze nie reprezentujg one unikalnego typu komorek,
ale raczej heterogenng populacje komorek prekursorowych migéni. Gen Pax7
zwroécil szczego6lng uwage, poniewaz wykazano, ze homozygotyczne zmutowane
myszy Pax7 sa pozbawione catkowicie komorek satelitarnych migsni, co
sugeruje, ze Pax7 znajduje si¢ na szczycie hierarchii molekularnej kontrolujace;j
specyfikacje komorek satelitarnych [Seale 1 wsp., 2000]. Okazuje si¢, ze myszy
Pax7 (A / J) nie rozwijaja si¢ i wigkszo$¢ z nich umiera w ciggu 2-3 tygodni
prawdopodobnie z powodu dysgenezji pochodnych grzebienia nerwowego
[Mansouri i wsp., 1996]. Wykazano, ze funkcja Pax7 czeSciowo pokrywa si¢
z paralogicznym genem Pax3 podczas rozwoju [Mansouri i Gruss, 1998], co
moze wyjasnia¢ brak dostrzegalnego fenotypu u myszy zmutowanych Pax7.
Stwierdzono, ze Pax3 i Pax7 utrzymuja komorki w rozregulowanym stanie
niezréznicowanym i proliferacyjnym, ulatwiajac na przyklad powstanie
zto§liwego nowotworu mig$niakomigsaka prazkowanokomorkowego. Oba te
geny silnie stymuluja proliferacje komoérek w roznych tkankach [Mansouri,
1998].
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W swojej pracy Oustanina i wsp. [2004] wykazali, ze mlode myszy
Pax7 (-/-) w P11 zawieraja zmniejszong, ale nadal duzg liczb¢ komorek
satelitarnych migéni, ktére w wiekszosci zanikaja podczas zycia poporodowego.
Ani milode, ani doroste myszy Pax7 (-/-) nie wykazywaly znaczacego
zmniejszenia liczby i wielkosci miotub. To znaczy, ze pozostata liczba komorek
satelitarnych wystarcza do normalnego, pourodzeniowego wzrostu migsni.
Stwierdzili takze korelacje pomiedzy liczba komorek satelitarnych, a zdolno$cia
do regeneracji migsni, co stanowi wyzwanie dla ostatnich twierdzen
o alternatywnej $ciezce regeneracji miesni opartej na dojrzatych komorkach
macierzystych. Na podstawie poporodowego spadku liczby komorek
satelitarnych ustalono, ze Pax7 peli kluczowag funkcje w odnawianiu,
namnazaniu i utrzymywaniu komoérek macierzystych migsni, ale jednoczesnie nie
jest bezwzglednie potrzebny do wytworzenia linii komorek satelitarnych.
W zwigzku z tym Pax7 nie jest niezbedny ani do specyfikacji, ani do poczatkowe;j
proliferacji komorek satelitarnych, ale do ich utrzymania i przedtuzonej
proliferacji. Ta hipoteza, ze Pax7 odgrywa gtowna role w odnowie i propagacji
komorek satelitarnych, ale nie w ich specyfikacji, jest zgodna z wczesniejszymi
doniesieniami, ze Pax3 1iewentualnie takze Pax7 utrzymuja komorki
w rozregulowanym, niezréznicowanym i proliferacyjnym stanie [Mansouri,
1998].

Jest prawdopodobne, ze przedzial regeneracyjny dojrzalych migsni
organizméw moze zawieraé wigksza liczbe potencjalnych komodrek jak
i mechanizméw odpowiedzialnych za te procesy, co wymaga zdecydowanie
dalszych badan.

3.8. PROCESY ANGIOGENEZY A STARZENIE SIE MIESNI

Jak powszechnie wiadomo, z wiekiem dochodzi do wielu zmian w obrebie
mikrostruktury miesni szkieletowych. Procesy te dotycza nie tylko zmian samych
miocytéw, ale takze naczyn krwiono$nych. Naczynia wlosowate zaopatruja
migénie i wtokna migsniowe w tlen i sktadniki odzywcze oraz usuwajg produkty
przemiany materii [Hudlicka, 1991]. Woczesne badania Ranviera [1874]
wykazaly, ze gesto$¢ naczyn wlosowatych jest wyzsza w mig$niach czerwonych
niz w migs$niach biatych. Dalsze badania histochemiczne i biochemiczne
potwierdzity, ze gestos¢ sieci kapilarnej jest wprost proporcjonalna do poziomu
metabolizmu oksydacyjnego [Gray i Renkin, 1978]. W miar¢ jak migsien
dostosowuje si¢ do roznych obcigzen, nastgpuje przebudowa obu rodzajow
mieéni, metabolizmu i gesto$ci naczyn wlosowatych [Hudlicka, 1985; Skorjanc
i wsp., 1998].

Wraz z procesem starzenia dochodzi do redukcji funkcji migsni i tolerancji
wysitkowej. Starzejacy si¢ osobnik wykazuje wzorzec strukturalnych
i funkcjonalnych adaptacji w uktadzie sercowo-naczyniowym i migsniowym,
ktore moga zagraza¢ dostarczaniu do migsni tlenu i dopasowywaniu ilosci
dostarczanego tlenu do jego zapotrzebowania w migsniu. W szczegdlnosci
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starzejagcy si¢ migsien sercowy ma ograniczong zdolno$¢ do zwigkszania
pojemnos$ci minutowej serca podczas ¢wiczen [Lakatta, 1999] i towarzyszacego
im skurczu migéni szkieletowych zaro6wno u ludzi [Wahren i wsp., 1974], jak
i u zwierzat [Irion i wsp., 1987]. Co wigcej, starzenie si¢ moze ostabiac tgtniczo-
naczyniowa odpowiedZ na adenozyn¢ [Cook i wsp., 1992], zmienia¢ kontrolg
miogeniczng przewodnictwa naczyniowego [Muller-Delp i wsp., 2002a]
i wywotywaé zalezne od $rodbtonka rozszerzanie naczyn krwionosnych migsnia
szkieletowego [Muller-Delp i wsp., 2002b]. Istnieja réowniez dowody na
zmniejszong gestos¢ wlosniczek i stosunek kapilara-wtokno w starzejagcym sie¢
migéniu zar6wno u ludzi, jak i u zwierzat [Degens i wsp., 1993; Haidet i Parsons,
1991] co wigze sie z redukcjg objetosci i funkcji mitochondrialnej [Coggan
iwsp., 1993; Conley i wsp., 2000]. W przeciwienstwie do powyzej
przedstawionych informacji bardzo mato wiadomo na temat wplywu starzenia na
dystrybucje i hemodynamike czerwonych krwinek (RBC) w obrgbie sieci naczyn
wlosowatych migéni. Taka informacja ma kluczowe znaczenie dla modelowania
wymiany tlenu we krwi i miocytow oraz wyjasnienia, w jaki sposob wplyw na
ten proces moga mie¢ strukturalne i funkcjonalne nastepstwa procesu starzenia
[Russell i wsp., 2003].

Rownie waznym zagadnieniem sg procesy waskulogenezy i angiogenezy
w obrebie tkanki migsniowej. Waskulogeneza zachodzi podczas rozwoju
embrionalnego i polega na wytwarzaniu sieci naczyniowej de novo.
Angiogeneze, czyli tworzenie nowych naczyn krwiono$nych odchodzacych od
juz istniejagcych naczyn, nalezy odrézni¢ od arteriogenezy, ktéra polega na
remodelingu matych naczyn w wyniku dziatania wielu czynnikow, m. in. urazow
mechanicznych. Procesy angiogenezy sg zrodtem zainteresowania wielu badaczy
zarébwno ze wzgledu na procesy fizjologiczne toczace si¢ w organizmie, jak
i chorobowe, w tym przede wszystkim onkologiczne.

Angiogeneza jako bardzo ztozony proces obejmuje wspotdziatanie licznych
komorek, cytokin oraz macierzy pozakomorkowej. Rola komorek i cytokin jest
dobrze poznana i okreslona, natomiast rola macierzy pozakomorkowej wcigz
pozostaje nie do konca wyjasniona [Bronson, 1990; Kindig i Poole, 1998]. Jest
to zwigzane z trudnoscig badania wplywu poszczegdlnych elementow tego
obszernego kompartymentu na wzrost nowego naczynia [Skora i wsp., 2006].

Niezaleznie od kontekstu angiogeneza stanowi zlozony, wieloetapowy
proces, w ktorym komorki srodblonka naczyn wlosowatych rozrywaja swoje
normalne potaczenia komorkowe, migrujg i proliferuja do okolonaczyniowej
macierzy zewnatrzkomorkowej, w ktorej ostatecznie formujg nowe potaczenia
migdzykomorkowe, tworzac nowe naczynia wlosowate. Adhezyjne interakcje
komoérek $rodbtonka ze soba i z macierzg zewnatrzkomoérkowg wraz
z receptorami adhezji, ktore posrednicza w tych oddziatywaniach, majg
prawdopodobnie fundamentalne znaczenie dla tego procesu [Eliceiri i Cheresh,
1999].

Interakcje migdzykomorkowe sg regulowane przez co najmniej cztery rozne
rodziny transblonowych glikoprotein: integryn, kadheryn, selektyn i czasteczki
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adhezji komorek nalezace do nadrodziny immunoglobulin (Albelda i Buck,
1990). Rodzina integryn jest szeroko rozpowszechniong grupg receptoréw
sktadajaca si¢ z homologicznych, niekowalencyjnie powigzanych par
heterodimerow o/, ktore posrednicza w adhezji pomigdzy leukocytami oraz
pomigdzy leukocytami i komorkami $rodbtonka [Springer, 1990], jak rowniez
w interakcjach komérkowych ze skladnikami macierzy zewnatrzkomorkowe;,
takimi jak: kolagen, laminina, fibrynogen i fibronektyna [Ruoslahti
i Pierschbacher, 1987]. Rodzina kadheryn jest rozwojowo regulowang grupa
strukturalnie spokrewnionych, jednotancuchowych glikoprotein 120-130 kd,
ktore posrednicza w adhezji komoérkowej zaleznej od wapnia w sposdéb homofilny
i specyficzny dla tkanki [Takeichi, 1991]. Selektyny, zwane takze lektynowymi
czasteczkami adhezyjnymi - Lec-CAMS (w tym ELAM-1, GMP-140 i gp90
MEL) wiazg leukocyty do komorek srédbtonka poprzez domeng lektynopodobng
na koficu aminowym czasteczki [Butcher i wsp., 1990; Imai i wsp., 1990; Bradley
i wsp., 1990]. Czasteczki adhezji komorkowej (CAMS) nalezgce do nadrodziny
genow immunoglobulin (Ig) wykazuja réznorodnos¢ funkcji i dystrybucji tkanek.
Podobnie jak inni cztonkowie nadrodziny 1g, CAMS maja wspdlna strukture,
jednostke homologii immunoglobuliny, ktéra charakteryzuje si¢ sekwencja
aminokwasowa o dtugosci okoto 100 aminokwasow, z centralnie umieszczonym
mostkiem dwusiarczkowym, ktoéry stabilizuje serie mostkow dwusiarczkowych
antyrownoleghlych pasma 3 do tzw. fatdu przeciwciat (splot immunoglobulinowy)
[Hunkapiller i Hood, 1989].

Uwaza si¢, ze CAMS z nadrodziny immunoglobulin spetniajg szereg funkcji
oraz biora udziat w wielu homofilnych i heterofilnych interakcjach
komoérkowych [Williams i Barclay, 1988], w tym tych, ktore zachodza podczas
rozwoju (N-CAM) [Cunningham i wsp., 1987; Edelman, 1988], zapalenia
i gojenia sie ran (ICAM-1, VCAM-1) [Wawryk i wsp., 1989; Elices i wsp., 1990]
i prawdopodobnie onkogenezy [Benchimol i wsp., 1989]. PECAM-1 (czasteczka
adhezyjna plytek krwi/komorek $rodblonka-1)  reprezentuje  ostatnio
scharakteryzowanego cztonka nadrodziny immunoglobulin, ktéra znajduje si¢ na
powierzchni ptytek krwi, niektéorych leukocytow i miedzykomdrkowych
potaczen komorek $rodblonka w hodowlach komoérkowych [Newman i wsp.,
1990].

Homologiczna glikoproteina, czasteczka adhezyjna komorek $rodbtonka
(endoCAM) zostata opisana na bydlecych komodrkach §rodbtonka i ptytkach krwi.
Wykazano, ze posredniczy ona w interakcjach pomigdzy komorkami srédbtonka
[Albelda i wsp., 1990]. Badania immunochemiczne i biochemiczne [Albelda
i wsp., 1990; Newman i wsp., 1990] wskazuja, ze PECAM-1 jest identyczny
z antygenami CD31, ktéry opisano na ludzkich ptytkach krwi, monocytach
I neutrofilach, a takze na komorkach §rodbtonka duzych i matych naczyn [van
Mourik i wsp., 1985; Stockinger 1 wsp., 1990]. Komorki macierzyste szpiku
kostnego 1  transformowane linie komoérkowe linii  mieloidalnej
I megakariocytowej roéwniez wykazuja ekspresje CD31 [Simmons i wsp.,
1990].Wykazano, ze PECAM-1(CD31) jest skoncentrowany na hodowanych

35



komorkach srodbtonka w potaczeniach migdzykomodrkowych, gdy dochodzi do
ich wzajemnego natozenia si¢ [Albelda i wsp., 1990], ze PECAM-1 ulega
konstytutywnej ekspresji na cigglym, ale nie na sinusoidalnym $roédbtonku in situ
[Albelda i wsp., 1990] oraz, ze przeciwciala przeciwko endoCAM, bydlgcemu
odpowiednikowi PECAM-1, hamujg zdolno$¢ komorek §rodbtonka do tworzenia
konfluentnej monowarstwy [Albelda i wsp., 1990].

Dane te wskazuja, iz ta czasteczka bierze udziat w adhez;ji
mi¢edzykomorkowej $rodbtonka. Homologia PECAM-1 z innymi CAM
z nadrodziny immunoglobulin, jej obecnosci na ptytkach krwi, bialych
krwinkach 1 $rédblonku, jej lokalizacja do potaczen komorek $rodbtonka oraz
dane funkcjonalne sugerujg, ze PECAM-1 jest wazng czasteczkg adhezyjng
komoérek naczyniowych [Albelda i wsp., 1991]. Bardzo ciekawe badanie nad
wplywem procesow starzenia i treningu fizycznego na ekspresje plytkowo-
srodbtonkowych  czasteczek adhezji komorkowej PECAM-1 (CD31),
naczyniowo-§rodbtonkowej  kadheryny  (VE-kadheryna), = naczyniowo-
srodnabtonkowego czynnika wzrostu - receptor 2 oraz srodnabtonkowej syntazy
tlenku azotu (eNOS) w miegsniach szkieletowych u ludzi przeprowadzili
Gliemann i1 wsp. [2018]. Wykazali oni, ze osoby w podesztym wieku maja
stabsza reakcj¢ przekrwienng mig$ni ndég spowodowang ich biernymi ruchami
i nizsze relatywne poziomy fosforylacji PECAM-1 niz osoby mitode.
Stwierdzono natomiast, ze pomimo stabszego przekrwienia wystepujacego
U 0sob starszych po treningu wzrasta poziom fosforylacji PECAM-1. Jest to
kolejny dowdd na to, ze ¢wiczenia fizyczne w starszym wieku poprawiaja funkcje
naczyniowe migs$ni szkieletowych, a tym samym procesy ich odzywiania
i regeneracji.

3.9. CZYNNIKI SRODOWISKOWE WPLYWAJACE NA
PROCESY STARZENIA SIE MIESNI

Powszechnie wiadomo, ze trening fizyczny ma pozytywny wplyw na
zmnigjszenie skutkow starzenia, a nawet moze go spowolni¢ [Stodki i Bogucka,
2019]. Pozytywne oddzialywanie C¢wiczen polega migdzy innymi na
indukowaniu biogenezy mitochondriéw i syntezy biatek oraz na zwigkszeniu
ekspresji genu mie$ni szkieletowych i zwigkszeniu zdolnosci utleniania
w miesniach szkieletowych. Niestety standardem jest spadek aktywnosci
fizycznej u starszych ludzi i zwierzat [Johannsen i wsp., 2008]. Nalezy w zwigzku
z tym zada¢ sobie pytanie, czy nieprawidtowe funkcjonowanie mitochondriow
jest gtownym objawem starzenia si¢, czy wynika po prostu ze spoczynkowego
trybu zycia osob starszych. Watpliwosci te byly poddane analizie w wielu
badaniach, ale istnieje duza trudnos¢ obiektywnej kontroli poziomu tej
aktywnosci [Petersen i wsp., 2003; Coggan i wsp., 1992; Short i wsp., 2005].
Wykazano niezbite dowody na to, ze odpowiednio dobrany plan treningowy
moze w znaczacy sposob poprawi¢ funkcje mitochondriow migsni szkieletowych
u os6b starszych [Melov i wsp., 2007; Menshikova i wsp., 2006; Short, 2004].
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Dodatkowo trening ma wptyw na spowalnianie proces6w apoptozy, ktora, jak juz
wczesniej wspomniano, nasila si¢ wraz z wiekiem [Song i wsp., 2006].
Wykazano, ze po 4 miesiagcach ¢wiczen aerobowych u starszych oso6b doszto do
zwigkszenia syntezy biatek oraz wzrostu aktywnosci niektorych enzymow
mitochondrialnych, takich jak syntazy cytrynianowej i oksydazy cytochromu C.
Oprocz tego poprawit si¢ poziom ekspresji genéw zwigzanych z mitochondriami
i biogeneza, a stopnien tych zmian byt zblizony do pozioméw obserwowanych
U os6b miodszych [Short i wsp., 2004]. Podobne wyniki uzyskano w badaniu,
gdzie po 12 tygodniach ¢wiczen aerobowych u ludzi zaobserwowano wzrost
ilosci i aktywno$ci mitochondriéw, szczegdlnie w czesci subsarkolemmalnej
[Menshikova i wsp., 2006]. Cwiczenia fizyczne zwickszaja takze aktywnos¢
enzyméw antyoksydacyjnych i biatek szoku cieplnego [Leeuwenburgh i wsp.,
1994], co z kolei obniza poziom ROS i zmniejsza prawdopodobienstwo
wystapienia uszkodzen oksydacyjnych w mitochondriach podczas procesu
starzenia. Nie trzeba specjalistycznych badan, aby wiedzie¢, ze systematyczny
trening wytrzymalosciowy nie przywroci catkowicie metabolizmu komorkowego
do poziomow miodych osobnikéw, a proces starzenia i tak, cho¢ wolniej, ale
bedzie postgpowat. W zwiagzku z tym zalozono, Ze istnieje niezalezny od
czynnikow zewnetrznych efekt tzw. wieku [Lanza i wsp., 2008]. Potwierdzito to
badanie wykonane w technologii ,,omics”, w ktérym wykazano, ze po
6 miesigcach treningu sygnatura transkrypcyjna starzenia si¢ byta zasadniczo, ale
niekompletnie odwrdcona z powrotem do transkryptomu mtodszych dorostych
[Melov i wsp., 2007]. Niestety problem w tym, ze dostepne dane sa raczej
ograniczone i dotycza gtownie krétkoterminowych programow treningowych,
a nie regularnych i systematycznych ¢wiczen, co uniemozliwia precyzyjng oceng.
Podsumowujac, ¢wiczenia sag waznym czynnikiem tagodzacym skutki starzenia,
w tym zmiany mitochondrialne, ale nie sa w stanie catkowicie zapobiec tym
zZmianom.

Kolejnym waznym aspektem wplywajacym na tempo starzenia jest dieta,
a szczegolnie ilos¢ dostarczanych z pozywianiem kalorii. Ograniczenie spozycia
o okoto 20-40% mniej kalorii niz zwykle prowadzi do spowolnienia spadku masy
i sity migéni szkieletowych wystgpujacego wraz z wiekiem. Ograniczenie
kaloryczne (CR) ma opdzniajacy wplyw zaré6wno na naturalnie postgpujace
procesy starzenia, jak i zwigzane z procesami chorobowymi i niewlasciwym
stylem zycia. Prawidlowo dobrana i zdrowa dieta wydtuza $redni i maksymalny
okres zycia wielu gatunkdéw. Wiekszoé¢ badan na gryzoniach wykazuje, ze CR
przedluza maksymalny okres zycia nawet o 50% 1 zmniejsza czgstotliwose
wystepowania wielu chorob zwigzanych z wiekiem, w tym chordb
nowotworowych i metabolicznych [Speakman i Mitchell, 2011]. Tymczasem
programy badawcze nad CR u ludzi i zwierzat w duzej mierze nadal trwajg i na
ich ostateczne wyniki trzeba jeszcze zaczekac. Uzyskane do tej pory dane
wykazuja, ze korzysci przypisane do CR sa w glowne] mierze zwigzane
z redukcjg stresu oksydacyjnego [Merry, 2004]. Wykazano, ze dziesigcioletnie
CR u naczelnych spowodowalo wyrazne zmniejszenie oksydacyjnego
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uszkodzenia lipidow i biatek [Zainal i wsp., 2000], a u starych szczurow CR
rowniez ograniczenie produkcji ROS [Drew i wsp., 2003]. W poréwnaniu do
geriatrycznych zwierzat karmionych ad libitum starzejace si¢ zwierzeta
z ograniczeniami kalorycznymi CR wykazuja mniejszg liczb¢ mutacji
mitochondrialnego mtDNA jak i jadrowego DNA oraz mniej uszkodzen
oksydacyjnych mitochondriéw migéni szkieletowych [Bevilacqua i wsp., 2005].
Wydaje sie, ze restrykcjami dietetycznymi mozna skutecznie modulowad
wydajno$¢ mitochondrialng, ich zawarto$¢ i funkcje. Zmniejszenie ilosci kalorii
w diecie obniza wydatki energetyczne u zwierzat i ludzi poprzez mitochondria,
ktore zuzywaja mniej tlenu, utrzymujac przy tym normalne poziomy produkcji
ATP [Speakman i Mitchell, 2011; Bevilacqua i wsp., 2005; Lopez-Lluch i wsp.,
2006]. Potwierdzono w badaniach na gryzoniach, ze ta adaptacja energetyczna
jest zalezna od obnizonego wycieku protonéw, a zmniejszenie wycieku protonow
jest z kolei mozliwe dzieki zmianie S$rodowiska na mniej oksydacyjne
[Bevilacqua i wsp., 2005]. Cho¢ CR moze wptywac na niektore enzymy ETS, to
nie ma wplywu na ekspresj¢ genu, poziom biatka lub aktywno$¢ syntazy
cytrynianowej ani na dziatanie innych biatek TCA [Baker i wsp., 2006; Hancock
i wsp., 2011].

Przeanalizowano réwniez wplyw CR na dynamike mitochondriow. Okazato
sie, ze CR zwieksza biogeneze mitochondriéw w pordwnaniu z grupa kontrolna,
spowalniajgc tym samym spadek ekspresji genu PGC-1 o wraz z wiekiem
w migsniach szkieletowych gryzoni. Dzigki temu prawdopodobnie utrzymana
jest prawidtowa zdolnos¢ utleniania u starych zwierzat z CR [Baker i wsp., 2006].
Analiza dotychczasowych wynikéw badan wskazuje, ze dzigki odpowiednim
restrykcjom kalorycznym mozna wptynaé na dynamike mitochondriéw tak, aby
staly si¢ one bardziej wydajne energetycznie i jednocze$nie zmniejszyty ryzyko
nadprodukcji ROS. Umozliwia to redukcje stresu oksydacyjnego i sprzyja
efektywniejszemu usunigciu dysfunkcyjnych mitochondriow [Wohlgemuth
i wsp., 2010; Lopez-Lluch i wsp., 2006; Lee i wsp., 2010]. Jednakze bez wzgledu
na mechanizmy lezace u podstaw CR, nalezy podkresli¢ jednoznacznie, ze
ograniczenie kaloryczne tak, jak i ¢wiczenia fizyczne moga tylko cze$ciowo,
a nie catkowicie ograniczy¢ negatywne objawy starzenia, takie jak: spadek sity
mie$niowej, liczby, typu oraz grubosci wlokien mig$niowych, a w konsekwencji
starczej sarkopenii [Bua i wsp., 2004; Phillips i Leeuwenburgh, 2005].

Zupehie innym czynnikiem tagodzacym dysfunkcje starcza mitochondriéw
sg tzw. mimetyki, z ktorych najpopularniejszy jest resweratrol(3,5,4'-trihydroksy-
trans-stilben), fitoaleksyna wystepujaca m. in. w czerwonym winie. Okazalo sig,
7ze dodatek w diecie gryzoni resweratrolu wyraznie zwigksza liczbe kopii
i funkcje mtDNA, a w konsekwencji zwieksza tez procesy syntezy
mitochondrialnej. Zaobserwowano takze wzrost wydolnosci wysitkowe;j 1 funkcji
motorycznej oraz spadek dysfunkcji metabolicznych u badanych gryzoni
(Lagouge i wsp., 2006; Um i wsp., 2010; Baur i wsp., 2006). Kiedy dokonano
analizy dzialania resweratrolu na poziomie molekularnym, okazato sig, ze
indukuje on wzrost ekspresji PGC-1 a, Tfam i UCP3, a takze zwigksza aktywnos¢

38



o SIRT1, AMPK i PGC-1 a. Sprawdzono rowniez, jak na podanie resweratrolu
zareaguja myszy poddane czynnikom stresowym. Wykazano, ze osobniki te
miaty wieksza wytrzymato$¢ fizyczna, maksymalng site skurczu i zuzycie tlenu
oraz wyzsze poziomy transkryptéw genow o i ETS PGC-1 niz myszy, ktére nie
otrzymywaly mimetykéw [Murase i wsp., 2009]. Zbiezne wyniki uzyskano
U szczurow, ktorym podano resweratrol, ale nie wykazano u nich spadku
procesOw apoptozy. Mimetyki zatem wptywaja wyraznie na procesy przemian
tlenowych w komorkach, ale nie na same procesy apoptyczne [Jackson i wsp.,
2010]. Stusznym wydaje si¢ stwierdzenie, ze CR, podobnie jak dodatek
resweratrolu w diecie, przede wszystkim powoduje zmniejszenie produkcji
mitochondrialnego ROS i zwigkszanie katabolizmu kwaséw tluszczowych
W potaczeniu z obnizaniem si¢ poziomu syntezy kwasow ttuszczowych [Lopez -
Lluch i wsp., 2008]. Optymizm opisanych powyzej badan spada, kiedy
przeanalizujemy efekty dtugoterminowej suplementacji resweratrolem. Niestety,
w tym przypadku u myszy nie zaobserwowano juz tak wyraznych pozytywnych
efektow suplementacji. Wprawdzie dodatek resweratrolu pozwolil utrzymac
wysoka funkcje kurczliwosci wiokien typu Il i zmniejszyt stres oksydacyjny,
jednak nie zapobiegt starczemu spadkowi masy i sity mig§niowej [Jackson i wsp.,
2011].
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4. MATERIAL I METODY

41. ZWIERZETA WYKORZYSTANE W BADANIACH

Do badan zakwalifikowano 33 psy w przedziale wiekowym od 8 tygodni do
18 lat. Psy podzielono na 4 grupy wiekowe:
grupa | - psy od urodzenia do 1 roku zycia (4 osobniki),
grupa Il - psy od 1 do 5 roku zycia (4 osobniki),
grupa Il - psy od 5 do 10 roku zycia (10 osobnikéw),
grupa IV - psy powyzej 10 roku zycia (15 osobnikow).

Wszystkie wymienione psy zmarty naturalnie z powodu istniejacej choroby
lub zostaly poddane eutanazji w zakladzie leczniczym dla zwierzat wedlug
wskazan medycznych, zgodnie z ustawa o ochronie praw zwierzat z dnia
21 sierpnia 1997 r. Zadne z powyzszych zwierzat nie zostalo u$miercone
w zwiazku z opisywanym badaniem. Wszyscy opiekunowie psow wyrazili zgode
na pobranie po$miertne wycinkéw migsni do badan. W tabeli 2. przedstawiono
grupy badawcze psoéw z podzialem na liczbe osobnikoéw w grupie, przedziaty
wiekowe, pte¢ oraz rase.

Tabela 2. Zestawienie badanych zwierzat z podziatem na grupy badawcze

Grupa N;;naer Rasa Pte¢ Wiek Diagnoza
1 Mieszaniec | Samiec | 8 tygodni Robaczyca jelit (7dni*)
. oo Wrodzona wada mig¢$nia
2 Doberman | Samiec | 3 miesiace sercowego (14 dni*)
|
3 Bulterier Samiec | 6 miesigcy Zatrucie (2* dni)
. . . . Uraz komunikacyjny
4 Mieszaniec | Samica | 5 miesigcy uszkodzenie OUN (5h*)
Owczarek . . Ostra niewydolnos¢
5 niemiecki Samiec | 13 miesigcy oddechowa (2 dni*)
6 Mieszaniec | Samiec 4 lata Zaburzen!a behaW|o*raIne,
| agresja (6 m-cy*)
. Uraz komunikacyjny,
7 Labrador Samiec 3 lata Ztamanie kregostupa (3dni*)
. . . Ostra niewydolnos¢ nerek
8 Mieszaniec | Samiec 2 lata (14 dni®)
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Buldog : . *
9 francuski Samica 5 lat Dyskopatia (4m-ce*)
Sznaucer . Padaczka idiopatyczna
10 miniaturowy Samiec 7lat (2 lata*)
11 | Mieszaniec | Samiec 6 lat Ztamanie kregostupa
(2 dni*)
Owczarek . Ostre zapalenie trzustki
121 niemiecki | Samiec | 8l (14 dni®)
13 O.WCZ_aI’elf Samiec 9 lat Niewydolno$¢ mle;srila
" niemiecki sercowego (4 m-ce*)
Buldog . Nowotwor trzustki
14 francuski Samica 9 lat (4-tyg®)
15 Mieszaniec | Samica 9 lat NOWOtwor*me
(2 m-ce*)
16 Go_lden Samiec 9 lat Padaczka idiopatyczna
retriever (12-m-cy*)
17 Mieszaniec | Samiec 9 lat Nowotwr watroby
(5 m-cy*)
18 Shihtzu | Samica | 10 lat Guz mozgu, padaczka
(3 m-ce*)
19 Mieszaniec | Samiec 11 lat Dyskopaila
(7 m-cy™*)
20 Yorks_hlre Samica 12 lat Ropomacicze (2 dni*)
terrier
21 Mieszaniec | Samiec 12 lat Nowotwor pluc
(4 m-ce*)
v | 22 SZnaucer | oo iec | 12 lat Guz $ledziony (24 h*)
miniaturowy
Powypadkowe,
23 Mieszaniec | Samiec 12 lat wieloodtamowe ztamanie
kosci (4 h*)
24 Chihuahua | Samica 11 lat Niewydolnos¢ migSnia
sercowego (3 m-ce*)
25 Labrador Samica 13 lat Guz mézgu (14 dni*)
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26 Shih tzu Samiec 14 lat Nowotwor I;OSCI
(2 m-ce*)
Sznaucer Nowotwor jader
27 miniaturow Samiec 14 lat z przerzutami do ptuc
y (21 dni*)
Nowotwor gruczotu
28 Mieszaniec | Samica 13 lat mlekowego
(8 m-cy*)
Niewydolno$¢ migsnia
29 Labrador Samiec 12 lat sercowego
(12 m-cy*)
. . . Uraz komunikacyjny,
30 Mieszaniec | Samica 13 lat wielonarzadowy(2h*)
31 Mieszaniec | Samica 15 lat Zator plucny (3 dni*)
Cocker . Dyskopatia
32 spaniel Samiec 17 lat (12 m-cy™)
33 Mieszaniec | Samiec 18 lat Skret zotadka (4h*)

* czas jaki uptynat od czasu zdiagnozowania choroby do $mierci zwierzecia

4.2. POBRANIE MATERIALU DO BADAN

4.2.1. Mies$nie

Posmiertne wycinki do badan pobrano z dwdch mieéni: konczyna piersiowa
- migsien dwugtowy ramienia (m. biceps brachii - ryc. 1.), konczyna miedniczna

- migsien czworogtowy uda (m. quadriceps femoris —ryc. 2.).
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przyczep koricowy m. zebatego dobrzusznego
(insertio m. serrati ventralis)

m. podiopatkowy (m. subscapularis)

m. obly wiekszy (m. teres major)

m. napinacz powiezi przedramienia
(m. tensor fasciae antebrachii)

m. tréjgtowy ramienia (m. triceps brachii)
glowa dtuga (caput longum)

m. trojglowy ramienia (m. triceps brachii)
glowa przy$rodkowa (caput mediale)

wyrostek tokciowy (olecranon)

guz krzyzowy (tuber sacrale)

guz biodrowy (tuber coxae)

migsnie ledzwiowe (musculi lumbales)

kretarz wigkszy (trochanter major)

migsien obszerny boczny,
miesien czworogtowy uda
(musculus vastus lateralis;
musculus quadriceps femoris)
migsien przywodziciel wielki
(musculus adductor magnus)

wigzadlo rzepki (ligamentum patellae)

miesien brzuchaty tydki
(musculus gastrocnemius)

m. lopatkowo-poprzeczny
(m. omotransversarius)

m iowy (m.

guzek mniejszy (tuberculum minus)

m. kruczo-ramienny (m. coracobrachialis)

m. tréjglowy ramienia (m. triceps brachii)
gtowa dodatkowa (caput accessorium)

m. dwuglowy ramienia (m. biceps brachif)

ko$¢ ramienna (humerus)

migsien ogonowy (musculus coccygeus)

migsien unosiciel odbytu (musculus levator ani)

wigzadlo krzyzowo-guzowe
(ligamentum sacrotuberale)
migsien zastaniacz wewnetrzny
(musculus obturator internus)
migsnie blizniacze (musculi gemelli)
migsien posladkowy gleboki
(musculus gluteus profundus)
migsien czworoboczny uda
(musculus quadratus femoris)

miesien potbtoniasty
(musculus semimembranosus)

czes¢ doczaszkowa (pars cranialis)
cze$¢ doogonowa (pars caudalis)

miesien potsciegnisty
(musculus semitendinosus)

Rycina 2. Migsien czworogltowy uda (m. quadriceps femoris) [Koénig i Liebich, 2012]

Zaréwno migsien dwuglowy ramienia, jak i czworoglowy uda to silnie
rozbudowane mig$nie biorgce wazny i aktywny udzial w biomechanice ruchu



pséw i dlatego wybrano je do analizy zmian w mikrostrukturze wystepujacych
wraz z wiekiem. Z obserwacji wlasnych wynika, ze w Starszym wieku czgsto
dochodzi do dysfunkcji obu tych migéni. Migsien dwuglowy ramienia jest
migéniem stawu ramiennego i tokciowego, zaczyna si¢ pojedynczym $ciggnem
poczatkowym od guzka nadpanewkowego topatki. Przebiega poczatkowo
W bruzdzie miedzyguzkowej, a nastepnie wzdluz ko$ci ramiennej po jej
przysrodkowej stronie. Na wysoko$ci stawu tokciowego migsien dzieli si¢ na
dwie odnogi. Silniejsza, konczy si¢ na guzowatosci kosci promieniowej, a druga
na blizszym koncu kosci tokciowej. Migsien czworogtowy uda tworzy masg
mig$niowa w kierunku doczaszkowym od kosci udowe;j. Sktada si¢ z czterech
czgsel, ktore majg oddzielne przyczepy poczatkowe, za$ konczg si¢ wspolnym
wigzadlem prostym rzepki na guzowatos$ci kosci piszczelowej. W migsniu
czworogtowym uda wyr6znia si¢ 4 glowy: migsien obszerny boczny (m. vastus
lateralis), z ktorego pobierano wycinki do badah, migsien obszerny
przysrodkowy (m. vastus medialis), migsien obszerny posredni (m. vastus
intermedius) oraz migsien prosty uda (m. rectus femoris). Migsien czworogtowy
uda jest najsilniejszym prostownikiem stawu kolanowego, przesuwa tutow do
przodu i stabilizuje kolano, a takze bierze czynny udzial w zginaniu stawu
biodrowego [Konig i wsp., 2013].

Do badan histologicznych probki obu migsni pobrano w lecznicy
weterynaryjnej, max. do 45 minut po $mierci zwierzat i zamrozono w cieklym
azocie (- 196°C).

4.2.2. Krew

Krew do analizy pobierana byta od zwierzat w celach diagnostycznych
w trakcie ich leczenia oraz podczas procedury eutanazji. Badanie krwi miato
pozwoli¢ na maksymalnie precyzyjne okreslenie stanu zdrowotnego badanych
zwierzat 1 jego wptywu na wyniki badan migsni.
W uzyskanym materiale biologicznym (pelna krew pobrana do probowek
z EDTA) oznaczono nastgpujace wskazniki morfologiczne:
* liczbe krwinek biatych (WBC)
* liczbg granulocytow obojetnochtonnych (NEU), kwasochtonnych
(EOS)
1 zasadochtonnych (BASO)
* liczbg limfocytow (LYM)
* liczb¢ monocytéw (MON)
* liczbg krwinek czerwonych (RBC)
» stezenie hemoglobiny (HGB)
* hematokryt (HCT)
* liczbe ptytek krwi (PLT).

Oznaczen dokonano przy uzyciu analizatora hematologicznego Horiba Vet ABC,
wykorzystujacego jako zasad¢ pomiaru metod¢ impedancyjna, polegajacg na
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zliczaniu i okreslaniu wielkosci krwinek poprzez wykrywanie i pomiar zmian
rezystancji elektrycznej roztworu krwinek.

W celu uzyskania surowicy cze$¢ krwi pobrano do probowek bez
antykoagulantu, a nastgpnie material biologiczny przez 10 minut wirowano
z predkoscia 3000 obr./min. Analizy poziomu wybranych wskaznikéw
biochemicznych dokonano za pomoca analizatora biochemicznego MINDRAY
BS-120, przy uzyciu odczynnikow referencyjnych firmy Stamar® (Dgbrowa
Gornicza, Polska).

W pozyskanej surowicy 0znaczono:

. zawarto$¢ biatka catkowitego i jego frakcji (albuminy, globuliny),
fruktozaminy oraz produktéw przemian azotowych, takich jak:
mocznik i kreatynina

. poziom glukozy, cholesterolu, trojglicerydéw oraz bilirubiny

. aktywno$¢ takich enzymow jak: aminotransferaza alaninowa (ALT)
i asparaginianowa (AST), fosfataza zasadowa (AP), alfa-amylaza,
kinaza  kreatynowa (CK), glutamylotransferaza (GGTP),
dehydrogenaza  glutaminianowa  (GLDH), dehydrogenaza
mleczanowa (LDH), lipaza

. stezenie  sktadnikow  mineralnych: chlorkow (Cl), fosforu
nieorganicznego (P), magnezu (Mg), potasu (K), sodu (Na) i wapnia
(Ca).

Poziom tyroksyny (T4) oznaczono metoda radioimmunologiczng, przy uzyciu
zestawow Ria-CT i INS-IRMA RIA (DIAsource ImmunoAssays S.A, Belgium)
oraz automatycznego podajnika probek NZ-322 z licznikiem gamma dla izotopu
1251 (Gamma Miivek, Hungary).

4.3. PRZYGOTOWANIE PREPARATOW HISTOLOGICZNYCH

4.3.1. Techniki histochemiczne

Zamrozone probki migsni przewozono do laboratorium histologicznego
Katedry Fizjologii Zwierzat i Zoofizjoterapii, Wydziatlu Hodowli i Biologii
Zwierzat Politechniki Bydgoskiej im. J. i J. Sniadeckich i cinano w kriostacie
(Thermo Shandon, Wielka Brytania), w temperaturze -25°C na skrawki
0 grubosci 10 um. Skrawki histologiczne przenoszono na szkietka podstawowe
i poddawano procesom barwienia, stosujac odmienne reakcje histochemiczne:

e H+E (hematoksyling i eozyna) - tzw. topograficzne barwienie
przegladowe, pozwalajace oceni¢ catos$¢ struktury tkanki poprzez
kontrastowe zabarwienie cytoplazmy i jader komorkowych.
Hematoksylina - barwnik pochodzenia ro$linnego, pozyskiwany
z niebieskiej kory drzewa kampeszowego, jest substancja zasadowa,
barwiaca jadra komorkowe na kolor granatowy do czarnego.
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Eozyna to zwigzek syntetyczny, kwasna pochodna fluoresceiny,
podbarwiajaca cytoplazme na kolor r6zowy. Preparaty wybarwione
H+E wykorzystano do okreslenia zmian histopatologicznych.

e Oil Red (czerwien oleista) - barwienie w celu identyfikacji thuszczu
srodmiesniowego. Zastosowany barwnik rozpuszcza si¢ w thuszczu,
powodujac jego zabarwienie na kolor czerwony.

o Reakcja na aktywno$¢ enzymu reduktazy terazolowej NADH-TR —
reakcja w celu wyrdznienia dwoch typow widkien migsniowych
réznigcych sie aktywno$cig enzymatyczng: wltokna o wysokiej
i posredniej aktywnosci NADH-TR, wiokna oksydatywne wolno
i szybko kurczace sie, wybarwiajace si¢ na kolor niebieski; wtdkna
o niskiej aktywnos$ci NADH-TR, wtokna biale, szybko kurczace sie,
wybarwiajace si¢ na kolor jasny, stomkowy.

4.3.2. Techniki immunohistochemiczne

Barwienia immunohistochemiczne zostaly wykonane w Pracowni
Profilaktyki Onkologicznej ,,Patolog J&J Glowaccy” w Toruniu na skrawkach
parafinowych o grubosci 4 pm, ktére pochodzity z materialu pobranego
w lecznicy weterynaryjnej i utrwalonego w 4% formalinie, zbuforowanej CaCOs.
Zastosowano nastgpujace techniki immunohoistochemiczne:

e Reakcja z wykorzystaniem przeciwciata przeciw CD31 (FLEX
Monoclonal Mouse Anti-Human CD31, Endothelial Cell, Klon
JC70A) firmy DAKO. CD31 jest glikoproteing nalezacg do
nadrodziny immunoglobulin  zwanych PECAM (ptytkowo
-srodbtonkowa czasteczka adhezji komorkowej, uznawana za jeden
z markerow komorek srodbtonka naczyn) i postuzyta w oznaczeniu
gestosci  mikrounaczynienia w mig$niach. Odmaskowywania
antygenéw dokonano w wyniku wstepnej obrobki tkanek przy
uzyciu roztworu EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High
pH (10x), (Dako Autostainer/Autostainer Plus). Do wizualizacji
antygenéw wykorzystano system detekcyjny EnVision™ FLEX+,
Mouse, High pH, (Dako Autostainer/Autostainer Plus) (Dako).

e Reakcja immunohistochemiczna na obecnos¢ biatka swoistego dla
komoérek satelitarnych - Pax7. Odmaskowywania antygenow
dokonano w buforze EDTA o pH 9,0 i po zablokowaniu endogennej
aktywnosci peroksydazy (3,0% H20: i 5% BSA), przeprowadzono
inkubacje z przeciwcialem Pax7, rozcienczonym 1:100.
Zastosowano system detekcyjny EnVisionAnti Mouse firmy DAKO.
Zabarwione chromogenem (DAB) skrawki podbarwiono
hematoksyling Mayer’a.

Lacznie sporzadzono i przeanalizowano 330 preparatow mikroskopowych.
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44. KOMPUTEROWA ANALIZA OBRAZU
MIKROSKOPOWEGO

Sporzadzone preparaty histologiczne analizowano pod mikroskopem
swietlhym Ci-L firmy NIKON wyposazonego w kamer¢ NIKON DS-Fi3
0 rozdzielczosci 5,9 MPix. Analizy obrazéw mikroskopowych przeprowadzono,
wykorzystujac program NIS ELEMENTS:

1. Barwienie H+E - analiza histopatologiczna mig$ni (pow. 1,5 mm?)
obejmowata oznaczenie iloSciowe zmian takich jak: atrofia widkien
miesniowych, wtokna olbrzymie, zmiana ksztaltu widkien (trojkatne,
trapezowate, wydtuzone), martwica wildkien z fagocytoza, rozszczepienie
wiokien (tzw. splitting) oraz subiektywna ocene¢ przerostu tkanki igcznej.
Zastosowano oznaczenia:

0 - brak zmiany,

+ - zmiana o matej rozlegtosci,

++ - zmiana o umiarkowanej rozlegtosci,
+++ - zmiana bardzo rozlegla.

2. Barwienie Oil Red - wykorzystujac funkcje filtru obiektow
0 wskazanym kolorze, ktéra oblicza procent koloru czerwonego, obliczono
udziat (%) thuszczu $rédmigsniowego na powierzchni 3 mm? migénia.

3. Barwienie na aktywno$¢ NADH-TR - obliczono udziat widkien
oksydatywnych i glikolitycznych na powierzchni 1,5 mm? oraz zmierzono ich
srednice wedtug metody podanej przez Brooke’s [1970]: pomiar najkrétszych
srednic.

4. Ocena gestosci mikrounaczynienia migsni - analizowano 10 pol
widzenia o najwigkszej liczbie naczyn tzw. ,,hot spots”, a nastepnie obliczono
liczbe naczyn kapilarnych przypadajacych na 1 widkno migéniowe.

5. Reakcja na obecno$¢ biatka Pax7 swoistego dla komorek satelitarnych
- obliczono liczbe komorek satelitarnych (PAS pozytywnych) na powierzchni
1,5 mm>.

45. ANALIZA STATYSTYCZNA

Uzyskane dane, celem weryfikacji wynikow, poddano analizie statystycznej
zgodnie z metodami wnioskowania statystycznego [Lomnicki 2010; McDonald
2009; Stanisz 2007, 2006]. W ramach statystyki opisowej dla wszystkich
badanych zmiennych obliczono warto$ci $redniej arytmetycznej (X, ang. mean)
i odchylenia standardowego (+SD, ang. standard deviation). Przeprowadzono
statystyczng charakterystyke struktury zbiorowosci danych na podstawie
statystycznego grupowania za pomocg szeregow statystycznych prostych. Dla
analizowanych zmiennych okreslono liczebnosci absolutne i liczebnosci
absolutne w procentach. Rozklad normalny zbadano przy pomocy testu
Kotmogorowa-Smirnowa, podczas gdy rownos¢ wariancji testem Levene’a.
W celu zbadania istotnosci réznic dla badanych cech i ich grup pod wzglgdem
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biochemicznym, zmian patologicznych 1 typow wldkien wykonano
wieloczynnikowa analize wariancji (ANOVA). W przypadku wystapienia
istotnych réznic pomiedzy Srednimi zastosowano test wielokrotnych poréwnan
Tukey’a. W celu okres$lenia zalezno$ci pomiedzy badanymi cechami
przeprowadzono analiz¢ korelacji Pearsona, okreslajac wspotczynnik korelacji
(Ry, ang. correlation coefficient) oraz wspotczynnik determinacji (Ryy?,
ang. coefficient of determination, R squared). Wspolczynnik korelacji
interpretowano za Staniszem (2006), Staniszem i Sarneckim (2000), wedtug
ktorych korelacja jest prawie pewna, gdy warto$¢ wspotczynnika korelacji miesci
si¢ pomiedzy 0,9 i 1,0, bardzo wysoka, gdy jest ona pomiedzy 0,7 i 0,9, wysoka
pomigdzy 0,5 i 0,7, umiarkowana/przecigtna przy wspoétczynniku od 0,3 do 0,5
i staba przy wartosci wspotczynnika od 0 do 0,3. Za minimalny poziom istotnosci
statystycznej dla wszystkich analiz przyj¢to o = 0.05. Wyniki analiz
zaprezentowano za pomoca tabel oraz wykresow. Obliczenia przeprowadzono
z wykorzystaniem pakietu STATISTICA 13.3 (Dell, Round Rock, TX, USA,
2020) oraz programu Microsoft Office Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA,
2019).
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5. WYNIKI I DYSKUSJA

5.1. CECHY MIKROSTRUKTURY BADANYCH MIESNI PSOW

Wyniki dotyczace wartoSci wybranych cech mikrostruktury mies$nia
dwuglowego ramienia (m. biceps brachii - BB) i czworoglowego uda
(m. quadriceps femoris - QF) w zalezno$ci od wieku badanych pséw zostaly
zestawione w tabeli 3.

Tabela 3. Srednie wartosci wybranych cech mikrostruktury migsnia dwuglowego
ramienia (m. biceps brachii) i czworoglowego uda (m. quadriceps femoris)
w zalezno$ci od wieku badanych pséw

Miesien Cecha Grupa E P
1 2 3 4
. 39,25 | 34,79 | 30,47 | 31,03
I\i?(fli?in FG | 048 | 004 | z039 | +0g7 | 138 | 0272
60,75 65,21 69,53 68,97
0, ’ ’ ’ ’
(%) FO | Lo75 | 2003 | 036 | 063 | 106 | 0382
B A A A
biceps | Srednica |FG | 12737 | 24,9371 35,9971 3345714589 | <0001
brachii (BB) | wiékien £3,11 | "£2,31 | 47,15 | +4,18
(um) FO 16,568 | 23,227 | 33,427 | 31,29 8.49 <0.001
K 4237 | B159 | +7,56 | +4,34 : :
1 0,
}}stzzljiy’) 357 | 124 | 355 | 343 | oo | oen
$rédmigsniowego £0.89 | £064 | £2.86 | 2,52 7 ,
. 41,71 38,26 41,49 40,14
gfjﬁ?in FG | 009 | 004 | 2029 | z050 | L7 | 0182
58,29 61,74 58,51 59,86
0 1 i) 1 i)
(%) FO | 1003 | 2003 | +032 | z043 | 139 | 0269
quadriceps | « ) 17,108 | 25,10~ | 33,48~ | 31,01~
femoris iﬁfl‘;a FG | 417 | 82028 | +584 | +584 | 711 | <0001
(QF) 17,138 | 22,15~ | 32,55~ | 31,81~
(um) FO | 434 | 81092 | 024 | 2581 | &%2 | <0001
1 0,
gfszz‘ié@ 0650 | 3030 | 610° | 627* | o | oo
$rédmigsniowego £058 | £223 | #2273 | +3,78 7 ,
Grupa 1 — psy w wieku < llat FG - glycolitic fibres, wiokna glikolityczne
Grupa 2 — psy w wieku > 1- <5 lat FO - oxidative fibres, wtokna oksydatywne
Grupa 3 — psy w wieku >5- <10 lat &b _ro7nice statystycznie istotne dla P<0,05
Grupa 4 —psy w wieku >10 lat A-B - réznice statystycznie istotne dla P<0,01

Jak podaja Mukund i Subramaniam [2020, cyt. za Rubinstein i Kelly, 2004],
w mie$niach szkieletowych dominuja cztery typy wiokien mie$niowych
(w obrebie dwoch gtownych typdw widkien), a mianowicie wolnokurczliwe (typ
I) 1 szybkokurczliwe (typ II), zawierajace podtypy IIA, IIB i IIX. Wraz ze
starzeniem si¢ organizmu zmieniajag si¢ wlasciwosci metaboliczne
poszczegbdlnych migsni  szkieletowych. Dotyczy to zwlaszcza potencjatu
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oksydacyjnego i glikolitycznego migéni [Budzinska, 2005, cyt. za Powers i wsp.,
1991 i Pastoris i wsp., 2000]. Z tego wzgledu w niniejszej pracy skupiono uwage
na dwoch typach wildkien miesniowych rozniacych si¢ aktywno$cia
enzymatyczng: wtdkna o wysokiej i posredniej aktywnosci NADH-TR (wlokna
oksydatywne wolno i szybko kurczace si¢ - FO) oraz wtdkna o niskiej aktywnos$ci
NADH-TR (witokna glikolityczne, szybko kurczace si¢ - FG), (Fot.l. i 2.).
Zdaniem Latorre i wsp. [1993] w odniesieniu do mig$ni szkieletowych psa
badania majace na celu identyfikacje réznych typoéw wiokien przyniosty
sprzeczne wyniki. Wedtug wielu autorow wiokna typu I i Il sg tatwo rozroznialne,
natomiast trudno$ci pojawiaja si¢ podczas réznicowania widkien typu II na
podklasy. Niektorzy badacze uwazaja nawet, iz u pséw nie wystepuja widkna
typu 11B [Maxwell i wsp., 1977; Braund i wsp., 1982; Snow i wsp., 1982], a jesli
nawet sg obecne, to wykazuja réznice w poréwnaniu z typem IIB opisanym
u innych ssakoéw [Brooke i Kaiser, 1970]. Ponadto, Snow i wsp. [1982] donosza,
iz w migsniu psow s3a obecne dwie gtowne klasy wiokien typu II, obie
oksydacyjno- -glikolityczne, ale rdznigce si¢ budowa tancuchow ciezkich
miozyny. Natomiast, na podstawie ekspresji réznych izoform MyHC mozna
zidentyfikowa¢ rézne rodzaje szybkich wtokien u psa: 2A, 2X i 2B [Bergrin
i wsp., 2006; Toniolo i wsp., 2007].

Przeprowadzone badania na migsniach lokomocyjnych pséw nie sg zgodne
z badaniami, ktére przeprowadzili Powers i wsp. [1991], Pastoris i wsp. [2000].
Sa zdania, ze z wiekiem maleje zdolno$¢ oksydacyjna miesni szkieletowych
zwierzat 1 ludzi. Spadek zdolnosci oksydacyjnej migs$ni lokomocyjnych (czyli
w tym przypadku spadek aktywnosci reduktazy tetrazolowej), jak podaja Powers
i wsp. [1991], moze by¢ zwigzany z obnizeniem aktywnoS$ci ruchowej wraz ze
starzeniem si¢ organizmu. W obecnych czasach jednak opiekunowie bardzo
dbaja o aktywno$¢ fizyczna swoich psow, nie tylko w mtodym wieku, ale takze
w poOzniejszym okresie ich zycia, stad niniejsze badania nie wskazujg na
obnizenie zdolnosci oksydacyjnej mieéni BB i QF badanych psow.

Istotne statystycznie roéznice w obu migsniach wykazano w przypadku
$rednicy wiokien migsniowych (P<0,01). Jak nalezaloby si¢ spodziewac,
najmniejszg $rednice zarowno wiokien glikolitycznych (FG), jak i widkien
oksydatywnych (FO) stwierdzono w grupie psow najmtodszych (psy w wieku do
1 roku) i réznita si¢ ona istotnie z grupa 3 (psy w wieku od 5 do10 lat) i 4 (psy
w wieku powyzej 10 lat) (P<0,01). Dla pelnego zobrazowania roznic w wielkos$ci
wiokien migsniowych na fotografiach 1.1 2. przedstawiono obraz mikroskopowy
migs$nia BB 3- miesigcznego psa i 13-letniej suki. W badaniach Braund i wsp.
[1982] srednice widkien nie rdznily si¢ istotnie wraz z wiekiem psow, pomimo
widocznej redukcji  $rednicy widkien typu IIA (szybkokurczliwych) we
wszystkich migsniach psow w wieku 7 lat i starszych. Acevedo i Rivero [2006]
na przyktadzie analizy poréwnawczej siedmiu mi¢s$ni psa wykazali, ze widkna
typu 1 i 1A sa ciensze niz widkna glikolityczne 2X. Mozna przyjaé, ze
potwierdzity to wyniki niniejszych badan.
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Fot 1. Obraz mlkroskopowy m1e;sn1a BB Fot 2. Obrazmlkroskopowy mlesnla BB

3 - miesigcznego psa rasy 13-letniej suki mieszanca.
doberman. Barwienie na Barwienie na aktywno$¢ NADH-
aktywno$¢ NADH-TR. Pow. 100x TR. Pow. 100x

Analizujac udzial procentowy ttuszczu $rédmig¢sniowego, w przypadku
migsnia BB nie stwierdzono roznic statystycznie istotnych mig¢dzy badanymi
grupami psow. Natomiast w mi¢sniu QF mniejsza zawartoscig srodmig$niowe;j
tkanki tlhuszczowej charakteryzowaly si¢ psy najmlodsze, co wynika
prawdopodobnie z wigkszej aktywnosci ruchowej tej grupy zwierzat.
W niniejszej pracy potwierdzono ogdlnie opisywang tendencj¢ zarowno u ludzi,
jak i u zwierzat do wzrostu z wiekiem zawartosci tkanki thuszczowej w strukturze
migséni [Bellows i wsp., 2015; Hausman i wsp., 2015; Wilkinson i wsp., 2018].
Taka zaleznos¢ stwierdzono jednak tylko w przypadku migénia czworogtowego
uda. Moze to wynika¢ z faktu, ze u pséw zwykle bardziej rozbudowane,
a zarazem otluszczone sa tylne partie migéniowe, co takze dotyczy konczyn
tylnych, natomiast w konczynach przednich, w tym réwniez w obrebie migs$ni
ramienia, obserwuje si¢ czgSciej wystepujace z wiekiem zaniki mig$niowe.
Adipocyty (lipocyty, komorki thuszczowe) zwigzane z mig$niami szkieletowymi
obejmujg  miedzymigSniowy magazyn tkanki tluszczowej, zawarty
W przestrzeniach migdzy mig¢éniami, oraz tkanke thuszczowg sroédmie$niowa,
ktora obejmuje wszystkie adipocyty zawarte pomiedzy wiazkami wiokien
migsniowych i samymi wldknami migsni szkieletowych. Wraz ze wzrostem
organizmu zwierzat zmienia si¢ umiejscowienie odktadanego tluszczu.
W pierwszym okresie odktada si¢ on w okolicy nerek i jelit, nastepnie przyrasta
thuszcz miedzymie$niowy 1 podskorny, a dopiero wtedy pojawia si¢ thuszcz
$rodmigsniowy [Joffe i wsp., 2013].
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Tabela 4. Poréwnanie mikrostruktury migsni dwuglowego ramienia (m. biceps brachii)
i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris) pséw

Miesien
Cecha biceps brachii quadriceps F P
(BB) femoris (QF)

Udziat (%) wlokien FG 32,038+ 0,70 40,60" £ 0,55 7,68 0,008
Udziat (%) wtokien FO 67,97 + 0,42 59,40 £ 0,38 2,84 0,098

Srednica widkien FG (um) 31,96 + 7,91 29,93+ 721 1,06 0,308
Srednica wiokien FO (um) 29,99+ 7,35 29,85 +7.21 0,01 0,943

1 ()
Udzial (%) tluszczu 33481245 | 544°+356 | 7,06 | 0,010
srodmigsniowego
Grupa 1 — psy w wieku < 1lat FG - glycolitic fibres, widkna glikolityczne

Grupa 2 —psy w wieku > 1-<51at  FO - oxidative fibres, widkna oksydatywne
Grupa 3 — psy w wieku >5- <10 lat &P - réznice statystycznie istotne dla P<0,05
Grupa 4 — psy w wieku >10 lat AB - réznice statystycznie istotne dla P<0,01

W tabeli 4. oraz na fotografiach 3. i 4. przedstawiono poroéwnanie
mikrostruktury  mie$ni  dwuglowego ramienia (M. biceps  brachii)
i czworoglowego uda (m. quadriceps femoris). Analiza poréwnawcza
mikrostruktury w/w migéni wykazata réznice istotne statystycznie w udziale
procentowym witdkien glikolitycznych FG. W mig$niu czworogtowym uda
stwierdzono wigcej widkien glikolitycznych niz oksydatywnych (P<0,01).
Z uwagi na rozbieznosci w klasyfikacji wiokien migsniowych, jak rowniez
analizy mikrostruktury roznych migsni psow, trudno jest odnies¢ wyniki badan
wiasnych do wynikow innych autorow. Braund i wsp. [1982] wykazali w mie$niu
triceps brachii przewazajaca liczbe wiokien typu I, natomiast widkna typu ITA
byty liczniejsze w migsniu biceps femoris. Autorzy ci w swoich badaniach
stwierdzili wigkszg $rednicg widkien w grupie psoOw o wickszej masie ciata (>15
kg) w porownaniu do psOw o mniejszej masie ciata (<15 kg), niemniej jednak
wartosci te byly nieco wyzsze, anizeli uzyskane w niniejszym doswiadczeniu.
Podobng zalezno$¢ zaobserwowano, analizujac procentowy udziat tluszczu
srodmiesniowego, wykazano bowiem istotnie statystycznie wigksza jego ilos¢
w migséniu czworogtowym uda (QF) niz w migéniu dwugltowym ramienia (BB)
(P<0,01) (tabela 4., fotografie 5. i 6.).
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» »
Fot. 3. Obraz mikroskopowy mig¢snia BB  |Fot. 4. Obraz mikroskopowy mig$nia QF
12-letniego psa mieszanca. 9-letniej suki rasy buldog

Barwienie na aktywnos¢ NADH- francuski. Barwienie na aktywnos$¢
TR. Tréjkatem oznaczono widkna NADH-TR. Troéjkatem oznaczono
FG, gwiazdka — wiokna FO. Pow. wtokna FG, gwiazdka — wldkna
100x FO. Pow. 100x

Fot. 5. Obraz mikroskopowy mig¢snia BB  |Fot. 6. Obraz mikroskopowy migsnia QF

psa rasy owczarek niemiecki w psa mieszanca w wieku 18 lat.
wieku 1 roku i 8 miesigcy. Barwienie Red Oil. Wysoki
Barwienie Red Oil. Niski poziom poziom $rédmiegsniowej tkanki
srodmiegsniowej tkanki thuszczowe;. thuszczowej. Pow. 100x

Pow. 100x

Kapilary (naczynia wlosowate) zaopatruja migsnie i wtdkna migsniowe
w tlen i sktadniki odzywcze oraz usuwajg produkty przemiany materii [Hudlicka,
1991]. Zwigzana z wiekiem utrata masy i funkcji mieéni szkieletowych
(sarkopenia) jest charakterystyczng cechg starzenia si¢ zaréwno u ludzi, jak
i uzwierzat. Wang i wsp. [2014] wykazali, ze apoptoza odgrywa wazng rolg
w zaniku mie$ni, w tym réwniez dotyczy to procesOw apoptozy komorek
$rodbtonka naczyn wlosowatych, co prowadzi do zwigzanego ze starzeniem si¢
miesni spadku ich kapilaryzacji, a to z kolei - do spadku masy i funkcjonalnosci
migsni. Autorzy stwierdzili takze, ze pomimo zwigkszonej apoptozy komorek
srodblonka stosunek gestosci naczyn wlosowatych do gestosci widkien
mie$niowych nie zmienit si¢ istotnie wraz z wiekiem. Badajac unaczynienie
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mieéni starzejacych si¢ psow, wykazano podobng zaleznos¢. W tabeli
5. przedstawiono liczbg¢ kapilar w mig$niu dwuglowym ramienia (m. biceps
brachii) i czworoglowym uda (m. quadriceps femoris) w zaleznosci od wieku
badanych psow. Na fotografiach 7. i 8. przedstawiono obrazy mikroskopowe
przedstawiajagce unaczynienie mig¢$nia na przykladzie migénia BB psow
W réznym wieku. Analiza immunohistochemiczna mikrounaczynienia mig$nia
wykazata najwicksza liczbe kapilar przypadajacych na 1 witdkno migsniowe
w grupie psow w wieku od 1 do 5 lat (odpowiednio: 2,45 w migéniu BB i 2,20
w migéniu QF, P<0,01), w porownaniu do grupy 1 i 4. Najmniejsza gestoscia
kapilar natomiast charakteryzowaty si¢ mig$nie grupy psow w wieku do 1 roku
(odpowiednio: 1,50 w migéniu BB oraz 1,27 w migsniu QF) oraz geriatrycznych
(odpowiednio: 1,26 w migsniu BB oraz 1,30 w mig$niu QF kapilary/1 wiokno
mig$niowe, P<0,01). Liczba kapilar zaopatrujacych pojedyncze widkno
migsniowe wzrasta liniowo, wzgledem przekroju poprzecznego witokna
mie$niowego, a wydtuzaniu si¢ i powickszaniu $rednicy widkien migsniowych
towarzyszy zwickszenie liczby kapilar krwiono$nych — co zwigzane jest ze
wzrostem zwierzat. Najwicksza liczba kapilar w grupie 2. i 3. wynika ze wzrostu
i zwickszonej aktywnosci fizycznej. Migsnie tych zwierzat sg silnie
rozbudowane, a tym samym dobrze unaczynione, co wynika z duzego
zapotrzebowania na tlen i zwigzki odzywcze, dostarczane droga krwi. Maxwell
iwsp. [1977] w badaniach na trzech mig$niach pséw: semitendinosus,
gastrocnemius i extensor digitorum longus uzyskali wigksza liczbg kapilar
w przeliczeniu na 1 widkno migsniowe (od 5,1 do 6,5) w poréwnaniu do
uzyskanych w tej pracy wynikoéw badan. Podobnie Cebasek i wsp. [2005]
stwierdzili wigksza liczbe naczyn wlosowatych w migsniach soleus i extensor
digitorum longus szczuréw w porownaniu do wynikow zawartych w niniejszej
pracy. Jak konkluduja autorzy, gesto$§¢ naczyn kapilarnych uzalezniona jest
zaréwno od zdolnosci oksydacyjnej wiokien migsniowych, jak i ich $rednicy,
a moze by¢ takze wypadkowa tych dwoch cech, na co takze wskazujg wyniki
niniejszych badan. Nadal istnieje jednak sprzecznos¢ w badaniach dotyczacych
zwigzanej ze starzeniem si¢ zmiany liczby naczyn wlosowatych — na przyktad
Denis i wsp. [1986] sa zdania, ze stopien kapilaryzacji wraz z wiekiem utrzymuje
si¢ na stalym poziomie, natomiast Coggan i wsp. [1992] stwierdzaja, ze stopien
waskularyzacji zmniejsza si¢. Kano i wsp. [2002] podkreslaja natomiast, ze
parametry te gtownie zaleza od wielkosci wtdkien migsniowych.
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Tabela 5. Liczba kapilar w mig$niu dwugtowym ramienia (m. biceps brachii)
i czworogtowym uda (m. quadriceps femoris) w zalezno$ci od wieku

badanych psow
Miegsien Cecha Grupa = P
1 2 3 4
biceps 1,508¢ 2,454 1,7548 1,26¢
brachii (8B) |  Liczba £020 | +120 | 031 | 022 | 228 | <0001
kapilar/1
quadriceps wiokno 127°¢ | 220% | 163%® | 130° | o0 | o000
femoris (QF) | MmigsSniowe +0,31 +0,42 +0,24 +0,18 ! '
Grupa 1 — psy w wieku < llat ab _roznice statystycznie istotne dla P<0,05
Grupa 2 — psy w wieku > 1- <5 lat A-B_ roznice statystycznie istotne dla P<0,01
Grupa 3 — psy w wieku >5- <10 lat
Grupa 4 — psy w wieku >10 lat
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Fot. 7. Obraz mikroskopowy migs$nia BB |Fot. 8. Obraz mikroskopowy mi¢$nia BB
5-letniego psa mieszanca. Reakcja 12-letniej suki rasy yorkshire terier.
z wykorzystaniem przeciwciata Reakcja z wykorzystaniem
przeciw CD31. Strzatkami przeciwciata przeciw CD31.
oznaczono kapilary. Pow. 400x Strzatkami oznaczono kapilary.
Pow. 400x

Decydujacy wptyw na wyniki badan z zakresu unaczynienia maja: aktualny
stan zdrowia badanych osobnikow, w tym wspotistniejace choroby oraz rodzaj
migénia. W przypadku pséw, podobnie jak u ludzi, spotykamy si¢ z osobnikami
w roznym stanie klinicznym, co szczegdlnie dotyczy zwierzat w starszym wieku
i dlatego prawidtowy dobor pacjenta do badania ma zasadnicze znaczenie. Aby
unikng¢ tych btedow 1 uzyskaé wiarygodne wyniki badania, w swoim
doswiadczeniu Davidson i wsp. [1999] wykorzystali dobrze poznany klon myszy
C57BL/Icrfat. Zbadano po 5 samcow z grupy wiekowej 6 i 28 miesigcy. Do
badania pobrano migsien ptaszczkowaty (musculus soleus) i miesien prostownik
dhugi palcow (musculus extensor digitorum longus) konczyny miednicznej lewe;.
Wyniki w tym przypadku wskazaty wzrost stopnia waskularyzacji mig$ni
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w starszej grupie wiekowej myszy. Ten zaskakujacy wynik autorzy upatruja
w nadmiernej ekspresji czynnikow angiogenezy, takich jak: czynniki wzrostu
fibroblastow i komoérek $rodblonka naczyniowego, interleukin 1 i 8, na skutek
niedokrwienia mig$ni u badanych myszy, czego normalnie nie obserwuje si¢
U ludzi i innych gatunkow zwierzat. Temat waskularyzacji mig$ni szkieletowych,
w tym roéwniez zmiany zachodzace wraz z procesami starzenia si¢ mig$ni
W swojej pracy przegladowej szeroko opisuja Ranjbar i wsp. [2019]. Autorzy
zwracajg takze uwagg na duze rozbieznoSci w wynikach badan nad
unaczynieniem starzejacych si¢ migéni. Przytaczaja wiele prac potwierdzajacych
0g6lng tendencje do spadku stopnia mikrounaczynienia starzejacych si¢ migsni,
a tym samym ich zdolnosci do regeneracji. Jak powszechnie wiadomo, im silnigj
unaczyniona jest dana tkanka, tym ma wigksze zdolnosci do regeneracji. Dla
potwierdzenia tej tezy przytoczono miedzy innymi badania na myszach,
w ktérych wykazano, ze w odpowiedzi na niedokrwienie mig$ni tylnych partii
ciata u starych myszy wystepuje wyrazne uposledzenie zdolno$ci do regeneracji,
a tym samym odbudowy naczyn wlosowatych w poréwnaniu z mtodymi
osobnikami [Shimada i wsp., 2004; Yu i wsp., 2006]. Uwaza si¢, ze spadek
stopnia unaczynienia mig¢$ni moze by¢ zwigzany z upos$ledzeniem zaréwno
zdolno$ci do kurczenia, jak i rozszerzania si¢ naczyn wlosowatych, jako
odpowiedz na dysfunkcje §rodbtonka naczyniowego u osob starszych [Bloor,
2005]. Jak wynika z powyzszej dyskusji, temat zmian unaczynienia mig$ni
szkieletowych w procesie starzenia to wcigz niewyjasniona do konca sprawa
i trwaja nadal badania w tym kierunku. O ile modele ludzkie i zwierzat
laboratoryjnych zostaty juz szczegdélowo zbadane, to w przypadku pséw nadal
wyniki sg niewystarczajace.

W tabeli 6 porownano dodatkowo mikrounaczynienie (kapilaryzacje)
migsnia dwuglowego ramienia (M. biceps brachii) i czworoglowego uda
(m. quadriceps femoris) pséw bez wzgledu na grupe wiekowa. Analizujgc stopien
unaczynienia mig¢snia dwugtowego ramienia i migénia czworoglowego uda, nie
stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w kapilaryzacji pomiedzy badanymi
migsniami. Odmienne wyniki u szczuréow uzyskali Kano i wsp. [2002], ktorzy
porownywali unaczynienie mie$ni Soleus (ptaszczkowaty) i plantaris
(podeszwowy).

Tabela 6. Poréwnanie mikrounaczynienia (kapilaryzacji) migsnia dwugtowego
ramienia (m. biceps brachii) i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris)

psow
Miesien
Cecha biceps brachii (BB) | quadriceps femoris (QF) F P
Liczba kapilar/1
wlokno 1,52 +0,47 1,46 +0,33 0,34 | 0,564
mie$niowe
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W tabeli 7 zestawiono liczbe prawidtlowych widkien migSniowych oraz
wybranych zmian histopatologicznych w mig$niu dwugtowym ramienia
(m. biceps brachii) i czworogtowym uda (m. quadriceps femoris) w zaleznosci
od wieku badanych pséw. Na fotografiach 9-12 przedstawiono przyktady zmian
w strukturze badanych migsni szkieletowych psow.

Tabela 7. Liczba prawidtowych wiokien migsniowych oraz wybranych zmian
histopatologicznych w migsniu dwugtowym ramienia (m. biceps brachii)
i czworogtowym uda (m. quadriceps femoris) w zaleznosci od wieku

badanych psow
Miesien Cech Grupa F P
igsien echa 1 ) 3 4
Wiokna 762,67~ | 109,008 | 108,908 | 130,33F
prawidlowe | £506.50 | 4101 | 3348 | 5863 | 1887 | <0001
Atrofia 2.33 9,00 12,70 16,27
wiékien 1252 | 900 | +1233 | 42118 | @60 | 062
Wibkna 21,33 550 5.80 920 |, | 13
biceps olbrzymie +24 91 +3.54 +6,25 +7.72 ' '
bzgg;" E:;::Ei 11,00 | 6,50 7,20 900 1 627 | 085
A +11,53 | +3,54 | +476 | 4871 ' '
wilokien
Martwica 0,13
tokion 0,00 0,00 0,00 w5 | 081 | 082
" 0,33 2,00 2,60 3,40
Splitting 1058 | 283 | 259 | 259 | 134 | 028
Wiokna 515,00~ | 76,508 | 128,908 | 147,93°
prawidlowe | £278.65 | 21,92 | 61,05 | 92,03 | 1109 | <0001
Atrofia 17,00 3,00 10,40 19,73
whékien 21572 | 4141 | +1201 | +1873 | 109 | 037
Wiokna 6,67 6,00 4,50 75 | 020 | oa2
quadriceps olbrzymie +3,51 +2 83 +2.55 +10,33 ' '
fe('g(’Fr)'s f:;::ﬂi 1900 | 1400 | 1180 | 1200 | 4ea | ges
a +16,82 | +2,83 | +7,98 | 4881 ' '
wilokien
Martwica 0,00 0,00 0,10 0,00
whokien 1000 | 000 | =032 | <000 | 064 | 060
" 3,33 3,00 2,70 3,00
Splitting 416 | =424 | 226 | 204 | OO0 | 098

Grupa 1 — psy w wieku < llat
Grupa 2 — psy w wieku > 1- <5 lat
Grupa 3 — psy w wieku >5- <10 lat
Grupa 4 — psy w wieku >10 lat

&b _ro7nice statystycznie istotne dla P<0,05
A B _ réznice statystycznie istotne dla P<0,01
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Fot. 9. Obraz mikroskopowy mig¢snia BB [Fot. 10. Obraz mikroskopowy mig¢$nia BB

8-letniego psa rasy owczarek 10-letniej suki rasy shih tzu.
niemiecki. Barwienie HE. Barwienie HE. Strzatkg oznaczono
Strzatka oznaczono atrofi¢ splitting, gwiazdka — wtdkno
wlokna, trojkatem - przerost olbrzymie. Pow. 100x

omigsnej, gwiazdkami - wiokna
olbrzymie. Pow. 100X

Fot. 12. Obraz mikroskopowy migsnia BB
9-letniej suki rasy buldog
francuski.

Barwienie HE. Strzatka oznaczono
martwicg wlokna, trojkatem —
przerost tkanki tacznej. Pow. 100x

Fot. 11. Obraz mikroskopowy migénia QF
12-letniego psa mieszanca. Barwienie HE.
Strzatka oznaczono zmiang ksztattu
wtokna — wtokno trojkatne, trojkatem
przerost omigsnej. Pow. 100x

Badajac wptyw wieku pséw na rozleglos¢ zmian patologicznych, a co si¢
Z tym wigze - liczbg prawidtowych wiokien migsniowych w migsniach BB i QF,
stwierdzono, ze najwicksza liczbg prawidlowo zbudowanych komorek
migsniowych charakteryzowaty si¢ migsnie psow najmtodszych i roznity si¢ one
istotnie statystycznie z pozostatymi grupami (P<0,01). Na tej podstawie mozna
zauwazyC€, iz wraz z wiekiem maleje liczba wldkien mie$niowych, co takze
zaobserwowano w badaniach u ludzi [Lawniczak i wsp., 2012]. Spos$rod zmian
patologicznych z najmniejsza czg¢stotliwoscia wystepowaty wtokna martwicze.
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Martwicy widkien nie stwierdzono w grupach 1., 2. 1 3. w migéniu BB oraz
w grupach 1., 2. i 4. w mi¢$niu QF. Odnotowano natomiast zwigkszong liczbe
wldkien o zmienionym ksztalcie (innym od wielokatnego na przekroju
poprzecznym), co moze by¢ zwigzane z ich wzrostem i ksztaltowaniem
w mtodym wieku badanych osobnikéw badz tez stanowi¢ wstep do zaniku
wldkien u psow w starszym wieku. W przypadku pozostatych zmian nie
stwierdzono réznic statystycznie istotnych miedzy badanymi grupami psow.
Sama liczba zmienionych patologicznie wtokien, bez odniesienia ich liczby do
liczby wszystkich widkien w migéniu, nie obrazuje w petni zmian zachodzacych
w migsniach wraz z wiekiem. W zwiagzku z tym na wykresach
1. i 2. przedstawiono procentowy udzial zmian patologicznych w stosunku do
0g6lnej liczby wiokien w badanych migsniach. Jak wynika z wykresu
1., w mig$niu BB odsetek zmian w strukturze wiokien mig$niowych wraz
z wiekiem zwierzat zwickszat sig.

W migéniu QF tendencja ta zostala zachwiana przez grupe 2. psoéw, w ktorej
obserwowano zwigkszony udzial wiokien olbrzymich, zmiany ksztaltu oraz
rozszczepienia widkien w poréwnaniu do pozostatych grup (wykres 2.). Nalezy
jednak podkresli¢, ze najmniejszym odsetkiem zmian charakteryzowaty sie¢
mies$nie pséw najmtodszych, natomiast w obu mi¢$niach wraz z wiekiem psow
zwiekszeniu ulegatl odsetek widkien atroficznych.

Wykres 1. Udziat (%) zmian patologicznych w stosunku do ogélnej liczby wtdkien
w migs$niu dwuglowym ramienia (m. biceps brachii) pséw

|| 5,25 5,475,35
,17 ,23
2,67
19
0,29 1,38 0 0,04 0 1,52 (i} o,osl_
=

grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4

m atrofia wtdékna olbrzymie zmiana ksztattu martwica  m splitting
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Wykres 2. Udziat (%) zmian patologicznych w stosunku do ogdlnej liczby widkien
W migsniu w mig¢$niu czworoglowym uda (m. quadriceps femoris) psow

13,66
7,45
5,85 6,29
,96
3,39 2,03 84
1,19 00,59 0 0,061,7 0 ._
grupa 1 grupa 2 grupa 3 grupa 4
m atrofia wtdkna olbrzymie zmiana ksztattu martwica splitting

Tabela 8. Porownanie liczby prawidtowych wtdkien migsniowych oraz wybranych
zmian histopatologicznych w mig¢éniu dwuglowym ramienia (m. biceps
brachii) i czworogtowym uda (m. quadriceps femoris) psow

Miesien
Cecha biceps brachii quadriceps femoris F P
(BB) (QF)
Wibkna 185,00+ 24129 | 17353+15642 | 005 | 0,828
prawidlowe
Atrofia widkien 13,20 + 16,91 15,23+ 16,14 0,23 0,636
Widkna
olbrzymie 9,03+ 10,21 6,33+ 7,52 1,36 0,248
Zmiana ksztattu | g jap 4 5 4 12,772+ 9,04 412 | 0,047
widkien
Martwica widkien 0,07 £0,37 0,03+0,18 0,20 0,656
splitting 2734255 2,93+233 010 | 0752

b _ roznice statystycznie istotne dla P<0,05

Tabela 8. przedstawia porownanie mig$nia dwuglowego ramienia (m. biceps
brachii) i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris) pod wzgledem liczby
prawidtowych wiokien migsniowych oraz wybranych zmian histopatologicznych
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niezaleznie od wieku psoéw. Przeprowadzona analiza wykazala, ze istotnie
statystycznie wigcej wiokien o zmienionym ksztatcie (P<0,01) zawieral migsien
czworogtowy uda (QF) w porownaniu do migénia dwugtowego ramienia (BB)
(odpowiednio: 12,77 w migsniu QF i 8,43 w mig¢éniu BB, P<0,05).

Zwigzana z wiekiem utrata masy 1 sity migsniowe;j jest wieloczynnikowym
stanem, ktéry wystepuje u réznych gatunkéw i stanowi jeden z gldwnych
problemow zdrowotnych u 0s6b starszych w medycynie ludzkiej. W medycynie
weterynaryjnej zanik migsni szkieletowych czesto obserwuje si¢ u psoOw
w starszym wieku, ale proces ten nie jest nadal dobrze poznany. Wraz z wiekiem,
jak opisano juz wcze$niej, obserwowane sg zarOwno zmiany mikrostrukturalne,
jak i histopatologiczne w obrebie migsni szkieletowych zwierzat. Stopien
nasilenia tych zmian jest jednak bardzo zr6znicowany u poszczegoélnych
osobnikéw, nawet w tej samej grupie wiekowej. Przede wszystkim wynika to
Z chorob wspdtistniejacych i przyjmowanych w zwigzku z nimi lekow. Do
najczesciej spotykanych patologii migéni zalicza si¢ atrofi¢. Zanik (atrophia)
oznacza stopniowe pomniejszenie objetosci komorek, co prowadzi do
zmniejszenia si¢ narzadu i uposledzenia jego czynnosci. Wiasnie u zwierzat
starszych zanik szczegdlnie widoczny jest w obrebie mie$ni szkieletowych, gdzie
zaraz po tkance tluszczowej dochodzi najszybciej do zmian atroficznych [Madej
i Rotkiewicz, 2011]. Istnieje wiele typow atrofii, przy czym u starszych zwierzat
spotyka sie najczeSciej zanik tluszczakowaty (atrophia lipomatosa), gdzie
W miejscu zanikajacych wtokien miesniowych pojawiajg komorki thuszczowe, co
dotyczy glownie otylych starych psow. Innym typem zaniku jest atrofia
Z nieczynnoéci (atrophia ex inactivitate), gdzie nieuzywane migs$nie,
np. z powodu uposledzonego poruszania si¢, ulegajg stopniowemu zanikowi.
Opisywana jest rOwniez atrofia z niedozywienia (atrophia ex inanitione), ktora
towarzyszy wyniszczeniu organizmu i wielu przewlektym chorobom, w tym np.
niewydolnos$ci nerek u pséw. Zwierzeta w trakcie tych chorob potrafiag popadac
w dhugotrwala kacheksje prowadzaca miedzy innymi do ich silnego
wychudzenia. Do$¢ czgsto spotyka sie¢ rowniez zanik spowodowany
uszkodzeniem nerwow (atrophia trophoneurotica), co w konsekwencji
powoduje uposledzenie stymulacji neurologicznej niezbednej do prawidlowego
funkcjonowania migsni. Czegsta choroba wystepujaca u starszych psow,
szczegolnie u owczarkow niemieckich, jest postepujace zwyrodnienie kregoshupa
z towarzyszacg stenozg odcinka ledzwiowo-krzyzowego okreslang jako syndrom
ogona konskiego - cauda equina syndrome (CES) (Sulla i wsp., 2018]. Jest to
choroba przewlekta postgpujaca powoli, charakteryzujaca si¢ migdzy innymi:
boélem, ograniczeniem czucia w konczynach miednicznych i ogonie,
niedowtadem lub porazeniem konczyn tylnych, nietrzymaniem moczu i katu,
a takze impotencja. Uposledzenie unerwienia koficzyn tylnych i ich niedowlad,
szybko prowadzi do zanikow denerwacyjnych migéni obrgczy miednicznej
i konczyn miednicznych, co poteguje dysfunkcje ruchows i prowadzi do trwatego
kalectwa chorujacych psow. Kolejng opisywana zmiang w strukturze widkien
mig$niowych u psow jest obecno$¢ tzw. wtokien olbrzymich. Hipertrofia, czyli
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przerost wiokien mig$niowych charakteryzuje si¢ wyraznie wigksza $rednica,
owalnym lub okraglym ksztaltem, jednolita strukturg cytoplazmy oraz
ciemniejszym zabarwieniem. Wtokna olbrzymie najczesciej usytuowane sa
pojedynczo, moga wystgpowaé rowniez w grupach, gléwnie peryferyjnie
w wigzkach widokien migsniowych [Gorska i Wojtysiak, 2017]. Przyczyna
powstawania hipertrofii nie do konca jest znana. Wieckszo$¢ autorow sadzi, ze
zmiana ta powstaje jako nastepstwo patologicznego pobudzenia nerwowego.
Hipertrofia moze by¢ konsekwencjg wielu stanow chorobowych. Do czynnikow
powodujacych hipertrofi¢ zalicza si¢: uszkodzenie unerwienia, stan
nieaktywnosci, niedozywienie, starzenie si¢ lub wyniszczenie organizmu
[Remignon i wsp., 1995]. Hipertrofia moze zachodzi¢ w kazdym typie widokien
migsniowych, najczgsciej jednak we wtoknach typu IIB [Schubert-Schoppmeyer
i wsp., 2008]. Z kolei Miraglia i wsp. [2006] wskazuja, ze zwigkszona liczba
wldkien olbrzymich koreluje dodatnio ze wzrostem $rednicy wiokien
mig$niowych. Jak juz wczesniej opisano w tym badaniu, najwigksza liczba
wlokien olbrzymich wystepowata w grupie mlodych i najstarszych psow.
Szczegolnie duzo wildkien olbrzymich obserwowano osobniczo w mig$niach
starych pséow z grupy 4. dotknigtych chorobami neurodegeneracyjnymi.
Uzyskane wyniki sg zgodne z doniesieniami naukowymi dotyczacymi przyczyn
neurologicznych powstawania wtokien olbrzymich. Obserwowane w badanych
mieéniach rozszczepienie wiokna migsniowego, inaczej splitting, zwigzane jest
z uszkodzeniem wiokna. W pierwszej fazie tej zmiany pojawia si¢ szczelina,
ktora czesciowo dzieli wiokno. Nastgpnie dochodzi do catkowitego rozdziatu
wiokna. W ostatniej fazie nastgpuje wrastanie tkanki tacznej migdzy rozdzielone
czesci wiokna [Murach i wsp., 2019]. Splitting prawdopodobnie spowodowany
jest przeciagzeniem komorek przez zbyt maty doptyw krwi do wtokien, a przez to
ich niewlasciwe odzywienie [Bogucka i wsp., 2018]. Dos$¢ czesto spotykang
zmiang w migsniach psdéw, w tym réwniez geriatrycznych, byly wiokna
0 zmienionym ksztalcie (innym niz wielokatny — tj. trojkatny - angularny
i trapezowaty). Podobnie, Braund i wsp. [1982] obserwowali w probkach migéni
psow wiokna o tzw. ,nietypowych ksztattach”. Wojtysiak 1 wsp. [2012]
przeprowadzili badania na mig$niu potbtoniastym §win (m. semimembranosus)
I wykazali, Zze czestotliwos¢ zmian ksztattu wiokien trojkatnych moze wzrastaé
wraz z wiekiem oraz prawdopodobnie moze poprzedza¢ zanik wilokien
mie$niowych. W naszej pracy nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
w liczbie witokien migsniowych o zmienionym ksztalcie pomiedzy grupami
wiekowymi psow, chociaz zmiany te byly czgsto obserwowane w starzejacych
si¢ miesniach psow. Ostatnim typem zmian histopatologicznych wtokien
mieéniowych analizowanych w badaniach wtasnych byta martwica (necrosis).
Byta to rzadko spotykana patologia mig$ni i zostata stwierdzona tylko w grupie
3.1 4., czyli u zwierzat najstarszych. To moze §wiadczy¢ o fakcie, ze procesy
martwicze w migsniach psow pojawiaja si¢ dopiero, kiedy mig$nie ulegajg
procesom starzenia i bardzo rzadko obserwuje si¢ tego typu zmiany u mlodych
osobnikow. W migéniach szkieletowych najczesciej spotykang jest tzw. martwica

62



woskowa (necrosis cerea), nazywana tez martwicg Zenkera (Zenker’s necrosis)
nalezaca do martwic skrzepowo-denaturacyjnych. Obserwowano ja w mig¢$niach
poprzecznie prazkowanych u koni w przebiegu migsniochwatu porazennego,
a takze u owiec, $win i ptakow, gdzie ulegajace martwicy migsnie przypominaja
makroskopowo biate migso kurze, przeswiecajace jak migso rybie, czgsto usiane
licznymi wynaczynieniami. W badaniach histopatologicznych mozna stwierdzi¢
w takich migéniach wtokna z zanikiem poprzecznego prazkowania, o wygladzie
szklistym, rozpadajace si¢ odcinkowo na drobne grudki i ziarenka [Madej
i Rotkiewicz, 2011]. Z czasem, w obrebie widkien objetych procesami martwicy
pojawiaja si¢ komorki fagocytarne tzw. zerne i wowczas obraz taki nazywamy
martwicg z fagocytoza [Veress 1 wsp., 1966]. Charakterystyczng cecha obrazu
histopatologicznego migséni szkieletowych jest przerost tkanki tacznej, dlatego na
wykresach 3. i 4. przedstawiono liczbe psow wykazujacych te zamiang w obu
badanych migéniach. Na podstawie wykresOw mozna stwierdzi¢, ze wraz
z wiekiem zwierzat zwigksza si¢ ilo§¢ tkanki tacznej w migéniu, przy czym
przerost bardzo rozlegly mozna spotka¢ jedynie w grupach pséw najstarszych
(3. 1 4.). Jest to zgodne z opinia Purslow [2005], ze mlode zwierzeta
charakteryzuja si¢ cienkimi blonami tkanki tacznej, ktora dopiero wraz
z uplywem lat ulega przerostowi. Przero$nicta tkanka taczna czgsto uciska
naczynia wilosowate w mig$niu, w wyniku czego moze dochodzi¢ do
niedotlenienia i powstawania zmian degeneracyjnych wiokien.
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Wykres 3. Liczba psow wykazujacych przerost tkanki tagcznej w migéniu dwugtowym
ramienia (m. biceps brachii)

grupa 2 grupa 3

m0 (] Wl el (0

grupa 1 — psy w wieku < 1lat 0 - brak zmiany

grupa 2 — psy w wieku > 1- <5 lat + - zmiana o0 matej rozlegtosci

grupa 3 — psy w wieku >5- <10 lat ++ - zmiana o umiarkowanej rozlegtosci
grupa 4 — psy w wieku >10 lat +++ - zmiana bardzo rozlegta

Wykres 4. Liczba pséw wykazujacych przerost tkanki tgcznej w migéniu
czworogtowym uda (m. quadriceps femoris)

grupa 2 grupa 3

.0 [ DS PRI U

grupa 1 — psy w wieku < 1lat 0 - brak zmiany

grupa 2 — psy w wieku > 1- <5 lat + - zmiana o matej rozleglo$ci

grupa 3 — psy w wieku >5- <10 lat ++ - zmiana o umiarkowanej rozleglosci
grupa 4 —psy w wieku >10 lat +++ - zmiana bardzo rozlegta
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W tabeli 9. oraz na fotografiach 13. i 14. przedstawiono liczb¢ komodrek
satelitarnych (Pax-7) w migéniu dwuglowym ramienia (m. biceps brachii)
i czworoglowym uda (m. quadriceps femoris) z uwzglednieniem grup
wiekowych psow.

Tabela 9. Liczba komorek satelitarnych (Pax-7) w mig$niu dwugtowym ramienia
(m. biceps brachii) i czworogtowym uda (m. quadriceps femoris)
w zalezno$ci od wieku badanych pséw

Miesien Cecha Grupa = P
1 2 3 4
biceps 77,00 64,00 67,40 52,00 278 | 0.06
brachii (BB)| Liczba +37,40 +11,31 +14,68 +13,65 ' !
komorek
quadriceps Satelltarnych
. PAX-7 65,33 55,00 63,30 53,60
femoris | ( ) Ny 424 £17.02 sioes | 128 | 030
(QF)

Grupa 1 — psy w wieku < llat
Grupa 2 — psy w wieku > 1- <5 lat
Grupa 3 — psy w wieku >5- <10 lat
Grupa 4 — psy w wieku >10 lat

O G
AS o e, ’* -
] ’t'! < - k4 ’
J » v
s - . -
v \ V » :
- ’\ G -
+2- R P :
% ¢ ;, ’ " 2>
s S 27 7 g & PR .
R ™ i \ ,
e ’; v "'4. - = - R ‘ L ” Ca - 4 p
Pyc/ ¥ 3 ?,-';‘f'! /. *.”"-:m’./.(.:;"'tfk -, " 5 Y et
Fot. 13. Obraz mikroskopowy migs$nia BB |Fot. 14. Obraz mikroskopowy mig$nia QF
9-letniego psa rasy golden 9-letniego psa rasy golden
retriever. Reakcja na obecnos$¢ Pax retriever. Reakcja na obecnos$¢ Pax
7. Strzatkami oznaczono komorki 7. Strzatkami oznaczono komorki
satelitarne. Pow. 200x satelitarne. Pow. 200x

Analizujac wplyw wieku psow na liczbe komorek satelitarnych (Pax-7
pozytywnych), nie wykazano roznic istotnych statystycznie pomigdzy badanymi
grupami. Jednak pomimo braku istotnych rdéznic nalezy zauwazy¢, ze
stosunkowo najwigksza liczb¢ komorek satelitarnych, zarowno w migéniu
dwuglowym ramienia, jak czworogtowym uda stwierdzono w grupie zwierzat
najmiodszych do 1. roku zycia, a najmniejszg u psow geriatrycznych w wieku
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powyzej 10 lat. Do bardzo podobnych wnioskéw doszli w swojej pracy
badawczej Verdijk i wsp. [2014], ktorzy wykazali, ze u ludzi od momentu
narodzin do osiagnigcia dojrzatosci radykalnie zwicksza sie wielko$¢ wiokien
mie$niowych, natomiast nie zmienia si¢ liczba komoérek satelitarnych. Nie
wykazano rowniez réznic w tym zakresie pomiedzy wioknami typu
I i II. Stwierdzono jednak, ze wraz z postepujacym procesem starzenia miesni
szkieletowych dochodzi do atrofii witokien typu II i zmniejszenia liczby
zawartych w nich komorek satelitarnych, a tym samym potencjatu
regeneracyjnego. W badaniu tym potwierdzono takze, ze 12-tygodniowy trening
oporowy zwigkszyt zardbwno rozmiar, jak i liczbe komorek satelitarnych we
wioknach typu II, co oznacza, ze ¢wiczenia fizyczne stanowig dobra metode
op6zniania procesOw starzenia.

Tabela 10. Porownanie liczby komorek satelitarnych (Pax-7) w migsniu dwuglowym
ramienia (m. biceps brachii) i czworogtowym uda (m. quadriceps femoris)

Miesien
Cecha biceps brachii quadriceps femoris F P
(BB) (QF)
Liczba komoérek
satelitarnych 60,43 £ 18,45 58,10 + 14,20 0,30 | 0,585
(PAX-7)

W tabeli 10. zestawiono liczbe komorek satelitarnych (Pax-7) w mig$niu
dwugtowym ramienia (m. biceps brachii) i czworogtowym uda (m. quadriceps
femoris) bez podziatu pséw na grupy wiekowe. Jak wynika z powyzszej tabeli,
nie wykazano takze rdznic statystycznie istotnych pomigedzy w/w migsniami.

Migéniowe komorki satelitarne (muscle satellite cells - mSC) sg gtownymi
komoérkami macierzystymi mig$ni odpowiedzialnymi za ich zdolno$ci
regeneracyjne i odgrywaja bardzo wazna role w procesach dystrofii i starzenia
si¢ migéni. Mig$nie szkieletowe stanowig okoto 40% masy ciata i do ich funkcji
nalezy m. in. utrzymanie postawy, ruchliwo$¢, regulacja temperatury ciata,
magazynowanie energii i wsparcie tkanek miekkich. Maja one wysoka zdolno$¢
regeneracyjna po roéznego typu urazach, co jest bezpo$rednio zwigzane
z obecnoscia komorek satelitarnych znajdujacych si¢ migdzy blaszka podstawna,
a btong migsniowa. U dorostych osobnikéw begdace w stanie spoczynku mSC
moga by¢ aktywowane przez okreslone sygnaty pojawiajace si¢ po urazie migsni.
Tymczasem w chorobach przewleklych procesy zwyrodnieniowe, takie jak
dystrofie mig¢sniowe, prowadza do ich stalej patologicznej aktywacji, co
w efekcie skutkuje zubozeniem puli tych komorek
i uposledzeniem procesu regeneracji [Ribeiro i wsp., 2019]. Biorac pod uwage
tak wiele waznych funkcji uktadu mig$niowego, nic dziwnego, ze prawidtowa
sifa migéniowa jest pozytywnie skorelowana z lepsza jakos$cig zycia zarowno
ludzi, jak i zwierzat, a ujemnie skorelowana ze $miertelnoscia z jakiejkolwiek
przyczyny. Zainteresowaniem wielu naukowcow ciesza si¢ zdolnosSci
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regeneracyjne miesni, a tym samym aktywnos$¢ komorek satelitarnych podczas
ich starzenia. Wystgpujaca z wiekiem sarkopenia i atrofia mi¢$ni w konsekwencji
prowadzi do wzrostu zachorowalnosci starszych osobnikow, w tym przede
wszystkim skutkuje wigksza podatnoscig na urazy typu zwichnigcia stawow
i ztamania ko$ci, co wynika ze zmniejszonej stabilizacji migsniowej uktadu
ruchowego. Liczne badania molekularne i genetyczne prowadzone gtéwnie na
myszach transgenicznych wyjasnity do$¢ szczegotowo szlaki regeneracyjne
komorek migsniowych i rolg komorek satelitarnych w tych procesach. Komorki
satelitarne sg tak nazwane ze wzgledu na ich pozycje¢ satelitarng w stosunku do
wldkien migsniowych i stanowia heterogenna populacj¢ komorek macierzystych
i progenitorowych potrzebnych do odbudowy migsni. Komorki satelitarne
wykazuja silng ekspresje czynnika transkrypcyjnego Pax7 i sekwencyjnie
wyrazaja ekspresj¢ miogennych czynnikow regulatorowych MRF takich jak:
Myf5, MyoD, MyoG, Myf6, poniewaz ulegaja stalym procesom proliferacji
i roznicowania. Dojrzate wtokna mie$niowe z nieaktywnymi mSC wykazuja
ekspresje Pax 7 przy braku ekspresji Myf5, MyoD (Pax7+/Myf5-/MyoD-) Takie
komorki to okolo 10% populacji mSC stanowiacych dlugoterminowa
samoodnawiajgcg si¢ populacje komorek macierzystych. Pozostate 90%
populacji komorek satelitarnych to komorki zdeterminowane, ktére wyrazaja
ekspresje Myf5 1 wydaja sie tworzy¢ krotkoterminowa, samoodnawiajaca si¢
populacje. Aktywacja mSC na skutek miedzy innymi mikrourazéw mig$ni
prowadzi do nasilonej ekspresji Myf 5, a nastgpnie MyoD, przez mSC
i konsekwencji do ich nasilonej proliferacji. W tym czasie wigkszos¢ mSC
przestaje wykazywac ekspresje Pax7, ale czgs¢ namnazajacych sie¢ komorek
nadal zachowuje syntez¢ Pax7 przy jednoczesnym obnizeniu poziomu MyoD,
umozliwiajac w ten sposob samoodnowe populacji wyciszonych mSC.
Roznicujace mioblasty (Pax7-/Myf5-/Miogenina+/Myf6+/ MyoD+)
dojrzewajac, ostatecznie syntetyzujg bialka charakterystyczne dla miegéni
szkieletowych (np. miozyna, m-kadheryna), a obnizaja ekspresj¢ MyoD. Ich
fuzja ze soba Iub z uszkodzonym wildknem prowadzi do powstania
zregenerowanych komodrek mig$niowych, charakteryzujacych sie poczatkowo
centralnie potozonym jadrem [Kozakowska i wsp., 2015]. Liczne badania nad
regeneracja starzejacych si¢ migsni szkieletowych, a tym samym liczbg komorek
satelitarnych, nie przyniosty jednoznacznych wynikow. Rozbieznosci te moga
wynika¢ z wielu czynnikéw, miedzy innymi z roznic migdzygatunkowych
zwierzat poddanych badaniom, ich wieku, doboru mig¢énia czy technik uzytych
do liczenia mSC. Odwracalny brak aktywno$ci komérek mSC jest niezbedny do
utrzymania dlugoterminowego potencjalu regeneracyjnego jako swoisty
podzbidr regeneracyjnych komorek macierzystych. Obecno$¢ spoczynkowych
komorek satelitarnych jest stalym zabezpieczeniem regeneracyjnym dojrzatych
migéni, ktore w kazdej chwili na skutek odpowiedniego bodzca aktywacyjnego
moga zainicjowaé procesy proliferacji i odbudowy uszkodzonych migéni [Chen
i wsp., 2020]. Jednak okresy przedtuzajacego si¢ stanu spoczynkowego komorek
satelitarnych mogg negatywnie wptynag¢ na ich dlugoterminowg Zzywotnosc,
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prowadzac do ostabienia potencjatu regeneracyjnego. Pomimo obnizonej syntezy
biatek, spowolnionego metabolizmu i ogolnej aktywnosci komorkowej
spoczynkowe komorki satelitarne nadal wymagaja procesow komorkowych, aby
podtrzymac SWOj potencjal  podziatowy. Zachodzace  procesy
wewnatrzkomoérkowe stale generuja szkodliwe metabolity, mikrouszkodzenia
organelli wewnatrzkomorkowych 1 wzrost poziomu wolnych rodnikéw
pochodzenia mitochondrialnego [Van Velthoven i wsp., 2019]. Akumulacja
szkodliwych produktéw metabolizmu komoérkowego, wplywa niekorzystnie na
zywotno$¢ nieaktywnych komorek satelitarnych. Na szcze$cie majg one szereg
mechanizméw ochronnych zapobiegajacych nadmiernemu gromadzeniu si¢
produktow przemiany materii, uszkodzeniu DNA, a tym samym opo6zniajacych
procesy starzenia mSC [Garcia-Prat i wsp., 2016]. Jednak spoczynkowe komorki
satelitarne w dhluzszych okresach uspienia sa narazone na proteotoksyczno$c.
Podczas dhugotrwalego braku aktywnosci podzialowej komorek dochodzi do
nagromadzenia dysfunkcyjnych biatek i organelli, ktore w przeciwnym razie
zostatyby zmniejszone przez regularne cykle komorkowe. Aby zapobiec
potencjalnej proteotoksycznosci, systemy ochrony komorkowej, takie jak
ubikwityna-proteasom, czy autofagia zapewniajg stala wymian¢ materiatu
komoérkowego wynikajgcego z podziatdéw komorkowych i zapewniajg im dtuzsza
zywotno$¢. Niestety, te i inne wczesniej opisywane mechanizmy ochronne sa
niewystarczajgce, aby utrzymaé¢ dlugoterminowa zywotno$¢ komorek
satelitarnych oraz zdolno$ci regeneracyjne migsni przez cale zycie. W koncu
spoczynkowe geriatryczne komorki satelitarne wkraczaja w tak zwany stan
przedstarzeniowy poprzez de-represje biatka p16'N4 (Cdkn2a), ktore spowalnia
podziaty komorkowe, wydluzajac czas deaktywacji komorkowej, a tym samym
zwigkszajac uszkodzenia DNA poprzez dodatnie sprzezenie zwrotne ze
wzrostem ilosci wolnych rodnikow ROS. W efekcie tego mSC geriatrycznych
miesni nie sg tak zdolne i wydajne w przechodzeniu ze stanu u$pienia GO do
aktywacji niezbednej do regeneracji populacji komoérek i w konsekwencji sg
niezdolne do nadazania za postepujaca z wiekiem degradacja migéni [Ciecierska
i wsp., 2019]. Podobnie w niniejszej pracy stwierdzono tendencje do spadku
ilosci mSC u pséw wraz z wiekiem, mimo Ze nie byla to istotna statystycznie
roznica. W innych badaniach wykazano, ze przekroje mig$ni dorostych
I geriatrycznych myszy w poréwnaniu z mlodymi myszami wykazuja oznaki
zaniku miegéni: atrofiec wiokien, spadek stopnia unerwienia i re- ekspresje
embrionalnego tancucha cig¢zkiego miozyny oraz centralne polozone jadra
[Garcia-Prat i wsp., 2013; 2016]. Wydaje si¢, ze szlaki autofagii i mitofagii
aktywne podczas dilugotrwatego spoczynku nie sg wystarczajgcym
mechanizmem, aby zapobiec procesom starzenia komorek satelitarnych i ich
nieodwracalng utrata [Wen i wsp., 2016]. Witasnie dlatego stata stymulacja
komorek satelitarnych do ich podzialow warunkuje ich wigksza przezywalnosé
oraz zdolnosci do regeneracji, co wynika z mniejszego nagromadzenia
czynnikow  proteotoksycznych  poprzez tak zwane  rozcienczenie
cytoplazmatyczne. Wykazano w badaniach geriatrycznych, ze to migdzy innymi
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aktywno$¢ fizyczna, w tym c¢wiczenia, jest jednym z najskuteczniejszych
czynnikow stymulujacych aktywno$¢ komorek satelitarnych. Aktywacja,
proliferacja, a nastgpnie roznicowanie i fuzja komorek satelitarnych do
istniejacych wiokien migsniowych powoduje przyrost masy migsniowej podczas
¢wiczen fizycznych. Brak aktywnosci ruchowej w starszym wieku, jak i siedzacy
tryb zycia prowadza do szybszego spadku masy migéniowej u starszych
osobnikow. Co ciekawe, uszkodzenie komorek satelitarnych poprzez ich
napromieniowanie powoduje, ze pomimo treningu sitowego nie dochodzi do
wzrostu masy migsniowej. Potwierdza to dominujaca role mSC w procesach
odnowy i regeneracji tkanki miesniowej [Abreu i wsp., 2017; Bogdanis, 2012].
Potrzebne sg jednak dalsze badania nad funkcjg mSC i procesami wpltywajacymi
na ich wydolnos$¢ regeneracyjna w starszym wieku zaréwno u ludzi, jak i zwierzat
domowych, co moze w konsekwencji doprowadzi¢ do opracowania
skuteczniejszych metod zapobiegania starczym zanikom i dysfunkcjom uktadu
mie$niowego.
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5.2. WSKAZNIKI
KRWI

MORFOLOGICZNE

I BIOCHEMICZNE

Tabela 11. Warto$ci wybranych wskaznikéw morfologicznych i biochemicznych krwi
ps6w w poszczegdlnych grupach wiekowych

Grupa
Cecha P F P
1 2 3 4

WEBC G/L 8,22:4.99 | 8502092 | 8104358 | 9,5647.85 | 082 | 0493
NEU G/L 4474269 | 4544112 | 6712335 | 8,7547,08 | 090 | 0,454
LYM G/L 2092090 | 0872033 | 1354073 | 2,00£1,64 | 1,02 | 0,400
MONO G/L 0,5620,13 | 0,7520,25 | 0,680,43 | 0,530,15 | 089 | 0461
EOS GIL 1,08°£0,75 | 2,33°£0,36 | 0,34°+0,08 | 0,26°+0,08 | 411 | 0,016
BASO G/L 0022002 | 0012002 | 0084017 | 0,040,04 | 058 | 0,636
RBC T/L 5764297 | 783142 | 654172 | 614130 | 1,07 | 0378

114.40 183,00 158,61 136,55
HGB G/L +11,34 +4.36 28,61 1617 | 241 | 0089
HCT L/L 0342006 | 0542001 | 0462009 | 0442010 | 257 | 0,075

193,33 358,00 401,66 263,64
PLTGIL £188.04 | 214996 | +27760 | 19641 | 109 | 0369
ALBUMINY G/L 28,10 £6,48 | 34,70 £471 | 31,7343,29 | 20,16 48,21 | 086 | 0472
ALT U/L 32,17 420,45 44,01 +35,95 |31,38 +27,54|56.42 £33,25| 1,06 | 0,381

155200° | 53033° | 84327® | 1122.73°

ALFA-AMYLAZA U/L £387,06 | 214145 | 40423 | 51376 | 329 | 0036

321,00 289,80 784,40
AP U/L S [nmeosrora 2R | ey | 083 | 0ot
AST U/L 44,83 +15,82| 35,07 £10,34 | 51,71 +26,84|47,06 £25,65| 0.36 | 0,780
BIALKO CALKOWITE G/L  |68,03 +21,33| 72,47 £30,42 | 67,56 +26,89|62,87 +16,97| 1,04 | 0389
BILIRUBINA CAKOWITA | 5 431160 | 2,604081 | 3,9741,69 | 4,77+419 | 069 | 0566

UMOL/L
CHOLESTEROL MMOL/L | 5874225 | 5.64+1.44 | 697+333 |17,00+3878| 037 | 0,775
CK-KINAZA KREATYNOWA | 361,33 134,67 25112 25563 | 121 | 0290
uiL +22977 | 45465 | 415341 | 412145 | & '

226,49 224,67 284.77 278,36
FRUKTOZAMINAUMOLIL | 22043 o tesbs | seres | 149 | 02390
GLDH U/L 6214361 |33,01+38,08|32,26+37,36| 21,1229,84 | 1,06 | 0,380
GLUKOZA MMOL/L 3274114 | 5332057 |18,66+4367| 3514176 | 0,79 | 0,508
GGTP UIL 3184313 | 3494155 | 3,.86+144 |11,01+14.47| 160 | 0213

88.80 68.70 173,13 130,63
KREATYNINA UMOL/L e g sisier | sap7s | 078 | 0515

630,20 187,77 371,54 652,03
LDH UL £47914 | +7170 | 25580 | s55638 | 142 | 0260

52,30 5753 231,01 309,99
LIPAZA UL +36,44 43708 | +21239 | 425145 | 194 | 0147
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cd. tabeli 11.

MOCZNIK MMOL/L 9,05+1,08 | 5,28+1,01 |19,55+25,02| 12,07 £6,39 | 0,95 | 0,429

TROJGLICERYDY MMOL/L | 0,96 0,24 | 0,75+0,16 | 1,67+1,30 | 1,50 +1,53 | 0,50 | 0,686

ALBUMINY/GLOBULINY G/L | 0,70 +0,28 | 0,91 +0,57 | 0,88 +0,55 | 0,86 +0,34 | 0,17 | 0,918

GLOBULINY G/L 39,93 +£3,30 | 37,77 +4,29 | 35,83 +5,86 | 33,71 +6,35 | 1,19 | 0,333
118,67 105,67 104,37 106,93
CHLORKI MMOL/L 802 +4.16 +7.89 +11.46 1,69 | 0,192

FOSFOR NIEORGANICZNY | 5 551027 | 1,182040 | 2474339 | 162049 | 053 | 0,666

MMOL/L
MAGNEZ MMOL/L 0922023 | 0872007 | 0902013 | 0,9620,16 | 054 | 0,659
POTAS MMOL/L 4284037 | 4,780,60 | 5154123 | 4,6620,68 | 1,00 | 0408
, 146,67 146,33 147,50 149,94
SOD MMOL/L 16,66 £0,58 +17.90 sg1 | 015 | 0928
WAPN MMOL/L 2374050 | 2632021 | 2,97093 | 2,574051 | 096 | 0425

T4 CALKOWITE UG/DL 2,84+0,87 | 3,27+0,67 | 1,97+1,09 | 2,01+1,03 | 1,83 | 0,165

Grupa 1 — psy w wieku < 1lat ab _ roznice statystycznie istotne dla P<0,05
Grupa 2 — psy w wieku > 1- < 5 lat A B - roznice statystycznie istotne dla P<0,01
Grupa 3 — psy w wieku >5- <10 lat

Grupa 4 — psy w wieku >10 lat

W tabeli 11. przedstawiono wartosci wybranych parametréw
morfologicznych i biochemicznych krwi psow w poszczegdlnych grupach
wiekowych. Uzyskane warto$ci w zdecydowanej wigkszosci miescity sig¢
w zakresie warto$ci referencyjnych dla tego gatunku zwierzat [Winnicka, 2015].
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono istotnie statystycznie wigksza
liczbe granulocytow kwasochtonnych w grupie pséw w wieku od 1 do 5 Iat
w poréwnaniu do zwierzat z pozostaltych trzech grup wiekowych (P<0,05).
Ponadto, poziom alfa-amylazy w grupach 1. i 4. byt wyzszy w poréwnaniu do
pséw z grupy 2. (P<0,05). Powszechnie wiadomo, ze parametry morfologiczne
i biochemiczne krwi uwazane sg za wazne wskazniki kliniczne, ktore sg szeroko
stosowane w celu okre$lenia stanu zdrowia [Kelada i wsp., 2012; Grotty
i Knottenbelt, 2002]. Pozwalajg one na ocene wptywu réznych czynnikéw na stan
homeostazy zwierzat. Odnotowana w grupie 1. i 2. niewielka eozynofilia trudna
jest do interpretacji. Granulocyty kwasochtonne sg waznym sktadnikiem uktadu
immunologicznego i czesto biorg udziat reakcjach odporno$ciowych zwigzanych
z nadwrazliwo$cig 1 inwazjg pasozytniczg. Chociaz gorny zakres referencyjny dla
stezenia eozynofili we krwi u psow wynosi 0,75 G/l, uwaza sig¢, Ze istotna
eozynofilia wystepuje, gdy liczba przekracza 2,2-2,5 G/l
[www.vin.com/apputil/content/defaultadvl.aspx?meta=Generic&pld=11268&id
=3866504]. Ponadto, nalezy pamigtac, ze istnieja predyspozycje rasowe do
zwigkszonego poziomu granulocytow kwasochtonnych we krwi obwodowej
[Lilliehodk i Tvedten, 2003]. Analizujac poziom alfa-amylazy w surowicy krwi
psOw, mozna stwierdzi¢, ze wartosci tego parametru, pomimo duzych réznic
w obrebie poszczegdlnych grup, miescity si¢ w szerokich granicach warto$ci
normatywnych. Najczestszg przyczyng podwyzszenia aktywnosci tego enzymu
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jest ostre zapalenie trzustki, natomiast obnizenie poziomu alfa-amylazy wynika
z reguly z martwicy gruczotu trzustkowego [Winnicka., 2015; Lazarow, 2020].

5.3. WSPOLZALEZNOSCI. WSPOLCZYNNIKI KORELACJI
| DETERMINACJI.

W tabelach 12. i 13. przedstawiono wspotczynniki korelacji (Rxy)
i determinacji  (Ry?) pomiedzy cechami  mikrostruktury, zmianami
patologicznymi, liczbg komorek satelitarnych (PAX-7) i kapilaryzacja migsnia
dwugtowego ramienia (m. biceps brachii) i czworoglowego uda (m. quadriceps
femoris) psow.

Tabela 12. Wspotczynniki korelacji (Rxy) miedzy cechami mikrostruktury, zmianami
patologicznymi, liczba komorek satelitarnych (PAX-7) i kapilaryzacja
mies$nia dwuglowego ramienia (m. biceps brachii) i czworogtowego uda
(m. quadriceps femoris) psow
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cd. tabeli 12.

0,19

Martwica
wiokien

0,03

0,26*

0,07

<0,001

-0,01

-0,05

-0,11

-0,04

0,27

-0,12

Przerost tkanki
Iacznej
o
2

-030*

-0,08

0,15

0,05

0,11

-0,08

0,23

-0,35"

-0,09

0,08

-0,08

-0,10

Liczba komorek
satelitarnych

-0,10

-0,07

-0,15

-0,13

0,40™

-0,10

-0,10

0,07

0,05

-0,22

0,08

Liczba kapilar
o
5

0,23

-0,24

0,03

-0,02

-0,06

-0,30*

-0,19

-0,16

0,10

-0,12

-0,08

0,21

Wspotezynniki korelacji istotne przy: * — P<0,05; ** — P<0,01

74




Tabela 13. Wspotczynniki determinacji (Rx,?), pomiedzy cechami mikrostruktury,
zmianami patologicznymi, liczbg komorek satelitarnych (PAX-7)
i kapilaryzacja mig$nia dwugltowego ramienia (m. biceps brachii)
i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris) psow
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Udziat thuszczu
$rodmigsniowego

0,02 |<0,01

0,02

0,05

0,09*

0,04

0,01

0,02 (<0,001

<0,001|<
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<0,01
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0,05 |0,

13** | <
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Wiokna
olbrzymie

<0,01 | <0,01
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o
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<0,001
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0,01
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<0,001
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<0,001

0,01 [<0,001

<0,001

<0,001

0,01 |<0,001

<0,001

0,01

0,01

Liczba komorek
satelitarnych

0,01

0,01

0,02

0,16**

0,01

0,01

0,01

<0,001

0,05

<0,001

0,05

0,07*

Liczba kapilar

0,05

0,06

<0,001

<0,001

0,01

<0,01

0,09*

0,04

0,02

0,01

0,01

0,05

Wspblczynniki determinacji istotne przy: *— P<0,05; ™ — P<0,01

Analizujac korelacje wykazano, ze ogolna liczba wtokien wysoko istotnie
statystycznie koreluje z udzialem poszczegodlnych typoéw widkien, natomiast
W mniejszym stopniu istotnie koreluje z ich $rednica. Wraz ze wzrostem
calkowitej liczby widkien migsniowych rosnie udzial wiokien FG (r=0,82,
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P<0,01) i FO (r=0,91, P<0,05), natomiast zmniejsza si¢ ich S$rednica
(odpowiednio: FG:r=0,31, P<0,05 i FO: r=-0,32, P<0,05). Jak wykazano
w tabeli 13., ogdlna liczba widkien az w 83% jest determinowana przez udziat
wiokien oksydatywnych (FO) i nieco w mniejszym stopniu (67%) przez udziat
witokien glikolitycznych (FG), natomiast tylko w 10% przez $rednice zaréwno
wldkien FG, jak i FO. Podsumowujac powyzsze zalezno$ci, nalezy podkreslic,
ze przyrostowi catkowitej liczby widkien migdniowych towarzyszy zmniejszenie
ich grubosci, bez wzgledu na to, czy sa to widkna oksydatywne (FO), czy wtokna
glikolityczne (FG). Chociaz réznice w stopniu determinacji ogoélnej liczby
wldkien przez liczbg widkien FO i FG nie sa duze, to jednak glownie widkna
oksydatywne determinujg catkowitg liczbg widkien mig§niowych.

Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna stwierdzi¢, ze wraz ze
wzrostem udziatu widkien glikolitycznych (FG) istotnie statystycznie zmniejsza
si¢ ich $rednica (r=-0,48, P<0,01) oraz $rednica wiokien oksydatywnych (FO)
(r=-0,41, P<0,01). Kiedy wzrasta $rednica wtokien FG wysoko istotnie wzrasta
réwniez $rednica widkien FO (r=0,93, P<0,01). Tymczasem, co jest warte
podkreslenia, wzrostowi $rednicy wtokien FO towarzyszy nie tyko jednoczesny
wzrost §rednicy wiokien FG (r=0,93, P<0,01), ale takze zwigksza si¢ istotnie
statystycznie udzial procentowy tluszczu $rodmigsniowego (r=0,30, P<0,05),
acecha ta jest determinowana w 9%. Potwierdza to powszechnie znane
informacje, ze wtdkna migSniowe czerwone posiadaja w swojej strukturze wigcej
thuszczu strukturalnego niz szybkokurczliwe widkna biate.

W dalszej analizie wzajemnych korelacji stwierdzono istotng zalezno$¢, ze
wraz ze wzrostem catkowitej liczby wtokien migsniowych zmniejsza si¢ istotnie
statystycznie stopien ich unaczynienia (r=-0,27, P<0,05). Ogélna liczba wtdkien
w istotny sposob determinowana jest przez liczbg kapilar w migéniu, chociaz
wspotczynnik determinacji wynosit w tym przypadku tylko 7%. Analizujac t¢
zalezno$¢, mozna stwierdzi¢, ze wzrost liczby wtokien w danym migéniu wcale
nie prowadzi do ich lepszego unaczynienia, co moze mie¢ istotny wptyw na ich
dotlenienie, jak i odzywienie. Pytanie, jak to si¢ ma do intensywnie trenujacych
psow 1 przyrostu ich masy migsniowej, a w konsekwencji funkcjonowania tych
migéni. Wiele doniesien naukowych, mowi o tym, ze bardzo istotng jest kwestia
wyposrodkowania intensywnos$ci treningu fizycznego do wieku tak, aby
zapewni¢ rownowage miedzy produkcja wolnych rodnikow (ROS),
a utrzymaniem masy migsniowej 1 sprawnosci fizycznej. Odpowiednio dobrany
trening jest skuteczng metodg zapobiegajacg starczym zanikom masy
migs$niowej, utrzymuje mig¢$nie w dobrej kondycji, w tym zapewnia utrzymanie
ich odpowiedniej sity i wytrzymatosci. Jednak nadmierny wysitek oddziatuje
niekorzystnie na tkanke migéniowa. Wigkszos¢ badan wskazuje, ze ¢wiczenia
fizyczne zwigkszajg ilos¢ ROS w komorkach, co zwigzane jest ze zwigkszonym
zapotrzebowaniem na tlen. Schematy ¢wiczen moga odgrywac rozne role
w produkcji wolnych rodnikow i biatek szoku cieplnego (HSPs) [McArdle i wsp.,
2000]. Okazuje sig, ze powtarzajace si¢ skurcze ekscentryczne wywotuja wiecej
uszkodzen komoérkowych niz inne typy aktywnosci skurczowej migsni [Friden
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i Lieber, 2001]. Spowodowane jest to prawdopodobnie wzrostem wydatkow
energetycznych i nadmiernym obcigzeniem mechanicznym komorek, co
predysponuje do zwigkszonej produkcji wolnych rodnikéw [Balagopal i wsp.,
2001]. Wykazano, ze wyczerpujace ¢wiczenia powodowaly wzrost stezenia
karbonylu pochodzenia biatkowego, uszkodzenia oksydacyjnego DNA mig$ni
i zwigkszenie proceséw utleniania biatek [Sen, 1995; Radak i wsp., 1999].
Przytoczone powyzej badania dotycza jednak ludzi i zwierzat laboratoryjnych.
Nadal zdecydowanie brakuje tego typu sprawdzonej wiedzy dotyczacej zwierzat
towarzyszacych, w tym psow. W zwigzku z tym opisywane badanie ma charakter
niejako innowacyjny i otwiera mozliwosci dalszych doswiadczen i analiz w tym
kierunku.

Dalsza analiza otrzymanych wynikow wykazata takze, ze wraz ze wzrostem
udzialu widkien FG znaczaco statystycznie rosnie liczba wtokien miesniowych
o zmienionym ksztatcie (r=0,29, P<0,05), przy spadku ilosci tkanki tacznej
(r=-0,30, P<0,05). Jednoczesnie stwierdzono, ze wraz ze wzrostem udziatu
wlokien FO zwigksza si¢ liczba komoérek migsniowych ulegtych martwicy
(r=0,26, P<0,05). Mogtoby to nasuwac podejrzenie, ze wiokna oksydatywne
czesciej ulegaja procesom martwicy niz wtokna glikolityczne. Jednak, aby tego
dowies¢, nalezaloby wykona¢ dodatkowe badania w tym kierunku na wigkszej
i bardziej reprezentatywnej grupie zwierzat.

Oceniajac kolejne korelacje, zaobserwowano, ze istotnie statystycznie
wzrostowi prawidlowych wiokien mig$niowych towarzyszy wzrost liczby
komorek satelitarnych (Pax-7) (r=0,40, P<0,01), a tym samym potencjat
regeneracyjny mie$ni. Badajac dalsze korelacje wzigto pod uwage zmiany
patologiczne w migéniach i ich mikrostrukture. Wykazano, ze postepujacej atrofii
migsniowej istotnie statystycznie towarzyszy wzrost liczby rozszczepionych
wiokien migsniowych (r=0,36, P<0,01) i spadek unaczynienia (kapilaryzacji)
mieéni (r=-0,30, P<0,05). Bardzo czesto procesy atrofii mig$niowej inicjowane
sg przez upo$ledzenie ich unaczynienia, co potwierdzili Madej i Rotkiewicz
[2011]. Jednoczesnie wykazano, ze wzrostowi liczby rozszczepionych wtokien
mie$niowych towarzyszy istotny statystycznie wzrost liczby komorek
mieéniowych o zmienionym ksztatcie (r=0,39, P<0,01). Wykazano takze, ze
wigksza liczba komorek o zmienionym ksztalcie koreluje istotnie ze spadkiem
ilosci tkanki tacznej w mig$niach badanych psow (r=-0,35, P<0,01). Toczace si¢
w mig$niach procesy patologiczne czgsto wspotistniejg obok siebie jako efekt
dzialania czynnikow uszkadzajacych miegénie, jak np. urazy, a takze choroby
ogolnoustrojowe, jakie czesto wystepuja u psow w starszym wieku. Szczegolnie
te ostanie, majg duzy wplyw na rozlegto$¢ zmian patologicznych w mig$niach
starych psow, co nalezy bra¢ pod uwagg interpretujac wyniki badan wtasnych.
Dlatego tak wazne jest, aby dobra¢ jak najbardziej jednorodna grupge badawcza
nie tylko pod wzgledem plci, wieku czy rasy psow, ale takze chordob
wspotistniejgcych. Niestety, tak jak w tym do$wiadczeniu, trudno dokonac tego
w przypadku geriatrycznych pséw, co moze mie¢ wplyw na wyniki badan.
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Tabela 14. Wspolczynniki korelacji (Rxy) pomiedzy warto§ciami wskaznikow
morfologicznych i biochemicznych krwi a cechami mikrostruktury migsnia
dwuglowego ramienia (m. biceps brachii) i czworoglowego uda
(m. quadriceps femoris) u psow

Ogolna

Udziat

Udziat

Srednica

Srednica

Cecha liczba |wiokien | wiokien | wiokien | wiokien S%‘;ﬁ‘f ;i”lizvcvzuo
wlokien| FG FO |FG (um)|FO (um) ¢ &
WBC G/L 035 | 019 | 041* | -0,14 | -017 0,10
NEU G/L 030 | 011 | 0,38* | 002 | -0,02 0,05
LYM G/L 0,03 | 003 | -007 | 006 | 021 0,04
MONO G/L 0,14 | 0,01 | -021 | 009 | -0,01 0,12
EOS G/L 0,15 | 0,07 | -018 | 022 | -0,21 0,13
BASO G/L 0,01 | 0,06 | 002 | 024 | 0,09 0,02
RBC T/L 022 | 023 | 017 | 023 | 012 0,02
HGB G/L 0,06 | 004 | -007 | 018 | 0,00 0,20
HCT L/L 020 | 023 | 0,14 | 034 | 0724 0,02
PLT G/L 018 | 017 | -0,16 | 0,06 | 0,02 0231
ALBUMINY G/L | -009 | -0,14 | -0,05 | 0,11 | 0,04 0,05
ALT U/L 017 | 012 | -017 | 016 | 017 0,03
ALFA‘%’)"LYLAZA 025 | 025 | 021 | -0,18 | -0,08 021
AP U/L 014 | 012 | 012 | 010 | 0,09 035
AST U/L 000 | 003 | -003 | 011 | 0,19 0,04
BIALKO
CALKOWITE L | 029 | 021 | 030 | 026 | 011 0,01
BILIRUBINA
CAKOWITA 014 | 013 | 013 | 019 | 021 -0,03
UMOL/L
CHOLESTEROL
MMOLIL 012 | 006 | 014 | -0,03 | -0,08 0,13
CK-KINAZA
KREATYNOWA | 034 | 035 | 028 | -019 | -0,19 -0,36*
u/L
FRUKTOZAMINA
UMOLIL 027 | 013 | 032 | 014 | 010 0,13
GLDH U/L 010 | 004 | -013 | 005 | -0,01 0,10
GLUKOZA
VIMOL L 015 | -008 | -017 | 016 | 012 0,42*
GGTP U/L 009 | 0,08 | -007 | 018 | 014 011
KREATYNINA
OMOLIL 017 | 016 | 016 | 000 | 0,08 -0,03
LDH U/L 009 | -018 | 026 | 008 | -0,07 0,06
LIPAZA U/L 029 | 0,02 | 0,44* | 042* | 0.47** 0,24
MOCZNIK
NMIMOLIL 008 | 008 | 006 | -003 | 0,05 0,11
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cd. tabeli 14.

TROJGLICERYDY
MMOLIL 024 | 023 | 020 | 021 | 014 0,23
STOSUNEK
ALBUMINY/GLO-| 0,00 | -0,03 | 0,03 | 004 | -001 0,19
BULINY G/L
GLOBULINYG/L | 0,16 | 0,08 | 0,19 | -0,08 | -0,08 -0,30
CHLORKI N .
IMOLIL -0,35 | -0,05 |-0,51** | -0,44* | -0,32 0,22
FOSFOR
NIEORGANICZNY| 006 | 009 | 003 | -016 | -0,08 -0,05
MMOL/L
MAGNEZ
MMOLIL 004 | -014 | 015 | 019 | 0,14 -0,17
POTAS MMOL/L | 0,18 | -0,12 | -0,20 | 0,00 | 0,02 -0,11
SODMMOL/L | 001 | -007 | 007 | 008 | 005 -0,08
WAPNMMOL/L | 015 | 011 | 031 | 028 | 0,29 -0,26
T4 CALKOWITE .
UG/DL -0,35 | -0,19 | -042* | -022 | -0,11 -0,05

Wspotczynniki korelacji istotne przy: * — P<0,05; ™~ P<0,01

Tabela 15. Wspotczynniki determinacji (Rx,?) pomigdzy warto$ciami wskaznikow
morfologicznych i biochemicznych krwi a cechami mikrostruktury migsnia
dwuglowego ramienia (m. biceps brachii) i czworogtowego uda
(m. quadriceps femoris) u pséw

Ogolna

Udziat

Udziat

Srednica

Srednica

Cecha liczba | whokien | wibkien | wiokien | wiokien |, O oZiat tuszezu
wlokien| FG FO | FG (um) FO (um) ‘Tédmigsniowego

WBC G/L 012 | 003 | 017 | 002 | 0,03 0,01
NEU G/L 0,09 | 001 | 0,14* | 000 | 0,00 0,00
LYM G/L 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,04 0,00
MONO G/L 002 | 000 | 004 | 00l | 0,00 0,01
EOS G/L 002 | 001 | 003 | 005 | 005 0,02
BASO G/L 0,00 | 000 | 000 | 006 | 001 0,00
RBC T/L 005 | 006 | 003 | 005 | 002 0,00
HGB G/L 0,00 | 000 | 0,00 | 003 | 0,00 0,04
HCT L/L 004 | 005 | 002 | 012 | 0,06 0,00
PLT G/L 0,03 | 003 | 002 | 000 | 0,00 0,10
ALBUMINY G/L | 001 | 0,02 | 0,00 | 001 | 0,00 0,00
ALT U/L 003 | 002 | 003 | 003 | 003 0,00
ALFA'ﬁ')"LYLAZA 0,06 | 006 | 004 | 003 | 001 0,05
AP U/L 002 | 002 | 002 | 001 | 001 0,12
AST UL 0,00 | 000 | 000 | 001 | 004 0,00
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cd. tabeli 15.

BIALKO
CALKOWITE /L | %09 | 005 | 009 0,07 0,01 0,00
BILIRUBINA
CAKOWITA 0,02 | 0,02 | 0,02 0,04 0,04 0,00
UMOL/L
CHOLESTEROL
MMOLIL 0,01 | 0,00 | 0,02 0,00 0,01 0,02
CK-KINAZA
KREATYNOWA | 0,12 | 0,12 | 0,08 0,04 0,03 0,13"
u/L
FRUKTOZAMINA
UMOLIL 0,07 | 0,02 | 0,10 0,02 0,01 0,02
GLDH U/L 0,01 | 0,00 | 0,02 0,00 0,00 0,01
GLUKOZA .
MMOLJL 0,02 | 0,01 | 0,03 0,03 0,01 0,18
GGTP U/L 0,01 | 0,01 | 0,01 0,03 0,02 0,01
KREATYNINA
UMOLIL 0,03 | 0,02 | 0,02 0,00 0,01 0,00
LDH U/L 0,01 | 0,03 | 0,07 0,01 0,00 0,00
LIPAZA U/L 0,09 | 0,00 | 0,19" | 0,18" | 0,22 0,06
MOCZNIK
MMOL/L 0,01 | 0,01 | 0,00 0,00 0,00 0,01
TROJGLICERYDY
MMOLIL 0,06 | 0,05 | 0,04 0,04 0,02 0,05
STOSUNEK
ALBUMINY/GLO-| 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,04
BULINY G/L
GLOBULINY G/L | 0,02 | 0,01 | 0,03 0,01 0,01 0,09
CHLORKI " .
MMOLIL 0,12 | 0,00 | 0,26 0,19 0,10 0,05
FOSFOR
NIEORGANICZNY| 0,00 | 0,01 | 0,00 0,02 0,01 0,00
MMOL/L
MAGNEZ
MMOLIL 0,00 | 0,02 | 0,02 0,03 0,02 0,03
POTAS MMOL/L | 0,03 | 0,01 | 0,04 0,00 0,00 0,01
SOD MMOL/L 0,00 | 0,00 | 0,00 0,01 0,00 0,01
WAPN MMOL/L | 0,02 | 0,01 | 0,10 0,08 0,09 0,07
T4 CALKOWITE .
UG/DL 0,13 | 0,03 | 0,17 0,05 0,01 0,00

Wspotczynniki determinacji istotne przy: ~ — P<0,05; ™ — P<0,01

W tabeli 14. i 15. zestawiono wspotczynniki korelacji (Ryy) i determinacji
(Ry?), pomigdzy warto$ciami wskaznikow morfologicznych i biochemicznych
krwi, a cechami mikrostruktury mig$nia dwugltowego ramienia (m. biceps
brachii) i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris). Zastugujaca na uwage
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zalezno$¢ wskazuje, ze wraz ze wzrostem ilosci $rodmigsniowej tkanki
thuszczowej istotnie statystycznie wzrasta poziomu glukozy (r=0,42, P<0,05)
przy stopniu determinacji 18%. Wynik ten potwierdza fakt, ze otylo$¢ to jeden
Z podstawowych czynnikéw prowadzacych do hiperglikemii, a w konsekwencji
takze do cukrzycy, zardwno u ludzi, jak i u zwierzat. Otylos¢ definiuje si¢ jako
nagromadzenie nadmiernej ilo$ci tkanki thuszczowej w tkankach ciata, w tym
takze tkance migesniowej. Dostepne zrddia podaja, ze ponad 30% populacji psow
obcigzonych jest otytoscia, a zjawisko to ma tendencje wzrostowa. Podstawowa
przyczyng takiego stanu jest gtownie przekarmianie zwierzat, ktore wynika ze
ztego dawkowania gotowych karm przy jednoczesnym stosowaniu domowego
zywienia. Innymi przyczynami otyloSci moga by¢ choroby, takie jak
nadczynno$¢ kory nadnerczy czy niedoczynno$¢ tarczycy. Otylos¢ wiaze sie
Z powaznymi zmianami metabolicznymi i hormonalnymi w organizmie. Moze
predysponowa¢ miedzy innymi do choroby zwyrodnieniowej stawow,
niewydolnosci oddechowej i krazeniowej, nietolerancji glukozy i cukrzycy,
nadci$nienia, tendencji do hipertermii, a takze zwieksza ryzyko wystgpienia
niektorych typdéw nowotworéw [Fettman i wsp., 1997; German, 2006; Zoran,
2010].

Tabela 16. Wspotczynniki korelacji (Rxy) pomiedzy warto§ciami wskaznikow
morfologicznych i biochemicznych krwi a widknami prawidlowymi
i zmianami patologicznymi mig¢$nia dwugltowego ramienia (m. biceps
brachii) i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris) psow

Liczba

Cecha wlokien Zmiana|Martwica splitting Wiokna |Tkanka
. ksztattu| wiokien olbrzymie| taczna
prawidlowych

WBC G/L 0,19 -0,02 | 0,84™ 0,03 0,28 0,36*
NEU G/L -0,11 0,21 | 0,77** | 0,15 0,06 0,29
LYM G/L 0,23 0,22 -0,17 0,13 0,20 -0,01
MONO G/L -0,09 0,17 -0,28 0,14 0,05 0,06
EOS G/L 0,00 0,00 -0,04 -0,21 -0,07 0,30
BASO G/L -0,10 0,09 -0,06 0,39* 0,09 0,36*
RBC T/L -0,36" -0,25 | -0,16 0,01 -0,33 -0,11
HGB G/L -0,25 -0,05 0,01 0,05 -0,09 0,08
HCT L/L -0,43" -0,25 | -0,07 -0,01 -0,35 -0,05
PLT G/L -0,10 -0,39" | 0,09 -0,19 0,05 0,23
ALBUMINY G/L -0,27 -0,22 0,30 -0,07 -0,29 0,06
ALT U/L -0,17 -0,15 | -0,04 -0,10 -0,03 0,12
ALFA_'?J'\/ALYLAZA 0,40" 0,07 0,29 0,09 0,34 -0,03
AP U/L 0,06 0,60** | -0,05 0,32 0,03 -0,06
AST U/L -0,05 0,26 0,00 0,05 -0,24 -0,15

BIALKO
CALKOWITE G/L -0,23 -0,19 | -0,11 0,05 -0,14 0,07
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BILIRUBINA
CAKOWITA UMOLIL -0,21 0,07 | -0,01 0,04 -0,22 | -0,14
CHOLESTEROL
MMOLIL -0,09 0,13 | -0,03 0,02 -0,07 | -0,06
CK-KINAZA .
KREATYNOWA UL 0,42 0,09 0,13 -0,12 | 0,39* | 0,06
FRUKTOZAMINA
UMOL/L -0,22 -0,14 | 0,03 -0,16 0,06 0,14
GLDH U/L -0,14 -0,09 | 0,00 -0,01 0,15 0,34
GLUKOZA MMOL/L -0,05 -0,07 | -0,04 | -0,06 | -0,15 | -0,09
GGTP U/L -0,08 0,02 | -0,06 0,02 -0,02 | 0,01
KREATYNINA
UMOLIL -0,16 -0,02 | 0,02 0,11 -0,09 | -0,15
LDH U/L 0,03 -0,05 | 0,36° | 0,11 0,01 0,04
LIPAZA U/L -0,17 -0,04 | 0,50** | 0,22 0,14 0,21
MOCZNIK MMOL/L -0,08 0,00 | -0,04 0,17 -0,10 | -0,17
TROJGLICERYDY
MMOLIL -0,10 -0,22 | -0,07 | -0,19 | -0,14 | 0,24
STOSUNEK
ALBUMINY/GLOBU -0,12 -0,02 | 0,17 -0,09 | -0,13 | 0,06
LINY G/L
GLOBULINY G/L 0,18 -0,10 | -0,20 | -0,10 0,07 | -0,20
CHLORKI MMOL/L 0,44" 0,09 | -0,37* | -0,13 0,30 | -0,08
FOSFOR
NIEORGANICZNY 0,04 0,05 | -0,01 0,16 -0,06 | -0,12
MMOL/L
MAGNEZ MMOL/L -0,08 0,10 | 0,36* | 0,03 -0,32 | -0,09
POTAS MMOL/L -0,16 -0,11 | -0,02 0,09 -0,19 | -0,05
SOD MMOL/L -0,14 -0,12 | -0,02 | -0,11 -0,10 0,07
WAPN MMOL/L -0,20 -0,02 | 0,14 0,08 | -0,36* | -0,23
T4 CALKOWITE
UG/DL 0,20 0,06 | -0,19 0,02 0,15 | -0,07

Wsp6lczynniki korelacji istotne przy: * — P<0,05; ™ — P<0,01

Tabela 17. Wspotczynniki determinacji (Rx?) pomiedzy wartoéciami wskaznikow
morfologicznych i biochemicznych krwi a wtéknami prawidlowymi

i zmianami patologicznymi mig$nia dwugltowego ramienia (m. biceps

brachii) i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris) psow

LIFZpa Zmiana|Martwica|. ... | Widkna |Tkanka
Cecha wilokien 1. |Splitting .
. ksztattu| wtokien olbrzymie| taczna
prawidtowych
WBC G/L 0,04 0,00 | 0,70** | 0,00 0,08 0,13*
NEU G/L 0,01 0,05 | 0,59** | 0,02 0,00 0,09
LYM G/L 0,05 0,05 0,03 0,02 0,04 0,00
MONO G/L 0,01 0,03 0,08 0,02 0,00 0,00
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cd. tabeli 17.

EOS GIL 0,00 0,00 | 000 | 004 | 001 | 0,09
BASO GIL 0,01 001 | 000 | 015% | 001 | 013"
RBC T/L 013 | 006 | 002 | 000 011 | 001
HGB GI/L 0,06 0,00 | 000 | 000 | 001 | 001
HCT L/L 018 | 006 | 000 | 000 | 012 | 0,00
PLT GIL 001 | 015 | 00l | 004 000 | 005
ALBUMINY G/L 0,07 005 | 009 | 000 | 008 | 0,00
ALT UL 0,03 002 | 000 | 00L | 000 | 0,01
ALFAAMYLAZA 06 | 000 | 008 | 00l | 011 | 0,00
AP UIL 000 036~ 000 | 0,0 000 | 0,00
AST U/L 0,00 007 | 000 | 000 | 002 | 0,02
BIALKO
AR L 0,05 003 | 001 | 000 | 002 | 0,00
BILIRUBINA
KOOV L 004 000 | 000 | 000 | 005 | 002
CHOLESTEROL
e 0,01 002 | 000 | 000 | 000 | 0,00
CK-KINAZA
CREATO NG L | 018 | 001 | 002 | 001 | 015% | 000
FRUKTOZAMINA
v 0,05 002 | 000 | 003 | 000 | 002
GLDH U/L 0,02 001 | 000 | 000 | 002 | 011
GLUKOZA MMOL/L | 0,00 001 | 000 | 000 | 002 | 001
GGTP U/L 0,01 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00
KREATYNINA
TN 0,02 000 | 000 | 001 | 00l | 002
LDH U/L 0,00 0,00 | 013*  00L | 000 | 0,00
LIPAZA U/L 0,03 0,00 | 0,25 | 0,05 | 002 | 0,04
MOCZNIK MMOL/L | 0,01 0,00 | 000 | 003 | 001 | 0,03
TROJGLICERYDY
oy 0,01 005 | 000 | 004 | 002 | 006
STOSUNEK
ALBUMINY/GLOBU | 0,01 000 | 003 | 00l | 002 | 000
LINY G/L
GLOBULINY G/L 0,03 001 | 004 | 00L | 000 | 0,04
CHLORKIMMOL/L | 0,19 | 001 | 014 | 002 | 009 | 0,01
FOSFOR
NIEORGANICZNY 0,00 000 | 000 | 002 | 000 | 001
MMOL/L
MAGNEZ MMOLI/L 0,01 001 | 013* | 000 | 010 | 001
POTAS MMOL/L 0,02 001 | 000 | 00L | 003 | 0,00
SOD MMOL/L 0,02 001 | 000 | 00l | 00L | 000
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cd. tabeli 17.

WAPN MMOL/L 0,04 0,00 0,02 0,01 0,13* 0,05
T4 CALKOWITE
UG/DL 0,04 0,00 0,04 0,00 0,02 0,00

Wspdtczynniki determinacji istotne przy: “— P<0,05; ™ — P<0,01

W tabeli 16. i 17. zestawiono wspotczynniki korelacji (Ryy) i determinacji
(Ry?) pomiedzy warto$ciami parametrow morfologicznych i biochemicznych
krwi a liczba wtokien prawidlowych i zmianami patologicznymi w mig$niu
dwuglowym ramienia (m. biceps brachii) i czworoglowym uda (m. quadriceps
femoris) pséw. W analizie wzajemnych korelacji stwierdzono, ze wraz ze
wzrostem liczby komorek o zmienionym ksztalcie istotnie statystycznie ros$nie
we krwi poziom fosfatazy zasadowej AP (r=0,60, P<0,01), co jest
determinowane w 36%. Fosfataza zasadowa wystgpuje w postaci 3 izoenzymow
- jelitowego, kostnego i watrobowego. Wzrost jej aktywnosci towarzyszy miedzy
innymi chorobom watroby i kosci, w tym nowotworom kosci, ale takze pojawia
si¢ po leczeniu glikokortykosteroidami i hiperadrenokortycyzmie u pséw
[Winnicka, 2015]. Nadmiar glikokortykoidow u pséw prowadzi m.in. do wielu
zmian patologicznych w obrebie tkanki migsniowej, w tym atrofii migéni
i nadmiernego otluszczenia miesni, ktorym czgsto towarzyszy wzrost liczby
komoérek o zmienionym ksztalcie, co ttumaczyloby w tym przypadku wzrost
poziomu ALP.

Wykazano takze, ze wzrostowi liczby komorek migsniowych ulegtych
martwicy towarzyszy podwyzszony poziom krwinek biatych WBC (r=0,84,
P<0,01) i neutrofili (r=0,77, P<0,01) we krwi przy jednocze$nie wysokich
wspoétczynnikach determinacji, wynoszacych odpowiednio 70% i1 59%. Wzrost
poziomu leukocytéw powinien by¢ zawsze analizowany wraz ze zmianami
ilosciowymi poszczegélnych rodzajow krwinek biatych. W przeprowadzonym
doswiadczeniu wzrostowi catkowitej liczby biatych krwinek, towarzyszyto
podwyzszenie poziomu neutrofili, czyli granulocytow oboj¢tnochtonnych. Jak
podaje Winnicka [2015], taka zmiana obrazu morfologicznego moze pojawiac
si¢ migdzy innymi w ostrych i przewlektych stanach zapalnych, stresie fizycznym
(np. po znacznym wysitku), zatruciach, leczeniu glikokortykosteroidami
i w niektorych chorobach nowotworowych. Stanom tym moze towarzyszy¢
uszkodzenie tkanki mig§niowej i wzrost odsetka komorek martwiczych.

Analizujac uzyskane dane, stwierdzono takze, ze wigksza liczba obumartych
komorek migsniowych koreluje istotnie statystycznie ze zwigkszonym poziomem
dehydrogenazy mleczanowej LDH (#=0,36, P<0,05) we krwi badanych psow.
Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest enzymem obecnym prawie we
wszystkich tkankach organizmu, ale w prawidlowych warunkach tylko
niewielkie poziomy sg wykrywane we krwi. Wynika to z faktu, ze LDH
fizjologicznie pozostaje wewnatrz komoérek organizmu, a jej poziom wzrasta
tylko podczas ich uszkodzenia lub rozpadu. W zwigzku z tym LDH jest waznym
wskaznikiem uszkodzenia komorek. Dehydrogenaza mleczanowa jest

85


https://www.labtestsonline.pl/slownik/enzym
https://www.labtestsonline.pl/slownik/enzym
https://www.labtestsonline.pl/slownik/enzym
https://www.labtestsonline.pl/slownik/enzym

katalizatorem przemiany mleczanu do pirogronianu (w obecnosci NAD+) oraz
reakcji odwrotnej: przemiany pirogronianu do mleczanu (w obecnosci NADH).
Najwicksza aktywno$¢ LDH wykazuje w komodrkach o intensywnym
metabolizmie energetycznym, w tym takze w mig$niach szkieletowych
I WmigSniu sercowym réznych gatunkéw zwierzat [Milne i wsp., 1987].
Catkowita aktywno$¢ LDH jest sumg aktywnoS$ci pieciu roznych izoenzymdw
(rézne formy molekularne LDH). Catkowita aktywno$¢ LDH moze $wiadczy¢
0 uszkodzeniu tkanek, ale jest wskaznikiem nieswoistym i nie moze by¢
wykorzystana do okreslenia przyczyny albo lokalizacji uszkodzenia. Kazdy
Z pieciu izoenzymow jest zwigzany do pewnego stopnia z okreslong lokalizacja
tkankowa (cho¢ lokalizacje réznych izoenzymow nieco si¢ na siebie naktadajg).
Swoistymi dla tkanki migsniowej izoenzymami sg LDHs i LDHs. Poniewaz
W niniejszym do$wiadczeniu odnotowano wzrost calkowitego poziomu LDH,
bez podziatu na izoenzymy, mozna tylko przypuszczaé, ze zmiana ta zwigzana
byta m.in. z uszkodzeniem tkanki mi¢$niowej, w tym takze martwicg komoérek
migsniowych. W badaniach przeprowadzonych przez Procajto [2006], majacych
na celu wykazanie warto$ci diagnostycznej takich markerow jak:
aminotransferaza asparaginianowa (AST), kinaza kreatynowa (CK),
dehydrogenaza mleczanowa (LDH) i jej izoenzymy, biatko C-reaktywne (CRP),
glukoza 1 kwas mlekowy w wykrywaniu stanéw subklinicznych uszkodzen
migéni szkieletowych stwierdzono, ze wzrost aktywnosci AST, CK i LDHs
U pséw obcigzonych treningiem $wiadczyt o uszkodzeniu tkanki migsniowe;j.
Wykazano takze, ze brak dostosowania intensywnosci treningu i obcigzenia do
wydolno$ci organizmu powodowato wzrost stezenia glukozy i kwasu mlekowego
w osoczu psow zaprzggowych. U niektorych badanych pséow odnotowano
ponadto wzrost stezenia biatka C- reaktywnego - CRP, co moze $wiadczyé
0 stanach zapalnych migéni lub wigzaé si¢ ze stresem powysitkowym. Brak
fizycznej adaptacji do intensywno$ci treningu moze skutkowaé zwiekszong
urazowos$cia migsni, a pomiary markerdw uszkodzenia mig$ni ulatwiaja
rozpoznanie takiego stanu, co ma szczegdlne znaczenie u starszych psow.
Dalsza analiza wynikéw wykazata, ze istotnemu statystycznie wzrostowi
liczby komorek olbrzymich w mig$niach towarzyszyl wzrost poziomu kinazy
kreatynowej CK (r=0,39, P<0,05). Kinaza kreatynowa (CK) inaczej zwana
fosfokinazg kreatynowa (CPK) to enzym, ktory aktywnie uczestniczy
w procesach przemian energetycznych zachodzacych w komorce. Katalizuje
odwracalng reakcje przenoszenia grupy fosforanowej z fosfokreatyny na ADP,
regenerujac ATP, albo z ATP na kreatyng, odbudowujac zapasy fosfokreatyny.
Jest enzymem kluczowym w bioenergetyce komorki, odgrywajac wazng rolg
w homeostazie komérkowego ATP takze w migsniach, ktdre podczas skurczow
zuzywaja duze ilosci energii. U psow, podobnie jak u wickszosci ssakow, istnieja
dwa podtypy tego enzymu: M — mig¢$niowy (muscle) i B - mézgowy (brain).
Ponadto wyrdznia si¢ trzy izoenzymy CK, ktore sa dimerami: CK-MM, CK-BB
i CK-MB. Kolejne izoenzymy bedace oktamerami (CK-MiMi) zostaty
wyizolowane w mitochondriach. Zaréwno u ludzi jak i u psow CK jest gtownie
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zlokalizowana w migéniach szkieletowych i migéniu sercowym [Aktas i wsp.,
1993]. Co ciekawe, aktywno$¢ CK jest uzalezniona m.in. od rasy zwierzat.
Wykazano, ze aktywno$¢ CK w migéniu potbloniastym i migéniu posladkowym
u psow rasy greyhund jest znaczaco wigksza niz u mieszancow [Guy i Snow,
1981]. Wynika to prawdopodobnie ze specyfiki rasy jako psa sportowego, o silnie
rozbudowanej strukturze i masie mig$niowej. Wykazano takze, ze aktywnos¢ CK
jest wigksza we widknach typu IIA - oksydatywno-glikolitycznych niz we
wioknach typu I - oksydatywnych [Lindena i wsp., 1982]. Podczas badan na
psach stwierdzono takze, ze dystrybucja poszczegolnych izoenzymow CK, w tym
gtownie CK- MB, r6zni si¢ w porownaniu od czlowieka. Izoenzym CK — MM
znajduje si¢ gldwnie w migs$niach szkieletowych i sercu, podczas gdy CK-MB
stosunkowo w niewielkim stopniu w mig$niu sercowym, a dziesicciokrotnie
wyzszym w innych tkankach, takich jak: jelita, ptuca czy nerki [Aktas i wsp.,
1993]. Oznaczanie aktywno$ci CK jest najbardziej specyficznym i czutym testem
stuzacym do ujawnienia patologii migsni. Do podwyzszenia aktywnosci tego
enzymu w surowicy krwi moze doj$¢ nie tylko wskutek uszkodzenia komorki,
ale takze w nastepstwie zmiany przepuszczalnosci btony komorkowej. Wszystkie
procesy, ktore prowadza do zaburzen w przemianach metabolicznych, dajac
w efekcie nawet niewielki deficyt energetyczny, moga zwickszaé
przepuszczalno$¢ bton komorkowych i powodowaé przenikanie enzymu do
surowicy krwi [Rogulski i Spooner, 1996]. Po uwolnieniu z komorek CK dociera
do osocza glownie droga limfatyczng i jest szybko z niego usuwana z okresem
poltrwania okoto 2 godzin.

Tabela 18. Wspotczynniki korelacji (Ryy) pomiedzy wartosciami wskaznikow
morfologicznych i biochemicznych krwi a mikrounaczynieniem
(kapilaryzacja) mig$nia dwugltowego ramienia (m. biceps brachii)

i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris) psow

Cecha Kapilaryzacja Cecha Kapilaryzacja
WBC G/L -0,33 GGTP U/L -0,12
KREATYNINA
NEU G/L -0,30 UMOL/L -0,20
LYM G/L -0,26 LDH U/L -0,39"
MONO G/L 0,29 LIPAZA U/L -0,28
EOS G/L 0,02 MOCZNIK MMOL/L -0,12
TROJGLICERYDY
BASO G/L -0,13 MMOL/L 0,11
- STOSUNEK
RBC T/L 0,47 ALB/GLOB G/L -0,05
HGB G/L 0,29 GLOBULINY G/L 0,21
HCT L/L 0,30 CHLORKI MMOL/L -0,06
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cd. tabeli 18.

FOSFOR NIEORGA-
PLT G/L 0,13 NICZNY MMOLIL 0,01
ALBUMINY G/L 0,12 MAGNEZ MMOL/L -0,25
ALT U/L 0,02 POTAS MMOL/L 0,22
ALFA"?J'\/"LYLAZA -0,39" SOD MMOL/L -0,21
AP U/L -0,27 WAPN MMOL/L -0,02
T4 CALKOWITE
AST U/L -0,21 UG/DL 0,15
BIALKO 0.29
CALKOWITE G/L :
BILIRUBINA
CAKOWITA -0,09
UMOL/L
CHOLESTEROL 012
MMOL/L :
CK-KINAZA
KREATYNOWA -0,42"
U/L
FRUKTOZAMINA 017
UMOL/L '
GLDH U/L 0,15
GLUKOZA
MMOL/L 0,19

Wspotczynniki korelacji istotne przy: * — P<0,05; ™ — P<0,01

Tabela 19. Wspotczynniki determinacji (Ry?) pomiedzy wartoéciami wskaznikow
morfologicznych i biochemicznych krwi a mikrounaczynieniem
(kapilaryzacja) mig$nia dwugtowego ramienia (m. biceps brachii)

i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris) psow

Cecha Kapilaryzacja Cecha Kapilaryzacja
WBC G/L 0,11 GGTP U/L 0,01
KREATYNINA
NEU G/L 0,09 UMOL/L 0,04
LYM G/L 0,07 LDH U/L 0,15*
MONO G/L 0,08 LIPAZA U/L 0,08
EOS G/L 0,00 MOCZNIK MMOL/L 0,02
TROJGLICERYDY
BASO G/L 0,02 MMOLJ/L 0,01
- STOSUNEK
RBC T/L 0,22 ALB/GLOB G/L 0,00
HGB G/L 0,09 GLOBULINY G/L 0,04
HCT L/L 0,09 CHLORKI MMOL/L 0,00
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cd. tabeli 19.

FOSFOR NIEORGA-
PLT G/L 0,02 NICZNY MMOLIL 0,00
ALBUMINY G/L 0,01 MAGNEZ MMOL/L 0,06
ALT U/L 0,00 POTAS MMOL/L 0,05
ALFA"?D"LYLAZA 0,15" SOD MMOL/L 0,04
AP U/L 0,07 WAPN MMOL/L 0,00
T4 CALKOWITE
AST U/L 0,04 UG/DL 0,02
BIALKO 0.08
CALKOWITE G/L :
BILIRUBINA
CAKOWITA 0,01
UMOL/L
CHOLESTEROL 0.01
MMOL/L ’
CK-KINAZA 0.18"
KREATYNOWA U/L :
FRUKTOZAMINA 0.03
UMOL/L '
GLDH U/L 0,02
GLUKOZA MMOL/L 0,04

Wspotczynniki determinacji istotne przy: * — P<0,05; ™ — P<0,01

W tabelach 18. i 19. przedstawiono wspoétczynniki korelacji (Ryy)
i determinacji (Rx?) miedzy wartosciami wskaznikow morfologicznych
i biochemicznych krwi, a mikrounaczynieniem (kapilaryzacja) mig$nia
dwugtowego ramienia (m. biceps brachii) i czworogltowego uda (m. quadriceps
femoris) psow. Analizujac wzajemne zalezno$ci, stwierdzono, ze wzrostowi
mikrounaczynienia towarzyszy wysoce istotny statystycznie spadek poziomu
kinazy kreatynowej CK (r=-0,42, P<0,05) i dehydrogenazy mleczanowej LDH
(r=-0,39, P<0,05) we krwi. Wzrost mikrounaczynienia mi¢$ni $wiadczy miedzy
innymi o nasilonych procesach odbudowy i regeneracji komoérek migsniowych
po ich uszkodzeniu. Nawigzujac do wczesniej opisanych informacji, gdzie
podkreslono, ze zaréwno wzrost LDH, jak i CK zwigzany jest migdzy innymi
z uszkodzeniem komorek, w tym przede wszystkim mig$niowych, to spadek
poziomu tych enzymoéw bedzie charakterystyczny dla pdzniejszych proceséw
regeneracyjnych migsni. Wykazano rowniez, ze wzrostowi unaczynienia
towarzyszy wysoce istotny statycznie wzrost ilosci krwinek czerwonych RBC we
krwi (r=0,47, P<0,05). Wynik ten jest potwierdzeniem ostatnich doniesien
wskazujgcych, ze krwinki czerwone (RBC) 1 komorki srodbtonka naczyniowego
(EC), a nie jak wczesniej sadzono plytki krwi, mogg by¢ glownym zrédiem
sfingozyno-1-fosforanu (S1P) [Jessup, 2006]. Sfingolipidy, do ktorych zaliczamy
m.in. S1P, stanowia grupe zwiazkow lipidowych wystepujacych we wszystkich
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komorkach eukariotycznych i wielu prokariotycznych. S1P powstaje w wyniku
fosforylacji sfingozyny, a jego rola jest stymulacja migracji komorek §rodbtonka
naczyniowego, a takze dojrzewania nowo powstalych naczyn i formowania
bariery naczyniowej [Xiong i Hla, 2014, Peters i Alewijnse, 2007]. Z tego
powodu, podczas regeneracji tkanki mig$niowej dochodzi do nasilonych
procesow jej kapilaryzacji, czemu towarzyszy wzrost ilo$ci krwinek czerwonych,
bedacych waznym zrédlem czynnika S1P.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Rozwo6j wspotczesnej medycyny weterynaryjnej jak i $wiadomosci
opickunow dotyczacej dobrostanu zwierzat towarzyszacych spowodowat, ze
$rednia dlugo$¢ zycia psOw w ostatnich latach znaczaco wzrosta. W zwigzku
Ztym, geriatria psow to jedna z prezniej rozwijajacych sie specjalizacji
weterynaryjnych w Polsce i na §wiecie. Od wielu lat prowadzone sg bardzo liczne
badania nad mechanizmami starzenia si¢ u ludzi, co pozwolilo na bardzo
doktadne poznanie tych proceséw. Nowe potrzeby spowodowaly, ze pojawiaja
si¢ coraz liczniejsze publikacje dotyczace zmian starczych u pséw, w tym
rowniez w ukladzie ruchowym. Oprocz wydolnoséci narzadéow wewnetrznych,
prawidtowa sprawno$¢ fizyczna pséw to takze bardzo wazny element ich
funkcjonowania w $rodowisku domowym, a przede wszystkim mozliwo$é
komfortowego, pozbawionego bolu zycia. Powazne ograniczenia wydolnos$ci
ruchowej geriatrycznych psow, szczegodlnie ras duzych i olbrzymich to jedna
Z czestych przyczyn ich eutanazji. Procesy starzenia si¢ migSni psoOw
w wigkszosci aspektow w niewielkim stopniu r6znig si¢ od zmian zachodzacych
wraz z wiekiem w tkance mig¢$niowej u ludzi.

Przeprowadzona analiza pobranych probek miesni psow - dwugtowego
ramienia 1 czworoglowego uda za pomoca badan histologicznych
i immunohistochemicznych pozwolita oceni¢ wplyw starzenia na mikrostrukture
migéni szkieletowych tych zwierzat. Badania zostaly uzupelione o analize
morfologiczng i biochemiczng ich krwi Uzyskane wyniki potwierdzily, ze
zmianom starczym u psoéw, podobnie jak u ludzi, towarzyszy stopniowa
degeneracja wtokien migsniowych, wzrost udziatu zmian histopatologicznych,
wtym atrofii oraz uposledzenie stopnia waskularyzacji i zdolno$ci
regeneracyjnych. Klinicznym efektem opisywanych zmian patologicznych
W migéniach jest pogarszajaca si¢ sprawnos$¢ ruchowa starzejacych sig¢ psow,
wplywajaca znaczaco na ich dobrostan. Dalsze badania biomechanizmu starzenia
si¢ migéni na poziomie komoérkowym z wykorzystaniem nowoczesnych metod
badawczych, w tym genetycznych, moga pozwoli¢ w przysztosci wprowadzi¢
nowe, jeszcze skuteczniejsze metody opoOzniajace zmiany degeneracyjne
w tkance mig$niowe] starzejgcych si¢ psow. Z duzym prawdopodobienstwem
oparte one beda na wykorzystaniu zar6wno metod farmakologicznych, jak
i fizjoterapeutycznych czy dietetycznych. Indywidualnie dobrane programy
op6zniajace efekty starzenia si¢ psow, podobnie jak ma to miejsce w medycynie
ludzkiej, beda waznym elementem opieki weterynaryjnej
i zoofizjoterapeutycznej. Z calg pewnoscig dotyczy¢ beda miedzy innymi,
optymalizacji aktywno$ci ruchowej starszych psow, ich prawidlowego zywienia,
w konsekwencji zapobieganiu otyloéci zwierzat towarzyszacych, co aktualnie
stanowi bardzo powazny problem.
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Analiza wynikow przeprowadzonych badan pozwolita na sformutowanie
nastgpujacych wnioskow:

1.

Wraz z wiekiem psoéw nie stwierdzono zmian w udziatach procentowych

poszczegdlnych typdéw widkien miesniowych w badanych migéniach.

Obserwowana tendencja do  zwickszenia odsetka  widkien

oksydatywnych, szczegdlnie w przypadku migsnia biceps brachii, moze

wskazywaé na to, ze zdolno$¢ oksydacyjna migsni szkieletowych nie
ulegta spadkowi wraz z wiekiem.

W obu badanych migs$niach najwigkszg liczbe kapilar stwierdzono

w grupie psow od 1 roku do 5 lat i roznita si¢ ona istotnie z grupg psow

najmtodszych (do 1 roku) oraz najstarszych (powyzej 10 lat). Taki wynik

$wiadczy¢ moze o dopiero rozpoczgtym procesie angiogenezy

w mtodym wieku zwierzat lub zmniejszeniu mikrounaczynienia w wieku

starszym.

Najwieksza liczbe prawidlowo zbudowanych wtokien mig§niowych oraz

najmniejszy odsetek zmian patologicznych w migsniu BB i QF

stwierdzono w grupie psow najmtodszych. Wraz z procesem starzenia
mie$ni nastepowato zwigkszenie udziatu wiokien atroficznych oraz
tkanki lacznej, ktorej przerost bardzo rozlegly obserwowano tylko

U psOw powyzej 5 lat i geriatrycznych.

Nie stwierdzono roznic w liczbie komorek satelitarnych migdzy

badanymi grupami psow, obserwowano jedynie tendencje spadkowa

liczby komorek Pax 7-pozytywnych wraz z wiekiem, aczkolwiek proces
ten jest uzalezniony od wielu czynnikéw osobniczych, w tym takze
chorobowych.

Starzejace si¢ mig$nie pséw, w zwigzku ze spadkiem stopnia

unaczynienia oraz liczby komorek satelitarnych, wykazuja mniejszy

potencjal regeneracyjny, a tym samym tendencj¢ do zwigkszania si¢
liczby zmian patologicznych. Nalezy podkresli¢, ze rodzaj oraz stopien
nasilenia zmian patologicznych i degeneracyjnych w tkance mig$niowej

u starzejgcych si¢ pséw w duzym stopniu zalezy zarowno od ich

dobrostanu, jak i wspotistniejacych chorob narzadowych.

Na podstawie uzyskanych korelacji stwierdzono, ze:

a) wzrostowi kapilaryzacji mig$ni towarzyszy znaczacy wzrost liczby
krwinek czerwonych we krwi. Jest to prawdopodobnie zwigzane
z faktem, ze to krwinki czerwone sa gldéwnym zrodtem sfingozyno-
1-fosforanu (S1P) stymulujacego migracje¢ komorek $rodbtonka
naczyniowego, a takze dojrzewanie nowo powstatych naczyn
i formowanie bariery naczyniowej,

b) wraz z wiekiem pséw wzrasta udzial zmian patologicznych
w obrebie tkanki mig$niowej, czemu towarzyszy wzrost poziomu
kinazy kreatynowej (CK) we krwi, ktéra jest waznym markerem
stopnia uszkodzenia tkanki mig$niowej, jak réwniez zwigkszenie
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liczby leukocytow, w tym gltownie neutrofili, co jest zwigzane

Ztoczacymi si¢ procesami zapalnymi, a takze regeneracyjnymi

uszkodzonych wiokien mig$niowych.
Uzyskane wyniki badan nad wplywem procesu starzenia na
mikrostrukture wybranych miegsni szkieletowych psow, ze wzgledu na
swoj pionierski charakter, sa cenng baza danych do dalszych prac
badawczych w tym zakresie, a takze do okre$lenia roli fizjoterapii
W Opdznianiu procesOw starzenia tkanki migSniowej psOw oraz jej
zdolno$ci  regeneracyjnych. Ostatecznie zebrana wiedza moze
przyczynic si¢ to do znaczacej poprawy dobrostanu psow geriatrycznych.
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8. STRESZCZENIE

Wplyw procesu starzenia na mikrostrukture wybranych miesni
szkieletowych psow

lek. wet. Sebastian Slodki
Stowa kluczowe: starzenie mig$ni, psy, mikrostruktura migséni

Starzenie si¢ mig¢$ni to wcigz aktualny i bardzo szeroko omawiany temat
zarowno w medycynie ludzkiej, jak i weterynaryjnej. W odniesieniu do zwierzat
towarzyszacych, w tym psow i kotow, jest to nadal mato poznane zagadnienie.
Istnieje stosunkowo niewielka liczba prac naukowych, opisujgcych zmiany
zachodzace u tych zwierzat wraz z uptywem lat. Starzeniu towarzyszy szereg
zmian mikrostrukturalnych w  migéniach, a takze morfologicznych
i biochemicznych we krwi. Celem pracy byla ocena wpltywu proceséw starzenia
na cechy mikrostruktury migsnia dwugtowego ramienia (m. biceps brachii - BB)
i czworogtowego uda (m. quadriceps femoris - QF) psow. Cele szczegotowe
obejmowaty: ocene mikrostruktury mig¢$ni BB i QF, w tym profilu fizjologiczno-
biochemicznego wildkien migsniowych, oraz zmian histopatologicznych
W trakcie starzenia si¢ psow, ocene wplywu procesOw starzenia na kapilaryzacje
(mikrounaczynienie) mig$ni oraz zdolno$¢ do regeneracji widkien migsniowych
na podstawie okreslenia liczby komorek satelitarnych u pséw, a takze okreslenie
wspotzalezno$ci miedzy poszczegdlnymi cechami mikrostruktury mieéni oraz
parametrami biochemicznymi i hematologicznymi krwi.

Do badan zakwalifikowano 33 psy w przedziale wiekowym od 8 tygodni
do 18 lat. Psy podzielono na 4 grupy wiekowe: grupa | - psy od urodzenia do
1 roku zycia (4 osobniki), grupa II - psy od 1 do 5 roku zycia (4 osobniki), grupa
Il - psy od 5 do 10 roku zycia (10 osobnikéw), oraz grupa IV - psy powyzej
10 roku zycia (15 osobnikoéw). Wszystkie wymienione psy zmarly naturalnie
z powodu istniejacej choroby lub zostaly poddane eutanazji w zakladzie
leczniczym dla zwierzat wedlug wskazan medycznych, zgodnie z obowigzujaca

w Polsce ustawg o ochronie praw zwierzat. Wszyscy opiekunowie pséw wyrazili
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zgode na pobranie pos$miertne wycinkOw migsni do badan. U zadnego
Z powyzszych zwierzat nie stwierdzono wspotistniejacej choroby majacej
bezposredni wptyw na procesy starzenia, a tym samym degeneracji mig$ni
szkieletowych. Krew do analizy pobierana byta od zwierzat w celach
diagnostycznych, w trakcie ich leczenia oraz podczas procedury eutanazji.
Badanie krwi miato pozwoli¢ na doktadne okreslenie stanu zdrowotnego
badanych zwierzat i jego wptywu na wyniki badan mig$ni. Bezposrednio po
$mierci psoOw pobrano wycinki mi¢sni BB i QF w celu wykonania preparatow
histologicznych technika kriokatowa i parafinowa. Wykonano nastgpujace
barwienia histochemiczne: reakcje na aktywno$¢ enzymu reduktazy
tetrazolinowej NADH-TR w celu okreslenia typow widkien migéniowych,
topograficzne barwienie przegladowe H+E (hematoksyling i eozyng) w celu
okreslenia zmian histopatologicznych w migéniach oraz barwienie Oil Red
(czerwienig oleista3) w celu okreslenia poziomu s$réodmiesniowej tkanki
thuszczowej. W badaniach immunohistochemicznych przeprowadzono reakcje
z wykorzystaniem przeciwciata przeciw CD31 celem oceny mikrounaczynienia
migéni oraz reakcje immunohistochemiczng na obecno$¢ biatka swoistego dla
komorek satelitarnych — Pax-7 celem okreslenia potencjalu regeneracyjnego
komoérek migsniowych psé6w w poszczegdlnych grupach wiekowych.
Sporzadzone preparaty histologiczne analizowano pod mikroskopem $wietlnym
Ci-L firmy NIKON wyposazonego w kamer¢ NIKON DS-Fi3 o rozdzielczosci
5,9 MPix. Analizy obrazow mikroskopowych przeprowadzono, wykorzystujac
program NIS ELEMENTS. Uzyskane dane, celem weryfikacji wynikow,
poddano analizie statystycznej zgodnie z metodami wnioskowania
statystycznego.

Wraz z wiekiem pséw nie stwierdzono zmian w udziatach procentowych
poszczegbdlnych typdw wildkien migsniowych w badanych migéniach.
Obserwowana tendencja do zwickszenia odsetka wiokien oksydatywnych,

szczegblnie w przypadku mie$nia BB, moze wskazywaé na to, ze zdolno$¢
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oksydacyjna mies$ni szkieletowych nie ulegta spadkowi wraz z wiekiem. W obu
badanych mie$niach najwigksza liczbe kapilar stwierdzono w grupie pséw od
1 roku do 5 lat i roznita si¢ ona istotnie z grupa pséw najmtodszych (do 1 roku)
oraz najstarszych (powyzej 10 lat). Taki wynik §wiadczy¢é moze o dopiero
rozpoczetym procesie angiogenezy w mlodym wieku zwierzat lub zmniejszeniu
mikrounaczynienia w wieku starszym. Najwigkszg liczbe prawidlowo
zbudowanych wiokien migSniowych oraz najmniejszy odsetek zmian
patologicznych w migéniu BB i QF stwierdzono w grupie psow najmtodszych.
Wraz z procesem starzenia migsni nastgpowato zwigkszenie udziatu wiokien
atroficznych oraz tkanki tacznej, ktorej bardzo rozlegly przerost obserwowano
tylko u psow powyzej 5 lat i geriatrycznych. Nie stwierdzono réznic w liczbie
komorek satelitarnych migdzy badanymi grupami pséw, obserwowano jedynie
tendencj¢ spadkowa liczby komoérek Pax 7-pozytywnych wraz z wiekiem,
aczkolwiek proces ten jest uzalezniony od wielu czynnikow osobniczych, w tym
takze chorobowych. Starzejace si¢ migénie pséw, w zwiazku ze spadkiem stopnia
unaczynienia oraz liczby komorek satelitarnych, wykazuja mniejszy potencjat
regeneracyjny, a tym samym tendencje¢ do zwigkszania si¢ liczby zmian
patologicznych. Nalezy podkresli¢, ze rodzaj oraz stopien nasilenia zmian
patologicznych i degeneracyjnych w tkance mig$niowej u starzejacych sie psow
w duzym stopniu zalezy zaré6wno od ich dobrostanu, jak i wspotistniejacych
choréb narzadowych. Na podstawie uzyskanych korelacji stwierdzono, ze
wzrostowi kapilaryzacji mig$ni towarzyszy znaczacy wzrost liczby krwinek
czerwonych we krwi. Prawdopodobnie jest to zwigzane z faktem, ze krwinki
czerwone sg gldownym zréodlem sfingozyno-1-fosforanu (S1P) stymulujacego
migracje komorek $rodblonka naczyniowego, a takze dojrzewanie nowo
powstatych naczyn i formowanie bariery naczyniowej. Ponadto wraz z wiekiem
psow wzrasta udziat zmian patologicznych w obrebie tkanki migSniowej, czemu
towarzyszy wzrost poziomu kinazy kreatynowej (CK) we krwi, ktéra jest

waznym markerem stopnia uszkodzenia tkanki mig$niowej, oraz zwigkszona
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liczba leukocytow, w tym gtéwnie neutrofili, co jest zwigzane z toczacymi si¢
procesami zapalnymi, a takze regeneracyjnymi uszkodzonych wtokien
mig$niowych.

Uzyskane wyniki badan nad wplywem procesu starzenia na
mikrostrukture wybranych mies$ni szkieletowych pséw ze wzgledu na swoj pod
wieloma wzgledami pionierski charakter sg cenng baza danych do dalszych prac
badawczych, w tym takze do okreslenia roli fizjoterapii w opdznianiu procesow

starzenia tkanki migsniowej pséw oraz jej zdolnosci regeneracyjnych.
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9. ABSTRACT

Effect of the aging process on the microstructure of selected skeletal
muscles in dogs

DVM Sebastian Slodki
Key words: aging muscles, dogs, muscles microstructure

Muscle aging is still a current and widely discussed topic in both human
and veterinary medicine. With regard to companion animals, including dogs and
cats, this is still not well known. Relatively few scientific works describe the age-
related changes in these animals. Aging is accompanied by several
microstructural changes in the muscles as well as morphological and biochemical
in the blood. The thesis aimed to assess the influence of aging processes on the
microstructure of the biceps brachii (BB) and quadriceps (QF) muscles of dogs.
The detailed objectives included: assessment of the BB and QF muscle
microstructure, including the physiological and biochemical profile of muscle
fibers and histopathological changes during the aging of dogs, assessment of the
impact of aging processes on muscle capillarization (microvascularisation), and
the ability to regenerate muscle fibers based on the calculation of the number of
satellite cells in dogs and to determine the correlation between the individual
features of the muscle microstructure as well as the biochemical and
hematological parameters of the blood.

Thirty-three dogs ranging in age from 8 weeks to 18 years old were
enrolled in the study. They were divided into 4 age groups: group | - dogs from
birth to 1 year of age (4 individuals), group |1 - dogs from 1 to 5 years of age (4
individuals), group I11 - dogs from 5 to 10 years of age (10 individuals), and group
IV - dogs over 10 years of age (15 individuals). All these dogs died naturally due
to an existing disease or were euthanized in an animal treatment facility according
to medical indications, in accordance with the Polish Animal Protection Act. All
dog owners consented to the post-mortem collection of muscle biopsies for

testing. In none of the above animals was found a concomitant disease that had
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a direct impact on the aging processes, and thus skeletal muscle degeneration.
Blood was collected for analysis from animals for diagnostic purposes, during
their treatment, and during the euthanasia procedure. The blood test was to
accurately measure the health status of the tested animals and its impact on the
results of tested muscles. Immediately after the death of the dogs, sections of BB
and QF muscles were taken for histological preparations using the cryo and
paraffin technique. The following histochemical staining was performed: reaction
to the activity of the enzyme NADH-TR tetrazolium reductase to determine the
types of muscle fibers, H + E (hematoxylin and eosin) staining to determine the
histopathological changes in the muscles, and Oil Red staining to determine the
level of intramuscular adipose tissue. In immunohistochemical testing, a reaction
using an anti-CD31 antibody was carried out to assess muscle microvasculature,
and an immunohistochemical reaction to the presence of a satellite-specific
protein - Pax-7 to determine the regenerative potential of canine muscle cells in
the different age groups. The histological preparations were analyzed under the
NIKON Ci-L light microscope equipped with a NIKON DS-Fi3 camera with
a resolution of 5.9 MPix. Analyzes of microscopic images were performed using
the NIS ELEMENTS program. The obtained data, in order to verify the results,
were subjected to statistical analysis in accordance with the methods of statistical
inference.

With the age of the dogs, there was no change in the percentage of each
type of muscle fiber in the muscles tested. The observed tendency to increase the
percentage of oxidative fibers, especially in the case of the BB muscle, may
indicate that the oxidative capacity of skeletal muscles did not decrease with age.

In both examined muscles, the highest number of capillaries was found
in the group of dogs from 1 to 5 years of age, and it differed significantly from
the group of the youngest (up to 1 year) and the oldest (over 10 years) dogs. Such
a result may indicate that the angiogenesis process has just started at a young age

of animals or a decrease in microvascularization at an older age. The youngest
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dogs had the highest number of correctly built muscle fibers and the lowest
percentage of pathological changes in the BB and QF muscles. Along with the
aging of muscles, there was an increase in the share of atrophic fibers and
connective tissue. A very extensive overgrowth of this tissue was observed only
in dogs over 5 years old and in geriatric dogs. There were no differences in the
number of satellite cells between the examined groups of dogs, only a decreasing
trend in the number of Pax 7-positive cells with age was observed, although this
process depends on many individual factors, including disease ones. Aging
muscles of dogs, due to the decrease in the degree of vascularization and the
number of satellite cells, show a lower regenerative potential, and thus a tendency
to increase the number of pathological changes. It should be emphasized that the
type and severity of pathological and degenerative changes in the muscle tissue
of aging dogs largely depend on both their welfare and concomitant organ
disease. Based on the obtained correlations, it was found that the increase in
muscle capillarization was accompanied by a significant increase in the number
of red blood cells in the blood. This is probably due to the fact that red blood cells
are the main source of sphingosine-1-phosphate (S1P), which stimulates the
migration of vascular endothelial cells, as well as the maturation of newly formed
vessels and the formation of the vascular barrier. In addition, with age, the share
of pathological changes in the canine muscle tissue increases, which is
accompanied by an increase in the level of creatine kinase (CK) in the blood,
which is an important marker of the degree of muscle tissue damage, as well as
an increased number of leukocytes, mainly neutrophils, which is connected with
ongoing inflammatory and regenerative processes of damaged muscle fibers.
The obtained results of research on the influence of the aging process on
the microstructure of selected skeletal muscles of dogs, due to their pioneering
nature, are a valuable database for further research in this area, including the role
of physiotherapy in delaying the aging processes of the canine muscle tissue and

its regenerative abilities.
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