Dystrofia migsniowa Duchenne’a (DMD) jest sprzezona z picig choroba genetyczng
spowodowang mutacjami w genie DMD kodujacym dystrofing. Ich efektem jest catkowity brak
tego biatka w komorkach, co prowadzi do stopniowego pogarszania si¢ stanu migéni
szkieletowych, a takze do rozwoju niewydolnosci serca. Wieloletnie obserwacje pacjentow z
DMD wykazaty ponadto, ze choroba ma ogdlnoustrojowy charakter, zwigzany z zaburzeniami

metabolicznymi takimi jak insulinoopornos$¢ oraz cukrzyca.

Zarowno w myszach mdx, wykorzystywanych jako model DMD, jak i w modelu in vitro
opartym o pozbawione dystrofiny ludzkie indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste
(hiPSC) zréznicowane w kierunku kardiomiocytow (hiPSC-CM), zaobserwowano liczne
nieprawidlowosci w aktywnosci elektrofizjologicznej komorek, w tym zaburzenia gospodarki
wapniowej. Ponadto, w sercach myszy mdx dochodzi do nasilenia procesu autofagii, jak i do
zahamowania mitofagii, a w mig$niach szkieletowych réwniez zaburzenia metabolizmu

glukozy, zar6wno na poziomie jej poboru, jak i utylizacji.

Jednym z potencjalnych czynnikow wptywajacych na fenotyp myszy mdx jest
mikroRNA-378a (miR-378a), ktorego poziom ekspresji w migéniach szkieletowych tych
zwierzat, ale takze u ludzi cierpigcych na DMD, jest znaczaco obnizony. Co wigcej,
wczesniejsze badania naszego zespotu wykazaty u myszy mdx pozbawionych miR-378a mniej
nasilone zwldknienie tkanki mig$niowej, a takze funkcjonalng poprawe stanu zwierzat. miR-
378a okreslany jest jako jeden z waznych regulatoréw metabolizmu komoérkowego, bedac
zaangazowanym w regulacje zarowno poboru glukozy, funkcji mitochondriow, efektu
Warburga, jak rowniez procesu autofagii. Co wazne, dotychczasowe badania na modelach
zwierzecych wykazaty, ze miR-378a wplywa na tworzenie blizny pozawalowej oraz wzrost
hipertroficzny serca, niemniej jego rola w ludzkich kardiomiocytach, w szczegdlnosci w
konteks$cie regulacji metabolizmu oraz funkcji komorek pozbawionych dystrofiny, nie zostata

do tej pory opisana.

Biorac to pod uwage, celem pracy byto doktadne poznanie aktywnosci miR-378a w
ludzkich kardiomiocytach kontrolnych oraz pozbawionych dystrofiny, wykorzystujac hiPSC-
CM jako model badawczy. Komorki te otrzymano poprzez rdéznicowanie hiPSC z
wykorzystaniem zwigzkow drobnoczasteczkowych regulujacych $ciezke sygnatowa WNT.
Metoda CRISPR/Cas9 przygotowano natomiast odpowiednie linie hiPSC z delecja MIR378A
(hiPSC miR-378aK0), eksonu 50 DMD (hiPSC DMDex50KO0) lub obu (hiPSC DKO).



Z przeprowadzonych badan wynika, ze miR-378a nie wptywa na elektrofizjologi¢
hiPSC-CM, ale odgrywa wazng role w regulacji wzrostu hipertroficznego oraz oscylacji fal
wapniowych. Jego brak powodowat bowiem zwigkszenie rozmiarow kardiomiocytow oraz
zmniejszenie czestotliwosci napltywu jonow wapnia do komoérek. Co wazne, jest on réwniez
istotny dla metabolizmu glukozy w kardiomiocytach poprzez regulacje poziomu transportera
glukozy GLUTI1. W szczeg6lnosci, brak miR-378a spowodowal wzrost poziomu tego
transportera, podobnie jak tendencje do zwickszonego poboru glukozy, jednak aktywnos¢
heksokinazy i LDHA pozostata obnizona. Jednoczesnie zaobserwowano spadek aktywnosci
metabolicznej w hiPSC-CM miR-378aKO w testach Seahorse XF Mito Stress. Brak miR-378a
obnizyt poziom podjednostek budujacych mitochondrialny tancuch oddechowy, stosunek
mtDNA/DNA oraz poziom ekspresji TFAM, zaangazowanego w replikacje mtDNA.
Zaobserwowano rowniez obnizenie efektywnej mitofagii i autofagii w kardiomiocytach

pozbawionych miR-378a.

Dotychczasowe badania wskazuja, ze miR-378a moze by¢ potencjalnym celem
terapeutycznym w DMD. Rozszerzajac te doswiadczenia o model ludzkich, dystroficznych
hiPSC-CM (hiPSC-CM DMD), zaobserwowano w nich obnizong ekspresj¢ miR-378a w
poroéwnaniu do komoérek zdrowych. Ponownie, zarowno brak jak i nadekspresja miR-378a nie
miaty wptywu na zbadane wiasciwosci elektrofizjologiczne hiPSC-CM DMD, ale istotne
efekty delecji miR-378a zaobserwowalismy na poziomie poboru glukozy. W szczegdlnosci,
brak miR-378a spowodowal zmniejszenie ilosci pobieranej glukozy oraz spadek ekspres;ji jej
transporterow, a takze podniesienie poziomu aktywnej formy GSK3p. Zaréwno w hiPSC-CM
DMD jak i DKO zaobserwowalismy spadek ekspresji TFAM oraz mtDNA/DNA. hiPSC-CM
DMD wykazywaty obnizony poziom LC3 11 Il zar6wno w testach indukowanej przez gtodzenie
autofagii jak 1 mitofagii wywotanej rozprzegnigciem mitochondrialnego fancucha
elektronowego, natomiast delecja miR-378a w hiPSC-CM DMD odwroécita te efekty. Brak
miR-378a nie mial natomiast wplywu na zaburzong biosynteze mitochondriow w

kardiomiocytach DMD.

Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwolily nam na okreslenie roli miR-378a
w kardiomiocytach oraz jego potencjalnego dziatania w dystrofii mi¢sniowej Duchenne’a. W
modelu hiPSC-CM, miR-378a odgrywa role w regulacji wzrostu hipertroficznego, gospodarki
wapniowej, biosyntezy mitochondridéw oraz mitofagii, metabolizmu glukozy i autofagii.
Delecja i nadekspresja miR-378a nie wplyneta na potencjat elektrofizjologiczny hiPSC-CM
DMD, jednak brak miR-378a ograniczyt pobor glukozy oraz obnizyt poziom jej transporterow



w kardiomiocytach DMD. Zaobserwowalismy rowniez zwigkszenie poziomu LC3 i jego
lipidowanej formy po stymulacji kardiomiocytow CCCP, co sugeruje poprawe w indukcji

mitofagii.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze zahamowanie ekspresji miR-378a w kardiomiocytach
pozbawionych dystrofiny przywraca réwnowage pomiedzy biosynteza mitochondriow a
mitofagia. W polaczeniu z wczesniejszymi obserwacjami wskazujagcymi na poprawe
wydolnosci fizycznej myszy mdx oraz ich metabolizmu przy dodatkowym wytaczeniu ekspresji
miR-378a, obecne wyniki wskazujg na miR-378a jako potencjalny cel terapii modulujace;j

przebieg choroby w dystrofii migéniowej Duchenne’a.



