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DANE O KANDYDATCE

Data uzyskania tytutu magistra: 4.07.2008 r.

Nazwa jednostki organizacyjnej, w ktérej nadany zostat tytut: Wydziat Biologii Uniwersy-
tetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Kandydatka nie ubiegata sie wcze$niej o nadanie stopnia doktora.

Aktualne miejsce pracy: Zaktad Neurobiologii, Akademia Wychowania Fizycznego im. Eu-
geniusza Piaseckiego w Poznaniu.

Zajmowane stanowisko: od 1.10.2014 r. - starszy specjalista badawczo-techniczny.
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STRESZCZENIE

Miesnie szkieletowe wykazujg szereg zaleznych od ptci réznic dotyczacych masy, liczby
i proporcji wtokien miesniowych réznych typow, liczby i proporcji jednostek ruchowych
réznych typow oraz ich cech skurczu, a takze liczby i rozmiaré6w motoneuron6w uner-
wiajgcych mies$nie. Celem badan byto poznanie dymorfizmu ptciowego w odniesieniu do
liczby, struktury, gestosci i roztozenia wrzecion mieSniowych w mie$niu przysrodkowym
brzuchatym tydki szczura. Mie$nie samcow (n = 10) i samic (n = 10) pocieto poprzecznie
na seryjne skrawki (o grubosci 5-20 pm), na ktérych identyfikowano wrzeciona mie$nio-
we. Nie stwierdzono istotnej réznicy (p > 0,05) w liczbie wrzecion mie$sniowych samcow
(14,45 +2,77) i samic (15,00 £3,13). Masa mie$ni byta o 38,89% wieksza u samcéw (1,08 g
vs. 0,66 g u samic), przez co gestos$¢ tych receptoréw byta istotnie wyzsza (p < 0,01)
u samic (jedno wrzeciono na 51,14 mg masy mieSnia w porOwnaniu z jednym wrzecionem
na 79,91 mg masy mie$nia u samcow). Nie stwierdzono znaczacych réznic miedzy witasci-
wosciami morfometrycznymi wiékien mieSniowych sré6dwrzecionowych i wrzecion mie-
$niowych (p > 0,05): 5,16 +2,43 pm i 5,37 £2,27 um w odniesieniu do Srednicy wtdkien
mie$niowych odpowiednio dla samcéw i samic; 5,57 +2,20 i 5,60 +2,16 w odniesieniu
do liczby wtékien miesniowych sr6dwrzecionowych odpowiednio dla samcéw i samic;
25,85 10,04 um i 25,30 +9,96 um w odniesieniu do krétszej Srednicy wrzecion mie$nio-
wych odpowiednio dla samcéw i samic; oraz 48,99 +20,73 um i 43,97 +16,96 um w od-
niesieniu do dtuzszej srednicy wrzecion miesniowych odpowiednio dla samcéw i samic.
Ponadto, gdy poréwnano dtugosci wrzecion mieSniowych samcow i samic, Srednie dtu-
gosci nie réznity sie istotnie (3,3 +1,47 mm u samcéw i 3,26 +1,32 mm u samic). Dane
te sugeruja, ze roznice miedzyptciowe w odniesieniu do wrzecion miesniowych mies$nia
przysrodkowego brzuchatego tydki szczura sg ograniczone do ich gestosci, co odbie-
ga od wczesniejszych danych opisujacych réznice w Srednicy wiékien miesniowych ze-
wnatrzwrzecionowych. Dla badanego mie$nia dodatkowo przeanalizowano przestrzen-
ny rozkitad wrzecion mie$sniowych i po raz pierwszy zwizualizowano rozktad wrzecion
w mies$niu za pomocg tréjwymiarowego modelu mie$nia. W celu analizy rozktadu wrze-
cion miesien podzielono na 10 sektoréw wzdtuz miesnia. Stwierdzono, Ze wrzeciona mie-
$niowe byty rozmieszczone gtéwnie w proksymalnie-przysrodkowych sektorach mie$nia.
Nie odnotowano zwiazanych z ptcig réznic w rozmieszczeniu badanych receptoréw. Po-
jedynczy sektor zawierat Srednio 2,71 receptora dla zwierzat obu ptci. Wyniki przepro-
wadzonych badan poszerzajg podstawowa wiedze w zakresie r6znic miedzy mie$niami
szkieletowymi u osobnikéw ptci meskiej i zenskiej.
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ABSTRACT

Skeletal muscles reveal numerous sex-related differences concerning their mass, number
and proportion of muscle fibers of various types, number and proportions of three types
of motor units as well as their contractile properties, and finally number and size of mo-
toneurons. This study aimed to investigate the sexual dimorphism of muscle spindles in
rat medial gastrocnemius muscle. The muscles of male (n = 10) and female (n = 10) rats
were cut transversely into 5-20 pum thick serial sections and the number, density, and
morphometric properties of the muscle spindles were determined. There was no signifi-
cant difference (p > 0.05) in the number of muscle spindles in male (14.45 +2.77) and
female (15.00 +3.13) rats. Muscle mass was 38.89% higher in males (1.08 g vs. 0.66 g in
females), making the density of these receptors significantly higher (p < 0.01) in females
(approximately one spindle per 51.14 mg muscle mass vs. one per 79.91 mg in males).
There were no significant differences between the morphometric properties of intrafusal
muscle fibers or muscle spindles in male and female rats (p > 0.05): 5.16 +2.43 um and
5.37 £2.27 pm for male and female intrafusal muscle fiber diameter, respectively; 5.57
+2.20 and 5.60 +2.16 for male and female intrafusal muscle fiber number, respectively;
25.85 £10.04 pm and 25.30 £9.96 um for male and female shorter muscle spindle diame-
ter, respectively; and 48.99 £20.73 um and 43.97 £16.96 um for male and female longer
muscle spindle diameter, respectively. Moreover, the calculated lengths of muscle spindles
in male and female rats were not different statistically (3.30 +1.47 mm for male and 3.26
+1.32 mm for female rats). These findings suggest that sexual dimorphism in the muscle
spindles of rat medial gastrocnemius is limited to their density, which contrasts previous
observations reporting differences in extrafusal muscle fibers diameters. Next, the spa-
tial distribution of the medial gastrocnemius muscle spindles of 10 male and 10 female
muscles was analysed under the light microscope, and for the first time, visualised using
a 3D model of the muscle. Serial cross-sections of the medial gastrocnemius muscles were
separated into 10 divisions along the proximo-distal axis. The muscle spindles of the rat
medial gastrocnemius were predominantly distributed on the proximo-medial divisions
of the muscle. There were no sex-related differences in the distribution of the studied re-
ceptors. A single division contained an average of 2.71 receptors for animals of both sexes.
Therefore, the present results enlarge basic knowledge concerning differences between
skeletal muscles in male and female individuals.
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1. wsTEP

Réznice w uwarunkowaniach motorycznych mezczyzn i kobiet

Zawody sportowe mezczyzn i kobiet z reguly s3 organizowane osobno, co powigzane
jest z réznicami dotyczacymi ich uwarunkowan do uprawiania réznych dyscyplin sporto-
wych. Szacunkowo réznica w predkosci biegu miedzy mezczyznami i kobietami osiggana
w tradycyjnych sportach wytrzymato$ciowych (np. maratonie) utrzymuje sie na pozio-
mie ~10%, podczas gdy réznice w zawodach ultrawytrzymato$ciowych odnotowano na
poziomie 4% pomimo wyraznie mniejszej liczby uczestniczek w zawodach sportowych
tego typu. Ponadto kobiety na ogét osiagajg lepsze wyniki niz mezczyZzni w ptywaniu na
duze odlegtosci (Tiller i in. 2021). Chociaz meZczyZni i kobiety nie réznig sie pod wzgle-
dem ekonomii biegu ani wytrzymatosci (tj. procentu utrzymywanej zdolnosci przenosze-
nia tlenu), to biomechanika biegu jest odmienna dla zawodnikéw obu ptci. Kobiety maja
wieksza rotacje ruchu w osi strzatkowej w stawach biodrowym i kolanowym w poréwna-
niu z mezczyznami, co mozna czesciowo wyjasnic przez réznice anatomiczne, m.in. szer-
sza miednice, wiekszy kat kosci udowo-piszczelowej, krotszg dtugos¢ konczyn dolnych
w stosunku do catkowitego wzrostu kobiet. W poréwnaniu z mezczyznami kobiety wy-
kazujg rowniez wieksza proporcjonalng powierzchnie wtdkien typu I (tlenowych, wolno-
kurczliwych), czeSciej wykorzystujgq kwasy ttuszczowe i zachowujg weglowodany podczas
dtugotrwatych ¢wiczen, wykazuja bardziej rownomierng strategie tempa i mniejsze zme-
czenie po biegach wytrzymatoSciowych. Wymienione réznice dajg kobietom przewage
w wynikach ultrawytrzymatos$ciowych, ale inne czynniki (np. nizsza zdolno$¢ przeno-
szenia tlenu, wyzszy procent tkanki ttuszczowej) réwnowaza te potencjalne zalety, co
sprawia, ze kobiety osiggajace lepsze wyniki niz mezczyzni startujacy w tych samych za-
wodach s3 wyjatkiem (Besson i in. 2022). Inna analiza uwarunkowan ptciowych wyka-
zala ochronng role testosteronu przed uszkodzeniem mie$ni i ich zmeczeniem, co moze
wptywac na wieksza odporno$¢ na zmeczenie u mezczyzn niz u kobiet (Collado-Boira i in.
2021). Ponadto krazacy we krwi testosteron jest obecnie uwazany za najwazniejszy czyn-
nik odpowiadajgcy za przewage mezczyzn w wynikach sportowych, wynoszacg od 10%
do nawet 20% w pordwnaniu z rezultatami kobiet. Odnotowano tez, ze gdy zawodniczki
z endogennym poziomem testosteronu w meskim zakresie (tj. 10-20 razy wyzszym niz
przecietnie u kobiet) konkurowaty z kobietami z normalnym poziomem androgenéw, te
pierwsze osiggaty znacznie lepsze rezultaty (Hirschberg 2020). Z kolei podczas badania
EMG (elektrofizjologicznego badania czynno$ci mies$ni) mezczyzni wykazywali wieksza
aktywacje mie$ni podczas koncentrycznej fazy skoku w testach skoku z odbicia (w prze-
ciwng strone) i nastepujacego potem ladowania. U kobiet natomiast odnotowano wyz-
szy wspotczynnik koaktywacji zginaczy podeszwowych podczas fazy odpychania przy
testowanych skokach. Analiza EMG wykazata takze wiekszg aktywno$¢ EMG w mie$niach
piszczelowym przednim i prostym uda u mezczyzn, a dodatkowo, rowniez u mezczyzn,
stwierdzono wyzsza koaktywacje zginaczy podeszwowych podczas ladowania (Marquez
i in. 2017). Mimo to zmeczenie obwodowe, na co wskazujg wybrane parametry skurczu
miesni, nie réznito sie miedzy ptciami zar6wno po wysitku izometrycznym, jak i izotonicz-
nym. Podobne proporcje typéw wtdékien miesniowych zginaczy podeszwowych dla bada-
nych os6b obu ptci i wieksza heterogeniczno$¢ typow wiokien moga wyjasnia¢, dlaczego
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réznice miedzy ptciami w zmeczeniu mie$ni, cho¢ powszechne w innych grupach mies$ni
(np. w aktywnoSci prostownikow kolan), nie zostaty wykazane w przypadku zginaczy po-
deszwowych (Haiin. 2022).

W pordéwnaniu z liczbg analiz dotyczacych sportéw wytrzymatosciowych istnieje bar-
dzo niewiele danych na temat r6znic miedzy ptciami w sportach wymagajacych precy-
zji ruchu i kontroli potozenia ciata, takich jak tucznictwo, strzelanie precyzyjne, biathlon,
a ponadto dane te nie sg jednoznaczne. Najnowsze doniesienia wskazujg, ze w badaniach
polegajacych na analizie wptywu widzenia na przestrzenng i czasowa kontrole nieza-
leznych ruchéw palcéw dominujacej i niedominujacej reki kobiety wykazywaty wieksza
niezalezng kontrole palcéw konczyny gérnej w poréwnaniu z mezczyznami (Johansson
iin. 2021). Co wiecej, zbadano powigzanie postrzegania catego ciata z kontrolg postawy
i wptywem ptci uczestnikow na te cechy. U kobiet schemat kontroli postawy ciata byt sta-
tystycznie istotnie lepiej powigzany ze wskaznikiem utrzymania rownowagi i sterowania
ciatem w otwartej petli, a ponadto z takimi czynnikami jak kondycja sensoryczna, wiek
i niektore cechy antropometryczne (Schulleri i in. 2022). Ponadto w badaniu wptywu
m.in. ptci na precyzje wykonywania ruchéw konczyny gérnej w ptaszczyznach czotowe;j,
poprzecznej i strzatkowej przy zastosowaniu modelu liniowego testu precyzji ruchow wy-
kazano wiekszg doktadno$¢ ruchéw reki u kobiet (Liutsko i in. 2020). W innych badaniach
udowodniono, Ze istniejg réznice miedzy ptciami w zakresie propriocepcji i funkcji mecha-
nicznych konczyn dolnych. Z badan indeksu propriocepcji stawéw skokowego i kolanowe-
go wynika, Ze mezczyzn cechuje wyzszy wskaznik wyczucia pozycji tych stawéw w trak-
cie ruchu w poréwnaniu z kobietami (Hu i in. 2020). Z kolei w zawodach biathlonowych
przeanalizowano wzgledny czas na trasie, wyniki w strzelaniu (tj. czas kary), czas strze-
lania i czas na strzelnicy w stosunku do catkowitego czasu wys$cigu u mezczyzn i u kobiet
i zaobserwowano, Ze mezczyZni osiggali wieksza szybko$¢ i precyzje ruchu w poréwnaniu
z kobietami startujacymi osobno w tej konkurencji. Mezczyzni strzelali srednio o 15 se-
kund szybciej niz kobiety, a tgczny czas wykonywania przez nich kary byt o 18 sekund
krotszy niz u kobiet (Luchsinger i in. 2018). Co nalezy podkresli¢, najistotniejszymi recep-
torami czucia gtebokiego, ktorych czynnosc¢ jest podstawa kontroli przestronnego potoze-
nia ciata, s3 wrzeciona mie$niowe znajdujace sie we wszystkich mie$niach szkieletowych,
u cztowieka w liczbie od kilkunastu do kilkuset (Prochazka 2021).

Podsumowujac, przedstawione powyzej dane wskazujg na osiagganie lepszych rezul-
tatow przez mezczyzn w sportach szybkos$ciowych i wytrzymatosciowych, natomiast nie-
liczne badania sugeruja, ze w sportach wymagajacych precyzji ruchu kobiety powinny
uzyskiwac lepsze wyniki, cho¢ dostepna jest bardzo niewielka liczba danych mogacych
wyjasnic role wrzecion miesniowych w potencjalnych réznicach miedzy ptciami w takich
dyscyplinach jak np. tucznictwo czy strzelectwo.

Lokalizacja i funkcja miesnia brzuchatego tydki

Uktad ruchu, odpowiedzialny za uprawianie sportow, tworzag kosci i mies$nie szkieleto-
we poprzecznie prazkowane. Do mie$ni konczyny tylnej nalezy m.in. miesien brzuchaty
tydki. Odpowiada on gtéwnie za wykonywanie szybkich ruchéw, takich jak bieganie czy
skoki. W tego rodzaju aktywnosci jego funkcjg jest zginanie podeszwowe stopy w stawie
skokowym i zginanie konczyny tylnej w stawie kolanowym. Miesien brzuchaty tydki skta-
da sie z dwdch czesci: gtowy przysrodkowej (m. gastrocnemius medialis) i glowy bocznej
(m. gastrocnemius lateralis). Miesien przysrodkowy ma przyczep poczatkowy (proksy-
malny) umieszczony w powierzchni tylnej ktykcia przysrodkowego kosci udowej, nato-
miast przyczep koncowy (dystalny) znajduje sie na kosci pietowej i tworzony jest przez
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Sciegno pietowe (Achillesa) wspdlnie z mieSniem ptaszczkowatym. Miesien brzucha-
ty przysrodkowy unerwiajq aksony nerwu piszczelowego majgce u cztowieka poczatek
w segmentach rdzenia kregowego L4-S2, biegnace poprzez splot krzyzowy, a nastepnie
w nerwie kulszowym (Fitz-Ritson 1982; Popeskoiin. 2011).

Miesien brzuchaty przysrodkowy tydki ze wzgledu na lokalizacje i budowe jest jednym
z najlepiej poznanych w doswiadczeniach elektrofizjologicznych mies$ni szkieletowych.
Jest to zarazem modelowy miesien wykorzystywany w badaniach przeprowadzonych na
szczurach Wistar obu ptci w Zaktadzie Neurobiologii AWF Poznan. W odniesieniu do tego
mie$nia wykazano znaczace réznice miedzyptciowe m.in. w masie ciata, masie mie$ni,
liczbie i Srednicy wtokien miesniowych zewnatrzwrzecionowych oraz unerwienia jedno-
stek ruchowych (Drzymata-Celichowska i Celichowski 2020; Mierzejewska-Krzyzowska
i in. 2011; Mierzejewska-Krzyzowska i in. 2014). Wykazano, ze samce szczuréw Wistar
maja o 87% wieksza mase ciata i 0 53% wieksza mase tych mies$ni niz samice. Ponad-
to u samcéw liczba wiokien miesniowych zewnatrzwrzecionowych byta o 27% wieksza
niz u samic, a Srednica tych wtdkien byta wieksza o okoto 14%. W analizach bioracych
pod uwage liczbe jednostek ruchowych i liczbe wtékien miesniowych wykazano, Ze jeden
a-motoneuron unerwia o okoto 35% wiecej wtékien mieSniowych zewnatrzwrzeciono-
wych u samcow niz u samic (Mierzejewska-Krzyzowska i in. 2011). Dodatkowo $rednica
ciata y-motoneuronéw jest o 9%, a a-motoneuronéw o 6% wieksza u samcédw niz u sa-
mic (Mierzejewska-Krzyzowska i in. 2014). Natomiast zaobserwowano, Ze $rednia liczba
y-motoneuronéw (unerwiajacych wiékna mieSniowe srédwrzecionowe) w jadrze rucho-
wym mie$nia brzuchatego przysrodkowego tydki szczura jest zbliZona u samcéw i samic,
co mogto wskazywac na podobnag liczbe wrzecion mieSniowych w tym mies$niu u szczu-
réw obu ptci i zwrécito uwage na potrzebe zbadania tego.

Wrzeciona miesniowe, ich struktura i rola

Za odbior i przewodzenie bodZcéw w uktadzie nerwowym odpowiadajg wyspecjalizowa-
ne receptory. Ich liczba i gestos$¢ sa rézne w poszczeg6lnych czeSciach ciata cztowieka.
W przypadku receptoréw skdérnych, odpowiedzialnych za percepcje bodZcéw zewnetrz-
nych (np. dotyk, ucisk, temperatura), najwieksza ich gesto$¢ wystepuje na jezyku, war-
gach, a takze opuszkach palcéw rak i na stopach, co ma odzwierciedlenie w organizacji
somatotopowej kory czuciowej mdzgu cztowieka i wigze sie z wiekszg precyzjg czucia
(np. w przypadku dotyku warunkuje to czytanie tekstu napisanego alfabetem Braille’a
opuszkami palcow) w tych czeSciach ciata (Gorski [red.] 2006). Te obserwacje zwracaja
uwage na znaczenie gestosSci receptorow.

Inna grupa receptorow odpowiada za tzw. czucie gtebokie, ktére zazwyczaj nie jest
uswiadamiane. Do receptoréw, ktore decyduja m.in. o rdwnowadze czy kontroli potoze-
nia i ruchu poszczeg6lnych czesci ciata w przestrzeni, naleza: narzad réwnowagi w uchu
wewnetrznym, wrzeciona miesniowe, narzady Sciegniste Golgiego i receptory stawo-
we. Wrzeciona mie$niowe znajduja sie w gtebi mies$ni szkieletowych, otoczone kolage-
nowg torebka zwang kapsuta, i potozone sga pomiedzy peczkami wtdékien miesniowych
zewnatrzwrzecionowych (ekstrafuzalnych). Sktadaja sie z 2-10 wtdkien Srédwrzeciono-
wych (intrafuzalnych), ktérych srodkowe czesci nie kurczg sie, gdyz nie posiadajg praz-
kowania, s3 natomiast wypeinione jadrami komérkowymi; w tej czesci znajduja sie tak-
ze zakonczenia wtokien czuciowych, ktére odpowiadajg za wtasciwa funkcje receptora.
Dwa wtékna Srodwrzecionowe sg dtuzsze (tzw. wtdkna worka jadrowego), a ponadto we
wrzecionie wystepuje zmienna liczba krotszych wtokien (tzw. wtdkien tanicucha jadrowe-
go). Wtokna te oprécz unerwienia aferentnego (czuciowego) posiadajg takze unerwienie
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eferentne (motoryczne) przez y-motoneurony, ktére reguluja czynnos$¢ wrzecion mie-
$niowych, a mianowicie pobudzajg zakonczenia czuciowe lub zwiekszaja odpowiedzZ
na rozcigganie miesnia (Fitz-Ritson 1982; McComas i in. 2018). Wrzeciona mie$niowe
w Srodkowej czeSci maja dwa rodzaje zakonczen czuciowych, tworzonych przez wték-
na aferentne typu la (zakonczenie pierwotne) i Il (zakonczenie wtorne). Zakonczenia te
przekazujg informacje czuciowe z wrzecion miesniowych do rdzenia kregowego w od-
powiedzi na rozcigganie miesnia i/lub skurcz wtdkien mieSniowych srodwrzecionowych.
Zakonczenia wtdrne rejestrujg i przenosza informacje o aktualnej dtugo$ci mies$nia,
a witdékna typu Ia reaguja najsilniej podczas rozciggania wrzecion mieSniowych (mieéni).
Oba rodzaje zakonczen czuciowych zlokalizowane sg na niekurczacym sie fragmencie wtoé-
kien mieSniowych, a zatem ich pobudzanie nastepuje podczas skurczu wtokien srodwrze-
cionowych, prowadzacym do napinania ich centralnej czesci. Zasadniczo skurcz wtdkien
$Srodwrzecionowych jest réwnoczesny ze skurczem wiokien miesniowych zewnatrzwrze-
cionowych (czyli podczas aktywnos$ci mies$nia). Z tych powoddéw wrzeciona mieSniowe sg
receptorami czucia gtebokiego mocno pobudzanymi podczas aktywno$ci mie$ni, w czasie
ktérej ich wrazliwo$¢ na rozcigganie mies$ni jest zwiekszona, i odpowiadajg za lokaliza-
cje oraz kontrole rozmieszczenia poszczegdlnych czesci ciata w przestrzeni. Dodatkowo
wrzeciona mieSniowe wspierajg utrzymanie rownowagi i kontrolujg stan napiecia oraz
koordynacje dziatania réznych antagonistycznych mies$ni konczyny tylnej i w istotny spo-
sob zwiekszaja site skurczu miesni, poniewaz ich widkna czuciowe la monosynaptycznie
pobudzaja motoneurony homonimiczne i synergistyczne (Dimitriou 2022; Grottel i Krutki
1996; Proske 1997; Proske i Gandevia 2009).

W wielu mie$niach tworzacych uktad ruchu cztowieka zageszczenie wrzecion mie-
$niowych jest zréznicowane. Szacuje sie, ze w roznych mies$niach szkieletowych cztowie-
ka znajduje sie $rednio okoto 30 000 wrzecion mie$Sniowych, a ich gesto$¢ wynosi od 1 do
100 na 1 g masy mies$nia (Prochazka 2021). Najwieksza liczba wrzecion mieSniowych
znajduje sie w mie$niach o najwiekszej masie, np. dwugtowym ramienia i piszczelowym
przednim (odpowiednio: $rednio 320 i 284 wrzeciona w jednym mie$niu). Z kolei dla
mies$nia przysrodkowego brzuchatego tydki jest ona o okoto 1/3 niZsza i wynosi $Srednio
80 wrzecion. Ponadto dla tego mies$nia szacuje sie wystepowanie $rednio 580 aksonéw
motoneuronéw w nerwie i 1 000 000 witékien mieSniowych przypadajgcych najeden mie-
sient (Buchthal i Schmalbruch 1980).

Réznice miedzyptciowe w liczbie i gesto$ci wrzecion miesniowych u cztowieka nie zo-
staly do tej pory zbadane. W jedynym dostepnym doniesieniu szacuje sie liczbe wrzecion
mieSniowych u mezczyzn na okoto 20% wieksza niz u kobiet (w mie$niach gatki ocznej
cztowieka), co moze zwieksza¢ zdolnosci mezczyzn do efektywniejszej kontroli wzroko-
wo-proprioceptywnej wykonywanych ruchéw (Lukas i in. 1994).

Badania wrzecion miesniowych na modelach zwierzecych

Badania na modelach zwierzecych dotyczace réznic miedzy piciami w zakresie cech
morfometrycznych, liczby i gestosci wrzecion nie byty prowadzone. Dostepne dane sa
fragmentaryczne. Gesto$¢ wrzecion miesniowych dotychczas zbadano jedynie dla cate-
go miesnia brzuchatego tydki (obie gtowy mie$nia). Al-Mallak (2006) ustalil, Ze gestos$¢
wrzecion w tym mie$niu wynosi 5,78 wrzeciona na 1 g masy mie$nia u dorostych szczu-
row. Ponadto w publikacji przegladowej Banks (2006) podat, Ze gestos¢ wrzecion wyno-
si 40,3 wrzeciona na 1 g masy ciala szczura, 6,5 wrzeciona na 1 g masy ciata kota oraz
0,40 wrzeciona na 1 g masy ciata cztowieka, jednak wymienieni badacze nie analizowali
réznic miedzyptciowych.
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Badania prowadzone na modelach zwierzecych uzupetniajg istotng czes¢ wiedzy od-
noszacej sie do roli propriocepcji. Niedawno opublikowane podstawowe badania posze-
rzyly istotnie zrozumienie roli wrzecion mieSniowych w lokomocji i jej wybranych zabu-
rzeniach. Opisano molekularny mechanizm aktywacji wrzecion miesniowych, a ponadto
wykazano role wrzecion w mozliwos$ci modulacji kontroli ruchu i wyjasniono jej ztozonos¢
(Santuz i Akay 2023). Z kolei w innych badaniach, dotyczacych realizacji protokotu trenin-
gu sktadajacego sie z dwoch préb pokonania labiryntu wodnego Morrisa przez szczury
szczepu Wistar, odnotowano, ze samice nauczyty sie wykonywac to zadanie juz czwartego
dnia, podczas gdy samce potrzebowaty wiecej treningu i wykonaty zadanie dopiero sz6-
stego dnia. Wyniki te wskazujg na szybszy proces konsolidacji bodZcéw proprioceptyw-
nych w testach na orientacje w grupie samic niz w grupie samcow (Gutiérrez-Menéndez
iin. 2023). W zblizonych badaniach wykazano wydtuzony czas przebywania samic szczu-
row rasy Long-Evans w basenie peryferyjnym podczas testu, co - jak sugerowano - moze
wynika¢ z wpltywu hormondw Zenskich na orientacje przestrzenng (Devaniin. 2016). Do
tej pory réznice miedzy ptciami w wydajnoSci poznawczo-przestrzennej i konsolidacji pa-
mieci w przebiegu wykonywania ruch6w nie zostaty ostatecznie potwierdzone. Niemniej
wyniki badan wskazuja, Ze propriocepcja jest jednym z czynnikoéw istotnie wptywajacych
na uzdolnienia motoryczne.

Braki w zakresie wiedzy o wrzecionach miesniowych

Podstawowe cechy morfologiczne wrzecion mie$niowych zostaty dotychczas przeanali-
zowane dla kilku gatunkéw ssakoéw, réznych typow miesni, ktore peinia odmienne funk-
cje, oraz u osobnikéw w réznym wieku (Banks 2006; Bredman i in. 1991; Kim i in. 2007).
Taka réznorodno$¢ danych pozwala wprawdzie poréwnac niektére cechy wrzecion mie-
$niowych, jednak dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja, ze wiekszo$¢ badan
dotyczacych wtasciwosci morfometrycznych tych receptoréw prowadzona byta na osob-
nikach ptci meskiej. Ponadto za réznice w zakresie wtasciwo$ci morfometrycznych wrze-
cion mieSniowych moga odpowiada¢ hormony meskie wplywajace na mase mie$ni u sam-
coOw (English i Schwartz 2002; Gegenhuber i in. 2022), jednak w literaturze catkowicie
nieznany pozostaje potencjalny wptyw hormonéw na wtékna srédwrzecionowe i morfo-
metrie wrzecion mieSniowych. W zadnych badaniach nie podjeto préby wyjasnienia, czy
cechy morfometryczne wrzecion miesniowych réznia sie u osobnikéw obu ptci.

W przypadku opublikowanych wynikéw badan majgcych na celu opis rozmieszczenia
wrzecion mieSniowych (zazwyczaj w osi proksymalno-dystalnej miesni szkieletowych)
dane wielokrotnie obejmujg takze samice, ale brakuje poré6wnan miedzy ptciami. Przykta-
dowo dla kilku mie$ni konczyny tylnej myszy dokonano analiz rozmieszczenia wrzecion
mie$niowych, wykazujac przewage receptoréw rozmieszczonych w czesci proksymalnej
i Srodkowej czterech miesni: brzuchatego tydki, piszczelowego przedniego, ptaszczko-
watego oraz prostownika diugiego palcéw, u samic myszy (Lian i in. 2022). Podobnych
obserwacji dokonano w innych badaniach, réwniez analizujac miesien ptaszczkowaty
u samcOw myszy (Zeller-Plumhoffiin. 2017).

Potrzeba badan morfometrycznych wrzecion miesniowych wynika takze z badan opi-
sujacych powiazane z picig zr6znicowanie morfologiczne mies$ni szkieletowych. Ustalono,
ze wtokna mieSniowe zewnatrzwrzecionowe mie$ni ptaszczkowatego i brzuchatego tydki
u cztowieka sg dtuzsze u mezczyzn niz u kobiet (Chow i in. 2000). Nie wiadomo jednalk,
czy taka obserwacja ma réwniez zwigzek z dtugoscig wrzecion miesniowych mierzonag
jako dtugosc¢ ich widkien srodwrzecionowych. Z danych literaturowych wynika, Ze $red-
nia dtugo$¢ wrzecion w mie$niach gryzoni jest mocno zmienna i waha sie od 0,14 mm do
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5,40 mm (Eldred i in. 1998; Kierner i in. 1999; May i in. 2018), natomiast dla wiekszo$ci
mies$ni cztowieka i kota wynosi od 8 mm do 10 mm (Boyd 1962), jednak brakuje porow-
nan dtugosci tych receptoréw w mie$niach samcéw i samic dla jakichkolwiek gatunkéw

ssakow.
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2. CEL BADAN I HIPOTEZY

Celem przeprowadzonych badan byto ustalenie, czy istnieje morfologiczne i anatomiczne
zréznicowanie najwazniejszych receptoréw miesniowych czucia gtebokiego, czyli wrze-
cion miesniowych, ze wzgledu na pte¢. W tym celu dokonano analizy liczby, gestosci i wta-
Sciwos$ci morfometrycznych wrzecion mie$niowych, w tym dtugosci tych receptorow
w mie$niu przysrodkowym brzuchatym tydki, oraz wykonano analizy liczby i rozmiarow
wtokien sSrodwrzecionowych. Wyniki analiz dodatkowo przedstawiono na modelu 3D zre-
konstruowanym ze skrawkoéw mie$ni, ilustrujgcym w nowatorski sposéb przestrzenne
rozmieszczenie wrzecion mieSniowych w osi proksymalno-dystalnej mie$nia. Badania
te przyprowadzone zostaty na szczurach szczepu Wistar. Uzyskane rezultaty stanowia
uzupetnienie brakujgcych danych dotyczacych réznic miedzyptciowych w odniesieniu do
wyzej wymienionych cech wrzecion mie$Sniowych w mie$niach szkieletowych, a ponadto
poszerzajg aktualny stan wiedzy z zakresu neuroanatomii tych receptoréw.

Przyjeto nastepujace hipotezy badawcze:

1. Liczba wrzecion mie$sniowych w mie$niach zwierzat obu pici jest zblizona.

2. Gesto$¢ wrzecion miesniowych jest wyzsza w mie$niach samic.

3. Wrzeciona miesniowe samcéw majg wieksze rozmiary.

4. Wrzeciona mieSniowe sg roztozone przede wszystkim w proksymalnej czeSci mie-

$nia u zwierzat obu ptci.
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3. CYKL PUBLIKAC]I

Wyniki badan wrzecion mie$sniowych, jakie zostaty przeprowadzone w ramach grantu
NCN 2018/31/B/NZ7/01028 Rdéznice ptciowe gtéwnych elementéw odruchu na rozciqgga-
nie: motoneurondéw oraz wrzecion miesniowych, opublikowano w dwoéch artykutach. Pu-
blikacje te tworza cykl podsumowany w niniejszym autoreferacie pod wspo6lnym tytutem:
Cechy morfometryczne oraz roztozenie wrzecion miesniowych w miesniu przysrodko-
wym brzuchatym tydki samcéw i samic szczuréw Wistar.

1. Gartych M., Jackowiak H., Bukowska D., Celichowski J. (2021) Evaluating sexual dimor-
phism of the muscle spindles and intrafusal muscle fibers in the medial gastrocnemius
of male and female rats. Front. Neuroanat. 15, 734555. https://doi.org/10.3389/fnana.
2021.734555

punktacja MEiN: 100; Impact Factor: 3,543

2. Piotr M,, Skieresz-Szewczyk K., Jackowiak H., Celichowski J. (2023) Distribution and
length of muscle spindles and their 3D visualisation in the medial gastrocnemius of
male and female rats. J. Anat. 243 (4), 658-663. https://doi.org/10.1111/joa.13895

punktacja MEiN: 140; Impact Factor: 2,921

Lacznie: punktacja MEiN: 240; Impact Factor: 6,464
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4.. MATERIAL I METODY

Eksperymenty przeprowadzono na 3-miesiecznych szczurach szczepu Wistar (szeSciu
samcach i sze$ciu samicach). Srednia masa ciata samcéw i samic szczuréw wynosita od-
powiednio 351,00 +14,45 g i 195,75 £10,44 g (p < 0,0001). Zwierzeta byty utrzymywane
w standardowych klatkach laboratoryjnych po dwa szczury na klatke. Szczury odmiennej
plci utrzymywano osobno w pomieszczeniu o kontrolowanej temperaturze i wilgotnos$ci
(odpowiednio 22 +2°Ci 55 +10%) w warunkach 12-godzinnego cyklu $wiatto-ciemnos¢.
Szczury byty karmione standardowgq paszg laboratoryjng ad libitum (Labofeed B, Polska)
i miaty swobodny dostep do wody. Eksperymenty zostaty zatwierdzone przez Lokalng
Komisje Etyczng ds. DoSwiadczen na Zwierzetach (numer pozwolenia: 63/2017) i prze-
prowadzono je zgodnie z przepisami Unii Europejskiej oraz polskiego prawa o ochronie
zwierzat. W wykonaniu wszystkich eksperymentalnych protokotéw stosowano zasade
3R, aby zminimalizowac¢ cierpienie i ograniczy¢ liczbe wykorzystywanych zwierzat.

Zwierzeta zostaty poddane eutanazji za pomocg przedawkowania pentobarbitalu
sodu (Morbital, 180 mg/kg, i.p.). Skore i czeS¢ zewnetrznych mies$ni usunieto z lewych
i prawych konczyn tylnych. Preparaty tylnej koniczyny zawierajace kos$ci i miesnie (w tym
przysrodkowe brzuchate tydki) w neutralnej dtugosci i przymocowane do stopy i kosci
udowej byty przechowywane w 4-procentowym roztworze formaliny przez siedem dni
w celu utrwalenia mie$ni w ich normalnym ksztatcie. Wyizolowane mies$nie zostaly wy-
ciete i zwazone (bez $ciegna Achillesa). Srednia masa mie$ni wynosita 1,08 0,08 g i 0,66
+0,07 g odpowiednio dla samcow i samic (p < 0,0001). Mie$nie zostaty nastepnie ponow-
nie zanurzone w 4-procentowym roztworze formaliny.

Po trwajacym 3-5 dni utrwaleniu w 10-procentowej obojetnej formalinie miesnie
odwodniono w serii roztworow etanolu (50-96-procentowych) i benzoesanie metylu
oraz osadzono w parafinie. Nastepnie zostaty pociete poprzecznie od blizszego do dal-
Szego przyczepu miesnia przy uzyciu mikrotomu rotacyjnego Leica RM 2055, aby uzy-
skac¢ skrawki seryjne o grubosci 5-20 um. Skrawki barwiono metoda Massona-Goldnera
w celu obliczenia liczby wrzecion mie$niowych i okreslenia/oszacowania ich precyzyj-
nego rozmieszczenia w mie$niach. Uzyskane utrwalone mies$nie byty deparafinizowane,
a nastepnie ptukane w trzech szeregach rozcienczenia ksylenu przez 5 minut kazdy, od-
wadniane w zstepujacej serii roztwordw alkoholi (dwa razy w 96-procentowym alkoholu
przez 3 minuty, w 90-procentowym alkoholu przez 3 minuty, w 80-procentowym alko-
holu przez 3 minuty i w 70-procentowym alkoholu przez 3 minuty), po czym skrawki
ptukano w wodzie destylowanej przez 5 minut. Skrawki byly nastepnie barwione w roz-
tworze hematoksyliny Mayera przez 10-15 minut, po czym sptukiwano je ciepta woda
z kranu przez 10 minut i ptukano w wodzie destylowanej przez kolejne 10 minut. Dalej
skrawki barwiono w kwasnym roztworze fuksyny przez 10 minut i ptukano w wodzie
destylowanej, r6znicowano w roztworze kwasu fosfomolibdenowego przez 3 minuty, bar-
wiono w roztworze btekitu anilinowego przez 10 minut, ptukano w wodzie destylowa-
nej, po czym poddawano filtracji w wodzie destylowanej i r6znicowano w 1-procento-
wym roztworze kwasu octowego przez 1 minute. Wybarwione skrawki odwadniano we
wstepujacej serii etanolu (ptukanie w 70-procentowym i 80-procentowym etanolu przez
30 sekund, 90-procentowym przez 5 minut i dwa razy w 96-procentowym przez 5 minut)
oraz toluenie (w trzech szeregach rozcienczeniowych przez 5 minut kazdy) i ostatecznie
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montowano je na szkietkach podstawowych przy uzyciu medium DPX, zamykajgc skrawki
szkietkiem nakrywkowym.

Pomiary wtasciwo$ci wrzecion mie$niowych wykonano za pomocg mikroskopu
Swietlnego Nikon Optihot-2 z wykorzystaniem programu NIS-Elements Basic Research
software. W pierwszej kolejnosci wyszukiwano i identyfikowano badane receptory mie-
$niowe. Analizowano liczbe wrzecion miesniowych, obliczano ich gesto$¢ w miesniu, licz-
be i rozmiar wtékien intrafuzalnych oraz wykonywano pomiary morfometryczne catych
receptoréw (kroétkiej i dtugiej Srednicy wrzecion mie$niowych) tgcznie w 10 mie$niach,
gdyz 2 mie$nie utracono podczas ich utrwalania.

W celu wykonania schematéw przestrzennego rozmieszczenia wrzecion miesniowych
wybrano 10 mies$ni samcow i 10 mie$ni samic i proporcjonalnie kazdy miesien podzielo-
no na 10 sektoréw wzdtuz osi dtugiej danego miesnia w taki sposdb, zeby kazdy sektor
zawierat takg samg liczbe skrawkéw (w przypadku samcow, ktérych miesnie byty dtuz-
sze, liczba skrawkow w jednej czesci byta wieksza). Obliczano taczng liczbe wrzecion
w kazdym sektorze mies$nia i na tej podstawie szacowano czesto$¢ ich wystepowania w osi
proksymalno-dystalnej mie$nia.

Aby przedstawi¢ wizualizacje 3D przyktadowego mies$nia samca, wykonano zdjecia
mikroskopem optycznym Axioskop 2 Plus (Zeiss) z wykorzystaniem programu Gryphax
i zebrano fotografie wszystkich skrawkéw miesnia, po czym scalono je w programie
komputerowym Amira (Thermo Fisher Scientific, 2020). Zaznaczono receptory w obre-
bie przyktadowego mie$nia i cato$¢ materiatu przedstawiono w postaci trzech animacji
w formacie MP4 wykonanych w dwoch osiach wybranego mie$nia, odpowiednio: 2 x Z
i1 x Y. Ta cze$¢ analiz zostata wykonana w Zaktadzie Histologii i Embriologii Uniwersyte-
tu Przyrodniczego w Poznaniu.

Do okreslenia dtugosci wrzecion w mie$niach uzyto metody, w ktorej podstawg obli-
czen byty grubosc¢ i liczba skrawkdw histologicznych, zawierajacych wrzeciona mie$niowe.

Do wykonania analiz statystycznych pomiaréw morfometrycznych wrzecion miesnio-
wych oraz do ustalenia roztozenia przestrzennego i pomiaréw dtugos$ci wrzecion mie-
$niowych zastosowano program Statistica 13.0 software (TIBCO Software Inc., 2017, Tul-
sa, OK, USA).
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5. WYNIKI

Wyniki badan potwierdzity hipotezy 1, 2 i 4 oraz pozwolity na odrzucenie hipotezy 3. Wy-
kazano brak r6znic w odniesieniu do liczby i cech morfometrycznych oraz przestrzennego
rozmieszczenia wrzecion miesniowych i ich dtugo$ci w tym mies$niu u samcoéw i samic
szczuréw Wistar, odnotowano natomiast réznice dotyczaca gestosci wrzecion miesnio-
wych, ktora byta o okoto 36% wieksza u samic.

Analizie poddano wrzeciona mie$niowe zidentyfikowane w 10 mie$niach samcéw i 10
mies$niach samic. Zbadano gesto$¢ receptoréw, a dla okreslenia ich cech morfometrycz-
nych dokonano pomiaréw tgcznie 159 wrzecion samcow i 180 wrzecion samic, natomiast
dla przedstawienia rozmieszczenia przestrzennego i dtugosci wrzecion miesniowych
wykorzystano dane dla 148 wrzecion u samcéw i 152 wrzecion u samic. Mniejsza liczba
wrzecion analizowanych na drugim etapie badan wynikata z jakoSci materiatu histolo-
gicznego i braku mozliwosci przeprowadzenia analiz w dwo6ch mies$niach (zrezygnowano
z analiz danych dla jednego mie$nia samicy i jednego mie$nia samca).

Wykazano brak réznic w zakresie $redniej liczby wrzecion miesSniowych w badanym
mie$niu u samcOw i samic - wynosita ona odpowiednio 14,45 *2,77 i 15,00 +3,13. Przy
uwzglednieniu masy tego mies$nia ($rednio 1,08 i 0,66 g odpowiednio dla samcéw i sa-
mic) obliczono, Ze gesto$¢ wrzecion mie$sniowych byta wieksza u samic i jedno wrzeciono
przypadato na 51,14 mg masy miesnia, podczas gdy u samcéw jedno wrzeciono przypa-
dato na 79,91 mg masy mieénia (p < 0,001), co stanowi okoto 36% réznicy. Analizujac
z kolei budowe wrzecion, nie odnotowano réznic miedzy ptciami w odniesieniu do Sred-
niej liczby wtékien sr6dwrzecionowych w jednym receptorze (5,57 £2,20 i 5,60 £2,16),
jak tez ich srednicy (5,16 +2,43 um i 5,37 £2,27 pm odpowiednio dla samcoéw i samic).
Catkowita (dla wszystkich wrzecion) liczba wtékien srodwrzecionowych w jednym mie-
$niu wynosita 77,55 +27,11 i 79,67 +32,12 odpowiednio dla samcédw i samic (p > 0,05).
Pomiary morfometryczne $rednic wrzecion, wykonane w najszerszym przekroju (za-
zwyczaj posrodku osi dtugiej wrzeciona), nie wykazaty réznic miedzyptciowych dotycza-
cych krotszej Srednicy wrzecion mie$niowych, ktéra wynosita 25,85 £10,04 um i 25,30
+9,96 um odpowiednio dla samcéw i samic, ani dtuzszej Srednicy wrzecion: 48,99
20,73 um i 43,97 £16,96 pm odpowiednio dla samcéw i samic (p > 0,005).

Dtugos¢ wrzecion miesniowych miescita sie w zakresie 0,78-7,41 mm u samcéw
(Srednio 3,30 £1,47 mm) oraz 0,68-6,54 mm u samic ($rednio 3,26 +1,32 mm) (p = 0,96).
Nie wykazano réznic statystycznych w zakresie sredniej dtugosci wrzecion mie$Sniowych
w obrebie Zadnego z 10 wyrdznionych sektoréw analizowanych dla zwierzat obu ptci
(p=0,059).

Analiza przestrzennego roztozenia wrzecion mieSniowych w badanym mie$niu brzu-
chatym przysrodkowym tydki wykazata, Ze wrzeciona mie$niowe u zwierzat obu ptci roz-
mieszczone byty w sSrodkowych sektorach miesni, o najwiekszej srednicy (sektory 4-6).
Zaobserwowano, ze w mie$niach obu ptci $rednio przypada 2,71 +1,811i 2,71 +1,95 wrze-
ciona na jeden z 10 wyréznionych sektoréw (p = 1,00). Ponadto usredniona wzdtuz osi
proksymalno-dystalnej dla wszystkich receptoréw pozycja wystepowania wrzeciona mie-
$niowego przypadata Srednio na pigty sektor (4,40 u samcéw i 4,18 u samic).

W celu lepszego zobrazowania wynikow potaczono dane z wszystkich skrawkow i wy-
konano wirtualny model 3D mies$nia obrazujacy przestrzenne rozmieszczenie wrzecion
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miesniowych w ptaszczyznach 2 x Z i 1 x Y. Wizualizacja ta dla przyktadowego mie$nia
samca pozwala lepiej zilustrowa¢, Ze wrzeciona sg rozmieszczone gtownie w centralnej
cze$ci miesnia.
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6. DYSKUSJA

Jakkolwiek w wiekszosci dyscyplin sportowych zawody sg organizowane oddzielnie dla
sportowcow obu pici (a w czasach antycznych brali w nich udziat wylacznie mezczyz-
ni), decyzje o takiej organizacji rywalizacji podejmowano poczatkowo intuicyjnie oraz
ze wzgledu na uwarunkowania kulturowe. Warto zauwazy¢, ze inicjatywy organizacji za-
wodow sportowych dla kobiet budzity kontrowersje. Przyjeto, ze potolimpiada dla ko-
biet bytaby niepraktyczna, nieestetyczna i nieciekawa. W efekcie kobietom zezwolono na
start w igrzyskach olimpijskich po raz pierwszy dopiero w 1908 roku, ale tylko w dwéch
dyscyplinach: tenisie i ptywaniu (Mtodzikowski i Hadzielka [oprac.] 1994). Wynikato to
cze$ciowo takze z odmiennych predyspozycji motorycznych mezczyzn i kobiet do upra-
wiania réznych dyscyplin sportowych, cho¢ stan podstawowej wiedzy dotyczacej réznic
miedzyptciowych byl w tym okresie bardzo ograniczony. Dotychczas udowodniono, ze
podczas wysitku fizycznego - gtdwnie ze wzgledu na odmienne wskazniki biochemiczne
i metaboliczne oraz wptyw uktadu hormonalnego - mezczyzni wykazujg lepsze przystoso-
wania do uprawiania sportéw szybkosciowych i wytrzymatosciowych niz kobiety. Z kolei
na precyzje ruchu moze wptywac gestos$¢ oraz rozmieszczenie receptorow miesniowych,
dajac przewage kobietom w testach i zawodach wymagajacych kontroli pozycji ciata i do-
ktadnos$ci wykonywanych ruchéw. Z tego wzgledu czucie proprioceptywne (tzw. czucie
gtebokie) moze decydowac o odmiennych rezultatach osigganych w rywalizacji sportowe;j
u mezczyzn i u kobiet. Otrzymane w badaniach opisanych w niniejszym autoreferacie wy-
niki poszerzaja wiec stan wiedzy podstawowej w zakresie zréznicowanych uwarunkowan
motorycznych kobiet i mezczyzn.

Receptory miesniowe, do ktorych nalezg wrzeciona mie$niowe, zostaty odkryte
w 1862 roku (Kolliker 1862), jednak przez dos¢ dtugi czas nie zidentyfikowano petnio-
nych przez nie funkcji (Matthews 1933; Sherrington 1907). Obecnie wiadomo, Ze s3
one cze$cig uktadu nerwowego, w ktérym peinia funkcje receptoréw odpowiedzialnych
gtownie za kontrole pozycji i ruchow catego ciata (Grottel i Krutki 1996; Proske i Gande-
via 2009). Barker (1974), podsumowujac wcze$niejsze badania Gregora, opublikowane
w 1904 roku, wykazat, ze gesto$¢ wrzecion miesniowych u cztowieka jest najwieksza
w miesSniach dioni, stopy i szyi, najdtuzsze wrzeciona mieSniowe znajduja sie w mieSniach
barku i uda, a umiarkowang gesto$¢ wrzecion mieSniowych odnotowano w bardziej dy-
stalnych miesniach ramion i nég, przy stosunkowo wysokich warto$ciach dla mie$ni z wy-
sokim katem rotacji, takich jak np. czworoboczny. Duza gesto$¢ wrzecion charakteryzuje
mies$nie zaangazowane w inicjowanie drobnych ruchéw (tj. ledZwiowe, gatki ocznej i mate
mies$nie przykregostupowe) lub utrzymywanie postawy (tj. ptaszczkowaty). Z kolei mate
zageszczenie wrzecion miesniowych zauwaza sie w mie$niach stuzacych do wykonywa-
nia ruchéw catym ciatem, takich jak: siadanie, raczkowanie, bieganie, skakanie, rzucanie
pitka i wchodzenie po schodach (tj. miesien brzuchaty tydki). Mimo to istnieje bardzo
mato danych, ktore dotycza réznic miedzy ptciami w zakresie cech wrzecion miesniowych
w miesniach szkieletowych cztowieka. Aktualnie prezentowane badania naukowe prowa-
dzone na modelach zwierzecych cze$ciowo uzupetniajg te braki.

Jedyne dostepne wczes$niejsze doniesienia na temat réznic miedzyptciowych dotycza-
cych unerwienia czuciowego mie$ni pragzkowanych wskazuja na wiekszg o okoto 20% licz-
be wrzecion mieSniowych u mezczyzn niz u kobiet w specyficznych miesniach gatki ocznej
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cztowieka (Lukas i in. 1994). Brakowato natomiast jakichkolwiek danych odnoszacych
sie do mie$ni szkieletowych koniczyn. Niedawno opisano, ze podobna liczba y-motoneu-
rondéw unerwia systematycznie badany w pracowni Zaktadu Neurobiologii AWF Poznan
miesien brzuchaty przysrodkowy tydki u szczuréw obu ptci, co stato sie podstawg hipote-
zy, Ze miesien ten u samcéw i samic odznacza sie podobng liczbg wrzecion mie$niowych
(Mierzejewska-Krzyzowska i in. 2011). Hipoteza ta zostata potwierdzona otrzymanymi
wynikami. Ponadto wykazana w badaniach zaprezentowanych w niniejszym autorefera-
cie liczba receptoréw w miesniu brzuchatym przysrodkowym tydki jest potwierdzeniem
wynikéw innych autoréw dotyczacych tego mie$nia u samcédw szczuréw réznych szcze-
pow. U szczuréw Fischer w wieku 6,5-29,5 miesigca zaobserwowano 11-15 wrzecion
w tym mies$niu (Kim i in. 2007), a u szczuréw Wistar w wieku 3-5,5 miesigca stwierdzo-
no 15-16 wrzecion miesniowych (Muramatsu i in. 2017). Ponadto $rednia liczba wrze-
cion mie$sniowych u 8-miesiecznych szczuréw Fischer 344 wynosita 16,7 £0,96 (Asano
iin. 2019).

Przeprowadzone przez nas badania wskazujg, Ze Srednia dtugo$¢ wrzecion mie$nio-
wych w miesniu brzuchatym przysrodkowym tydki wynosi 3,30 £1,47 mm u samcow
i 3,26 £1,32 mm u samic Wistar. Dtugo$¢ wrzecion mie$niowych u réznych gatunkéw ssa-
kéw jest prawdopodobnie skorelowana z dtugoscig i masg catego mies$nia. Dostepne dane
literaturowe precyzuja, ze w mie$niach kota i cztowieka wystepuja wrzeciona miesniowe
o istotnie wiekszej dtugosci, mianowicie 8-10 mm (Boyd 1962). Z kolei miesien napinacz
btony bebenkowej w uchu cztowieka zawiera wrzeciona o dtugosci 1,49 mm, a w mie$niu
strzemigczkowym ucha wystepuja wrzeciona o dtugosci 0,49 mm (Kierner i in. 1999). Mie-
$nie diugi szyi i wielodzielny cztowieka zawieraja wrzeciona o dtugosci 1,5-4 mm (Boyd-
-Clarkiin. 2002). Najkrétsze wrzeciona mie$niowe opisano w mie$niach myszy C57BL/6:
piszczelowym przednim i dtugim prostowniku palcéw (dtugos$¢ do 2 mm), podczas gdy
miesien brzuchaty tydki i miesien ptaszczkowaty zawierajg wrzeciona o dtugosci do 1,5 mm
(Lianiin. 2022).

Wsrod badanych aspektow propriocepcji podstawowa okazata sie réznica w gestosci
wrzecion mieSniowych - znaczaco wyzsza w mie$niach samic, co stanowito potwierdze-
nie hipotezy 2. Wykazano, Ze jedno wrzeciono przypadato na 51,14 mg masy mie$nia
u samcow, a u samic - na 79,91 mg masy miesnia, co stanowi okoto 36-procentowq roz-
nice. Odpowiada to 19,55 wrzeciona na 1 g masy mie$nia u samcow i 12,51 wrzeciona
u samic. We wcze$niejszych analizach Al-Mallak (2006) ustalit, Ze gesto$¢ wrzecion w ca-
tym mies$niu brzuchatym tydki wynosita 5,78 wrzeciona na 1 g masy mies$nia u dorostych
szczuréw. Ponadto w publikacji przegladowej Banks (2006) podat, ze gesto$¢ wrzecion
wynosita 40,3 wrzeciona na 1 g masy ciala szczura, 6,5 wrzeciona na 1 g masy ciata kota
oraz 0,40 wrzeciona na 1 g masy ciata cztowieka. Oba powyzsze badania nie obejmowaty
analizy roznic miedzyptciowych w odniesieniu do gestosSci wrzecion mie$Sniowych.

Liczba wiokien miesniowych srodwrzecionowych w mies$niach gatki ocznej cztowieka
wynosi 2-12 (Bruenech i Ruskell 2001), a w tych samych mie$niach krowy 1-16 (Maier
2000). Natomiast u szczuréw Sprague-Dawley zaobserwowano 2-5 wtdkien (Lennarts-
son 1980), a u samcow szczuréw Wistar zidentyfikowano $rednio 4,3 wtékna na wrzecio-
no (Muramatsu i in. 2017). Jest to poré6wnywalne z wynikami uzyskanymi w badaniach
prezentowanych w niniejszym autoreferacie, gdyz zaobserwowaliSmy Srednio 5,57 +2,20
15,60 +2,16 wtokna mieSniowego w jednym wrzecionie odpowiednio dla samcéw i samic.

Srednica witékien miesniowych byta stabo poznana. Korzeniowska-Kromer i Woéjto-
wicz-Kaczmarek (2003) podaja, ze u ptodéw cztowieka Srednica wiokien srodwrzecio-
nowych w mie$niu podnos$niku powiek wynosita 2-20 pm. Brak jest danych dla réznych
ssakéw, stad przedstawiane w niniejszej rozprawie badania jako pierwsze wskazuja, ze
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Srednio jestto 5,16 +2,43 um i 5,37 2,27 um odpowiednio dla samcéw i samic szczuréw.
Dane te staly sie podstawa do odrzucenia hipotezy 3 o zréznicowaniu Srednicy wtdkien
miesniowych Srédwrzecionowych. Hipoteza ta wynikata m.in. z badan $rednicy wtdékien
miesniowych zewnatrzwrzecionowych (Mierzejewska-Krzyzowska i in. 2011), w ktérych
wykazano, ze u samcow Srednica ta byta o okoto 14% wieksza i wynosita Srednio 57,99
+6,41 pm (u samic 50,86 +4,89 um).

Wyniki badan rozmiaréw wrzecion mie$niowych réwniez nie potwierdzity hipotezy 3
(oczekiwano wiekszych wrzecion w mie$niach samcéw), natomiast potwierdzaja dostep-
ne dane literaturowe. Jako maksymalng $rednice wrzeciona dla catego mies$nia brzucha-
tego tydki podano okoto 42,29 +3,04 um dla dorostych szczuréw Lewis (Elsohemy i in.
2009), podobnie dla samcow i samic szczurow Sprague-Dawley tworzacych jedng grupe:
$rednio 42,9 £5,5 um dla mie$nia brzuchatego tydki (Pang i in. 2014), jednak dane te nie
prezentuja wynikéw z uwzglednieniem ptci zwierzat. Z kolei wielko$¢ wrzecion u bar-
dzo mtodych 25-35-dniowych szczurow Wistar mieScita sie w zakresie 15-85 um (Sekiya
iin. 1986). W naszych badaniach ustaliliSmy, Ze krétsze Srednice wrzecion mie$niowych
wynoszg 25,85 £10,04 pum oraz 25,30 £9,96 um, a dtuzsze - 48,99 £20,73 um oraz 43,97
+16,96 um odpowiednio dla samcow i samic Wistar, a zatem obserwacje dokonane w kil-
ku laboratoriach sg zgodne.

Analiza rozmieszczenia wrzecion mie$niowych w badanym mies$niu brzuchatym przy-
Srodkowym tydki szczuréw Wistar wykazata, Ze receptory te sa rozmieszczone gtéwnie
w proksymalnej cze$ci mies$nia, a zardwno rozmieszczenie wrzecion mieSniowych, jak
i ich dtugo$¢ u samcéw i samic s3 podobne pomimo znacznych réznic w masie i wielko-
$ci mie$ni. Roztozenie wrzecion mie$sniowych byto opisywane w szeregu publikacji, kto-
rych wyniki dowiodty, ze lokalizacja tych receptoréw jest w istotny sposdb zréznicowana
dla rozmaitych mie$ni. Wykazano m.in., Ze receptory te znajdujg sie w srodkowej cze-
$ci mieSnia w jego osi proksymalno-dystalnej: w mie$niu wielodzielnym u owcy (James
iin. 2022), w mie$niu dwubrzu$scowym u cztowieka (Saverino i in. 2014), w mie$niach
zwacza u Krélika (Bredman i in. 1991). Z kolei w mie$niach konczyn tylnych kota, m.in.
w prostowniku uda, znaczne zageszczenie wrzecion wystepowato w cze$ci proksymalnej
(Barker i Chin 1960). Z kolei Scott i Young (1987) dla mies$ni stopy strzatkowego trzeciego
i dtugiego wykazali obecno$¢ wiekszej liczby wrzecion w czesci proksymalnej konczyny
tylnej. U myszy C57BL/6 zaobserwowano natomiast znaczng liczbe wrzecion w najszer-
szej czeSci mies$nia, roztozonych na dtugosci 20-90% catego mieé$nia (Zeller-Plumhoff
iin. 2017). Jest to zgodne z wynikami badan prezentowanych w niniejszym autoreferacie,
ktére wskazuja na znaczne zageszczenie wrzecion mieSniowych w sSrodkowych sektorach
miesnia (sektory 4-6) i wiekszg ich liczbe w cze$ci proksymalnej, a wystepowanie tylko
pojedynczych wrzecion w czesci dystalnej mie$snia. Wyniki naszych badan przyczyniaja
sie wiec do poszerzenia wiedzy o lokalizacji tych najwazniejszych proprioreceptorow
miesni szkieletowych.

Wykorzystang po raz pierwszy w naszych badaniach technike rekonstrukcji 3D mie-
$nia brzuchatego przysrodkowego tydki, ktéra postuzyta do analiz przestrzennego roz-
mieszczenia wrzecion mie$niowych, mozna uzna¢ za nowatorskie i przydatne narzedzie
do dalszych badan oceniajgcych unerwienie czuciowe miesni szkieletowych. Zastosowa-
nie tej metody stato sie mozliwe dzieki postepowi technicznemu i informatycznemu, ale
ze wzgledu na jej pionierski charakter brakuje do dyskusji materiatu poréwnawczego
z innych publikacji. We wczesniejszych badaniach przedstawiano mniej zaawansowane
wizualizacje 2D réznych miesni (takze catego miesnia brzuchatego) u samic myszy (Lian
i in. 2022), nie uwzgledniajac problemu wptywu ptci na wynik analiz. W jednej publika-
cji przedstawiono wykresy ilustrujace roztozenie i dtugo$¢ wrzecion mie$niowych tylko
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w jednej (podtuznej) osi miesnia u samcoéw myszy, jednak bez oceny Sredniej dtugosci
i porownania wynikéw pomiedzy ptciami (Zeller-Plumhoffi in. 2017).

W podsumowaniu powyzszej dyskusji wynikéw badan nalezy podkresli¢, ze wiekszos¢
cech morfometrycznych wrzecion mie$niowych oraz ich liczba sa zgodne z danymi lite-
raturowymi. Ten fakt potwierdza wartos$c¢ i precyzje dokonanych obserwacji, a zarazem
uwiarygodnia wnioski ptyngce z badan majacych na celu wyjasnienie réznic miedzy ptcia-
mi w zakresie unerwienia czuciowego badanego mies$nia.

Prowadzenie badan biomedycznych na modelach zwierzecych i transponowanie wyni-
kéw badan na ludzi wynika zaréwno z dostepnos$ci materiatu badawczego, jak i wzgledow
etycznych. Istotnym aspektem wynikéw prezentowanych badan uzyskanych u szczura
jestich powiazanie z czynno$cig uktadu nerwowo-mie$niowego cztowieka. Wykazano, ze
gléwnym wynikiem réznicujgcym uwarunkowania czucia gtebokiego u osobnikéw obu
ptci jest wieksza gestos$¢ receptorow w miesniach osobnikéw ptci zenskiej. Oczywiscie
wyniki te nie stanowig ostatecznej odpowiedzi na pytania dotyczace potencjalnych roz-
nic miedzyptciowych w odniesieniu do czucia gtebokiego, m.in. nie ma zadnych danych
z doswiadczen elektrofizjologicznych wskazujacych, jak wrzeciona mie$ni samcéw i sa-
mic odpowiadajg na rozcigganie mies$ni. Niemniej juz przy obecnym stanie wiedzy mozna
sie pokusi¢ o wskazanie znaczenia prezentowanych wynikdw badan dla wyjasnienia roz-
nic miedzy ptciami w zakresie precyzji wykonywanych ruchéw. Zaobserwowane réznice
dotyczace gestosci wrzecion mieSniowych miedzy mezczyznami i kobietami mogg wiec
stanowic¢ cze$¢ uwarunkowania lepszej orientacji wzrokowo-przestrzennej (Sigmundson
iin. 2007), a takze umiejetnosci precyzyjnego pisania (Hartley 1991) u kobiet oraz mniej-
szej kontroli czucia pozycji stawu barkowego u mezczyzn (Vafadariin. 2015).

Hipoteze badawcza 3 dotyczaca zréznicowania miedzyptciowego w zakresie cech
morfometrycznych wrzecion mie$niowych oparto na wynikach badan wskazujgcych na
role hormon6éw meskich w rozwoju organizmu (English i Schwartz 2002). Uznano, ze
czynnikami wptywajgcymi na rozmiary wrzecion mie$Sniowych i wtdkien srédwrzecio-
nowych moga by¢ hormony meskie dziatajgce od 8. tygodnia zycia ptodowego podczas
rozwoju mies$ni (Fitz-Ritson 1982; Gegenhuberiin. 2022). Hipoteza ta zostata odrzucona,
a prawdopodobny brak wptywu tych hormonéw na wrzeciona mieSniowe ttumaczy sie
ochronnym (izolujacym) dziataniem kapsuty kolagenowej otaczajacej wrzeciono mie$nio-
we (Keenedy i Yoon 1979) lub niewrazliwos$cig widkien srodwrzecionowych na dziatanie
tych hormonoéw, gdyz réznicowanie tych witokien trwa do 12. tygodnia Zycia ptodowe-
go, cho¢ wydtuzanie wrzecion mie$niowych ma miejsce nawet po urodzeniu (Fitz-Ritson
1982). Ponadto wykazano, ze w zwaczu i mie$Sniu dwugtowym czlowieka dojrzewanie
wrzecion miesniowych zachodzi wcze$niej niz dojrzewanie widkien zewnatrzwrzeciono-
wych (Osterlund i in. 2011), co moze powodowad, ze dziatanie tych meskich hormonéw
w przypadku wtékien miesniowych srédwrzecionowych podczas rozwoju organizmu jest
zbyt op0Znione, a to z kolei wyjasnia¢ moze brak miedzyptciowych réznic morfometrycz-
nych w odniesieniu do cech wrzecion mie$sniowych.

Niedawno opublikowane badania elektrofizjologiczne przeprowadzone na szczurach
Wistar (w ramach tego samego projektu NCN co przedstawiane badania) wykazaty -
wbrew oczekiwaniom - brak réznic miedzyptciowych w zakresie podstawowych cech
elektrofizjologicznych a-motoneuronéw. Wykazano, ze wiasciwosci btony komoérkowe;j
motoneuronow, ich potencjat spoczynkowy i czynno$ciowy oraz cechy wytadowan wywo-
tanych podawanym pragdem dokomoérkowym nie réznity sie dla zwierzat obu ptci, chociaz
jednocze$nie potwierdzono réznice badanych cech dla szybkich i wolnych typéw neuro-
néw ruchowych w obrebie kazdej z dwu badanych grup zwierzat (Drzymata-Celichowska
iin. 2022). W kolejnej serii doswiadczen dotyczacych wptywéw monosynaptycznych Ia
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(czyli wptywéw widkien czuciowych z czuciowych zakonczen pierwotnych wrzecion mie-
$niowych), analizowanych dla pobudzajacych potencjatéw postsynaptycznych (EPSP) wy-
wolywanych stymulacja nerwu, wykazano, Ze Srednia maksymalna amplituda EPSP byta
0 26% wyzsza u samcow (4,83 +1,57 mV) niz u samic (3,84 +1,23 mV) szczuréw Wistar.
Sredni czas narastania EPSP, czas potowicznego zaniku pobudzenia oraz catkowity czas
jego trwania nie réznity sie miedzy ptciami. Zwrécono uwage, zZe obserwowane réznice
w aferentacjach Ia mogg by¢ zwigzane albo z biomechanicznymi réznicami w zakresie
obcigzenia mie$ni konczyn tylnych u samcéw i samic, wynikajacymi z r6znej masy ciata,
albo réznicami hormonalnymi w neuromodulacji wystepujacej w obwodach rdzeniowych
(Krutkiiin. 2023).

Przeprowadzone badania morfometryczne wrzecion miesniowych, opisane w niniej-
szej rozprawie, cechujg pewne ograniczenia. Po pierwsze, brakuje w nich opisu struktury
zakonczen la (pierwotnych) i II (wtérnych), co jest mozliwe do uzyskania gtéwnie me-
todami immunohistochemicznymi (Sonner i in. 2017; Wu i in. 2019), ktére nie byty sto-
sowane. Po drugie, nie przeprowadzono oznaczenia rozmieszczenia wrzecion w dwoch
przedziatach badanego mies$nia: blizszym i dalszym, ktére mogtoby zosta¢ wykonane np.
technikg wyczerpywania glikogenu (Taborowska i in. 2016). Po trzecie, w badaniach nie
oznaczono i nie zr6znicowano takze badanych wtékien miesniowych srédwrzecionowych
na dwa podstawowe typy: worka jadrowego i tancucha jadrowego.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszych badaniach morfologicznych i histolo-
gicznych, dotyczace szeregu cech wrzecion mieSniowych w mie$niu przysrodkowym brzu-
chatym tydki szczura, cze$Sciowo potwierdzajg przyjete hipotezy badawcze. Liczba, cechy
morfometryczne i roztozenie wrzecion mie$Sniowych oraz cechy morfometryczne wiokien
Srodwrzecionowych w badanym mie$niu osobnikéw obu ptci s3 podobne, natomiast ge-
sto$¢ wrzecion jest w istotnym stopniu wieksza u samic. Dokonane obserwacje moga suge-
rowac ograniczony wptyw hormonow meskich na rozwoéj wrzecion miesniowych.

Otrzymane dane stanowia poszerzenie stanu wiedzy podstawowej wyjasniajacej ko-
nieczno$¢ prowadzenia zawodéw sportowych w réznych dyscyplinach osobno w katego-
riach mezczyzn i kobiet. Wykazane r6znice w zakresie gesto$ci wrzecion mie$sniowych
czeSciowo wyjasniajag wiekszg precyzje ruchow kobiet. Wydaje sie, Ze rola wrzecion mie-
$niowych moze mie¢ szczegdlne znaczenie w sportach wymagajacych precyzji ruchdéw,
jak tucznictwo czy strzelanie precyzyjne, cho¢ pod wzgledem r6znic miedzyptciowych nie
zostala ona dotychczas jednoznacznie potwierdzona (Czarnota i Walicka-Cupry$ 2022;
Jamro i in. 2022; Laborde i in. 2009; Mon-Lépeziin 2020).
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7 . WNIOSKI

W ramach niniejszej rozprawy wykazano, ze w mie$niu przysrodkowym brzuchatym tyd-
ki szczura:
1) brak jest réznic miedzy ptciami w zakresie liczby wrzecion mieSniowych;
2) istnieje znaczgca roznica miedzy ptciami w zakresie gestoSci wrzecion miesnio-
wych - u samic gestosc¢ jest o okoto 36% wieksza niz u samcow;
3) brak jest réznic miedzy ptciami w zakresie liczby i Srednicy wtékien srodwrzecio-
nowych;
4) brak jest roznic miedzy ptciami w zakresie Srednic wrzecion mieSniowych;
5) brak jest r6znic miedzy ptciami w zakresie dtugos$ci wrzecion mie$Sniowych;
6) wrzeciona miesniowe sg roztozone przede wszystkim w proksymalnej czes$ci mie-
$nia u obu ptci;
7) technika 3D rekonstrukcji miesnia jest uzytecznym narzedziem przestrzennego
obrazowania roztozenia wrzecion miesniowych.
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ne uwagi. Dziekuje réwniez mezowi, rodzicom i rodzenstwu oraz wspétpracownikom za
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PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-ZAWODOWE] - INFORMACJE
DODATKOWE

Pozostale publikacje naukowe mgr Magdaleny Piotr (de domo Gartych)

Krutki P, Drzymata-Celichowska H., Baczyk M., Piotr M., Celichowski J. (2023) Differen-
ces in la proprioceptive input to spinal motoneurons between male and female rats. Eur.
J. Neurosci. 58 (2), 2504-2514. https://doi.org/10.1111/ejn.16053

punktacja MEiN: 100; Impact Factor: 3,698

Lochynski D., Pawlak M., Everaert 1., Podgorski T, Gartych M., Borucka A.-M., Celichowski ].,
Derave W,, Kaczmarek D. (2022) Motor unit fatigability following chronic carnosine sup-
plementation in aged rats. Nutrients. 14 (3), 514. https://doi.org/10.3390/nu14030514

punktacja MEiN: 140; Impact Factor: 5,719

Gartych M., Bukowska D. (2018) Biomarkery ptynu moézgowo-rdzeniowego w chorobie
Alzheimera. Kosmos. 67 (4), 863-874.

punktacja MEiN: 40
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ZALACZNIK 1. 0SWIADCZENIA

zatacznik 6 do Whniosku o wszczecie post.
w sprawie nadania stopnia doktora

mgr Magdalena Piotr (de domo Gartych) Poznar, 23.01.2025
Imie i nazwisko doktorantki Miejscowos¢, data

Os$wiadczenie autora rozprawy doktorskiej o jej oryginalnosci, samodzielnosci jej przygotowania

i 0 nienaruszeniu praw autorskich

Ja, nizej podpisana o$wiadczam, ze:
a) rozprawa doktorska pt. Cechy morfometryczne oraz roztozenie wrzecion miesniowych w migsniu
przysrodkowym brzuchatym tydki samcow i samic szczurow Wistar
jest wynikiem mojej dziatalnosci twérczej i powstata bez niedozwolonego udziatu 0séb trzecich;
b) wszystkie wykorzystane przeze mnie materiaty Zrédtowe i opracowania zostaty w niej wymienione,
a napisana przez mnie praca nie narusza praw autorskich oséb trzecich;
c) zataczona wersja elektroniczna pracy jest tozsama z wydrukiem rozprawy;

d) praca nie byta wczesniej podstawg nadania stopnia innej osobie.

Mam swiadomos¢, ze ztozenie nieprawdziwego os$wiadczenia skutkowaé bedzie
niedopuszczeniem do dalszych czynnosci postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
lub cofnigciem decyzji o nadaniu mi stopnia doktora oraz wszczeciem postepowania

dyscyplinarnego/karnego.

.......................................................

Podpis doktorantki
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zatgcznik 7 do Whiosku o wszczecie post.
w sprawie nadania stopnia doktora

mgr Magdalena Piotr (de domo Gartych) Poznan, 23.01.2025
Imie i nazwisko doktorantki Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych
i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii Wychowania Fizycznego
w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj wktad w powstanie przedtozonej rozprawy doktorskiej pt.

Cechy morfometryczne oraz roztozenie wrzecion miesniowych w miesniu przysrodkowym brzuchatym
tydki samcow i samic szczuréw Wistar

polegat na:

pozyskaniu danych do prac badawczych, analizie preparatéw mikroskopowych i zebranych danych,
opracowaniu pierwszych wersji manuskryptéw, wykonaniu rycin, udziale w analizie statystycznej
danych, udziale w opracowaniu odpowiedzi na pytania recenzentéw, przygotowaniu i poprawieniu
oraz zatwierdzeniu ostatecznej wersji autoreferatu.

(Nalezy podac bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedfozonej rozprawy

doktorskiej).

Podpis doktorantki
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Dotyczy wniosku o wszczecie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych)

Zadania promotora

W przygotowaniu rozprawy doktorskiej pt: Cechy morfometryczne oraz roztoZenie
wrzecion miesniowych w miesniu przysrodkowym brzuchatym fydki samcow i samic
szczurow Wistar

moj udziat polegat na:

zaprojektowaniu projektu badawczego i pozyskaniu finansowania na realizacje badan,
koordynacji projektu, udziale w pobieraniu materiatu (mieéni), analizie i interpretacji
wynikéw, przegladach i korektach manuskryptéw przedtozonych do publikacji, udziale
w przygotowaniu odpowiedzi na pytania recenzentéw, poprawieniu i zatwierdzeniu
ostatecznej wersji manuskryptéw, nadzoru nad przygotowaniem autoreferatu.
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zatgcznik 9 do Wymogi dotyczgce
przygotowania autereferatow rozpraw

doktorskich

mgr Magdalena Piotr (de domo Gartych)

Katedra Nauk Biologicznych

Zaktad Neurobiologii

Akademia Wychowania Fizycznego

im. E. Piaseckiego w Poznaniu Poznan, 5.02.2025
Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych) stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wkiad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr

Magdaleny Piotr (de domo Gartych) zatytutowanej:

Gartych M, Jackowiak H, Bukowska D and Celichowski J. (2021) Evaluating sexual dimorphism of the
muscle spindles and intrafusal muscle fibers in the medial gastrocnemius of male and female rats.

Frontiers in Neuroanatomy, 15:734555. doi: 10.3389/fnana.2021.73455

polegat na:

przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu, analizie preparatow mikroskopowych, identyfikacji
wrzecion miesniowych, wykonaniu pomiaréw morfometrycznych, wykonaniu rycin, udziale w analizie
statystycznej zebranych danych, udziale w przygotowaniu odpowiedzi na pytania recenzentéw oraz

poprawieniu i zatwierdzeniu ostatecznej wersji manuskryptu.

(Nalezy podac bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedfozonej rozprawy

doktorskiej).

Podpis wspotautora
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zatgeznik 9 do Wymog

przygotowania autoreferatéw rozpraw
doktorskich

Prof. dr hab. Hanna Jackowiak

Katedra Fizjologii, Biochemii i Biostruktury Zwierzat

Pracownia Histologii i Embriologii Zwierzat

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu Poznan, 21.01.2025 rok

Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych) stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie publikacji wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr

Magdaleny Piotr (de domo Gartych) zatytutowanej:

Gartych M, Jackowiak H, Bukowska D and Celichowski J. (2021) Evaluating sexual dimorphism of the
muscle spindles and intrafusal muscle fibers in the medial gastrocnemius of male and female rats.

Frontiers in Neuroanatomy, 15:734555. doi: 10.3389/fnana.2021.73455

polegat na:

przygotowaniu przekroi histologicznych utrwalonych mieéni, przegladzie manuskryptu przediozonego

do publikacji, poprawieniu i zatwierdzeniu ostatecznej wersji manuskryptu.

(Nalezy podac bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedtozonej rozprawy

doktorskiej).

Podpis wspdtautorki
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emerytowany prof. AWF dr hab. Dorota Bukowska
Imie i nazwisko Poznan, 21.01.2025 rok
Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych) stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr

Magdaleny Piotr (de domo Gartych) zatytutowanej:

Gartych M, Jackowiak H, Bukowska D and Celichowski J. (2021) Evaluating sexual dimorphism of the
muscle spindles and intrafusal muscle fibers in the medial gastrocnemius of male and female rats.

Frontiers in Neuroanatomy, 15:734555. doi: 10.3389/fnana.2021.73455

polegat na:

przygotowaniu i utrwaleniu miesni, przegladzie manuskryptu przedtozonego do publikacji,

poprawieniu i zatwierdzeniu ostatecznej wersji manuskryptu.

(Nalezy poda¢ bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedfoZonej rozprawy

doktorskiej).

Podpis wspotautorki
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zatgcznik 9 do Wymogi dotyczqce
przygotowania autoreferatow rozpraw
doktorskich

Prof. dr hab. Jan Celichowski

Katedra Nauk Biologicznych

Zaktad Neurobiologii

Akademia Wychowania Fizycznego

im. E. Piaseckiego w Poznaniu Poznan, 5.02.2025
Imieg i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych) stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze modj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr

Magdaleny Piotr (de domo Gartych) zatytutowane;j:

Gartych M, Jackowiak H, Bukowska D and Celichowski J. (2021) Evaluating sexual dimorphism of the
muscle spindles and intrafusal muscle fibers in the medial gastrocnemius of male and female rats.

Frontiers in Neuroanatomy, 15:734555. doi: 10.3389/fnana.2021.73455

polegat na:

zaprojektowaniu badan, udziale w pobieraniu materiatu (miesni), przegladzie manuskryptu
przedtozonego do publikacji, udziat w przygotowaniu odpowiedzi na pytania recenzentéw,

poprawieniu i zatwierdzeniu ostatecznej wersji manuskryptu.

(Nalezy podac bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedfozonej rozprawy

doktorskiej).

........ celeecont

odpis wspdtautora
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zatacznik 9 do Wymogi dotyczgce
przygotowania autoreferatow rozpraw

doktorskich

Mgr Magdalena Piotr (de domo Gartych)

Katedra Nauk Biologicznych

Zakfad Neurobiologii

Akademia Wychowania Fizycznego

im. E. Piaseckiego w Poznaniu Poznan, 5.02.2025
Imie i nazwisko Miejscowos¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych) stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wkiad w powstanie publikacji wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Magdaleny Piotr (de domo Gartych) zatytutowanej:

Piotr M, Skieresz-Szewczyk K, Jackowiak H, Celichowski J. (2023) Distribution and length of muscle
spindles and their 3D visualisation in the medial gastrocnemius of male and female rats. Journal of
Anatomy. 243 (4): 658-663. (IF= 2.921, MEiN=140); doi: 10.1111/joa.13895

polegat na:

pozyskaniu danych, analizie danych, opracowaniu manuskryptu, wykonaniu rycin, udziale w analizach
statystycznych danych, udziale w opracowaniu odpowiedzi na pytania recenzentéw, zatwierdzeniu
artykutu.

(Nalezy podac bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedtozonej rozprawy

doktorskiej).

Podpis wspotautora
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zatgeznik 9 do Wymogi dotyczqee
przygotowania autoreferatdw rozpraw
doktorskich

Dr hab. Kinga Skieresz-Szewczyk

Katedra Fizjologii, Biochemii i Biostruktury Zwierzat

Pracownia Histologii i Embriologii Zwierzat

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu Poznan, 21.01.2025 rok
Imie i nazwisko Miejscowosc, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych) stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze mdj wktad w powstanie publikacji wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Magdaleny Piotr (de domo Gartych) zatytutowanej:

Piotr M, Skieresz-Szewczyk K, Jackowiak H, Celichowski J. (2023) Distribution and length of muscle
spindles and their 3D visualisation in the medial gastrocnemius of male and female rats. Journal of
Anatomy. 243 (4): 658-663. (IF= 2.921, MEiN=140); doi: 10.1111/joa.13895

polegat na:
analizie danych, opracowaniu graficznym modelu 3D miesnia, zatwierdzeniu artykutu.

(Nalezy podac bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedfozonej rozprawy

doktorskiej).

Ko Siieven - Sz,
()]
Podpis wspétautorki
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zalgcznik 9 do Wymogi dotyczqee

przygotowania autoreferatéw rozpraw
doktorskich

Prof. dr hab. Hanna Jackowiak

Katedra Fizjologii, Biochemii i Biostruktury Zwierzat

Pracownia Histologii i Embriologii Zwierzat

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu Poznan, 21.01.2025 rok

Imie i nazwisko Miejscowosc, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych) stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wktad w powstanie publikacji wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Magdaleny Piotr (de domo Gartych) zatytutowanej:

Piotr M, Skieresz-Szewczyk K, Jackowiak H, Celichowski J. (2023) Distribution and length of muscle
spindles and their 3D visualisation in the medial gastrocnemius of male and female rats. Journal of
Anatomy. 243 (4): 658-663. (IF= 2.921, MEiN=140); doi: 10.1111/joa.13895

polegat na: analizie danych, krytycznej weryfikacji manuskryptu, zatwierdzeniu artykutu.

(Nalezy podac bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedfozonej rozprawy
doktorskiej).

Podpis wspétautorki
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zatgcznik 9 do Wymogi dotyczgce
przygotowania autoreferatow rozpraw

doktorskich
Prof. dr hab. Jan Celichowski
Katedra Nauk Biologicznych
Zaktad Neurobiologii
Akademia Wychowania Fizycznego
im. E. Piaseckiego w Poznaniu Poznan, 5.02.2025
Imie i nazwisko Miejscowo$¢, data

Dotyczy: postepowania w sprawie nadania mgr Magdalenie Piotr (de domo Gartych) stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o kulturze fizycznej w Akademii
Wychowania Fizycznego w Poznaniu.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze mdj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pani mgr
Magdaleny Piotr (de domo Gartych) zatytutowanej:

Piotr M, Skieresz-Szewczyk K, Jackowiak H, Celichowski J. (2023) Distribution and length of muscle
spindles and their 3D visualisation in the medial gastrocnemius of male and female rats. Journal of
Anatomy. 243 (4): 658-663. (IF= 2.921, MEiN=140); doi: 10.1111/j0oa.13895

polegat na:

zaprojektowaniu badan, krytycznej weryfikacji manuskryptu, udziatu w opracowaniu odpowiedzi na
pytania recenzentdw, zatwierdzeniu artykutu.

(Nalezy podac bardzo precyzyjnie opisany wktad merytoryczny w powstanie przedfozonej rozprawy

doktorskiej).
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Evaluating Sexual Dimorphism of the
Muscle Spindles and Intrafusal
Muscle Fibers in the Medial
Gastrocnemius of Male and Female
Rats

Magdalena Gartych, Hanna Jackowiak?, Dorota Bukowska' and Jan Celichowski'

" Department of Neurobiology, Poznari University of Physical Education, Poznan, Poland, ? Department of Histology
and Embryology, Poznan University of Life Sciences, Poznar, Poland

This study sought to investigate the sexual dimorphism of muscle spindles in rat medial
gastrocnemius muscle. The muscles were cut transversely into 5-10 and 20 pwm thick
serial sections and the number, density, and morphometric properties of the muscle
spindles were determined. There was no significant difference (p > 0.05) in the number
of muscle spindles of male (14.45 + 2.77) and female (15.00 &+ 3.13) rats. Muscle
mass was 38.89% higher in males (1.08 vs. 0.66 g in females), making the density of
these receptors significantly higher (o < 0.01) in females (approximately one spindle
per 51.14 mg muscle mass vs. one per 79.91 mg in males). There were no significant
differences between the morphometric properties of intrafusal muscle fibers or muscle
spindles in male and female rats (p > 0.05): 5.16 + 2.43 and 5.37 + 2.27 um
for male and female intrafusal muscle fiber diameter, respectively; 5.57 + 2.20 and
5.60 £ 2.16 um for male and female intrafusal muscle fiber number, respectively;
25.85 + 10.04 and 25.30 + 9.96 uwm for male and female shorter muscle spindle
diameter, respectively; and 48.99 + 20.73 and 43.97 + 16.96 um for male and
female longer muscle spindle diameter, respectively. These findings suggest that sexual
dimorphism in the muscle spindles of rat medial gastrocnemius is limited to density,
which contrasts previous findings reporting differences in extrafusal fibers diameter.

Keywords: sex differences, muscle spindles, motoneurons, density, morphometry

INTRODUCTION

Muscle spindles are one of the most important proprioceptors in skeletal muscles, with afferent
signals from these receptors functioning as excitatory input to motoneurons and enabling the
control of body posture (Nielsen, 2002; Proske and Gandevia, 2009; Butler et al., 2017; Proske,
2019). The spindles are comprised of a bundle of 2-10 intrafusal muscle fibers aligned parallel
to external muscle fibers and covered by a fusiform connective tissue capsule (Fitz-Ritson, 1982).
The spindles are innervated by Ia and II afferent fibers and receive efferent innervation from
y and B motoneurons (Fitz-Ritson, 1982; Muramatsu et al., 2017; McComas et al., 2018). The
afferent endings of muscle spindles are excited by muscle stretching and/or intrafusal muscle
fiber contraction.
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The medial gastrocnemius is a hindlimb muscle that is
strongly activated during rapid movement and is essential for
locomotion. This muscle type is expected to have a low muscle
spindle density (Al-Mallak, 2006), while muscles with high
muscle spindle density are generally involved in fine movements
(Fitz-Ritson, 1982). Muscle spindle density and distribution vary
across muscle type and mass (Kokkorogiannis, 2004; Banks,
2006; Zvaritch and MacLennan, 2015), different mammalian
species (Scott and Young, 1987; Bredman et al., 1991; Lionikas
et al., 2013), and age (Milburn, 1973; Winarakwong et al., 2004;
Kim et al., 2007). Various methods can be used to determine
the number and dimensions of the muscle spindles in muscle
cross-sections (Patten and Ovalle, 1992; Eldred et al., 1998;
Kierner et al., 1999), with the most efficient being Masson-
Goldner trichrome dyeing for the visualization of connective
tissue (Boyd-Clark et al., 2002).

Although several studies have investigated differences in the
number and density of muscle spindles in rat skeletal muscles,
the majority of this work involved only males (Kim et al,
2007; Elsohemy et al., 2009; Muramatsu et al., 2017) or did not
distinguish between genders (Pang et al., 2014). To date, there
has been no systematic investigation into potential differences in
rat muscle spindle number, density, or morphometric properties
across sexes. The muscle mass and the proportion of different
muscle fiber types in rats are known to be dependent on
the level of male hormones present during ontogeny (Bell,
2018). Recent studies have reported considerable sex-dependent
differences in the muscle mass and diameter of extrafusal muscle
fibers in rat medial gastrocnemius, suggesting differences in the
morphometric properties of both intrafusal muscle fibers and
muscle spindles (Mierzejewska-Krzyzowska et al., 2011; May
et al,, 2018). On the other hand, the staining of motoneurons
in the motor nucleus of the medial gastrocnemius revealed
that male rats had a greater number of a-motoneurons than
females, but a similar number of y-motoneurons (Mierzejewska-
Krzyzowska et al., 2014). This suggests that the number of muscle
spindles in the medial gastrocnemius of male and female rats
is similar and, therefore, the density of these receptors must
be different. Building off these findings, this study sought to
determine whether sexual dimorphism could be observed in
rat medial gastrocnemius muscle by measuring the number,
density, and morphometric properties of the muscle spindles and
intrafusal muscle fibers.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Muscle Preparation

Experiments were performed on six male and six female
3-month-old Wistar rats. The mean body mass of the male and
female rats was 351.00 = 14.45 and 195.75 &= 10.44 g, respectively
(p < 0.0001). Animals were maintained in standard laboratory
cages (two rats/cage; genders isolated) in a temperature- and
humidity-controlled (22 & 2°C and 55 £ 10%, respectively)
animal house under a 12 h light/dark cycle. The rats were
fed a standard laboratory diet ad libitum (Labofeed B, Poland)
and had free access to tap water. Experiments were performed

in accordance with the European Union and Polish Law
on Animal Protection and approved by the Local Bioethics
Committee (Permission Number: 63/2017). All experimental
protocols employed the 3Rs principles to minimize suffering and
limit the number of animals used.

Animals were euthanized with an overdose of sodium
pentobarbital (Morbital, 180 mg/kg, i.p.). The skin and part
of the external muscles were removed from the left and right
hind limbs of the animals. The preparations having the medial
gastrocnemius muscles in the neutral length and attached to the
foot and femur were preserved in 4% formalin solution for 7 days
to fix the muscles in their normal shape. The fixed muscles were
excised and weighed (without the Achilles tendon), giving a mean
muscle mass of 1.08 £ 0.08 and 0.66 £ 0.07 g for male and
female rats, respectively (p < 0.0001). The muscles were then
reimmersed in 4% formalin solution.

Staining Procedure

After 3-5 days fixation in 10% neutral formalin, the muscle
samples were dehydrated in an ethanol series (50-96%) and
methyl benzoate and embedded in paraffin. The muscles were
then cut transversely from the proximal to distal muscle
attachment using a rotatory microtome Leica RM 2055 to give
5-10 and 20 pm thick serial sections. Histoslides were then
stained using the Masson-Goldner trichome method to calculate
the number of muscle spindles and determine/estimate their
precise distribution in the muscles. Briefly, histological slices were
first deparaffinized in xylene I-III for 5 min each, rehydrated in
a descending alcohol series (2 x 96% alcohol for 3 min, 90%
alcohol for 3 min, 80% alcohol for 3 min, and 70% alcohol for
3 min), and washed in distilled water for 5 min. The slices were
then stained in Mayer’s hematoxylin solution for 10-15 min,
rinsed with warm tap water for 10 min, and washed in distilled
water for 10 min. Sections were then stained in acidic-fuchsin
solution for 10 min and washed in distilled water. The sections
were differentiated in phosphomolybdic acid solution for 3 min,
stained in aniline blue solution for 10 min, briefly rinsed in
distilled water, and differentiated in 1% acetic acid solution for
1 min. The stained sections were dehydrated in ascending ethanol
(washed in 70, 80% for 30 s, 90% for 5 min, and 2x 96% for
5 min) and toluene (I-III line for 5 min each) series and mounted
using DPX medium.

Muscle Spindle Measurements

The number and distribution of muscle spindles in the
muscles were determined by light microscopy (Prolab, Poland).
Morphometric analysis photographs of each muscle spindle
were obtained on a Nikon Optihot-2 light microscope fitted
with a Nikon DS-Filc camera (Tokyo, Japan), using 10x
(0.38 pm/pixel), 40x (0.10 wm/pixel), and 63x (0.04 pum/pixel)
zoom lenses. The morphometric traits of the spindles were
measured in the equatorial muscle region using NIS-Elements
Basic Research software (Nikon). The equatorial region was
deemed a half-length of the muscle spindle. The muscle
spindle diameter was calculated as the mean shorter and longer
diameters. Only the shorter diameter of the intrafusal muscle
fibers was used for comparing sex-related differences.
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Statistical Analysis

Data are reported as the mean £ SD. Statistical analysis was
performed using Statistica v.13.0 software (TIBCO Software
Inc., Tulsa, OK, United States). Significant differences between
the sexes were evaluated using a Student’s t-test for normally
distributed data and also Student’s t-test with independent
variance estimation or a Mann-Whitney U test when a normal
distribution could not be confirmed, with p < 0.05 accepted as
statistically significant.

RESULTS

The body mass, muscle mass, number, density, and morphometry
of medial gastrocnemius muscle spindles were obtained for
both male and female Wistar rats (Table 1). Male rats had
44.2% greater body mass and 38.9% greater muscle mass than
females. A total of 159 (11-19 receptors/muscle) and 180 (11-21
receptors/muscle) muscle spindles were identified across all
examined male and female muscles, respectively. While the mean
number of muscle spindles/muscle did not differ between males
and females (Figure 1A), the density of spindles appeared to be
different. In general, one muscle spindle was present per 79.91
and 51.14 mg of muscle mass in males and females, respectively
(p <0.01).

Male and female muscle transversal sections containing
muscle spindles were imaged (Figure 2). The morphometric
properties of muscle spindles and intrafusal muscle fibers were
compared between male and female muscles (a total of 825
and 968 intrafusal muscle fibers, respectively; Table 1). The
intrafusal muscle fiber diameter and longer diameter of the
muscle spindles were slightly greater in males (3.91 and 10.25%,
respectively) than in females. However, there were no significant
differences between intrafusal muscle fiber diameter, or the
longer and shorter diameters of the muscle spindles in male and
female muscles as well as the number of intrafusal muscle fibers
per one receptor (Figure 1B). Notably, both male and female
muscles had a range of 2-14 fibers/muscle spindle. Moreover,
the total numbers of intrafusal muscle fibers in individual male
and female muscles calculated as a sum of all intrafusal fibers
in all identified muscle spindles in a given muscle were not
different (Figure 1C).

DISCUSSION

There are limited studies characterizing sex-related differences
in the muscle spindles of skeletal muscles. The sole report
that considered sex investigated extraocular muscles and
found significant differences between the total number of
muscle spindles in male and female humans (269 vs. 217.5,
respectively) (Lukas et al., 1994). The present study provides
the first systematic investigation of sexual dimorphism in
the muscle spindles of hindlimb skeletal muscle, focusing
specifically on quantity, density, and morphometric properties.
The number of muscle spindles in the muscles of male
and female rats was similar; however, the density of these
receptors was lower in males. This observation aligns with
previous work, which found the number of y-motoneurons
innervating intrafusal muscle fibers to be similar between
male and female rats (Mierzejewska-Krzyzowska et al., 2014).
There were no sex-related differences in the number and
diameter of intrafusal muscle fibers in muscle spindles, which
contrasts a previous report that the extrafusal muscle diameter
was 14% greater in males (Mierzejewska-Krzyzowska et al,
2011). Additionally, the total number of intrafusal muscle
fibers in male and female muscles was similar, contrasting
to about 1.5 times higher number of extrafusal muscle
fibers in males (Mierzejewska-Krzyzowska et al.,, 2011). Male
hormones influence the diameter of muscle fibers and play
a major role in muscle mass (Eason et al, 2000; English
and Schwartz, 2002). Therefore, the finding that intrafusal
muscle fiber diameter is similar between the sexes suggests
that male hormones have a limited influence on intrafusal
muscle fibers. Importantly, Osterlund et al. (2011) reported
that muscle spindles reach maturity before the extrafusal fiber
population in human masseter and biceps brachii muscles.
In addition, the number of muscle spindles, y-motoneurons
innervating intrafusal muscle fibers, and intrafusal muscle
fibers/receptor are similar in males and females. Based on
these observations, it is likely that the motor innervation
of muscle spindles and the number of muscle spindles and
intrafusal muscle innervated by individual y-motoneurons are
not sexually dimorphic. This is in contrast to previously reported
sex differences in the motor unit innervation ratio (the number
of extrafusal muscle fibers innervated by one o-motoneuron),

TABLE 1 | Mean =+ SD and range of body mass, muscle mass, number and density of muscle spindles, and morphometric properties of muscle spindles and intrafusal

muscle fibers for male (s) and female (%) rats.

Sex Body mass?® Muscle mass?® Number of Muscle Number of Shorter Shorter Longer The total number
(9) (9) muscle spindle intrafusal diameter of diameter of diameter of of intrafusal
spindles? density? (mg) fibers/ intrafusal muscle muscle muscle fibers per
spindle® fibers® (wm) spindles® (wm) spindles® (um) muscle?
J 351.00 + 14.45 1.08 +£0.08 14.45+277 7991 +£1556 557 +£2.20 516 +£2.43 25.85 +10.14 48.99 + 20.73 77.55 £+ 27.11
232-366 0.95-1.20 11-19 59.74-92.31 2-14 0.67-14.09 9.15-55.69 17.71-112.85 40-136
Q 195.75 + 10.44 0.66 + 0.07 15.00 + 3.13 51.14 £9.08 5.60+2.16 537 £2.27 25.30 £ 9.96 43.97 + 16.96 79.67 £32.12
185-207 0.57-0.74 11-21 40.71-66.36 2-14 1.33-14.44 9.08-56.68 15.29-109.78 46-140
P * * NS * NS NS NS NS NS

Significant differences across sexes were analyzed using a @Student’s t-test, PStudent’s t-test with independent variance estimation, or °Mann-Whitney U test.

NS, non-significant (o > 0.05), *p < 0.01, and **p < 0.0017.
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FIGURE 1 | The number of muscle spindles found for each of studied muscles (A), the number of intrafusal muscle fibers per spindle (B), and the total number of
intrafusal muscle fibers for each muscle (a sum of all fibers in each of studied muscle spindles) (C) for the medial gastrocnemius in male and female rats. Note that
data some data are represented by overlapping symbols. A short vertical bar represent the mean value.

which was 26% higher in male rat medial gastrocnemius muscle
(Mierzejewska-Krzyzowska et al., 2011).

The number of muscle spindles identified in rat medial
gastrocnemius was consistent with previous work performed
using male rats. Kim et al. (2007) measured the number of muscle
spindles in the medial gastrocnemius muscles of male Fischer
rats and reported 11-12 and 11-15 spindles in rats aged 6.5
and 29.5 months, respectively. Muramatsu et al. (2017) reported
15.6 £ 2.3 and 16.3 £ 1.3 receptors in the medial gastrocnemius
of 3-month-old and 5.5-month-old male Wistar rats, respectively.
The average number of muscle spindles reported in 8-month-
old male Fischer 344 rats was 16.7 £ 0.96 (Asano et al., 2019).
Several studies have reported the number of muscle spindles
in gastrocnemius muscles (including the medial and lateral
head). Elsohemy etal. (2009) found 23.67 £ 2.52 spindles in
adult Lewis rats. Pang et al. (2014) measured 26.7 £ 2.5 muscle
spindles in 9-week-old Sprague-Dawley rats, although they did
not distinguish between male and female. These observations
additionally suggest that the two heads of the gastrocnemius
muscle contain similar numbers of muscle spindles.

Several methods can be used to calculate the density of
muscle spindles, the most popular being to divide the total
number of spindles by the wet weight of the muscle. In this
study, significant differences were observed in the muscle spindle
density of male and female rats. The density of muscle spindles is
likely relevant to the function of the skeletal muscles, particularly
the ability to perform rapid or fine movements (Fitz-Ritson,
1982). Furthermore, the density of muscle spindles may differ for
various muscles. For example, the density of muscle spindles in
human longus colli and multifidus muscles were estimated to be
48.6 and 24.3/g, respectively (Boyd-Clark et al., 2002). Although
this work was performed on ten men and six women, the authors
did not analyze the data for sex differences. The muscle spindle
density in the gastrocnemius muscle of rats reported in this work

differs from that of Al-Mallak (2006), who found 5.78 muscle
spindles per 1 g of muscle mass in adult rats. Banks (2006)
systematically reviewed the density of muscle spindles in the
gastrocnemius muscle of rats, cats, and humans and reported
values of 40.3, 6.5, and 0.40 spindles per 1 g of muscle mass,
respectively. Neither the Al-Mallak (2006) nor the Banks (2006)
study indicated the sex of the animals.

The number of intrafusal muscle fibers varies greatly by
species and muscle type; for example, 2-12 intrafusal muscle
fibers are observed in human male extraocular muscle (Bruenech
and Ruskell, 2001) while 1-16 are found in female bovine
extraocular muscle (Maier, 2000). The number of fibers/muscle
spindle measured in this study (2-14) is within this range
and agrees with previous work investigating rat muscles. For
example, the masticatory muscles of adult Sprague-Dawley rats
of both sexes are reported to have 2-5 intrafusal muscle fibers
(Lennartsson, 1980). Muramatsu et al. (2017) found 4.3 £ 0.8 and
4.3 + 0.7 intrafusal muscle fibers in the medial gastrocnemius of
3-month-old and 5.5-month-old male rats, respectively.

No studies have investigated sex-related differences in the
diameter of rat intrafusal muscle fibers. This work found the
intrafusal fiber diameter in rat medial gastrocnemius muscles to
be similar across the sexes (1-14 pm), which is within the range
of diameters reported for mammalian muscles (e.g., 2-20 wm
for human levator palpebrae superioris muscle) (Korzeniowska-
Kromer and Wojtowicz-Kaczmarek, 2003). Muramatsu et al.
(2017) reported the average cross-sectional area of intrafusal
muscle fibers to be 41.5 4 11.5 um? in 3-month-old
male Wistar rats.

The longer diameter of the muscle spindles for
males amounted to 48.99 + 20.73 um and for females
(43.97 + 16.96 pm). These measurements are consistent
with the 4229 4+ 3.04 pwm maximal diameter of muscle
spindles in the gastrocnemius muscles of adult Lewis
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FIGURE 2 | Muscle spindles from the middle region of the medial
gastrocnemius muscles of male (A) and female (B) 3-month-old Wistar rats.
Images were acquired at 63x magnification (0.04 pm/pixel). ef, extrafusal
muscle fibers; ¢, capsule; if, intrafusal muscle fibers. Scale bar: 20 pwm.

rats (Elsohemy etal,2009). Pang et al. (2014) reported a
429 £+ 55 pm diameter of muscle spindles in the medial
gastrocnemius muscles of 9-week-old male and female Sprague-
Dawley rats, while Sekiya et al. (1986) noted a range of 15-85 um
in Wistar rats 25-35 days after birth.

While male and female muscle spindles share similar
morphometric properties, their density differs significantly. This
observation could explain some functional differences associated
with proprioceptive feedback from muscle receptors in humans.
For example, women obtained better results than men in
right-handed intra-modal matching tasks, suggesting greater
congruency in visual and proprioceptive spaces (Sigmundsson
et al.,, 2007). This could be associated with women’s more precise
fine hand movement; e.g., more legible writing (Hartley, 1991).
Interestingly, a study on the role of sex hormones in handwriting
style found that women’s right-hand digit ratio correlated with
the relative sexuality of their handwriting, but there was no
corresponding relationship for men (Beech and Mackintosh,
2005). The lower density of muscle spindles in men might explain
their decreased shoulder joint position sense acuity reported by
Vafadar et al. (2015). Moreover, the muscle spindles in females
probably have a better chance of functional recovery following
the nerve damage as their receptors have higher density and their
muscles are smaller (Elsohemy et al., 2009).

The study has some limitations concerning unexplored sex
related differences in the studied muscle although additional

experiments may answer these question. First, the structure
of primary and secondary endings (of Ia and II sensory
fibers) in muscle spindles was not analyzed. The quantity
and distribution of Ia and II afferent sensory fibers may be
defined with immunohistochemical markers like Parvalbumin
or Runx3 and molecular markers specific to muscle spindles
afferent sensory fibers like Heg and Inhbb (Wu et al., 2019).
The identification of muscle fibers afferent subtypes may also be
done with morphological methods based on confocal microscopy
and also immunohistochemistry analysis (Sonner et al., 2017).
Second, the distribution of muscle spindles and their relation
to two compartments of medial gastrocnemius muscle are still
unknown. The muscle compartments may be marked with the
glycogen depletion technique (Taborowska et al., 2016). Third,
the bag and chain intrafusal fibers in muscle spindles were not
identified and differentiated.

CONCLUSION

Overall, this study found that only the density of muscle spindles
differed in male and female rat medial gastrocnemius, in contrast
to previously reported differences in the number and diameter of
extrafusal muscle fibers.
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1 | INTRODUCTION

| K. Skieresz-Szewczyk? | H.Jackowiak® | J. Celichowski'

Abstract

The spatial distribution of the medial gastrocnemius muscle spindles of 10 male and
10 female rats was analysed under a light microscope, and for the first time, visual-
ised using a 3D model of the muscle. Serial cross-sections of the medial gastrocne-
mius muscles were separated into 10 divisions along with the proximo-distal axis. The
muscle spindles of the rat medial gastrocnemius were predominantly distributed on
the proximo-medial divisions of the muscle. There were no sex-related differences
in the distribution of the studied receptors. A single division contained an average of
2.71 receptors for animals of both sexes. Moreover, the calculated lengths of male
and female rat muscle spindles were comparable, and average lengths did not signifi-
cantly differ (3.30+ 1.47 mm for male and 3.26 + 1.32 mm for female rats). Therefore,
the present results fill gaps in recent observations concerning similarities in muscle
spindle numbers between male and female animals, despite significant differences in

muscle mass and size.

KEYWORDS
3D reconstruction, dimorphism, morphology, skeletal muscle

and a 2D distribution of the muscle spindles was presented for a
sample muscle. In addition, the heterogenic distribution of muscle

Muscle spindles are crucial for the control of body position and
movement. The distribution of these spindles has been investigated
in numerous studies, which have indicated that the distribution was
not homogeneous and differed among various mammalian mus-
cles (Barker & Chin, 1960; Bredman et al., 1991; Eldred et al., 1998;
Kokkorogiannis, 2004; Ovalle et al., 1999; Scott & Young, 1987).
Regarding the sheep multifidus muscle, James et al. (2022) con-
firmed that the majority of muscle spindles were distributed in
the middle portions of the muscle belly. In a similar study, Lian
et al. (2022) measured the relative distance from muscle spindles to
nerve entry points for four limb muscles of C57BL/6 female mice,

spindles was shown for the chosen cross-sections (Lian et al., 2022).
Zeller-Plumhoff et al. (2017) documented that muscle spindles in
the solei of male mice were concentrated in the middle portion of
these muscles and were presented using a one-axis layout. A recent
study identified considerable differences in the density of gastroc-
nemius muscle spindles between male and female rats, with a 39%
higher muscle mass shown in males compared to females (Gartych
et al., 2021). However, there were no sex differences in the number
of muscle spindles, the size of the muscle spindles or the number
and diameter of the intrafusal muscle fibres. The spatial distribution
of muscle spindles, as well as their lengths, have not been analysed
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in this study. Although the body mass, central nervous system and
muscle mass are considerably greater in male rats than in females
(Gartych et al., 2021), no studies have been identified which com-
pared sex-related differences in the distribution of these receptors
in hindlimb muscles. Currently, 3D visualisation is not used in neuro-
anatomy to illustrate the distribution of spindles in the muscle, and
the distribution of these structures has only been demonstrated on
a 2D plane or a single axis.

The mass, size and architecture of a skeletal muscle differ consid-
erably depending on sex. The extrafusal muscle fibres of the medial
gastrocnemius muscle have a greater diameter in male rats than in
female rats (Mierzejewska-Krzyzowska et al., 2014). Furthermore,
male rats have a larger pennation angle of the medial gastrocne-
mius than that of females (34.6° vs. 27.3° respectively) (Manal
et al., 2006; Takahashi et al., 2022). Additionally, Chow et al. (2000)
found that the length of muscle fibres was greater in male individ-
uals than in females. However, the determination of whether these
differences in muscle architecture are related to the length of the
muscle spindles (measured as the length of intrafusal fibres) has not
been documented, although literature data indicate that the length
of muscle spindles for different muscles of certain species varies
considerably, with a range of 0.14 to 5.40 mm (Barker & Chin, 1960;
Eldred et al., 1998; Kierner et al., 1999; May et al., 2018). This study
aimed to present and compare the distribution and length of muscle
spindles in the medial gastrocnemius of male and female rats. For
this purpose, the 3D reconstruction technique was used for the first
time to graphically present the muscle spindle distribution. The ob-
tained results will contribute to the knowledge concerning sex dif-
ferences in the sensory innervation of skeletal muscles.

2 | MATERIALS AND METHODS

The animal characteristics, muscle preparation method and staining
procedure for standard histological transverse cross-sections along
with the long axis of 10 male and 10 female rat medial gastrocnemius
muscles described by Gartych et al. (2021) were used in this study.

- TR

= Léw——-——
ot
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The number of muscle cross-sections used was determined and
the muscle was then divided into 10 proportional divisions, num-
bered 1-10, along with the proximo-distal axis (Figure 1). One di-
vision included 170-260 cross-sections in males and 130-260
cross-sections in females. The presence of muscle spindles on the
serial muscle cross-sections was determined using a light microscope
(Prolab, Poland). The beginning and end of each muscle spindle were
marked and all cross-sections were proportionally distributed into
10 divisions. The length of the muscle spindle (the length of the
longest intrafusal muscle fibre) was determined, and the distribu-
tion of individual muscle spindles along with the 10 divisions of the
medial gastrocnemius muscle of male and female rats was obtained.
Additionally, the medio-lateral position of each spindle within the
muscle was determined. Magnifications of 10x (0.38 pm/pixel) and
63x% (0.04 um/pixel) were used for the muscle spindle photographs.

To perform 3D reconstruction and observation of one entire
male medial gastrocnemius muscle with muscle spindles, serial cross-
sections were observed and photographed in a single line under a
magnification of x1.25 using an Axioskop 2 Plus light microscope
(Zeiss) with a Progress Gryphax Microscope Camera (Jenoptik). The
1934 images were separated into 10 divisions with an average of
200 images for each. The following steps were used to create the 3D
reconstruction: (1) conversion to a single channel (green channel), (2)
alignment, (3) recalculation into uniform coordinates (necessary for
the next step—segmentation), (4) segmentation, (5) resampling in the
X, Y and Z directions (the resampling was necessary to reduce the
resolution of the stack to speed up the calculation of the surface;
additionally, resampling in the Z-direction smoothens the surface
image) and (6) surface generation using the professional computer
software, Amira (Thermo Fisher Scientific, ver. 2020) (Movie 1).
Based on the 3D reconstruction, an animation showing the 3D
structure of the muscle and muscle spindles in the Z and Y axes was
prepared using the Animation Director tool in the Amira software.
In this 3D reconstruction, the muscle is transparent and the muscle
spindles are highlighted in green.

Statistical analysis was performed using Statistica v.13.0 soft-
ware (TIBCO Software Inc.). Quantitative parameters were studied

7 8 9 10

0.3cm

Achilles tendon

FIGURE 1 Macrophotograph of the fixed right medial gastrocnemius muscle of a male rat (outer surface) and distribution of 10 divisions

along with the proximo-distal axis.
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and data were plotted on graphs using the mean and standard de-
viation (SD), which were grouped by sex and muscle section. The
Shapiro-Wilk test was used to test the normality of the distribution,
and Levene's test was used to test the homogeneity of the variance.
To analyse the sex differences for variables that met the condition
of normality and homogeneity of variance, a Student's t-test (t) was
performed. In situations where at least one variable of the param-
eter pair did not meet the condition of normality or homogeneity
of variance, the U-Mann-Whitney test was used (Z). An analysis of
variance for multivariate systems (F) was used to examine length
differences of muscle spindles between muscle parts in males and
those in females. Significance was set at p<0.05.

3 | RESULTS

The 10 analysed medial gastrocnemius muscles revealed 148 muscle
spindles for males and 152 for females. The cross-sections of the
muscle spindles showing intrafusal muscles surrounded by capsules
in male and female medial gastrocnemius muscles are presented in
Figure 2.

A schematic localisation of the muscle spindles of the two stud-
ied muscles (one male and one female, as seen from the antero-
posterior projection plan) is shown in Figure 3. The muscle spindles
were predominantly distributed in the widest part of the muscle,
which was located in divisions 4-6 for both male and female speci-
mens (Figures 3 and 4a,b, Movies 2 and 3). The proximal part of the
medial gastrocnemius muscles was characterised by a higher num-
ber of muscle spindles than those in the most distal part of the mus-
cle, where divisions 9 and 10 lacked these spindles (Figures 3 and
4a,b, Movies 2 and 3). The distribution along with the proximo-distal
axis of the muscle for males and females was normal and spindles
were located along with the longitudinal axis of the medial gastroc-
nemius muscle (Figure 3, Movies 2 and 3). The average number of
muscle spindles per division amounted to 2.71 +1.81 for males and
2.71+1.95 for females (the difference was non-significant: t=0.00;
p=1.00). Moreover, the distribution of muscle spindles for all suc-
cessive divisions did not differ when data for male and female mus-
cles were compared (p>0.05 for all divisions). The average location
of the muscle spindles along with the muscle was calculated based
on the distribution of spindles in all serial divisions and was deter-
mined as the 5th division (the average values were 4.40 for males
and 4.18 for females).

The lengths of the spindles were similar for male and female
muscles (0.78-7.41mm in males and 0.68-6.54mm in females;
Figure 4c,d), and the mean lengths amounted to 3.30+ 1.47 mm for
male rats and 3.26+1.32mm for female rats (the difference was
non-significant, Z=0.05; p=0.96).

Figure 4e,f presents the length of muscle spindles in 10 muscle
divisions. For this analysis, the middle point of each muscle spindle
was assigned to the respective division. The plot presents the mean
values and standard deviations of muscle spindle lengths belonging
to the serial divisions (the length of muscle spindle in serial divisions

o Anatomy  RASAISTSVWITSAE

as well as sex differences in the distribution were non-significant, F
(8,283)=1.90; p=0.059).

4 | DISCUSSION
Recently, it was demonstrated that there is a lack of sex-related
differences in the number of muscle spindles in the rat medial gas-
trocnemius, despite a significant difference in muscle mass (Gartych
et al., 2021). In the present paper, we verified that there were no
differences in the distribution or length of muscle spindles between
male and female rats, despite the evident differences in muscle mass
and size. These observations broaden the knowledge of sex differ-
ences in skeletal muscle structure and innervation.

Muscle spindles have been studied in numerous muscles with
variable functions and structure and considerable variability in

100 pm

FIGURE 2 Microphotographs of male (upper panel—a-c) and
female (lower panel—d-f) cross-sections of the middle part of

the medial gastrocnemius muscle. For each of the two presented
muscle fragments, the higher magnification of two muscle spindles
are visible.
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Female

FIGURE 3 Distribution of muscle spindles on the horizontal
sectional plane of the rat medial gastrocnemius. (A) Photograph of
a sample cross-section of the female medial gastrocnemius with
one muscle spindle indicated by the green arrow, which illustrates
the method of positioning the studied receptor. The position of
each muscle spindle on the muscle width axis (a) was determined
using the distance to the borders (b, c). Additionally, the position
of each muscle spindle along with the muscle and the distribution
within 10 divisions was determined basing on number of muscle
cross-sections showing visible muscle spindles. (B, C) Distribution
of 13 and 15 muscle spindles on a horizontal division plane for a
left male and left female muscle, respectively. The scheme assumes
that muscle spindles are located along with the longitudinal axis of
the muscle.

their distribution has been reported. For example, in spinal stabi-
lisers, multifidus muscles from merino sheep muscle spindles were
shown to occur predominantly in the central part of this muscle
(James et al., 2022). In contrast, human digastric muscle spindles
were present in the anterior belly (Saverino et al., 2014), whereas
in the quadrilateral masseter of male rabbits, muscle spindles oc-
curred near the middle and anterior parts of the muscle, and there
was a descending trend in the localisation of the spindles towards
the insertion of the muscle (Bredman et al., 1991). Relatively con-
sistent observations have been noted regarding hindlimb muscles.
Barker and Chin (1960) found that the majority of muscle spindles
were located in the proximal half of two limb muscles of cats, the
rectus femoris (part of the quadriceps muscle responsible for knee

PIOTR ET AL.

extension/hip flexion) and the fifth interosseus (responsible for fin-
ger adduction and abduction). Similarly, studies of these receptors
in cat hindlimb muscles have indicated that in the peroneus ter-
tius (crucial for eversion of the foot) and peroneus longus (plantar
flexor of the foot and recurrent foot), muscle spindles were located
mainly in proximal regions (Scott & Young, 1987). The current re-
sults for the rat medial gastrocnemius confirmed a similar distribu-
tion pattern of muscle spindles to that found in cat limb muscles
(i.e. the majority of spindles were located in the proximo-medial
parts). However, a similar concentration of muscle spindles in the
proximal parts of hindlimb muscles was not reported in the locomo-
tor soleus muscles of male C57BL/6 mice. In this case, the muscle
spindles were observed in the belly of the muscle and covered ap-
proximately 20%-90% of the entire muscle length (Zeller-Plumhoff
etal., 2017).

Muscle spindle length was similar for male and female rats. This
absence of differences in muscles spindle length and those of re-
cently reported muscle spindle diameters and intrafusal fibres
(Gartych et al., 2021) contrast with the considerable intersex dif-
ferences in extrafusal muscle fibre diameter, muscle mass and size,
which have been documented for the same muscle (Mierzejewska-
Krzyzowska et al., 2011), along with differences in extrafusal muscle
fibre length (Chow et al., 2000). These observations indicate that
factors affecting differences in muscle mass, such as the activity
of male hormones during development (Bell, 2018; Gegenhuber
et al., 2022), have limited influence on the development of muscle
spindles in skeletal muscles. A possible reason for this may be a pro-
tective role of the collagen capsule surrounding the muscle spindle
(Kennedy & Yoon, 1979) or the fact that muscle spindle maturation
occurs earlier than that of extrafusal muscle fibres, which has been
noted for human masseter and biceps brachii muscles (Osterlund
etal., 2011).

The reported length of muscle spindles in the rat medial gas-
trocnemius (average length of 3.30 and 3.26 mm for male and fe-
male muscles, respectively) in this study can be compared to those
in the literature for various mammalian muscles. The length of
intrafusal muscle fibres in different mammalian muscle spindles
(predominantly in human and cat muscles) can vary between 8 and
10mm (Boyd, 1962). The literature indicates that this parameter
appears to depend on body and/or muscle size. For example, mus-
cle spindle lengths for small human muscle tensor tympani (damp-
ing the noise produced by chewing) amount to 1.49 mm, but those
for the smallest human stapedius muscles (damping the vibrations
of the stapes) are only 0.49 mm (Kierner et al., 1999). Moreover,
the length of the muscle spindles varied from 1.5 to 4 mm in both
men and women in the longus coli (neck flexor) and multifidus
muscles (spine stabiliser) (Boyd-Clark et al., 2002). In hindlimb
muscles of female C57BL/6 mice, the muscle spindle was shorter
than of the rat muscles studied here and varied in the tibialis an-
terior (dorsiflexion of the foot and its inversion) and extensor dig-
itorum longus (dorsiflexion of the foot) by approximately 0-2 mm,
whereas the locomotor gastrocnemius and soleus muscles showed
0-1.5mm of variation (Lian et al., 2022).
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FIGURE 4 (a-f) Distribution and length of muscle spindles in a male (left) and female (right) medial gastrocnemius of a rat. (a, b) The
number of muscle spindles located within 10 designated divisions. (c, d) The lengths of muscle spindles in the studied muscle. (e, f) The mean
values +SD of the length of muscle spindles belonging to all divisions. The figure presents collected data for muscle spindles from 10 male

and 10 female rats.

This study used the technique of 3D visualisation to observe the
muscle spindles in sample medial gastrocnemius muscle. This was the
first study to reveal the distribution of the muscle spindles and their
spatial layout in a three-dimensional virtual manner since previous
studies have only prepared 2D visualisations or models constituted
in a single axis (Lian et al., 2022; Zeller-Plumhoff et al., 2017).

5 | CONCLUSION

The muscle spindles in rat medial gastrocnemius were distributed
predominantly in the proximo-medial part of the muscle, and both
the distribution of muscle spindles and their length in male and fe-
male animals were similar despite significant differences in muscle
mass and size. The 3D reconstruction technique, which was used for
the first time here in the study of the spatial distribution of muscle
spindles, can be considered a useful tool for further studies assess-

ing the sensory innervation of skeletal muscles.
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