Streszczenie

Dystrofia miesniowa Duchenne’a (DMD) jest chorobg genetyczng sprzezong z
chromosomem X spowodowang mutacjami w genie kodujgcym dystrofine, biatko, ktére petni
wazng role w utrzymywaniu integralnosci btony komdérkowej komorek miesniowych. Brak
tego biatka prowadzi do postepujgcego ostabienia miesni, natomiast w pdzniejszych etapach
choroby jest takze zwigzany z niewydolnoscig oddechowa i kardiomiopatig, ktdra jest gtdwna
przyczyng $mierci chorych na DMD. Mechanizm jej rozwoju nie zostat jeszcze doktadnie
poznany, a zatem celem tej pracy byto zbadanie molekularnego podtoza kardiomiopatii u
pacjentéw z DMD.

W niniejszej pracy jako model badawczy wykorzystano kardiomiocyty uzyskane z
ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (hiPSC-CM). W tym celu
pobrano probki krwi od dwdch zdrowych dawcéw i jednego dawcy chorego na DMD, z ktérych
wyizolowano monojadrzaste komoérki krwi obwodowej i poddano je reprogramowaniu z
wykorzystaniem wektorédw Sendai. Nastepnie, wyprowadzono trzy pary izogenicznych linii
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (hiPSC) poprzez wprowadzenie
mutacji w genie DMD (delecji eksonu 50) w kontrolnych komdrkach hiPSC uzyskanych od
dwdch zdrowych dawcdw oraz naprawe mutacji w genie DMD w komérkach uzyskanych od
dawcy chorujgcego na DMD poprzez zastosowanie systemu do edycji gendw CRISPR/Cas9
(ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)/CRISPR-associated
protein 9 (Cas9)). Wszystkie linie hiPSC poddano dokfadnej charakterystyce potwierdzajacej
ich pluripotencje oraz optymalizacji warunkdw réznicowania do kardiomiocytéw.

Pierwszym celem pracy byto przeprowadzenie globalnych analiz transkryptomu i
proteomu komérek DMD hiPSC-CM w pordéwnaniu do ich kontrolnych odpowiednikéw. Te
analizy ujawnity kilka zmienionych sciezek molekularnych oraz proceséw w obrebie
cytoszkieletu, btony komodrkowej i macierzy zewnatrzkomorkowej, co jest bezposrednim
efektem braku dystrofiny. Co ciekawe, wyniki te wykazaty zmiany w ekspresji gendw oraz/lub
poziomu biatka czynnikéw zaangazowanych w metabolizm wapnia, stres oksydacyjny oraz
dysfunkcje serca. Ponadto, zaobserwowano obnizony poziom biatka mitoNEET, kodowanego
przez gen CISD1. Poniewaz funkcje tego biatka w kardiomiocytach dystroficznych nigdy nie
zostaty opisane w literaturze, to poddano je bardziej szczegétowemu zbadaniu. Biatko to jest
zaangazowane w regulacje homeostazy zelaza w komdrkach, w zwigzku z czym sprawdzono

poziom wolnego zelaza w cytoplazmie i mitochondriach kardiomiocytéw pozbawionych



dystrofiny i wykazano, ze poziom ten jest zwiekszony zarowno w cytoplazmie jak i w
mitochondriach tych komérek. Jednoczesnie, obnizony poziom ferroportyny oraz zwiekszony
poziom ferrytyny w komorkach DMD hiPSC-CM sg innymi cechami charakterystycznymi dla
przetadowania zelaza. Jednym z gtéwnych efektdw przetadowania zelaza jest zwiekszony
poziom stresu oksydacyjnego oraz produkcji reaktywnych form tlenu (ROS). W naszych
badaniach, produkcja ROS ma tendencje do wzrostu w komérkach DMD hiPSC-CM i komorki
te wykazujg znaczaco zwiekszony poziom Nrf-2 i oksydoreduktazy NAD(P)H chinonowej 1,
biatek  odpowiedzialnych za utrzymanie odpowiedniego statusu  oksydacyjno-
antyoksydacyjnego. Co ciekawe, wykazaliémy, Zze poziom produkcji ROS moze byé
bezposrednim efektem zawartosci zelaza w komodrkach, poniewaz stymulacja komoérek
chelatorem zelaza - deferoksaming, skutkowata tendencja do zmniejszenia poziomu produkcji
ROS, podczas gdy stymulacja zelazem zwiekszyta ich poziom w komdérkach DMD hiPSC-CM.
Analiza ultrastruktury dystroficznych kardiomiocytdw z wykorzystaniem transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (ang. transmission electron miscroscopy - TEM) uwidocznita obszary
zdegenerowanych mitochondriéw z uszkodzong strukturg grzebieni mitochondrialnych.

W nastepnym etapie, zbadalismy efekty funkcjonalne zaburzenia metabolizmu
wapniowego w komadrkach DMD hiPSC-CM poprzez pomiary oscylacji wapniowych. Opisano
kilka patologicznych cech tych oscylacji, takich jak zwiekszona liczba oscylacji o przedtuzonym
plateau, obnizona czestotliwos¢ oscylacji oraz zwiekszony odsetek wystepowania dfugich
przerw pomiedzy oscylacjami. Zaburzenia w homeostazie wapniowej sg tez prawdopodobnie
zwigzane z obserwowang zwiekszong sztywnoscig komdérek DMD hiPSC-CM. Z drugiej strony,
pomiary patch-clamp pojedynczych kardiomiocytéw dystroficznych wykazaty podwyzszone
wartosci hiperpolaryzacji nastepczej oraz obnizony czas trwania potencjatu czynnosciowego
przy 20% repolaryzacji w poréwnaniu do komoérek kontrolnych.

Nastepnym celem pracy byto sprawdzenie roli utrofiny w kardiomiopatii zwigzanej z
DMD. Utrofina jest biatkiem o duzym podobienstwie strukturalnym i funkcjonalnym do
dystrofiny, a zatem postawiono hipoteze, ze moze przynajmniej czesciowo kompensowac brak
dystrofiny. Przeprowadzono wiele badan z wykorzystaniem tzw. mikroutrofiny, ktérej
dostarczanie do komorek wigzato sie z korzystnym efektem terapeutycznym u myszy mdx,
jednak jej rola w sercu i kardiomiocytach nigdy nie zostata poznana. W niniejszym badaniu
zbadano wptyw zaréwno nokautu utrofiny, jak i aktywacji utrofiny w komoérkach DMD hiPSC-

CM.



Kardiomiocyty uzyskane poprzez rdézinicowanie komorek hiPSC majg niedojrzaty
fenotyp i, jak pokazano w naszych badaniach, wcigz posiadajg ekspresje utrofiny. Wszystkie
badania in vitro z wykorzystaniem dystroficznych komorek hiPSC-CM moga by¢ w pewien
sposob znieksztatcone ze wzgledu na obecnosé utrofiny. W niniejszym badaniu, sprawdzono
czy brak zaréwno dystrofiny jak i utrofiny uposledza fenotyp komérek hiPSC-CM w
poréwnaniu do komdrek pozbawionych jedynie ekspresji dystrofiny. Co ciekawe,
zaobserwowalismy znaczgce pogorszenie parametréw oscylacji wapniowych, natomiast
zadnych wiekszych oznak takiego pogorszenia w przypadku parametréw potencjatu
czynnosciowego i sztywnosci komdrek. Ta rozbieznos¢ moze byé wyttumaczona lokalizacjg
utrofiny w kardiomiocytach, ktéra oprocz btony komdrkowej, zlokalizowana jest takze w
dyskach interkalarnych (jak wykazano wcze$niej w mysim sercu). Moze ona zatem wptywac
na przewodzenie sygnatu skutkujgc zaobserwowanymi nieprawidtowosciami w oscylacjach
wapniowych, natomiast nie uposledza¢ wtasciwosci elektrofizjologicznych pojedynczej
komorki.

Naszym nastepnym celem bylo sprawdzenie, czy aktywacja ekspresji utrofiny w
komdrkach DMD hiPSC-CM moze poprawic¢ ich nieprawidfowy fenotyp. W celu aktywowania
ekspresji utrofiny, zastosowano system CRISPR/dCas9 do aktywacji transkrypcyjnej oparty o
nieaktywne katalitycznie biatko Cas9 oraz domene aktywacyjng VP64 oraz wektory AAV (ang.
adeno-associated virus). Komérki DMD hiPSC-CM z aktywowang utrofing poddano pomiarom
patch-clamp, ktére wykazaty przywrdécenie wartosci hiperpolaryzacji nastepczej
(podwyzszonych w komdrkach DMD hiPSC-CM) to poziomu komérek kontrolnych.

Podsumowujac, komorki hiPSC-CM sg pozytecznym narzedziem w badaniach nad
kardiomiopatia zwigzang z DMD. Globalne analizy transkryptomowe i proteomowe
dystroficznych kardiomiocytow wykazaty zmiany w kilku szlakach waznych z punktu widzenia
prawidtowego funkcjonowania serca (metabolizm wapniowy, stres oksydacyjny). Uzyskane
dane uwidocznity takie znaczacy poziom przetadowania zelaza w cytoplazmie i
mitochondriach komorek DMD hiPSC-CM. Ta obserwacja nie zostata nigdy wczesniej opisana,
natomiast moze ona dostarczy¢ nowych mozliwosci terapeutycznych, zwigzanych np. z
zastosowaniem chelatoréw zelaza. Brak utrofiny w komdérkach DMD hiPSC-CM pogarsza
wiasciwosci oscylacji wapniowych, natomiast nie wplywa na potencjat czynnos$ciowy
pojedynczych kardiomiocytéw, podczas gdy aktywacja utrofiny przywraca odpowiedni poziom

AHP w komadrkach DMD hiPSC-CM.



