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Nowe spojrzenie na cytoprotekcyjne funkcje siarkowodoru —

czy H2S moze zapobiegac progresji dystrofii mi¢sSniowej Duchenne'a?

Dystrofia mig¢$niowa Duchenne’a (DMD) jest najczeSciej spotykang i jedng z najcigzszych form
dystrofii mige$niowej i dotyka 1 na 5000 — 6000 chlopcow. Pierwsze objawy DMD zauwazalne u
matych chlopcoéw to zaburzenia chodzenia, ktore postgpuja wraz z wiekiem a w drugiej/trzeciej
dekadzie zycia dochodzi rowniez do niewydolnosci oddechowo-krazeniowej na skutek atrofii migsni
oddechowych. Rozwijajaca si¢ kardiomiopatia i powiktania sercowo-naczyniowe sg jedna z gtownych
przyczyn zgonu chorych na DMD.

Ta nieuleczalna dotad choroba jest spowodowana mutacjami w genie kodujacym biatko
dystrofing, zapewniajagcym prawidlowe polaczenie miedzy cytoszkieletem aktynowym wiokna
migsniowego a biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej. W pozbawionych dystrofiny mig¢$niach
dochodzi do ciaglej aktywacji komorek satelitarnych, nasilonego wtoknienia i stresu oksydacyjnego
oraz indukcji procesow zapalnych, co prowadzi do uposledzenia funkcji migsni. Ostatnio wykazano,
ze pozbawione dystrofiny sg nie tylko komorki migsniowe, ale rowniez komorki srédblonka, budujace
naczynia krwiono$ne. Wyniki naszych badan sugeruja, ze na rozwoj DMD mogg wptywac zaburzenia
angiogenezy czyli procesu tworzenia naczyn krwionosnych.

Glowna dostgpng forma leczenia pacjentow chorych na DMD jest zastosowanie
glukokortykoidow, ktore dziataja przede wszystkim jako $rodki anty-zapalne, wywotujac
réwnocze$nie wiele skutkdw ubocznych. Poniewaz wcigz choroba jest nieuleczalna, niezbedne jest
poszukiwanie nowych czynnikow wplywajacych na jej progresjc. W badaniach wstgpnych
stwierdziliSmy obnizong ekspresje gendéw kodujacych enzymy generujace siarkowoddr (H2S) w
tkankach dystroficznych myszy oraz w ludzkich probkach. W zwiazku z tym w ramach projektu
pragniemy zweryfikowaé hipoteze, iz siarkowoddr (H»S), gaz o dzialaniu anty-zapalnym, anty-
oksydacyjnym, anty-wléknieniowym, pro-angiogennym i kardioprotekcyjnym moze mieé
terapeutyczne dziatanie w przebieqgu DMD.

Aby zbada¢ postawione zatozenie, przeprowadzimy doswiadczenia w mysim modelu choroby
czyli myszach mdx, pozbawionych ekspresji dystrofiny. Dodatkowo, zastosujemy réwniez myszy
mdx/utr’- pozbawione ekspresji dystrofiny oraz utrofiny, ktéra moze przejmowaé funkcje dystrofiny.
Myszy te wykazuja ostrzejszy przebieg choroby niz myszy mdx i sa stosowane glownie do badania
powiktan sercowo-naczyniowych. W celu sprawdzenia podobnych zalezno$ci w modelu ludzkim,
proponujemy nowoczesng strategic wykorzystania indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych (iPSC) uzyskanych z krwi 0s6b zdrowych oraz pochodzacych od pacjentéw cierpiacych
na DMD a takze stworzenia odpowiednich linii izogenicznych z wykorzystaniem systemu
CRISPR/Cas9 a nastepnie ich zréznicowania do komorek $érodblonka oraz kardiomiocytow. W
modelach in vitro i in vivo testowany bedzie wptyw zwiazkOw uwalniajacych H»S a takze terapia
genowa, tj. nadekspresja enzyméw generujacych siarkowodor. Wykorzystujac technologie RNA-seq,
testy funkcjonalne oceniajgce wydolno$¢ wysitkowa myszy, kurczliwo$¢ migsni, czynno$¢ serca,
metody biochemiczne i testy do oceny wlasciwos$ci kardiomiocytow (np. dynamike wapnia, aktywno$¢
mitochondriow) i komorek srédblonka (np. potencjat angiogenny z wykorzystaniem testu Matrigel
oraz kultur sferoidalnych w zelu kolagenowym) doktadnie zbadamy role H>S w progresji DMD.

Wynikiem realizacji projektu bedzie doktadne sprawdzenie hipotezy o pozytywnej roli H2S w
modulacji procesow istotnych w rozwoju DMD, w tym zapalenia, widknienia, autofagii, angiogenezy
i kardiomiopatii. Wierzymy, ze zaplanowane badania z wykorzystaniem mysich modeli choroby,
terapii genowej oraz indukowanych pluripotencjalnych komdrek macierzystych pozwola na lepsze
zrozumienie mechanizmoéw choroby.




