STRESZCZENIE

Dystroﬁa mieéniowa Duchenne’a (DMD) to choroba genetyczna sprzezona z chromo-
somem X, dotykajaca w przyblizeniu 1 na 5000 urodzonych chlopcéw. Jest spowodo-
wana mutacjami w genie DMD kodujacym dystrofine, ktora odpowiada za stabilno$¢ me-
chaniczna miesni podczas skurczu. Jej brak prowadzi do postepujacego ostabienia miesni
i przedwczesnej $mierci chorych w wyniku niewydolnosci sercowo-oddechowej. W ostat-
nich latach opracowano wiele eksperymentalnych terapii, ktérych celem jest przywrécenie
funkcjonalnej dystrofiny lub przeciwdzialanie procesom przyczyniajacym sie do postepu
choroby, takim jak zapalenie czy zwloknienie. Pomimo tego DMD wciaz pozostaje choroba
nieuleczalng, a glikokortykoidy, wykazujace wiele dzialan niepozadanych, nadal stanowia
»zloty standard” leczenia. Aktualne jest zatem opracowywanie innowacyjnych mozliwosci
terapeutycznych, ktére przynajmniej ztagodza objawy DMD. Wéréd nich na uwage zastugu-
je celowanie w okreslone mikroRNA (miR), np. miR-378a, przywrocenie prawidlowej angio-
genezy oraz wykorzystanie cytoprotekcyjnych czynnikéw takich jak oksygenaza hemowa-1
(HO-1) czy siarkowodér (H,S). W niniejszej pracy oméwiono zaréwno patologie choroby jak
i wspomniane, nowe mozliwosci terapeutyczne w DMD.

DYSTROFIA MIESNIOWA DUCHENNE’A - ZARYS
HISTORYCZNY I OBRAZ KLINICZNY CHOROBY

Dystrofia migsniowa Duchenne’a (DMD, OMIM#310200) to postepujaca cho-
roba genetyczna zaliczana do schorzen nerwowo-mie$niowych. Dotyka okoto 1
na 5000 urodzonych chlopcéw, a jej przyczyna jest brak funkcjonalnej dystrofiny
- strukturalnego biatka mie$ni. Pierwszy obraz kliniczny DMD zostal przedsta-
wiony przez Edwarda Meryona w 1851 roku, ale swoja nazwe choroba zawdzie-
cza francuskiemu neurologowi, Guillaume’owi Duchenne’owi, ktéry w latach
60tych XIX wieku nie tylko opisal, ale réwniez jako pierwszy sfotografowat cho-
rych cierpiacych na DMD. Nie znano wéwczas molekularnego wyttumaczenia
obserwowanej patologii - dopiero ponad 100 lat p6zniej, pod koniec lat 80tych
XX wieku zidentyfikowano gen DMD kodujacy dystrofine, a brak funkcjonal-
nego biatka potwierdzono w biopsjach miesni chorych, poznajac tym samym
molekularne podloze choroby [1,2].

DMD jest najczeéciej spotykana forma dystrofii miedniowych. Jest dziedziczo-
na w spos6b recesywny sprzezony z chromosomem X, w zwigzku z tym cierpia
na nia gléwnie chtopcy, otrzymujac zmutowany chromosom X od matki. Pierw-
sze symptomy choroby sg zauwazalne juz w wieku 1-3 lat i manifestujq sie m.in.
opdéznionym siadaniem, wstawaniem i chodzeniem, charakterystycznym tzw.
kaczkowatym chodem, trudnoséciami we wchodzeniu po schodach i bieganiu,
przerostem lydek oraz objawem Gowersa (chorzy wspomagaja sie rekoma przy
podnoszeniu sie z pozycji lezacej). W wieku okoto 8-14 lat pacjenci tracg zdol-
nos¢ samodzielnego poruszania sie, a rozwijajace sie komplikacje krazeniowo-
-oddechowe, gléwnie kardiomiopatia (oméwione obszernie w pracy przeglado-
wej naszej grupy [3]) sa najczestsza przyczyna $mierci miedzy 2 a 4 dekada zycia
[4,5] (Ryc. 1).

Przypadki kobiet chorych na DMD sg niezwykle rzadkie (mniej niz 1 przypa-
dek na milion urodzen), a kobiety-nosicielki (u ktérych mutacja w genie DMD
wystepuje tylko na jednym chromosomie X) w wiekszosci nie wykazuja zad-
nych oznak dystrofii. Szacuje si¢ jednak, ze u okoto 2,5-19% przypadkow kobiet-
-nosicielek wystepuje ostabienie miesni szkieletowych, a u 7,3-16,7% rozwija sie
kardiomiopatia [6].

Mieéniowym objawom DMD towarzysza réwniez problemy intelektual-

ne zwiazane m.in. z trudnosciami w mowie i uczeniu sig, a takze zaburzenia
metaboliczne (otylos¢, insulinoopornoéé, nietoleracja glukozy) i wady postawy
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Rycina 1. Progresja dystrofii miesniowej Duchenne’a (DMD) - informacje wstepne.

kregostupa. W zwiazku z tym pacjenci od najmlodszych lat
wymagaja kompleksowej opieki medycznej [7].

PODEOZE MOLEKULARNE DMD - DMD, DYSTROFINA
I KOMPLEKS BIALKOWY ZWIAZANY Z DYSTROFINA

Gen DMD, zlokalizowany na chromosomie X (prazek
Xp21), jest jednym z najwiekszych znanych genéw - ma diu-
gos¢ okoto 2,4 mln par zasad, a sama sekwencja kodujaca
zawiera 79 eksonéw o lacznej dltugosci 11,4 tysiecy nukle-
otydéw [1] (Ryc. 2). Imponujaca wielkosé genu DMD znaj-
duje réwniez odzwierciedlenie w mnogosci mutacji ziden-
tyfikowanych w jego obrebie. Analiza 7000 r6znych mutacji
wystepujacych u oséb cierpiacych na DMD wykazata, ze
zdecydowana wiekszos¢ stanowia duze mutacje - gléwnie
delecje (68%) i w mniejszym stopniu duplikacje (11%) jed-
nego lub wiecej eksonéw (gtéwnie w obrebie eksonéow 2-20
oraz 45-55). Pozostate mutacje to tzw. niewielkie mutacje:
delecje (5%) i insercje (2%) mniej niz jednoeksonowe, muta-
cje zwigzane z miejscami alternatywnego sktadania mRNA
(3%), mutacje punktowe, w tym mutacje nonsensowne
(10%) i missensowne (zmiany sensu, 0,4%) oraz najrzadsze
mutacje intronowe (0,3%) [8].

Mutacje w obrebie genu DMD, ktére nie przesuwaja
otwartej ramki odczytu (ORF, ang. open reading frame) po-
woduja powstanie zmutowanej (krétszej badz dluzszej),
ale czeSciowo funkcjonalnej dystrofiny. Taka sytuacja ma
miejsce w przypadku dystrofii miesniowej Beckera (BMD,
ang. Becker’s muscular dystrophy, OMIM#300376), ktora jest
tagodniejsza forma DMD. Mutacje prowadzace do DMD
zwykle zaburzaja ORF prowadzac do przedwczesnego po-
jawienia si¢ kodonu stop, terminacji translacji i powstania
krotkiej, niefunkcjonalnej formy dystrofiny lub catkowitego
jej braku [1].

W genie DMD znajduje si¢ siedem promotoréw - trzy z
nich zlokalizowane przy koncu 5 umozliwiaja powstanie
izoform dystrofiny pelnej dlugosci o ciezarze czasteczko-
wym wynoszacym 427 kDa - ulegaja one ekspresji w neuro-
nach korowych (Dp427c), komérkach Purkinjego (Dp427p)
oraz mieéniach (Dp427m). Kolejne cztery promotory znaj-
dujace sie w intronach 29, 44, 55, oraz 62 inicjuja transkrypcje
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krotszych, niemiesniowych izoform dystrofiny, ktére sa po-
zbawione domeny przy konicu aminowym odpowiedzialnej
m.in. za wigzanie aktyny - wystepuja gléwnie w siatkowce
oka (Dp260), osrodkowym ukladzie nerwowym i nerkach
(Dp140), komoérkach Schwanna (Dp116) oraz innych tkan-
kach niemiesniowych (Dp71). Najkrétsza izoforma dystro-
finy, Dp40, powstaje z tego samego promotora co Dp71 w
wyniku aktywacji alternatywnego miejsca poliadenylacji w
intronie 70 i jest obecna glownie w mézgu [1,3] (Ryc. 2A).

Miesniowa izoforma dystrofiny pelnej diugosci ma
ksztalt wygietego preta i sklada sie z 4 gléwnych domen
funkcjonalnych: (1) znajdujacej si¢ przy koricu aminowym
domeny wiazacej aktyne (ABD, ang. actin binding domain),
(2) domeny centralnej (ROD, ang. rod domain), zbudowanej
z 24 powtorzen spektrynowych (SR, ang. spectrin repeats) i
czterech tacznikow (H, ang. hingers) bogatych w proline, (3)
domeny bogatej w cysteine (CRD, ang. cysteine rich domain)
oraz (4) domeny karboksylowej (CTD, ang. C-terminal do-
main) [1] (Ryc. 2A, B). Blisko 50% mutacji wystepujacych u
chorych cierpigcych na DMD znajduje sie¢ w obrebie miejsc
kodujacych domene ABD, w mniejszym stopniu domene
CRD i ROD, a niewiele ponad 10% mutacji jest zwiazanych
z miejscami kodujacymi domene CTD [9].

Dystrofina oddzialuje bezposrednio lub posrednio z
wieloma biatkami cytoszkieletu (w tym z aktyna), biatka-
mi rusztowania, bialkami sygnalizacyjnymi i blona widkna
miesniowego, sarkolema (zaznaczonymi na Ryc. 2B, C). Co
wazne, jest ona jednym z kluczowych biatek wchodzacych
w sktad duzego kompleksu biatkowego zwigzanego z dys-
trofing (DAPC, ang. dystrophin-associated protein complex),
nazywanego tradycyjnie glikoproteinowym kompleksem
dystrofiny (DGC, ang. dystrophin glycoprotein complex). W
jego skilad (oprécz dystrofiny) wchodza: a-dystroglikan i
laminina-2 (biatka zewnatrzkomoérkowe), B-dystroglikan i
a-, B-, y-, 6-sarkoglikan wraz ze écisle do niego przylega-
jacym sarkospanem (biatka przezblonowe) oraz al-, pl1-
syntropina, a-dystrobrewina i neuronalna syntaza tlenku
azotu (nNNOS, NOSI, ang. neuronal nitric oxide synthase)
(biatka wewnatrzkomoérkowe) [1, 3] (Ryc. 2C).

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



emormosornx - (ITDCHTEID

/ Xpm\,

A —» Dp427m, Dp427¢c, Dp427p

SR3 H

DMD - “ROD
Teamne Illllllliilllllllllllll
g‘ SR9 SR10 SR11 SR12 SR13 SR14 SR'IS SR16
- ) ‘R0 .
% ,—» Dp140 ,— Dp116 ,— Dp71, Dpd0
=
g ER AL AR IDX.)X.
SR|7 SR18 SR19 H3 SR20 SR21 SR22 SR23 SR24 H4
DMD mRNA
(Dp427) I L -))))’ %7 77
~ 14 kpz ‘cRD ‘et
© B a'syniropina
o @-syntropina
‘_é MARK2 Q- syn(mplna B symroplna o dyslvotivewma
g HN wmmmmm.. COOH
\ hr—rg krotubul
k aktyna mikrotubule
dystrofina e 19 nNoS ;Yg;::rlg;llkan
Dp427m mikrotubule alnk':ryna
\ 1)
427 kDa synemina Eaelmky)rc;illna
miospryna
‘ROD "
C
EOM e ™ i
— B et -
Kompleks sz laminina-2 == ——
X Yy oha
b'_a*kOWy sarkospan o Va g
ZWigzany z Y "
dysiroﬁzq sarkoglikan ¥ " dystroglikan
DAPC  Sarkolema ! a
Whetrze wtékna miesniowego (CD) ';ay\r:’frgglr:‘a:
' > 'a-dystrobrewina
mikrotubule ~ syntropina
filamenty dystrofina WY marc EEER
posrednie

aktyna

brak funkcjonalnej dystrofin:

y

DMD ——— Uszkodzenie sarkolemy ————— Ostabienie migsni

Rycina 2. Schematyczne przedstawienie budowy (A) genu DMD, (B) dystrofiny oraz (C) kompleksu biatkowego zwiagzanego z dystrofing (DAPC). Na rycinie A rézny
ksztalt eksonow wskazuje, czy w przypadku delecji dojdzie do zachowania (prostokaty) czy utraty (strzatki) otwartej ramki odczytu - ORF. Odmiennymi kolorami zazna-
czono eksony kodujgce okreslone domeny biatka. MARK2 (ang. microtubule-affinity regulating kinase 2) - kinaza regulujaca powinowactwo mikrotubuli 2; GRB2 (ang. growth
factor receptor-bound protein 2) - biatko wiagzace receptor czynnika wzrostu 2. Szczeg6étowy opis i wyjasnienie pozostatych skrétow w tekscie.

ZARYS KONSEKWENC]I ZWIAZANYCH Z BRAKIEM
DYSTROFINY W MIESNIACH SZKIELETOWYCH

Dystrofina pelni istotna role w funkcjonowaniu mieéni,
cho¢ stanowi zaledwie 0,002% wszystkich bialek w nich
obecnych. Jej brak pociaga za soba ogromne konsekwencje -
zaburza przede wszystkim stabilno$¢ mechaniczng miesni,
jak réwniez powoduje deregulacje wielu szlakéw sygna-
towych. Zmiany towarzyszace DMD nie sa zsynchronizo-
wane. Brak mechanicznej stabilizacji podczas skurczu pro-
wadzi do uszkodzenia widkien miesniowych, a to napedza
machine molekularng zwigzana z cyklami zapalenia i rege-
neracji, ktére trwajg latami. Kiedy jedno wtékno miesniowe
ulega degeneracji, inne wlasnie sie¢ odbudowuje - w zwigz-
ku z tym aktywacji w jednym czasie ulegaja rézne proce-
sy, odzwierciedlajac tym samym kompleksowy charakter
choroby zaostrzony samonapedzajacym sie, przewleklym
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zapaleniem i uposledzong regeneracja. W konsekwencji
dochodzi do akumulagji tkanki tacznej w miesniach wraz z
postepujacym oslabieniem ich funkgji [1, 10].

USZKODZENIE SARKOLEMY I DEGENERACJA
WEOKIEN MIESNIOWYCH

W pierwszej kolejnosci dochodzi do utraty integralnosci
sarkolemy. Na skutek wzrostu jej przepuszczalnosci z mie-
$ni uwalniane sa do krazenia m.in. dehydrogenaza mlecza-
nowa (LDH, ang. lactate dehydrogenase) oraz kinaza kreaty-
nowa (CK, ang. creatine kinase), bedace najbardziej znanymi
biomarkerami wykorzystywanymi w diagnostyce DMD. Z
drugiej strony, do wnetrza wiékien miesniowych dostajg
si¢ jony wapnia (Ca?"), zaburzajac tym samym gospodar-
ke wapniowa, kluczowa dla poprawnego funkcjonowania
miesni (Ryc. 3). Wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia
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Rycina 3. Schematyczne przedstawienie uszkodzenia sarkolemy w wyniku braku
dystrofiny. Akumulacja: jonéw Ca* (na podstawienie barwienia czerwienig ali-
zarynowg) oraz immunoglobulin IgG/IgM (na podstawie barwienia immunoflu-
orescencyjnego) w uszkodzonych wiéknach miesniowych myszy dystroficznych.
Skala: 100 pm.

wapnia jest obserwowany zaréwno u os6b cierpigcych na
DMD jak i w modelach zwierzecych choroby [11]. Sugeruje
sie jednak, ze uszkodzenie btony komoérkowej wtékien mie-
$niowych per se nie jest gléwna przyczyna naplywu jonéw
Ca* do wnetrza komorek - opisano szereg réznych me-
chanizméw wyijasniajacych to zjawisko, zwigzanych m.in.
ze wzmozong aktywnoscia kanatéw wapniowych, wycie-
kaniem Ca*" z siateczki srédplazmatycznej i obnizona ak-
tywnoécig Ca*-ATPazy zlokalizowanej w blonie siateczki
srodplazmatycznej (SERCA, ang. sarco/endoplasmic reticulum
calcium ATPase). W konsekwencji, przeladowanie komorek
jonami Ca? prowadzi do aktywacji zaleznych od wapnia
proteaz - kalpainy i fosfolipazy A2, odpowiedzialnych za
proteolityczng degradacje bialek i sarkolemy [12]. Ponadto,
dochodzi do dysfunkcji mitochondriéw i zwiekszonej pro-
dukcji reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen
species), az w konicu indukgji szlakéw zwigzanych z apopto-
za i nekroza widkien mieéniowych [1]. Co ciekawe, Morgan
i wsp. wykazali, ze nekroptoza (rodzaj zaprogramowanej
$mierci komérkowej morfologicznie przypominajacy ne-
kroze) jest rowniez jednym z mechanizméw odpowiedzial-
nych za degeneracje dystroficznych wiékien miesniowych
[13].

Typowymi markerami uszkodzonych wtékien mies$nio-

wych sa tez albumina i immunoglobuliny (gtéwnie IgG i
IgM), ktére normalnie nie sa przepuszczane przez niena-
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ruszong blone komorkowa. Wykorzystanie barwnikéw
zwiazanych z albuming (np. Evans Blue) lub przeciwcial
anty-IgG/IgM sprzegnietych z fluorochromami umozliwia
wizualizacje uszkodzonych wiékien i jest czesto stosowana
metoda w badaniach dotyczacych DMD [14] (Ryc. 3).

PRZEWLEKLY STAN ZAPALNY

Uszkodzenie wldkien mieéniowych natychmiastowo in-
dukuje reakcje zapalna (Ryc. 4). Chociaz infiltracja mieéni
przez komorki uktadu odpornosciowego jest niezbedna w
celu fagocytozy zniszczonych widkien mieéniowych oraz
inicjacji ich odbudowy, to w przypadku DMD przewlekle
zapalenie de facto przyczynia si¢ do ostabienia zdolnosci
regeneracyjnych mieéni szkieletowych i wplywa na po-
stepujacy charakter choroby [15]. W odpowiedzi na nasi-
lone zapalenie aktywacji ulegaja biatka cytoprotekcyijne i
antyzapalne, takie jak oksygenaza hemowa 1 (HO-1, ang.
heme oxygenase 1), ktérej gtéwnym zadaniem jest rozklad
prooksydacyjnego hemu (zawartego réwniez w mioglo-
binie uwalnianej z uszkodzonych wtékien miesniowych) do
biliwerdyny, tlenku wegla i jonéw Fe?*, wykazujacych dz-
iatanie ochronne w wielu procesach biologicznych (oméwi-
onych obszernie w pracy przegladowej naszej grupy [16]).
Obnizenie poziomu HO-1 nasila reakcje zapalng w mieéni-
ach szkieletowych myszy dystroficznych, co wykazaliSmy
poprzez farmakologiczne zahamowanie aktywnosci tego
cytoprotekcyjnego enzymu [17].

Podczas wczesnej odpowiedzi zapalnej uwalniane sa
tzw. alarminy, ktére aktywuja mechanizmy odpowiedzi za-
palnej nieswoistej dzigki interakcji z receptorami rozpozna-
jacymi wzorce, w tym receptorami Toll-podobnymi (TLR,
ang. Toll-like receptor). Sugeruje sie, ze w przypadku DMD
najsilniejszymi alarminami sg czasteczki RNA, ze wzgledu
na znacznie podwyzszony poziom TLR7 (specyficznego w
stosunku do jednoniciowych czasteczek RNA) juz na bar-
dzo wczesnym etapie choroby [18]. Aktywacja TLR7 jest
zwigzana ze zwiekszeniem poziomu komplekséw gtéwne-
go ukladu zgodnosci tkankowej (MHC, ang. major histocom-
patibility complex) klasy 11 II oraz bialek ukladu dopetniacza,
jak i nasileniem prozapalnego szlaku sygnatowego zwiaza-
nego z czynnikiem transkrypcyjnym NF-xB, (ang. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Tym sa-
mym dochodzi do produkcji m.in. cytokin prozapalnych i
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Rycina 4. Naciek zapalny w mieéniach dystroficznych. Przekréj poprzeczny (A)
zdrowego oraz (B) dystroficznego migénia brzuchatego tydki z widocznym na-
ciekiem komérek zapalnych na podstawie barwienia hematoksyling i eozyna
oraz (C) dystroficznej przepony na podstawie barwienia immunofluorescencyj-
nego na obecno$¢ markera leukocytéw - CD45. Barwienia wykonano na prepara-
tach miesni myszy dystroficznych. Skala: 100 pm.
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chemokin rekrutujacych komérki odpowiedzi nieswoistej,
w nastepstwie czego widkna nekrotyczne sa infiltrowane i
fagocytowane w pierwszej kolejnosci przez neutrofile, a w
konicu makrofagi. Paradoksalnie, cho¢ makrofagi eliminuja
zniszczone widkna, to z drugiej strony sa gléwnymi komor-
kami odpowiedzialnymi za nasilenie uszkodzenia mieéni.
Na etapie wczesnej odpowiedzi zapalnej dominujg proza-
palne makrofagi typu M1 specjalizujace sie w produkeji
wolnych rodnikéw i fagocytozie. W odpowiedzi na czyn-
nik martwicy nowotworu (INF, ang. tumor necrosis factor)
i aktywacje NF-xB makrofagi uruchamiaja ekspresje i syn-
teze indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS, NOS2, ang.
inducible nitric oxide synthase). iNOS metabolizujac arginine
generuje wolny rodnik NO i cytruline. O ile NO w steze-
niach fizjologicznych pelni istotng funkcje m.in. w procesie
rozszerzania naczyn krwionoénych, to drastyczny, cytotok-
syczny wzrost jego stezenia prowadzi do rozpadu widkien
miesniowych i fagocytozy resztek komérkowych. Ze wzgle-
du na niespecyficznoé¢ tego procesu, zniszczeniu ulegaja
réwniez nieuszkodzone wtékna mieéniowe, zaostrzajac
tym samym przebieg DMD.

Destrukcyjne dzialanie prozapalnych makrofagéw M1
jest blokowane przez przeciwzapalne i pro-regeneracyjne
makrofagi typu M2. Produkuja one gléwnie interleukine 4
(IL-4, ang. interleukin 4), IL-10 oraz transformujacy czynnik
wzrostu B (TGFp, ang. transforming growth factor ). IL-10
ostabia fenotyp makrofagéw M1 hamujac szlak sygnato-
wy NF-xB i obnizajac poziom iNOS. Korzystane dziatanie
IL-10 zostalo potwierdzone szeregiem badan, w tym wy-
kazaniem, Ze jej brak w mie$niach myszy dystroficznych
prowadzi do znacznego zmniejszenia liczby makrofagéw
typu M2 i funkcjonalnego ostabienia miesni. Co istotne,
makrofagi M2 wplywaja na redukcje nie tylko ekspresji,
ale réwniez aktywnosci iNOS. Jest to zwiazane z produk-
¢ja arginazy, ktéra hydrolizuje L-arginine do L-ornityny.
W zwiazku z tym dochodzi do rywalizacji makrofagow
typu M1 i M2 o substrat - L-arginine, co w konsekwencji
ostabia produkcje NO przez makrofagi M1 i redukuje cy-
totoksycznosé prowadzaca do uszkodzenia sarkolemy. Z
drugiej jednak strony, korzystnemu wptywowi makrofa-
goéw M2 na przebieg dystrofii towarzyszy nasilenie zwték-
nienia poprzez indukcje TGFp i zwiekszong synteze kola-
genu przez fibroblasty.

Istotnymi komoérkami wczesnej odpowiedzi zapalnej sa
rowniez komoérki tuczne oraz eozynofile, ktérych liczba
jest znaczaco podwyzszona w mieéniach dystroficznych w
poréwnaniu do zdrowej tkanki. Komorki tuczne uwalnia-
jac histamine i prozapalny TNF zaostrzaja nekroze wtékien
mieéniowych. Eozynofile z jednej strony wykazuja dziala-
nie cytotoksyczne zwigzane np. z degranulacja biatek takich
jak gléwne biatko zasadowe (MBP, ang. major basic protein),
z drugiej produkuja m.in. IL-10, co moze wptywac korzyst-
nie na DMD.

Poza komoérkami odpowiedzi nieswoistej, limfocyty T
(cytotoksyczne, pomocnicze i regulatorowe) réwniez od-
grywajq istotna role w zapaleniu towarzyszacym DMD.
Limfocyty T cytotoksyczne i pomocnicze indukuja apop-
toze i/lub nekroze wiékien miesniowych, a ich usuniecie
redukuje uszkodzenie migsni myszy dystroficznych. Nato-
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miast limfocyty T regulatorowe wykazuja korzystny wptyw
na przebieg choroby poprzez m.in. produkcje IL-10 - ich
brak jest zwigzany ze zwigkszonym uszkodzeniem migéni
i aktywacja prozapalnych makrofagéw typu M1. Obecnos¢
limfocytow B zostala potwierdzona w miesniach chorych
cierpiacych na DMD, niemniej jednak ich rola w prezentacji
antygenu i produkcji przeciwcial w warunkach dystroficz-
nych nie jest doktadnie poznana [15,19].

UPOSLEDZONA REGENERACJA

Mieénie szkieletowe wykazuja zdolno$¢ do regene-
racji w odpowiedzi na réznego rodzaju uszkodzenia, a
W inicjacji i promowaniu tego procesu istotne znaczenie
odgrywa zapalenie [20]. Szczegd6lnie wazne sa makrofa-
gi, ktore zmieniajac fenotyp prozapalny na antyzapalny
wplywaja na réznicowanie komoérek macierzystych mie-
$ni, czyli komorek satelitarnych (mSC, ang. muscle satelli-
te cells), petniacych fundamentalng role w procesie odno-
wy miesni szkieletowych [21]. W warunkach homeostazy
w dojrzalym organizmie mSC sg nieliczna populacja ko-
moérek i pozostaja w stanie u$pienia. W odpowiedzi na
uszkodzenie ulegaja aktywacji - intensywnie proliferuja,
réznicuja do mioblastéw, po czym ulegaja fuzji i tworza
miotuby, ktére daja poczatek dojrzalym wiéknom mie-
$niowym. Charakterystycznymi regulatorami potencjatu
miogennego mSC sa czynniki transkrypcyjne z rodziny
PAX, w tym PAX7 (ang. pairbox 7) oraz miogenne czyn-
niki regulatorowe (MRF, ang. myogenic regulatory factors),
wiérdd ktorych mozemy wyrézni¢ miogenny czynnik re-
gulatorowy 4 (MRF4, ang. myogenic regulatory factor 4),
miogenny czynnik 5 (MYF5, ang. myogenic factor 5) oraz
czynnik determinacji miogennej (MYOD, ang. myogenic
determination factor) [22].

PAX?7 jest niezbedny w regeneracji miesni szkieletowych
w dojrzalym organizmie [23]. Myszy pozbawione tego
czynnika wykazuja deficyt lub catkowity brak mSC oraz
uposledzong odbudowe mieéni szkieletowych po uszko-
dzeniu [24]. Jest on obecny zaréwno w spoczynkowych jak i
aktywowanych mSC. Podczas aktywacji mSC bierze udzial
w regulacji ekspresji konkretnych MRF, po czym jego po-
ziom spada na etapie r6znicowania mioblastow [25]. Nowe
wlékna miesniowe poczatkowo wykazuja obecnosé weze-
snorozwojowych izoform taricuchéw ciezkich miozyny, w
tym izoformy embrionalnej (eMyHC, ang. embryonic myosin
heavy chain) oraz charakteryzuja sie centralnie potozonym
jadrem [26]. Nastepnie dojrzewaja (zwiekszaja swoja wiel-
kos¢, a jadra migruja na obrzeza komorki) i wykazuja mie-
$niowo-specyficzng dystrybucje réznych izoform MyHC
determinujacych dany typ wiékien mieéniowych (tzw.
szybkokurczliwe typu Ila, IIb, IIx i wolnokurczliwe typu I)
(Ryc. 5) o okreslonym potencjale metabolicznym. Ostat-
ni etap regeneracji to przebudowa tkanki tacznej, w tym
produkcja biatek macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM,
ang. extracellular matrix proteins) stanowiacych rusztowanie
dla nowopowstatych widkien), tworzenie nowych naczyn
krwionosnych w procesie angiogenezy oraz unerwienie
tkanki [27]. W wyniku efektywnej rekonstrukcji dochodzi
wiec do strukturalnej i funkcjonalnej odnowy uszkodzone-
go mieénia. Jednakze w przypadku DMD, proces ten jest
uposledzony.
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Komorki satelitarne
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Nowopowstajace widkna

Przepona

Miesien brzuchaty tydki Miesien plaszczkowaty

Rycina 5. Wybrane etapy procesu regeneracji miesni szkieletowych. Przedsta-
wiono: (A) PAX7 pozytywne komorki satelitarne (mSC) zar6wno na przekroju
poprzecznym mieénia brzuchatego tydki (lewy gorny rég) jak i w pojedynczym
widknie miesniowym wyizolowanym z miesnia prostownika palcéw; (B) Fuzju-
jace do miotub mioblasty zr6znicowane z mSC wyizolowanych z migéni koriczyn
dolnych wybarwione na obecno$¢ miozyny przy uzyciu przeciwciata rozpoznajg-
cego izoformy szybkokurczliwe MyHC; (C) nowopowstajace wiokna eMyHC po-
zytywne tydki; (D-E) Dojrzale wiékna miesniowe wybarwione na obecnos¢ roz-
nych izoform MyHC: (D) MyHC I (czerwone), MyHC Ila (zielone); (E) MyHC I
(czerwone). Skala: 100 pm. Zdjecia przedstawiaja mysie tkanki lub komorki.

Dotychczas zaproponowano wiele hipotez ttumaczacych
defekt regeneracyjny w DMD. Jedna z nich zaklada, ze w
wyniku powtarzajacych sie cykli uszkodzenia i regene-
racji oraz ciagltych podzialéw mSC w konicu dochodzi do
wyczerpania ich zdolnosci regeneracyjnych, poprzez m.in.
ostabienie proliferacji czy indukcje starzenia komérkowego
(senescencji) na skutek skracania telomeréw. Jednoczesénie
wiele grup badawczych raportowato wrecz podwyzszona
liczbe mSC zaréwno w bioptatach mieéni chorych cierpia-
cych na DMD (w wieku 2-7 lat) w poréwnaniu do odpo-
wiednich kontroli, jak i w izolowanych pojedynczych widk-
nach mieéniowych z myszy dystroficznych (mlodych i sta-
rych) w poréwnaniu do osobnikéw zdrowych. Nasze ana-
lizy przeprowadzone na skrawkach mieéni szkieletowych z
myszy dystroficznych réwniez potwierdzaja te obserwacje,
co sugeruje, ze defekt w potencjale regeneracyjnym mSC
towarzyszacy DMD najprawdopodobniej nie jest zwigzany
bezposrednio z redukcja liczby tych komorek [28-30].

mSC jako komoérki macierzyste wykazuja zaréwno po-
tencjal miogenny, jak i posiadaja zdolnos¢ do samoodno-
wy, utrzymujac tym samym rezerwuar mSC w mieéniach.
Samoodnowa jest osiagnieta dzieki podzialom asymetrycz-
nym (powstaje komoérka prekursorowa i odnawia sie jed-
na komoérka macierzysta) lub symetrycznym (odnawiaja
sie¢ dwie komoérki macierzyste). Wykazano, ze prawidtowe
mSC syntetyzuja dystrofine oddzialujaca z kinazg MARK2,
ktéra determinuje podziat asymetryczny komoérek poprzez
regulacje ich biegunowosci [31]. mSC myszy dystroficznych
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Rycina 6. Srédmiesniowa akumulacja kolagenu w dystroficznym mieéniu brzu-
chatym tydki. Przekréj poprzeczny mieéni myszy dystroficznych. Skala: 100 pm.

wykazuja obnizony poziom MARK2, a zatem redukcje asy-
metrycznych podzialéw i postepujacy zanik komorek pre-
kursorowych mieéni, co stanowi bardzo prawdopodobny
mechanizm odpowiadajacy za uposledzona regeneracje w
DMD [31].

NADMIERNE ZWEOKNIENIE

W wyniku uposledzonej regeneracji w warunkach dys-
troficznych tkanka miesniowa zostaje zastgpiona tkanka
taczna, w tym wldknistg, na skutek nadmiernego odktada-
nia si¢ bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej, m.in. kola-
genoéw (Ryc. 6) i fibronektyny. Jednym z najistotniejszych
i najlepiej poznanych czynnikéw wptywajacych na zwiék-
nienie w DMD jest TGFP. Ulega on silnej ekspresji w mie-
$niach myszy dystroficznych i u chorych cierpiacych na
DMD stymulujac produkcje biatek ECM, w tym fibronekty-
ny i kolagenu [32].

Proces wtéknienia kontrolujq fibro-adipogenne komoérki
prekursorowe (FAP, ang. fibro-adipogenic progenitors), odkry-
te zaledwie dekade temu, stanowigce populacje komoérek
pochodzenia mezenchymalnego rezydujaca w mieéniach.
Definiowane sa jako komoérki nieposiadajace markeréw ty-
powych dla komérek hematopoetycznych (CD45), komo-
rek satelitarnych (np. a7-integryna) i komorek srédbionka
(CD31), ale za to wykazujace obecno$¢ markeréw komorek
prekursorowych (CD34 lub Sca-1) oraz charakterystyczne-
go dla fibroblastéw receptora plytkopochodnego czynnika
wzrostu alfa (PDGFRa, ang. platelet-derived growth factor a).
Swoja nazwe zawdzieczaja zdolnosci do réznicowania za-
réwno w fibroblasty jaki i adipocyty in vitro i in vivo [33, 34].
W warunkach homeostazy pozostaja nieaktywne, podobnie
jak mSC, natomiast w odpowiedzi na uszkodzenie mies$ni
ulegajg aktywacji, zaleznej gléwnie od IL-4 i IL-14 wydziela-
nych przez eozynofile [35]. W nastepstwie proliferuja i r6z-
nicuja do miofibroblastéw produkujacych biatka ECM oraz
czynniki promujace réznicowanie miogenne umozliwiajac
efektywna odnowe mieéni w warunkach fizjologicznych,
po czym zostaja usuniete z niszy regeneracyjnej na drodze
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apoptozy [36,37]. W przypadku DMD okazuje si¢ jednak, ze
FAP sa gléwnymi komoérkami odpowiedzialnymi za nad-
mierne zwldknienie i nagromadzenie ttuszczu: dochodzi
do ich akumulacji zwigzanej z anty-apoptotycznym dzia-
faniem produkowanego przez makrofagi TGF( [38]. Nasze
analizy réwniez wskazuja na znaczacy wzrost liczby tych
komorek w migéniach szkieletowych myszy dystroficznych
[29,30]. Ponadto, Juban i wsp. dowiedli, ze FAP sa gléwnym
zrédlem enzymow aktywujacych TGF3 w DMD, promujac
tym samym produkcje kolagenu przez fibroblasty [39].

LECZENIE DMD I NOWE OPCJE TERAPEUTYCZNE

GLIKOKORTYKOIDY JAKO Z£OTY STANDARD W
LECZENIU DMD - KORZYSCI I OGRANICZENIA

Od ponad 30 lat standardowo stosowanymi zwiazkami
w leczeniu DMD sa kortykosteroidy (glikokortykoidy) -
prednizon, prednizolon i deflazakort. Sugeruje sig, ze zna-
czaco oslabiaja progresje choroby, przedtuzajac samodziel-
ne poruszanie sie Srednio o 2-3 lata i poprawiaja funkcjo-
nalnos¢ nie tylko miesni szkieletowych, ale réwniez pluc i
serca oraz dodatkowo zmniejszaja ryzyko rozwoju skoliozy.
Mechanizm ich dzialania opiera sie gtéwnie na ostabianiu
odpowiedzi zapalnej poprzez hamowanie $ciezki zaleznej
od NF-xB [40].

Pomimo korzysci ptynacych ze stosowania glikokortyko-
idoéw, ich dlugotrwale, codzienne przyjmowanie wiaze sie z
szeregiem dziatani niepozadanych manifestujacych sie nad-
miernym przyrostem masy ciata, zahamowaniem wzrostu,
niewydolnoscig nadnerczy, oslabieniem kosci, rozwojem
zaémy i zmianami behawioralnymi, wplywajac na pogor-
szenie jakosci zycia chorych [40]. Sugeruje sig, ze rzadsze
stosowanie glikokortykoidéw, np. raz w tygodniu, znacza-
co redukuje pojawienie sie niekorzystnych objawéw przy
zachowanym efekcie terapeutycznym [41]. Ponadto testuje
sie analogi steroidowe, takie jak vamoloron (inaczej VBP15),
ktéry podobnie jak standardowe glikokortykoidy spowal-
nia degeneracje migéni, ale wykazuje mniejsze ryzyko wy-
stapienia powaznych skutkéw ubocznych [42].

Obecnie badacze na calym Swiecie zajmuja si¢ opraco-
wywaniem nowych, potencjalnych terapii w walce z DMD.
Koncentruja sie one zaréwno na przywroceniu funkcjonal-
nej dystrofiny jak i na strategiach tagodzacych symptomy
choroby, jako alternatywa dla stosowanych obecnie gli-
kokortykoidéw [11]. Sugeruje sie réwniez, ze tzw. terapie
taczone, wykorzystujace jednoczesnie strategie celujace w
przyczyne choroby i oslabiajace drugorzedowe skutki bra-
ku dystrofiny moga by¢ addytywnie korzystne terapeutycz-
nie [43].

STRATEGIE MAJACE NA CELU PRZYWROCENIE
EKSPRESJIISYNTEZY FUNKCJONALNE] DYSTROFINY

Przywroécenie funkcjonalnej dystrofiny jest z cala pewno-
Scia najbardziej uzasadniona opcja terapeutyczna celujaca
bezposrednio w przyczyne choroby, jednoczesnie jednak
stanowi olbrzymie wyzwanie dla wspoélczesnej biologii mo-
lekularnej i terapii genowej. Metody, ktére sa obecnie wyko-
rzystywane to gléwnie:
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* pominiecie eksonu z wykorzystaniem krétkich sekwencji
antysensownych oligonukleotydéw (AO, ang. antisense
oligonucleotides) w celu przywrécenia ORF dystrofiny

* translacyjny odczyt przedwczesnych kodonéw stop
(ang. readthrough therapy) zwiazanych z wystepowaniem
mutacji nonsensowych,

* system edycji genéw CRISPR/Cas9 (ang. clustered requ-
larly interspaced short palindromic repeats) w celu naprawy
mutacji w genie DMD oraz

e dostarczanie tzw. mini/mikrodystrofiny (skréconych
form dystrofiny zawierajacej jedynie niezbedne dla pel-
nionej funkcji domeny) poprzez wektory wirusowe
zwigzane z adenowirusami (AAV, ang. adeno-associated
viruses). Te, jak réowniez inne strategie zostaly obszernie
omoéwione w pracy przegladowej naszej grupy [11].

Wiele potencjalnych lekéw powstatych na bazie powyz-
szych metod jest obecnie testowanych w fazach klinicznych
(np. SRP-9001 w przypadku mikrodystrofiny, DS-5141b -
AO majacy na celu pominiecie egzonu 45 w genie DMD,
NPC-14 umozliwiajacy translacyjny odczyt przedwczesne-
go kodonu stop), a kilka zostalo warunkowo dopuszczonych
do stosowania u ograniczonej liczby chorych wykazujacych
konkretng mutacje w genie DMD (Eteplirsen oraz Golodir-
seni Viltolarsen - AO umozliwiajace pominiecie odpowied-
nio eksonu 51 oraz 53 genu DMD oraz Ataluren dostepny
dla os6b z nonsensowna mutacje w genie DMD), cho¢ ich
korzystne dzialanie wcigz wymaga weryfikacji. Nalezy
podkresli¢, ze wszystkie strategie majace na celu przywro-
cenie ekspresji oraz syntezy funkcjonalnej dystrofiny stano-
wig wyzwanie zaréwno od strony technicznej (optymalna
droga podania tak, by zapewni¢ produkcje dystrofiny nie
tylko w mieéniach szkieletowych, ale réwniez w sercu) jak
i biologicznej zwigzanej z jednej strony z odpowiedzig im-
munologiczna wzgledem dystrofiny i/lub wektoréw AAYV,
a z drugiej z minimalnym poziomem dystrofiny, niezbed-
nym do wykazania efektu terapeutycznego [11].

Choc¢ strategie te sa niezwykle obiecujace wydaje sie, ze
ich szerokie zastosowanie kliniczne moze by¢ kwestig odle-
glej przyszlosci. Dlatego tez poszukiwanie czynnikéw osta-
biajacych przebieg choroby jak i badanie zaburzen towarzy-
szacych DMD jest wciaz uzasadnione.

PODWYZSZENIE POZIOMU UTROFINY

Ze wzgledu na wskazane powyzej ograniczenia terapii
przywroécenia funkcjonalnej dystrofiny, poszukuje sie alter-
natywnych metod leczenia DMD. Jedna z nich jest nasilenie
ekspresji/syntezy utrofiny, bialka wykazujacego wysoka
homologie strukturalna i funkcjonalna do dystrofiny, z za-
chowanymi domenami odpowiedzialnymi za potaczenie
cytoszkieletu z ECM, cho¢ pozbawionego m.in. miejsc wia-
zania nNOS [44]. Utrofina jest syntetyzowana w mieéniach
szkieletowych przede wszystkim w okresie plodowym, a w
zdrowym, doroslym organizmie jej obecnos¢ jest ograniczo-
na gléwnie do polaczert nerwowo-miesniowych i mie$nio-
wo-§ciegnistych, a jej funkcje przejmuje dystrofina.
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Protekcyjne dziatanie utrofiny wykazano w réznych
zwierzecych modelach DMD. Podwyzszenie jej poziomu u
myszy mdx (np. poprzez krzyzowanie myszy transgenicz-
nych posiadajacych pelnej dlugosci utrofine w mieéniach
szkieletowych z myszami mdx pozbawionymi dystrofiny)
pozytywnie wplyneto na funkcjonowanie mieéni, ich wia-
Sciwosci mechaniczne oraz regeneracje widkien [45]. Inna
strategia jest rowniez nadekspresja genu GALGT2 (w wek-
torach AAV) kodujacego O-mannozyltransferaze, ktéra
prowadzi do glikozylacji a-dystroglikanu i wzrostu pozio-
mu utrofiny, a w konsekwencji do poprawy funkcji serca i
mieéni szkieletowych u myszy dystroficznych [46,47].

Wazna zaletg strategii podwyzszenia poziomu utrofiny
moze by¢ minimalne ryzyko indukcji odpowiedzi immu-
nologicznej, ktéra odnotowano w przypadku dostarczania
dystrofiny i minidystrofiny z wykorzystaniem wektoréw
AAV. Z drugiej strony, podobnie jak w przypadku dystrofi-
ny, problem moze stanowi¢ duzy rozmiar genu kodujacego
utrofine, co probuje sie rozwiazac¢ poprzez rozwéj zminima-
lizowanych syntetycznych genéw utrofiny. Song i wsp. [48]
wykonali serie eksperymentéw majacych na celu poréwna-
nie skutecznodci zminiaturyzowanej utrofiny (uUtro) do-
starczanej przez wektory AAV z podobnie skonstruowana
mikrodystrofing. Podejscie takie wykazato lepsze dziatanie
w przypadku pUtro - obserwowano nie tylko hamowanie
uszkodzenia mie$ni u nowonarodzonych myszy mdx, ale
rowniez brak wystapienia odpowiedzi immunologicznej u
dystroficznych pséw.

Oprocz terapii genowej, pozytywne dzialanie w mode-
lach zwierzecych oraz u pacjentéw z DMD przynioslo za-
stosowanie srodkéw farmakologicznych prowadzacych do
zwigkszenia poziomu utrofiny. Cho¢ faza 2 préby klinicznej
przeprowadzona z wykorzystaniem zwigzku o nazwie ezu-
tromid (SMT C1100, NCT02858362, clinictrial.gov) zostala
zakorniczona z powodu braku skutecznosci, to firma Summit
Therapeutics opracowata réwniez inne czasteczki (naleza-
ce do tej samej serii co ezutromid) i wykazata ich dziatanie
ochronne u myszy mdx [49]. Szereg innych srodkéw farma-
kologicznych znajduje sie obecnie w fazie intensywnych ba-
dani o r6znym stopniu zaawansowania [50].

Modulacja poziomu utrofiny moze by¢ obiecujaca strate-
gia terapeutyczng dla wszystkich pacjentéw z DMD, nieza-
leznie od rodzaju mutacji dystrofiny. Nalezy jednak pamie-
taé, ze biatko to nie jest w stanie przeja¢ wszystkich funkcji
pelnionych przez dystrofine, poniewaz m.in. nie posiada
miejsca wigzania nNOS. Réznice te mogg mie¢ istotne kon-
sekwencje kliniczne, dlatego obiecujacym rozwigzaniem
wydaja sie by¢ terapie taczone majace na celu jednoczesne
zwigkszenie poziomu utrofiny i dystrofiny [51].

NOWE PODEJSCIA TERAPEUTYCZNE
ZABURZENIA ANGIOGENEZY I TERAPIE
PRO-ANGIOGENNE W DMD

Jeszcze przed odkryciem dystrofiny sadzono, ze bezpo-
S$redniq przyczyna DMD zwigzana z obserwowanym uszko-
dzeniem wiékien miesniowych u chorych jest niewystarcza-
jacy doptyw substancji odzywczych w wyniku zaburzen w
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procesie tworzenia naczyn krwionoénych, tj. angiogenezy.
Cho¢ ostatecznie tzw. ,teoria naczyniowa” zostala obalona
wraz z odkryciem dystrofiny, zagadnienia te nie tracg na
waznoéci (opisano szczegélowo w pracy przegladowej na-
szej grupy [52]).

Wystepowanie zgrupowanych wiékien nekrotycznych
mozna tlumaczy¢ obnizonym poziomem nNOS (na skutek
jego delokalizacji z DAPC), a w konsekwencji zmniejszona
produkcja NO, co wplywa na ostabienie protekcyjnego efek-
tu rozszerzania sie naczyn krwionoénych podczas skurczu,
co prowadzi do niedokrwienia mieéni [53]. Obecnie sugeru-
je sie korzystny wpltyw terapii pro-angiogennych na DMD,
a ostatnie badania przeprowadzone przez Bosco i wsp. [54]
oraz Verma i wsp. [55] wskazuja na ostabienie symptomoéw
chorobowych w wyniku zahamowania negatywnego regu-
latora angiogenezy, receptora 1 czynnika wzrostu srédbton-
ka naczyniowego (VEGFR1, ang. vascular endothelial growth
factor receptor 1).

Tematyka zaburzen unaczynienia w DMD wydaje sie
by¢ niezwykle istotna i jest wciaz poruszana przez na-
ukowcoéw. W naszych badaniach wykazalisémy, ze zabu-
rzenia angiogenezy moga, przynajmniej czeSciowo, za-
leze¢ od wieku, co zaobserwowaliémy w mysim modelu
DMD - myszach mdx ze spontaniczna mutacja w eksonie
23 genu Dmd. Przeprowadzone analizy podkreslity dere-
gulacje ekspresji czynnikéw zwiazanych z angiogeneza
w mieéniach szkieletowych myszy mdx w ré6znym wieku
(6-tygodniowe i 12-tygodniowe) wraz ze spadkiem po-
ziomu VEGF, ktéry byl widoczny réwniez w komoérkach
miesni szkieletowych zréznicowanych z ludzkich indu-
kowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych
(hiPSC, ang. human induced pluripotent stem cells) pacjen-
tow cierpiacych na DMD w poréwnaniu do zdrowych
osobnikéw [56]. Na uwage zastuguje jednak fakt, ze osta-
biona odbudowa przeptywu krwi w odpowiedzi na nie-
dokrwienie koriczyny tylnej (HLI, ang. hindlimb ischemia)
w wyniku podwiazania koriczyny dolnej, dotyczyta jedy-
nie starszych myszy mdx. Towarzyszyla temu zaburzona
odpowiedZ zapalna oraz regeneracyjna. Otrzymane wy-
niki sugeruja, ze uposledzenie angiogenezy manifestuje
sie gtéwnie u starszych myszy dystroficznych, stanowia-
cych dobry model do badari majacych na celu przywréce-
nie prawidlowej angiogenezy w celu ostabienia sympto-
méw DMD [56].

MIKRORNA A DMD - POTENCJALNA ROLA MIR-378a

Majac na uwadze szerokie spektrum patofizjologii DMD,
uzasadnionymi modulatorami jej progresji sa mikroRNA
(miRNA, miR) - male, okolo 22 nukleotydowe czgsteczki
RNA niekodujace bialka wplywajace negatywnie na eks-
presje genéw na poziomie potranskrypcyjnym [57]. Szacu-
je sie, Ze az okoto 60% ludzkich genow jest regulowanych
przez te male czasteczki [58], a liczba zidentyfikowanych
miRNA osigga wartos$¢ niespelna 2000 w przypadku ludzi
i troche ponad 1200 u myszy [59]. MiRNA biora udziat w
modulacji kluczowych proceséw biologicznych zaréwno w
warunkach fizjologicznych jak i patologicznych takich jak
DMD [57].
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DEREGULACJA MIRNA W DMD

Wsréd miRNA odgrywajacych istotng role w rozwo-
ju mieéni, ich réznicowaniu i regeneracji mozna wyréznic
m.in. miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-208a, miR-
-208b, miR-486 oraz miR-499, ktére naleza do grupy mie-
$niowych miRNA, tzw. mio-miRéw, ze wzgledu na ich wy-
soki poziom w mieéniach szkieletowych i sercowym. Mio-
-miRy odgrywaja istotng role niemalze na kazdym etapie
rozwoju mieéni [60]. Wyniki naszej grupy réwniez podkre-
Slaja istotng role miRNA w réznicowaniu mysich komorek
mioblastéw linii C2C12 oraz mSC w modelu ostrego uszko-
dzenia kardiotoksyna [61,62].

W warunkach dystroficznych obserwuje sie deregulacje
poziomu réznych miRNA, zaréwno w mieéniach myszy
mdx jak i u chorych cierpigcych na DMD w poréwnaniu od-
powiednio do myszy typu dzikiego i zdrowych oséb [63].
miRNA o zmienionym profilu ekspresji zostaly podzielone
na zwiazane z (1) degeneracja (miR-1, miR-39c i miR-135a),
ktore wykazywaly spadek ekspresji (zwigzany m.in. ze
zwldknieniem), (2) regeneracjg (miR-31, miR-34c, miR-206,
miR-335, miR-449 i miR-494), ktére wykazywaly podwyz-
szony poziom, oraz (3) zapaleniem (miR-222 i miR-223),
ktore ulegaly ekspresji w miejscach uszkodzenia korelujac
z nasilonym naciekiem komorek uktadu odpornosciowego
[63]. Wyniki naszych analiz wskazuja co prawda, ze utrata
anty-zapalnego miR-146 nie odgrywa znaczacej roli w DMD
[29], ale brak miR-378 wplywa istotnie na objawy choroby
[64] (szczegdlowo opisano ponizej).

Co ciekawe, obecnie tematyka DMD i miRNA koncentru-
je sie réwniez na deregulacji poziomu miRNA w pltynach
ustrojowych. Sugeruje si¢, Ze moga by¢ one uwalniane do
krazenia pasywnie w wyniku uszkodzenia tkanek, zapale-
nia, czy $émierci komoérkowej lub aktywnie w postaci mikro-
pecherzykéw zawierajacych fragmenty komoérkowe oraz za
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posrednictwem biatek wiazacych RNA [65]. Krazace miR-
NA moga by¢ wykorzystywane jako biomarkery w réznych
stanach patofizjologicznych, w tym DMD [66,67].

MIR-378a

Wsréd miRNA proponowanych jako biomarkery DMD
jest miR-378a, zlokalizowany w pierwszym intronie genu
Ppargclb kodujacego koaktywator 1P receptora y aktywo-
wanego przez proliferatory peroksysoméw (PGC1p, ang.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-beta). Sugeruje sig, ze miR-378a jest eksprymowany wspol-
nie z Ppargclb i moze regulowaé podobne procesy do tych,
w ktorych bierze udziat PGC1B. PGC1p jest kluczowym
czynnikiem wplywajacym na metabolizm komérkowy, w
tym na biogeneze mitochondrialng czy metabolizm gluko-
zy i tluszczéw [68]. Jednakze, ostatnie doniesienia wskazu-
ja, ze miR-378a posiada réwniez swoja wlasna maszynerie
transkrypcyjna, ktora jest niezalezna od Ppargclb, a zatem
funkcje pelnione przez miR-378a nie musza by¢ tozsame z
tymi wykazywanymi przez PGC1p [69].

miR-378a bierze udzial w regulacji szeregu proceséw
zwigzanych z metabolizmem, angiogeneza, miogeneza,
zapaleniem, apoptoza czy autofagia [68,70] (Ryc. 7). Ulega
ekspresji gtéwnie w miejscach aktywnych metabolicznie, ta-
kich jak watroba czy brazowa tkanka ttuszczowa, a wysoki
poziom miR-378a zostal zaobserwowany réwniez przez nas
w mieéniach szkieletowych i sercowym [71-73]. Ekspresja
miR-378a wzrasta podczas rozwoju miesni oraz, jak ostatnio
dowiedlismy, réznicowania kardiomiocytow otrzymanych
z komorek hiPSC [74]. Ponadto, odnotowalismy spadek po-
ziomu miR-378a w miesniach i wzrost w osoczu, w odpo-
wiedzi na wywolane eksperymentalnie niedokrwienie kon-
czyny tylnej u myszy. Réwnoczesnie, wykazalismy, ze eks-
presja miR-378a jest znaczaco podwyzszona w osoczu 0séb
cierpigcych na chromanie przestankowe (ang. intermittent
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claudication), schorzenie objawiajace sie ucigzliwym bélem
nég na skutek zwezenia tetnic i niewystarczajacego dopty-
wu tlenu do mieéni [71]. Tym samym zalozylismy, Ze miR-
-378a moze by¢ markerem uszkodzenia miesni i potencjalnie
wplywac na ich funkcjonowanie w stanach patologicznych
takich jak DMD. Istotnie, wzrost poziomu miR-378 w suro-
wicy wykazano zaréwno w mysim modelu choroby jak i u
chorych z dystrofig [75,76], przy jednoczesnie obnizonym
poziomie w mieéniach [77,78]. Nasze analizy potwierdzity
wzrost poziomu miR-378a w surowicy myszy dystroficz-
nych. Ponadto, jako pierwsi zaobserwowalismy, ze myszy
mdx pozbawione miR-378a wykazywaly znaczaco mniej na-
silone objawy DMD zwiazane z zapaleniem, zwt6knieniem
czy aktywacja mSC. Co wazne, zauwazyliémy poprawe
funkcjonalnoéci mieéni w wyniku braku miR-378, sugerujac
tym samym miR-378a jako nowy, potencjalny cel terapeu-
tyczny w DMD [64].

ROLA H,S W DMD

Siarkowodér (H,S) stanowi wraz z tlenkiem azotu (NO)
oraz tlenkiem wegla (CO) grupe gazowych transmiteréw,
wykazujacych dzialanie plejotropowe i mogacych pelni¢
istotng funkcje w patogenezie choréb, w tym DMD. W or-
ganizmie ssakow H,S moze by¢ wytwarzany na drodze
nieenzymatycznej (np. poprzez redukcje siarczanéw przez
bakterie kolonizujace jelito) i enzymatycznej. Za endogenna
produkcje H,S odpowiedzialne sa trzy enzymy: B-syntaza
cystationiny (CBS), y-liaza cystationiny (CSE) oraz transfe-
raza siarkowa 3-merkaptopirogronianu (3-MST). Enzymy te
wykazuja tkankowo specyficzna dystrybucje, ulegajac eks-
presji m.in. w érédbtonku, miesniach szkieletowych oraz
ukladzie sercowo-naczyniowym [79].

Poziom H,S w organizmie mozna podwyzszy¢ w wyniku
podawania egzogennych zwigzkéw. Najczesciej stosowa-
nymi donorami sa sole siarczkowe: NaHS i Na,S a takze po-
chodne fosforoditionianowe, takie jak GYY4137 i FW1256.
Inna strategia moze opierac sie na terapii genowej i nade-
kspresji genéw kodujacych enzymy wytwarzajace H,S, np.
z wykorzystaniem wektoréw AAV [80] (Ryc. 8).

H.,S wykazuje dziatanie plejotropowe. Antyoksydacyjny
efekt zwigzany jest zar6wno z hamowaniem produkgji ROS,
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jak ich neutralizacja poprzez bezposrednie zmiatanie. Cza-
steczka ta ma wlasciwosci przeciwzapalne, antyapoptotycz-
ne, reguluje proces angiogenezy oraz dziata neuroprotek-
cyjnie. Podobnie jak NO, H,S moze zwigksza¢ aktywnosc¢
rozpuszczalnej cyklazy guanylowej (sGC, ang. soluble gu-
anyl cyclase), tym samym podwyzszajac poziom cyklicznego
3,5’ -guanozynomonofosforanu (cGMP). Efekt ten, przynaj-
mniej czeSciowo, moze byé spowodowany bezposrednim
hamowaniem aktywnosci fosfodiesterazy ¢cGMP (PDE-5,
ang. phosphodiesterase-5), tym samym wydtuzajac biologicz-
ny okres poéttrwania cGMP [81]. Co wazne, wykazano, ze
podawanie inhibitoréw PDES, takich jak sildenafil tagodzi
proces widknienia tkanki mie$niowej w przebiegu DMD
[82]. Inne protekcyjne dziatanie H,S moze by¢ zwigzane z
regulacja poziomu czynnika transkrypcyjnego Nrf2 (ang.
nuclear-factor-E2-related-factor-2) [83] i nasileniem ekspresji
endogennych przeciwutleniaczy, w tym HO-1, ktéra, jak
wspomniano wczesniej, pelni role ochronng w przebiegu
progresji DMD [17]. Co istotne réwniez w kontekscie DMD,
H,S moze wplywac na proces angiogenezy. Wykazano, ze
zaréwno podawanie donoréw H.S jak i nadekspresja ge-
nerujacych go enzymoéw, podwyzsza ekspresje kluczowe-
go czynnika angiogennego, VEGF [84]. Ponadto aktywacja
szlaku VEGF/Akt/eNOS/NO/cGMP poprzez H,S wply-
wa ochronnie na funkcje mitochondriéw oraz przeciwdzia-
ta kardiomiopatii poprzez ttumienie stresu oksydacyjnego
[85], a w hodowanych kardiomiocytach wodorosiarczek
sodu (NaHS, donor H,S) hamuje apoptoze wywotang nie-
dotlenieniem/reoksygenacja w sposob zalezny od stezenia
[86].

Biorgc pod uwage spektrum mozliwych dzialan H,S
mozna sugerowac jego protekcyjne dziatanie w DMD. Naj-
nowsze doniesienia potwierdzaja te spekulacje i wskazuja,
ze myszy dystroficzne charakteryzuja sie obnizonym pozio-
mem kluczowych dla endogennej produkcji H,S enzyméw
(CBS, CSE, 3-MST), wraz z obnizeniem poziomu metaboli-
tow, regulujacych aktywnosé wieloetapowego szlaku trans-
sulfuracji, prowadzacego do wytwarzania H,S z L-cysteiny,
a takze prowadzacego do innych kluczowych metabolitow,
takich jak glutation i L-tauryna. W mie$niach myszy dys-
troficznych wykazano istotnie obnizony poziom metioniny,
L-glicyny, L-glutaminianu, glutationu oraz L-tauryny. Co
wiecej zmiany te odnotowano juz we wczesnym stadium
choroby u myszy, z pézniejszym rozregulowaniem wraz z
rozwojem choroby i obnizeniem poziomu H,S w migéniach
dystroficznych. Podawanie donoréw H,S myszom mdx
wplywato na redukcje nekrozy oraz widknienia tkanki mie-
$niowej. Co wazne, H S obnizat stan zapalny poprzez hamo-
wanie produkgji cytokin prozapalnych (IL-1p, IL-6, TNF-a)
oraz TGF-B. Innym mechanizmem byla regulacja ekspresji
kluczowych genéw kontrolujacych zaburzony w przebiegu
DMD proces autofagii. Odnotowany terapeutyczny efekt
mial odzwierciedlenie w przywréceniu aktywnosci loko-
motorycznej u myszy mdx [87]. W innych badaniach wyka-
zano, ze przeciwzapalne dziatanie H,Sjest zwigzane z obni-
zeniem liczby prozapalnych makrofagéw wraz ze spadkiem
markeréw: TNF-a, iNOS oraz wzrostem przeciwzapalnego
markera CD206. Zaproponowanym mechanizmem, w wy-
niku ktérego H,S promuje fenotyp przeciwzapalny makro-
fagow jest aktywacja kinazy biatkowej aktywowanej przez
AMP (AMPK, ang. AMP-activated protein kinase) - czynnika
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odgrywajacego kluczowgq role w zmianach fenotypowych
makrofagdbw w czasie regeneracji miesni szkieletowych
[88]. Zahamowanie odpowiedzi zapalnej w nastepstwie po-
dawania H.S moze réwniez redukowa¢ widknienie miesni,
co wykazano zaréwno u myszy mdx [88] jak i w modelu ura-
zu mig$nia wywolanego sttuczeniem [89].

Badania te ukazuja H,S jako nowa czasteczke moga-
ca nasila¢ procesy regeneracyjne w mieéniach oraz dzia-
ta¢ przeciwzapalnie, stanowigc tym samym alternatywe
dla dotychczas stosowanych glikokortykoidéw i otwierac
nowe mozliwosci terapeutyczne (Ryc. 8). Réwniez badania
przeprowadzone w naszym zespole sugeruja protekcyjny
wplyw NaHS w mysim modelu choroby, jednak poznanie
specyficznych mechanizméw i skutkéw klinicznych poda-
wania H,S w przebiegu DMD wymaga dalszych badan.

PODSUMOWANIE

Pomimo wieloletnich badaii nad molekularnymi me-
chanizmami DMD, catkowite wyleczenie chorych stanowi
prawdziwe wyzwanie dla wspélczesnej nauki - jak dotad
dostepnych jest zaledwie kilka lekéw, ktére maja za zada-
nie przywroéci¢ ekspresje dystrofiny, niemniej jednak ich
efektywnosc¢ terapeutyczna jest wciaz niewystarczajaca, by
w pelni zapobiec progresji dystrofii. Wysitki naukowcéw i
lekarzy koncentruja sie obecnie na poznaniu nowych sposo-
boéw terapii tagodzacych przebieg choroby.
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SUMMARY

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked genetic disease affecting approximately 1 in 5,000 born boys. It is caused by mutations
in the DMD gene encoding dystrophin, which protects muscle fibers upon contraction. Its absence leads to muscle weakening and premature
death mostly due to cardio-respiratory failure. Many experimental therapies have been developed to restore functional dystrophin or coun-
teract processes contributing to disease progression. Nonetheless, DMD remains an incurable disease, and glucocorticoids, exerting many
side effects, still serve as the “gold standard” of treatment. Hence, there is a need to develop innovative therapeutic options that will at least
alleviate the symptoms of DMD. Among them, targeting specific microRNAs (miRs), e.g. miR-378a, restoring normal angiogenesis and the use
of cytoprotective factors such as heme oxygenase-1 (HO-1) or hydrogen sulfide (H,S) might be of special interest. In this review, we describe
both the pathology of the disease and the aforementioned new therapeutic options in DMD.
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