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Zatacznik nr 1.

OSWIADCZENIE AUTORA/AUTOROW PRACY

Oswiadczam, Zze moja praca pt.:

Autologiczne komorki pochodzenia miogennego od pacjentow dystroficznych poddane modyfi-
kacji genetycznej jako nowa strategia poprawy struktury i funkcji miesni szkieletowych w cho-

robie Duchenne’a

a. zostata przygotowana przeze mnie samodzielnie,*

b. nie narusza praw autorskich w rozumieniu ustawy z dnia 4 lutego 1994 roku o prawie autor-
skim i prawach pokrewnych (Dz. U. Nr 24, poz. 83 z pdzn. zm.) oraz dobr osobistych chronio-
nych prawem,

C. nie zawiera danych i informacji, ktore uzyskatem w sposob niedozwolony,

d. nie byta podstawg nadania dyplomu uczelni wyzszej lub tytulu zawodowego ani mnie ani
innej osobie.

Ponadto o$wiadczam, ze tre$¢ pracy przedstawionej przeze mnie do obrony, zawarta na przeka-
zywanym nosniku elektronicznym, jest identyczna z jej wersja drukowana.

podpis studenta

* Uwzgledniajac merytoryczny wklad promotora (w ramach prowadzonego seminarium dyplomowego).
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(ang. Glutathione reductase), GSH — zredukowana forma glutationu (ang.

monomeric glutathione), GSSG — utleniona forma glutationu (ang. Glutathione
disulfide), O*" - anionorodnik ponadtlenkowy, H,0, — nadtlenek wodoru, OHe - rodnik
hydroksylowy, NADP* fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang.
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), NADPH - zredukowana forma fosforanu
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Ryc. 5 Sciezka sygnatowa STARS. Opracowano wedtug: Lamon I wsp. (22). Poprzez
interakcj¢ z RhoA, STARS wywotuje polimeryzacj¢ aktyny z monomerycznej G-aktyny
do polimerycznej F-aktyny oraz stymuluje aktywno$¢ SRF poprzez przemieszczenie
MRFT-A z cytoplazmy do jadra komoérkowego. Objasnienia: RHOA - biatko A
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zaobserwowano mutacje¢ punktowa T > A. Protokot genotypowania przeprowadzono
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Ryc. 7 Schemat budowy plazmidu PAX niezbezdnego do stworzenia funkcjonalnej
KONSEIUKC)T TENTIWITUSOWE]. ...ttt 27

Ryc. 8 Budowa plazmidu MD2G niezbezdnego do stworzenia funkcjonalnej konstrukcji
TENEIWITUSOWE]. ...ttt bbbt 27

Ryc. 9 Schemat budowy plazmidu zawierajacego sekwencje uDYS, pLV[Exp]EF1A >
{uDys}: T2A:EGFP(ns):Puro. Plazmid zawiera sekwencje reporterowag EGFP(ns). ..... 28

Ryc. 10 Plazmid reporterowy pEGFP-C1 wykorzystywany w procesie komorek
HIDEMSs, umozliwiajacy wzbudzenie nadeskpresji biatka zielonej fluorescencji (ang.
Green fluorescent protein, GFP) w komoérkach eukariotycznych, dla okre$lenia
wydajnosci procesu transfekCyi. ... 28

Ryc. 11 Ekspresja czynnikow (gendéw) pluripotencji (C-MYC, NANOG, OCT4, SOX2)
w warunkach in vitro w reakcji gPCR dla podstawowych badanych populacji
indukowanych pluripotentnych komorek macierzystych. Wzgledna ekspresja genéw
zostata znormalizowana wobec genow referencyjnych: (GAPDH, ACTB). Gwiazdki
oznaczajg poziomy istotnosci statystycznej: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p <0.001 (***).
Numery arabskie oznaczajg kodowane probki komorek od poszczegdlnych pacjentow
(Materialy 1 MELOAY ). ...coueeiiiiiiesiieii e 33

Ryc. 12 Barwienie immunofluorescencyjne komoérek iPSc. Komorki zostaty
sprawdzone pod wzgledem obecnosci biatlek OCT4, SOX2, SSEA, Tra, C-MYC oraz
NANOG. Komorki badano na etapie 10-tego pasazu. Obrazy uzyskano dzigki
mikroskopii za pomocg Leica DMi 8 microscope (Leica Microsystems, Germany), w
40x powigkszeniu. A: barwienie DAPI (niebieski) + OCT4 (czerwony), Merge — obraz
polaczony. B: barwienie DAPI (niebieski) + SOX2 (czerwony) + SSEA (zielony),
Merge — obraz potaczony. C: barwienie DAPI (niebieski) + C-MYC (czerwony) + Tra
(zielony), Merge — obraz potaczony. D: barwienie DAPI (niebieski) + SOX2
(czerwony) + SSEA (zielony), Merge — obraz potaczony. Numery arabskie oznaczajg
kodowane probki komorek od poszczegodlnych pacjentow (Materiaty i Metody).......... 37

Ryc. 13 Réznice w morfologii komodrek iPSc oraz HIDEMS w liniach komoérkowych
otrzymanych po reprogramowaniu komoérek migsniowych od pacjentoéw z DMD.
Komorki iPSc byly obserwowane na 10. pasazu in vitro (hodowla na ptytce 6-
dotkowej), a komorki HIDEMs na 2. pasazu (hodowla we flaszce 75cm2. Zdjecia
wykonano za pomocg JuLI FL analyzer (NanoEntek) w 4x powigkszeniu. Numery
arabskie oznaczajg kodowane probki komoérek od poszczegdlnych pacjentow (Materiaty
I IMIBEOOY ). . bbbttt bbbt 38

Ryc. 14 Wyniki poziomu ekspresji markeréw (genéw) mezenchymalnych ANPEP (CD
13), CD 44 (CD 44), ITGA2 (CD49b), MCAM (CD146), NT5E (CD73) and PTPRC
(CD45) w komorkach pacjentéw z DMD oraz populacji od zdrowej osoby kontrolne;.
Geny referencyjne: ACT, HPRT, GAPDH. Gwiazdki oznaczajg poziomy istotno$ci
statystycznej: p < 0.05 (*), p <0.01 (**), p <0.001 (***). Wyniki uzyskano
wykorzystujac jednostronny test ANOVA. Numery arabskie oznaczaja kodowane
probki komorek od poszczegdlnych pacjentdéw (Materialy 1 Metody). .....oocovevvviieennnns 39

Ryc. 15 Barwienie immunofluorescencyjne markerow mezenchymalnych w komoérkach
kontrolnych 1 komoérkach HIDEMs pozyskanych od pacjentow z DMD. Komorki
badano w 3. pasazu hodowli komoérkowej in vitro. Obrazy uzyskano przy uzyciu
mikroskopu Leica DMi 8 (Leica Microsystems, Niemcy) z 40-krotnym powigkszeniem.
A: barwienie DAPI (niebieski) + CD 44 (czerwony), CD 105 (zielony), Merge — obraz

iv


file:///C:/Users/marta/doktorat/BUDZIŃSKA_MARTA_praca_dr%2008.05.2024%20SZÓSTA%20poprawka.doc%23_Toc167644310
file:///C:/Users/marta/doktorat/BUDZIŃSKA_MARTA_praca_dr%2008.05.2024%20SZÓSTA%20poprawka.doc%23_Toc167644310
file:///C:/Users/marta/doktorat/BUDZIŃSKA_MARTA_praca_dr%2008.05.2024%20SZÓSTA%20poprawka.doc%23_Toc167644310
file:///C:/Users/marta/doktorat/BUDZIŃSKA_MARTA_praca_dr%2008.05.2024%20SZÓSTA%20poprawka.doc%23_Toc167644310
file:///C:/Users/marta/doktorat/BUDZIŃSKA_MARTA_praca_dr%2008.05.2024%20SZÓSTA%20poprawka.doc%23_Toc167644310
file:///C:/Users/marta/doktorat/BUDZIŃSKA_MARTA_praca_dr%2008.05.2024%20SZÓSTA%20poprawka.doc%23_Toc167644310
file:///C:/Users/marta/doktorat/BUDZIŃSKA_MARTA_praca_dr%2008.05.2024%20SZÓSTA%20poprawka.doc%23_Toc167644310

potaczony. B: barwienie DAPI (niebieski) + CD 146 (czerwony) + CD 45 (zielony),
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Wykaz stosowanych skrotow

uDYS sekwencja mikrodystrofiny

uDYS mikrodystrofina

1HO-1 oksygenaza hemowa (ang. heme oxygenase 1)

AAV adenowirusy (ang. adeno-associated virus)

ACTB gen kodujacy beta-aktyne (ang. beta-actin)

ADP adenozyno-5'-difosforan (ang. adenosine diphosphate)

ANPEP (CD 13) gen kodujacy antygen CD 13 - blonowa alanylo-aminopeptydaze (ang. membrane
alanyl aminopeptidase)

AP fosfataza alkaliczna (ang. alkaline phosphatase)

ATP adenozyno-5’-trojfosforan (ang. adenosine triphosphate)

BMD dystrofia migéniowa Beckera

CAT katalaza (ang. catalase)

CD 13 antygen CD 13

CD 146 antygen CD 146

CDh 31 antygen CD 31

CD 44 antygen CD 44

CD 44 (CD 44) gen kodujacy antygen CD 44 ( ang. CD 44 antigen)

CD 45 antygen CD 45

CD 73 antygen CD 73

CD105 antygen CD 105

CK kinaza kreatynowa (ang. creatine kinase)

DAPC kompleks biatkowy zwiazany z dystrofing (ang. dystrophin glycoprotein com-
plex)

DB region wiazacy dystroglikan (ang. dystroglycan binding)

DMD dystrofia migsniowa Duchenne'a (ang. Duchenne muscular dystrophy)

DMD gen dystrofiny (ang. dystrophin gene)

vii




DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

ER siateczka $rodplazmatyczna (ang . endoplasmic reticulum)

FDA Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration)

GAPDH gen kodujacy dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehy-
de 3-phosphate dehydrogenase)

GFP biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

GPx peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase)

GR reduktaza glutationowa (ang. glutathione reductase)

GSH zredukowana monomeryczna forma glutationu (ang. monomeric glutathione)

GSSG utleniona forma glutationu disiarczkowego (ang. glutathione disulfide)

HIDEMs ludzkie komoérki mesoangioblasto-podobne pochodzace z komorek iPSc (ang.
human iPS cell-derived mesoangioblast-like cells)

HPRT 1 gen kodujacy fosforybozylotransferazg hipoksantynowo--guaninowa (ang. hy-
poxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)

iPSc indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (ang. induced pluripotent stem

cells)

ITGA2 (CD 49b)

gen kodujacy antygen CD 49b (ang. integrin alpha-2)

LDH

dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

LGMD

mie$niowa dystrofia obreczowo-konczynowa (ang. limb girdle muscular dys-
trophy)

MCAM (CD 146)

gen kodujacy antygen CD 146 (ang. Melanoma Cell Adhesion Molecule) — anty-
gen adhezyjny komorek czerniaka

MD dystrofia mi¢$niowa (and. muscle dystrophy)

MINA (C-MYC) gen kodujacy biatko proto-onkogenne C-MYC (ang. Myc proto-oncogene protein)

MOl stosunek liczby czastek wirusa do liczby infekowanych komoérek (ang. multiplici-
ty of infection)

mPTP przepuszczalne, przejsciowe pory mitochondrialne (ang. mitochondrial permeabi-
lity transition pore)

MRFT-A czynnik transkrypcyjny zwiazany z miokardyna (ang. myocardin-related trans-
cription factor A)

MRFTA gen kodujacy transkrypcyjny czynnik A zwigzany z miokardyna (ang. myocardin-

related transcription factor A)
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NANOG gen kodujacy biatko homeodomenowe NANOG (ang. homeobox protein NA-
NOG)

NF-xB czynnik jadrowy wzmacniajacy ekspresj¢ tancuchow lekkich kappa aktywowa-
nych komoérek B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

NF-xB gen kodujacy czynnik transkrypcyjny NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells)

NOS1 neuronalna syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase isoform 1)

NOS1 gen kodujacy neuronalng syntazg tlenku azotu (ang. Nitric oxide synthase 1)

NT5E (CD 73)

gen kodujacy antygen CD 73 (ang. ecto-5"-nucleotidase) (ekto 5’ nukleotydaze)

POUSF1 (OCT4)

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny 4 wiazacy oktamer (ang. octamer-binding
transcription factor 4)

PTPRC (CD 45)

gen kodujacy receptor typu C biatka fosfatazy tyrozynowej (antygen CD 45) (ang.
protein tyrosine phosphatase, receptor type C)

RhoA biatko A homolog rodziny genu Ras (ang. the Ras homolog gene family member A
protein)

RhoA gen kodujacy biatko A homolog rodziny genu Ras (ang. the Ras homolog gene
family member A protein)

RNA kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

ROD domena centralna (ang. rod domain)

ROS reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

SDB region wigzacy syntropine i dystrobrewine (ang. synthropin and dystrobrevin
binding)

SERCA Siateczkowo-endoplazmatyczna ATP-aza zalezna od wapnia, (ang. sar-
co/endoplasmic reticulum calcium ATPase)

SMA rdzeniowy zanik migéni (ang. spinal muscular atrophy)

SOD dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

SOX2 gen kodujacy czynnik transkrypcyjny SRY (region determinujacy pte¢ Y)-box 2
(ang. SRY (sex determining region Y)-box 2)

SRF surowiczy czynnik odpowiedzi (ang. serum response factor)

SRF gen kodujgcy surowiczy czynnik odpowiedzi (ang. serum response factor)

SSEA4 biatko specyficzne dla antygenu embrionalnego 4 (ang. Stage-specific embryonic
antigen-4)

STARS aktywator migéni poprzecznie prazkowanych $ciezki sygnatowej Rho (ang. stria-

ted muscle activator of Rho signaling)

iX




STARS

gen kodujacy aktywator mie$ni poprzecznie prazkowanych §ciezki sygnalowe;j
RhoA (ang. Striated muscle activator of Rho signalling)

STARS Sciezka sygnatowa aktywatora migsni poprzecznie prazkowanych RhoA (ang.
Striated muscle activator of Rho signalling)

TA migsien piszczelowy przedni (ang. tibialis anterior muscle)

TAC catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna (ang. total antioxidant capacity)

TATA sekwencja TATA (ang. TATA sequence)

TBP gen kodujacy biatko wigzace TATA (ang. the TATA-binding protein)

TGFpB transformujgcy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor f3)

TLR receptor Toll-podobny (ang. Toll-like receptor)

TNF-a czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosis factor alpha)

TRA1-60 antygen TRA1-60 receptor komoérek T alfa (ang. T cell receptor alpha locus)

UC-MSC pepowinowe mezenchymalne komoérki macierzyste (ang. umbilical cord mesen-
chymal stem cells)

a-, B-, v-, 6- SG sarkoglikany (ang. a-, $-, y-, J- sarcoglycan)

o-DG a-dystroglikan (ang. a-dystroglycan)

B-DG B-dystroglikan (ang. p-dystroglycan)
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1.1. Wprowadzenie

Dystrofia mig$niowa Duchenne’a (DMD) jest chorobg recesywna, zwigzang z chromo-
somem X, wystepujacg z czestotliwoscig ok. 1 na 3500 - 6000 urodzen meskich (1).
Spowodowana jest przez mutacj¢ w genie kodujagcym biatko dystrofing, ktorej obecnos¢
powoduje przesunigcie ramki odczytu (ORF). Uszkodzenia w obrgbie genu powoduja
hamowanie lub produkcje nieprawidtowego biatka, ktorego brak lub dysfunkcja obja-
wia si¢ postepujaca degeneracjg migsni szKieletowych, prowadzac do powaznych zabu-
rzen oddychania | rytmu serca. Konsekwencjg tych stanéw jest przedwczesna $mieré

pacjentow przed trzydziestym rokiem zycia (2).

DMD rozpoznawana jest w dziecinstwie, najczesciej ok. 2-3 roku zycia. Chtopcy do-
tknieci chorobg maja problemy z chodzeniem i bieganiem, wykazuja obnizong spraw-
no$¢ motoryczng w porownaniu ze zdrowymi dzieémi. Ok. 5 roku zycia objawy sg juz
nasilajace si¢, pojawiaja si¢ przykurcze $ciggna Achillesa, powodujac tzw. kaczkowaty
chdd 1 tendencje¢ do chodzenia na palcach. Problemy zwigzane z poruszaniem si¢ przy-
bierajg z wiekiem na sile, prowadzac czgsto do utraty zdolno$ci chodzenia u progu
okresu dorastania. Niemozliwe staje si¢ samodzielne utrzymanie prostej pozycji krggo-
stupa, co prowadzi do jego deformacji. W dalszym przebiegu choroby pojawiajg si¢
problemy z oddychaniem, w niektorych przypadkach ujawnia si¢ rowniez kardiomiopa-
tia rozstrzeniowa, ktora charakteryzuje si¢ poszerzeniem i uposledzeniem kurczliwos$ci
najczesciej lewej komory serca. Osoby chore na DMD wymagaja stalej opieki, obecna

terapia skupia si¢ na wspomaganiu oddychania oraz podawaniu lekow sterydowych.

Mozliwe jest wystapienie mutacji w genie dystrofiny, ktdre nie prowadza do zmiany
ORF. Konsekwencja takiego stanu jest produkcja skroconej, ale funkcjonalnej wersji
biatka dystrofiny, ktora jest charakterystyczna dla oséb z dystrofig mie$niowg Beckera
(BMD) Choroba ta ma tagodniejszy przebieg niz DMD, a jej rozpoznanie nastepuje
czesto po ukonczeniu 5 roku zycia. Pacjenci z tagodniejszg postacig dystrofii mig$nio-
wej (BMD) zachowuja sprawno$¢ motoryczng, ktora bedac niewiele obnizona pozostaje
podobna do sprawnosci zdrowych rowiesnikow, uzyskujg tez zblizong dtugosé zycia do

zdrowych osob.
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Wczesne wykrycie DMD umozliwia wlaczenie terapii, hamujac wystapienie kolejnych
objawow. Jednak jak wskazano wczesniej, postep choroby wydaje si¢ by¢ nieunikniony,
a obecne standardowe podejscie skupione jest na dziataniu objawowym. Poszukuje si¢
uniwersalnej terapii, ktora spowodowalaby zatrzymanie rozwoju DMD i umozliwita

pacjentom zycie podobne do chorych na BMD.

1.2. Podloze molekularne DMD

Dystrofia mig¢$niowa (zarowno DMD jak i BMD) wystepuje w wyniku mutacji w genie
dystrofiny, potozonym na chromosomie X w locus Xp21. Gen dystrofiny jest najwiek-
szym znanym ludzkim genem, (2,5 mln nukleotydow). W swojej budowie zawiera 79

eksonow (3), szczegdtowa budowe genu przedstawiono na rys. 1.
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Ryc. 1 Schematyczna budowa bialka oraz genu dystrofiny. Opracowano wedlug: Olson (4). A)
Bialko dystrofiny sklada si¢ z domeny wiazacej aktyne (ang. Actin binding domain 1, ABD1), 24
domen funkcjonalnych tworzacych domeng¢ centralna (ang. Rod domains, ROD), regionéw zawia-
sowych (ang. Hinge H1- H4), regionu wigzacego dystroglikan (ang. Dystroglycan binding, DB) oraz
regionu wigzgcego syntropine i dystrobrewine (ang. Syntrophin and dystrobrevin binding, SDB). B)
gen dystrofiny sklada si¢ z 79 eksonéw, kolory koresponduja z domenami funkcjonalnymi bialka
wsazanymi w podpunkcie A.

Wielkos¢ genu wpltywa na mnogos¢ mozliwosci wystgpienia mutacji, a stanowczg
wigkszos¢ stanowig duze zmiany genetyczne, w tym: delecje (68%) czy duplikacje
(11%) jednego lub wigkszej liczby eksondéw. Pozostata grupe stanowia niewielkie mu-
tacje obejmujace jeden ekson, punktowe lub zwigzane z miejscami alternatywnego
sktadania mRNA (5). Delecje pojawiajgce si¢ w obrgbie genu dystrofiny wystepuja naj-
czescie] w obszarze eksonow 44-54 (ok. 60% delecji) i eksonéw 3-16 (ok. 15% deleciji).
W okoto 20% przypadkéw DMD, choroba wystepuje w zwigzku z tzw. matymi muta-

cjami, z ktorych niemal potowa stanowi mutacje typu nonsens. Okoto 30% matych mu-

2
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tacji to oligonukleotydowe delecje, duplikacje, delecje z insercjami, ktore ujawniaja
kodony stop. Reszte matych mutacji stanowig mutacje zwigzane z zaburzeniami prawi-
dlowego sktadania mMRNA (ang. splicing mutations). W przypadku duplikacji w genie
DMD najcze¢sciej dochodzi do duplikacji eksonu 2 i potozonych za nim eksonéw, cze-
stotliwos¢ wystepowania duplikacji maleje w kierunku konca 3’. R6znice w wystepo-

waniu i rozmieszczeniu mutacji $wiadczg o réznym mechanizmie ich powstawania.

W BMD delecje w obrgbie genu DMD odpowiadajg za ok. 80% przypadkdw, a duplika-
cje 5-10%, za pozostale odpowiedzialne sa mate mutacje (6). Mutacje wplywajace na
sktadanie mRNA wystepuja czgéciej w BMD niz w DMD (7). W ok. 2-3% przypadkow
DMD/BMD w genie DMD nie udaje si¢ wykry¢ zmian lub wykrywa si¢ zmiany o nie-
pewnej patogennosci. Przypadki te podejrzewane sa o podtoze zwigzane z mutacjami
intronowymi, ktore mogg wpltywaé na sktadanie mRNA Iub sg przypadkami dystrofii
obreczowo-konczynowej (LGMD) o obrazie klinicznym podobnym do DMD/BMD.

W obrebie genu DMD znajduje si¢ siedem promotorow - trzy z nich sa zlokalizowane
przy koncu 5’ i pozwalajg na powstanie petnej dtugosci izoform dystrofiny — ich eks-
presja przebiega w neuronach korowych, komorkach Purkinjego czy mig$niach. 1zo-
forma mig$niowa dystrofiny sktada si¢ z kilku domen, w ktorych sktad wchodza: dome-
na zwigzana z aktyng (ABD), domena centralna (ROD), domeny tgcznikowe (H1-H4),
domena wigzaca dystroglikan (DB) oraz domena wigzaca syntroping 1 dystrobrewing
(ryc. 1). Stwierdzono, ze najwigcej mutacji (76%) w obrgbie genu DMD dotyczy miejsc
kodujacych ABD, kolejne wystepuja w eksonach kodujacych ROD oraz SDB (8). Dys-
trofina oddzialuje z wieloma biatkami cytoszkieletu (z ktorych niezwykle istotna jest
aktyna) oraz z btong komoérkowa miocytu (sarkolemmg). Ponadto, jest kluczowym biat-
kiem wchodzacym w sklad duzego kompleksu biatkowego zwigzanego z dystrofing
(DAPC). W jego sktad wchodza rowniez: a-dystroglikan i laminina-2, B-dystroglikan i
a-, B-, v-, o-sarkoglikany z przylegajacym sarkospanem oraz al-, B1- syntropiny, a-

dystrobrewina i neuronalna syntaza tlenku azotu (NOS1).
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Syntropiny

Ryc. 2 Schemat budowy sarkolemmy wraz z kompleksem biatkowym zwiazanym z dystrofing (ang.
dystrophin glycoprotein complex, DAPC). Opracowano wedlug: (9) Objasnienia: a-DG - a-
dystroglikan (ang. a-dystroglycan) p-DG - B-dystroglikan (ang. B-dystroglycan), a-SG, B-SG, y-SG,
8-SG - a-, B-, y-, 6-sarkoglikan (ang. a-, B-, y-, 8- sarcoglycan), NOS1 - neuronalna syntaza tlenku
azotu (ang. nitric oxide synthase 1), Cys — region bogaty w cysteine (ang. cysteine rich region), N-
N-koncowe powtorzenia spektryny (ang. N-terminal spectrin repeats).

Przesunigcie ORF w obrgbie odczytu genu DMD moze prowadzi¢ do przerwania tran-
skrypcji lub do powstania skroconego biatka dystrofiny. Rodzaj mutacji ma zatem klu-
czowe znaczenie dla fenotypu choroby, ktéra moze mie¢ przebieg cigzszy (DMD) lub
tagodniejszy (BMD). Nieprawidlowosci w odczycie, ktore umozliwiajg zachowanie
ORF skutkuja powstaniem skroconej wersji biatka w postaci mini- badz mikrodystrofi-
ny, ktéra zachowuje swoja funkcjonalnos$¢, poniewaz traci domeny ROD, ale wykazuje
obecno$¢ domen wigzacych biatko (ABD1, DB, SBD). Mozliwos¢ wytworzenia skro-
conej, ale funkcjonalnej wersji dystrofiny stala si¢ obiektem badan nad mozliwoscia
stworzenia sztucznej konstrukcji zawierajacej najwazniejsze dla funkcjonowania biatka
fragmenty genu, co w efekcie mogltoby prowadzi¢ do zmiany fenotypu z DMD na

BMD.

1.3. Budowa mig¢sni szkieletowych

Tkanka mig$niowa ma unikatowg zdolnos¢ do skurczu dzigki obecno$ci w jej strukturze
biatek kurczliwych. W podziale mig¢$ni wyrdznia si¢ migsnie poprzecznie pragzkowane
(migénie szkieletowe i migsien sercowy) oraz migsnie gladkie. Migénie szkieletowe
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tworza wielojadrzaste, wrzecionowate komorki, o rdwnoleglym rozmieszczeniu wito-
kien wzgledem siebie. W budowie miocytu wyszczegdlnia si¢ sarkolemme, ktorej
wglebienia tworzg kanaliki T docierajgce do wnetrza komorki, w okolice siateczki sar-
koplazmatycznej, ktérych podstawowa funkcja jest przenoszenie potencjatdéw czynno-
sciowych. Sarkoplazma tworzy wnetrze komorki mig$niowej, stanowi funkcjonalne i
strukturalne srodowisko procesow wewnatrzkomorkowych. Zlokalizowane sg tu miofi-
bryle (wtokienka migsniowe) zbudowane z filamentéw grubych (tworzg je czasteczki
miozyny) oraz cienkich (w ich sktad wchodzi aktyna, tropomiozyna oraz troponiny I, C,

1.

Miozyna sktada si¢ z dwoch skreconych spiralnie tancuchow, ktorych N-koncowe
fragmenty tworza tzw. Glowy miozyny, wykazujace aktywnos¢ kinazy ATPazowej oraz
tzw. miejsca aktywne, zdolne do wigzania si¢ z miejscami aktywnymi aktyny. Aktyna
jest zbudowana z dwoch skreconych tancuchow biatek, z ktorymi zwigzane sg czastecz-

ki adenozyno-5'-difosforanu (ADP).

Struktura miesnia szkieletowego, poprzecznie prgzkowanego

Miofibryla
- = i)
Wiékno
Sarkomer
Miofioryla
Alktyna MioZma | itz Linia-M
Aktyna Linia-M Miozyna StrefaH Linia-Z
Sarkomer i = b ET
AL AL ey AAALL) LAl
Miesien w fazie Miesien w fazie
skurczu spoczynku

Ryc. 3 Schemat budowy mieg$nia szkieletowego oraz wlékna migsniowego. Sarkomer stanowi pod-
stawow3 jednostke strukturalno-czynnosciowg komorki miesniowej, ograniczony liniami granicz-
nymi-Z. W trakcie spoczynku widoczna jest strefa H, w ktorej centrum przebiega linia M (tworzo-
ng przez miomezyne, odpowiadajaca za uporzadkowane polozenie miofilamentéw grubych w sar-
komerze).
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1.4. Prawidlowy skurcz mi¢sni szkieletowych

Skurcz mig$nia polega na przesuwaniu si¢ wzgledem siebie filamentow — aktynowych i
miozynowych. Impuls nerwowy docierajacy do miocytdow powoduje depolaryzacj¢ sar-
kolemmy, co prowadzi do uwolnienia jonow wapnia. Jony te, przylaczaja si¢ do tropo-
niny odstaniajagc  centrum aktywne aktyny, co umozliwia przytaczenie
glow miozyny do czasteczek aktyny. Proces ten wymaga dostarczenia energii w postaci
adenozyno-5’-trojfosforanu (ATP). Przytaczenie gldéw miozynowych do filamentu cien-
kiego, umozliwia przesuniecie si¢ filamentow wzgledem siebie. Mechanizm skurczu
wigze si¢ z wewnatrzkomorkowym dziataniem duzych sit mechanicznych i wymaga on
odpowiedniej stabilizacji, ktorg zapewnia dystrofina taczac filamenty aktynowe z bial-

kami cytoszkieletu i sarkolemma.

1.5. Skurcz mig¢$nia w przebiegu DMD

Brak potaczenia blony komdrkowej z biatkami cytoszkieletu przy nieobecnos$ci dystro-
finy wywotuje uszkodzenie sarkolemmy. Konsekwencja braku integralnosci bton jest
wzrost ich przepuszczalnosci, dochodzi do uwolnienia z komorki czasteczek m.in. kina-
zy kreatynowej (CK) oraz dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Odwrotnie, do komorki
zaczynaja naplywa¢ jony wapnia (Ca®"), ktérych nadmiar powoduje zaburzenie gospo-
darki wapniowej, niezbednej dla prawidtowego funkcjonowania migéni. Przyjmuje si¢
jednak, ze samo uszkodzenie sarkolemmy nie jest glowng przyczyng wzmozonego na-
ptywu jonéw wapnia do komorki. Btona komorkowa miocytow zawiera kanaty wap-
niowe, ktoére wykazuja wzmozong aktywnos$¢ w przebiegu DMD. Ponadto wychwyt
ca®* zdaje si¢ by¢ nieprawidlowy ze wzgledu na wyciekanie tychze jonéw z siateczki
$rodplazmatycznej (ER) czy obnizenie aktywnosci Ca**-ATPazy zlokalizowanej w sia-
teczce srodplazmatycznej (SERCA, ang. sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPa-
se). Nadmiar jonéw Ca?* w komorce uruchamia z kolei aktywacje zaleznych od wapnia
proteaz — kalpainy i fosfolipazy A2, ktére sa odpowiedzialne za proteolityczng degrada-

cje biatek i uszkodzenie sarkolemmy (10).

1.6. Przewlekly stan zapalny w mie¢sniach u chorych na DMD

W przebiegu DMD obserwowana jest dysfunkcja mitochondriow i zwigkszona produk-
cja reaktywnych form tlenu (ROS), ktore indukuja szlaki zwigzane z apoptoza i nekroza
wiokien migéniowych (3) Uszkodzenie widkien mig$niowych natychmiast wywotuje
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reakcj¢ zapalng. Nastepnie aktywacji ulegaja biatka o charakterze cytoprotekcyjnym i
antyzapalnym, nalezg do nich: oksygenaza hemowa 1 (HO-1, ang. heme oxygenase 1),
ktora powoduje rozktad prooksydacyjnego hemu (obecnego w mioglobinie uwalnianej z
uszkodzonych komérek) do biliwerdyny, tlenku wegla i jonow zelaza (Fe**). Dodatko-
wo we wczesnej odpowiedzi zapalnej uwalniane sg tzw. alarminy, do ktérych naleza
czasteczki RNA aktywujace mechanizmy nieswoistej odpowiedzi zapalnej dzigki inte-
rakcji z receptorami rozpoznajgcymi wzorce, w tym receptorami Toll-podobnymi
(TLR) (11). Aktywacja receptora TLR7 jest zwigzana z nasileniem aktywnoS$ci proza-
palnego szlaku sygnalowego zwiazanego z aktywowaniem czynnika transkrypcyjnego
NF-xB, (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), ktory in-
dukuje produkcje cytokin prozapalnych oraz chemokin rekrutujacych komoérki odpo-
wiedzi nieswoistej i/lub tzw. wrodzonej. Naptywajace makrofagi M1 odpowiadaja za
fagocytozg wldkien nekrotycznych, produkuja rowniez wolne rodniki, przyczyniajac si¢
do aktywacji czynnika martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis factor) jak i
zarowno NF-kB. Czasteczki te indukuja kolejne biatka prozapalne, ktorych aktywno$¢
prowadzi do uszkodzenia wtokien mig$niowych. Aktywnos$¢ makrofagow M1 jest ha-
mowana przez makrofagi typu M2, ktore produkujg cytokiny przeciwzapalne, a takze
transformujacy czynnik wzrostu p (TGFp, ang. transforming growth factor B), ktory
indukuje zwickszong synteze kolagenu przez fibroblasty co wywotuje jednak nieko-
rzystne witoknienie migsni (12). W odpowiedzi zapalnej w migéniach u chorych na
DMD uczestniczg takze komorki tuczne, ktére pobudzajg nekroze w tkance poprzez

uwalnianie histaminy oraz prozapalnego TNF-q.

1.7. Srodowisko redox w mie$niach u chorych na DMD

Brak dystrofiny powoduje znaczaca destabilizacje Srodowiska redox w miocytach u
chorych na DMD. Aktywno$¢ zwigzana ze skurczem mig$ni wywotuje zwigkszong pro-
dukcje ROS wspierajaca odpowiedz zapalng (13). Wykazano, ze w komoérkach migéni u
chorych na DMD oraz w modelu zwierzecym u myszy mdx wystepuje podwyzszona
(kompensacyjnie) aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych oraz podwyzszony poziom
ulegajacego oksydacji glutationu (14-16).0Obserwowany charakter zmian w mig$niach u
chorych na DMD wskazuje na ich reaktywny charakter. System ten nie jest jednak wy-
dolny 1 wystarczajacy do ustabilizowania srodowiska redox. Dodatkowo naptyw neutro-

fili i ich zwigkszone uwalnianie ROS powoduja dalsze uszkodzenia miocytow. Niezwy-
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kle wazny udziat w stresie oksydacyjnym ma rowniez zwickszony naptyw jonow Ca?*.
Ich obecno$¢ prowadzi do otwierania porow mitochondrialnych (mPTP, ang. mitochon-
drial permeability transition pore) i zahamowania syntezy ATP, co skutkuje skierowa-

niem komorki na $ciezke indukowanej $mierci (17).

O,+OH+ OH' OH' +Fe™/Cu® +OH"
m e | N © T
1 B
NADP' NADPH
H202 Fez‘/CUZV \—/
+ + GR
O+e—» 0O + 0 =05 Ho +265H-SP% GsSG+2H,0
H,O+ O,

Ryc. 4 Schemat powstawania reaktywnych form tlenu w ukladach biologicznych. Opracowano
wedlug Fraczek i wsp. (18). SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase), GPx —
peroksydaza glutationowa, GR - reduktaza glutationowa (ang. Glutathione reductase), GSH -
zredukowana forma glutationu (ang. monomeric glutathione), GSSG - utleniona forma glutationu
(ang. Glutathione disulfide), O*" - anionorodnik ponadtlenkowy, H,O, — nadtlenek wodoru, OHe -
rodnik hydroksylowy, NADP* fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate), NADPH - zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotyno-
amidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine dinucleotide, reduced form), Fe* - kation zelaza II,
Cu*'- kation miedzi I1.

Przedstawiciele grupy ROS sa produktami ubocznymi redukcji tlenu czasteczkowego
(O,) jak nadtlenek wodoru (H,0,) i tlen singletowy (*O5) lub rodnik hydroksylowy (18).
Natomiast anionorodnik ponadtlenkowy (O,") jest zaangazowany w wiele procesow
metabolicznych. Uczestniczy w reakcjach zwigzanych z komorkowym metabolizmem
tlenu, co skutkuje powstawaniem dodatkowych reaktywnych form tlenu. Dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) uczestniczy w procesie dysmutacji anionorodnika ponadtlenko-
wego enzymatycznie lub spontanicznie. H,O, i O; sg produktami tego procesu. Podczas
wybuchu tlenowego komorki fagocytujace wytwarzajg powstajacy HoO,, ktory stanowi
pewne niebezpieczenstwo dla sgsiednich komorek, poniewaz moze dyfundowaé przez

btony komoérkowe. Ponadto, tatwo reaguje z O, 1 metalami przejéciowymi (takimi jak
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zelazo, miedz i kobalt), tworzgc rodnik hydroksylowy OH'. Poniewaz wyzej wymienio-
ne procesy zachodza nawet wtedy, gdy stezenie metali przejsciowych jest niskie, sg one
wigzane przez biatka organizmu, a ich obecno$¢ w stanie wolnym w osoczu moze po-
wodowa¢ utrzymywanie si¢ stresu oksydacyjnego. Za zachowanie homeostazy w tym
dynamicznym uktadzie odpowiadaja rowniez inne enzymy i nieenzymatyczne aktywne
czasteczki, ktorych laczna suma potencjalu antyokstydacynjego moze by¢ okre$lona

nazwg catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC).

Eksperymenty z uzyciem terapii antyoksydacyjnej u myszy mdx ujawnity pozytywne
prewencyjne dziatanie przeciw uszkodzeniom migs$ni poprzez redukcje stresu oksyda-
cyjnego oraz hamowanie aktywnosci NF-kB. Z drugiej strony, wystgpowanie ROS jest
niezbedne w prawidtowym funkcjonowaniu komoérek migsniowych, gdyz stanowig one
wazne czasteczki sygnatowe majace wptyw na aktywacje wewnatrzkomorkowych $cie-
zek sygnatowych oraz mozliwg naprawe miegsni. Przyktady te wspieraja stusznos¢ po-
szukiwania dodatkowych informacji dotyczacych dziatania ROS w przebiegu DMD

jako waznych elementow wplywajacych na patogeneze choroby.

1.8. Rola $ciezki sygnalowej STARS oraz SRF w mie¢$niach u chorych na
DMD.

RhoA (ang. the Ras homolog gene family member A protein) jest niewielka hydrolaza
guanozyno-5'-trifosforanu, ktora reguluje wiele funkcji komorkowych, w tym organiza-
cje cytoszkieletu, oraz transkrypcje genéw odpowiedzialnych za wzrost i rozwodj ko-
morki (19,20). Doniesienia wskazujg, ze $ciezka sygnatowa aktywatora migsni po-
przecznie prazkowanych RhoA (STARS ang. striated muscle activator of Rho signa-
ling), moze petni¢ istotng rol¢ w zachowaniu prawidtowej funkcji migsni i jest regulato-
rem osi sygnatowej MRFT-A/SRF (21). Surowiczy czynnik odpowiedzi (SRF ang. Se-
rum response factor) jest waznym 1 wysoce konserwatywnym celem sygnalowym
sciezki sygnatowej STARS 1 jest zwigzany z przebudowg 1 rozwojem migsni szkieleto-
wych oraz pehi role regulacyjng dla ekspresji genow odpowiedzialnych za wzrost i
réznicowanie komorki migsniowej, wlaczajac w to miogeneze (22,23). Aktywacja SRF
nastepuje poprzez dziatanie hydrolaz guanozyno-5'-trifosforanu, w tym sciezki STARS
oraz dynamiczng pracg wiokien aktynowych (24,25). MRTF-A, (ang. myocardin-related
transcription factor A) jest kluczowym koaktywatorem SRF (26). Aktywacja osi
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MRFT-A/SRF zalezna od Rho moze nastgpi¢ poprzez jakikolwiek zewnatrzkomorkowy
sygnal, ktory bedzie prowadzi¢ do polimeryzacji aktyny. Geny majace miejsce wigzania
z SRF nalezg do istotnych dla komoérki migsniowej genow, takich jak gen dystrofiny,

alfa-aktyny oraz tropomiozyny (22).

F-aktyna
l] \ STARS

G-aktyna I

Cytoplazma
Jadro komérkowe l

Ryc. 5 Scieika sygnalowa STARS. Opracowano wedlug: Lamon I wsp. (22). Poprzez interakcje z
RhoA, STARS wywoluje polimeryzacje¢ aktyny z monomerycznej G-aktyny do polimerycznej F-
aktyny oraz stymuluje aktywno$¢ SRF poprzez przemieszczenie MRFT-A z cytoplazmy do jadra
komérkowego. Objasnienia: RHOA - bialko A homolog rodziny genu Ras (ang. the Ras homolog
gene family member A protein), STARS - aktywator mi¢sni poprzecznie prazkowanych $ciezki sy-
gnalowej Rho (ang. striated muscle activator of Rho signaling), MRFT-A - czynnik transkrypcyjny
MRFTA zwigzany z miokardyna (ang. myocardin-related transcription factor A), SRF - surowiczy
czynnik odpowiedzi (ang. serum response factor).

Zaburzenia osi MRTF-A/SRF wywotuja zwigkszong apoptoze miofibroblastow (27).
Aktywnos¢ $ciezki sygnatowej STARS jest waznym punktem przecigcia dla sygnatow
roéznicujacych miofibroblasty dlatego moze prowadzi¢ do korzystnych dla pacjentow

chorych na DMD zmian (27).

1.9. Konsekwencje braku dystrofiny w skurczu miesni w przebiegu DMD

Dystrofina pelni wazng rol¢ w utrzymaniu prawidlowej struktury i funkcji migsni. Jej

brak lub znaczne uszkodzenie zaburza stabilizacj¢ skurczu mig¢sni oraz powoduje zakto-

10
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cenia w funkcjonowaniu wielu $ciezek sygnalowych. Brak stabilizacji skurczu wywotu-
je uszkodzenie wiokien migsniowych, co aktywuje molekularne mechanizmy stanu za-
palnego a nastepnie regeneracji. Pojawiajgce si¢ nastepnie zjawiska nie sg zsynchroni-
zowane 1 przebiegaja w rdznym czasie w obrebie tkanki. Jest to dodatkowe utrudnienie,
ktoére wptywa niekorzystnie na wildkna migsniowe. W chorym migéniu jednoczes$nie
dochodzi do uszkodzenia, stanu zapalnego oraz procesow pro-regeneracyjnych w sasia-
dujacych ze sobg wtoknach migsniowych. DMD ma ztozony charakter, ktory ostatecz-
nie prowadzi do zastgpienia wiokien miesniowych tkanka taczng, co obniza potencjat
funkcjonalny mig$ni z kazdym kolejnym cyklem skurcz-stan zapalny- uposledzona re-
generacja (3). Prowadzi to do akumulacji tkanki tacznej w miejscu tkanki migsniowej, a

w konsekwencji do ostabienia funkcji migénia.

1.10. Obecny schemat oraz perspektywy leczenia DMD

Obecnie systemy ochrony zdrowia proponuja pacjentom chorym na DMD leczenie ob-
jawowe, majace zlagodzi¢ stan zapalny lub ograniczy¢ postep choroby. Glownymi
zwigzkami stosowanymi w leczeniu DMD sa kortykosteroidy (glikokortykoidy), a
wsrod nich: prednizon, prednizolon i deflazakort. Leki te maja ostabi¢ progresje choro-
by, przedtuzajac zdolnos$¢ do samodzielnego poruszania si¢ srednio o 2—3 lata oraz po-
prawiajac funkcjoe serca. Ich dziatanie opiera si¢ przede wszystkim na ostabieniu od-
powiedzi zapalnej przez hamowanie $ciezki zaleznej od NF-kB (28). Ich stosowanie
prowadzi jednak do wystgpienia skutkéw ubocznych, wsrod ktorych moze pojawic sie
przyrost masy ciala, zahamowanie wzrostu, niewydolno$¢ nadnerczy, ktore maja wptyw
na zycie chorych. Dodatkowo, w leczeniu DMD wykorzystuje si¢ fizjoterapi¢ oraz
urzadzenia wspomagajace np. respiratory. Ze wzgledu na znaczne ograniczenia i brak
komfortu chorych oraz niesatysfakcjonujace rezultaty leczenia (Srednia zycia pacjentow
z DMD wynosi ok. 35 lat), poszukiwanie skutecznego leku na DMD staje si¢ celem

badan na catym $wiecie.

Obecnie proponowane jest poszukiwanie terapii tgczonych, wykorzystujacych jedno-
czesdnie strategie celujace w przyczyne genetyczng oraz ostabiajace drugorzedowe skut-
ki DMD (29). Trudnosci w prowadzeniu badan dostarcza roznorodno$¢ mozliwych mu-
tacji, ktore mogg mie¢ wptyw na ekspresje dystrofiny. Rowniez rozmiar genu (najwick-

szy znany ludzki gen) sprawia, ze transport prawidlowej kopii genu jest bardzo utrud-

11
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niony. Celem czgséci badan jest znalezienie rozwigzania prowadzacego do zastepczej-
produkcji funkcjonalnej dystrofiny, tym samym starania skupiajg si¢ na znalezieniu
sposobu na zamiang fenotypu pacjenta DMD na tagodniejszg forme¢ np. BMD. Inne
pomysty dotyczg poszukiwan substytutu biatka, ktore mogloby je zastgpic¢ i przejac jego
funkcje¢ (Tabela 1). Ze wzgledu na réznorodno$¢ mutacji w genie DMD poszukiwanie
innych czynnikow, bardziej uniwersalnych ostabiajgcych przebieg jest rowniez uzasad-

nione.

Tabela 1. Nowe strategie leczenia DMD.

Strategie majace odtworzy& produkcje dystrofiny Strategie majgce zastapié funkcje dystrofiny

System edycji genow  Dostarczanie genow tzw.

Metoda  Oligonukleotydy antysensowe MNadekspresja utrofiny

CRISPR/Cas9 mini / mikrodystrofiny
Utrofina jest biatkiem
Ominiecie przedwczesnych . . dziatajgcym w czasie
Ernen BTOE Toimes Wy.t_:leue mafych Skrocone, ale rozwoju zarodka, jej
: : mutacji w obrebie genu funkcjonalne formy . i
' . utworzenie stabilnego dupleksu i -~ 7 . ekspresja zanika po
Dziatanie . DMD celem dystrofiny, zawierajace) :
lub trypleksu, ktory pozwala na d ; dvnie niezbedne dl urodzeniu, celem
rowadzenie dalszej pracy o morze_ma jedynie niezbedne dia terapii jest jej
P prawidtowej ORF petnionej funkcji domeny

polimerazy | zachowanie ORF nadekspresja celem

zastapienia dystrofiny
Badania nad komorkami macierzystymi od lat ciesza si¢ niestabnagcym zainteresowa-
niem ze wzgledu na swoj duzy potencjal terapeutyczny oraz mozliwos$¢ zastosowania w
wielu dziedzinach medycyny. W przypadku badan nad DMD préobowano wykorzysty-
waé przeszCzepy mezoangioblastow, ktore stanowig pule komoérek prekursorowych dla
komorek migsniowych (30). Wykorzystano ich mozliwo$¢ do podania systemowego i
pozniejszej kolonizacji migsni w celu wsparcia prawidtowej odbudowy migsnia. Inne
badania dotyczyly uzycia komoérek macierzystych szpiku oraz komorek pochodzacych z
krwi pgpowinowej. Zastosowanie terapii komorkowych z wykorzystaniem komorek
pacjentow chorych na DMD celem ich modyfikacji 1 pdzniejszego autologicznego prze-
szczepu niesie za sobg duzy potencjat ze wzgledu na brak konieczno$ci wprowadzania

terapii immunosupresyjne;j.

Zastosowanie nukleotydow antysensowych powiodto si¢ w badaniach Komaki i wsp.
(31), w ktorych zastosowano systemowa administracj¢ antysensowych nukleotydow
NS-065/NCNP-01 w celu ominigcia zmutowanego eksonu 53 u japonskich chtopcow
dla przywrocenia prawidlowej ORF. Wszyscy badani pacjenci wykazali zwigkszenie
ekspresji mRNA dystrofiny (ktora byta krotsza od wersji dystrofiny u osoby zdrowej).
Rozwigzanie moze by¢ zatem ograniczone do okreslonej grupy pacjentow. Potter 1 wsp.

zaproponowali systemowg  administracj¢  konstrukcji genetycznej rA-

12
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AVrh74 MHCK7.mikrodystrofiny z wykorzystaniem wektoréw adenowirusowych
(AAV), na modelach mysich mdx (32). Réwniez Mendell i wsp. (33) zaproponowali
systemowe podawanie pacjentom konstrukcji genetycznej zawierajacej sekwencje mi-
krodystrofiny (uDYS) z wykorzystaniem AAV. Czterej pacjenci wykazali stabilno$é
transdukcji 1 poprawg funkcjonalng migsni oraz zmniejszenie poziomu CK we krwi w
ciggu roku od podania. Badanie to potwierdzito pozytywny efekt interwencji oraz mi-
nimalne skutki uboczne. Duze nadzieje dla pacjentow z chorobami neuromig$niowymi
niesie za sobg powodzenie leczenia rdzeniowego zaniku mig$ni (SMA). Jednokrotne
podanie preparatu Zolgensma zawierajacego konstrukcje SMN1 AC005031 z prawi-
dlowg (alternatywna) kopig genu SMN noworodkom okazato si¢ kluczowe dla ich prze-
zycia 0sobniczego (34).

Randomizowane, podwdjnie $lepe badania kliniczne o numerze NCT05096221 prze-
prowadzone na 125 chtopcach z DMD, z mutacjami w eksonach 18-79 wykazaty poza-
dane skutki dla zastosowania potaczenia konstrukcji AAV z sekwencjg mikrodystrofi-
ny. Konstrukcja zostata podana chorym jednorazowo, dozylnie i procedura zostata ofi-
cjalnie zaakceptowana jako lek przez amerykanska Agencje Zywnoéci i lekéw (FDA) w

terapii chorych na DMD w wieku 4-5 lat.
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Ze wzgledu na zréznicowane mutacje u pacjentow z DMD poszukuje si¢ uniwersalnego
podejscia, ktorego zastosowanie mogloby obja¢ duza grupe chorych. Duze nadzieje
poktada si¢ w indukowanych pluripotencjalnych komérkach macierzystych (iPSc), kto-
re uzyskiwane sg poprzez reprogramowanie geentyczne ze zréznicowanych komorek
somatycznych. Ze wzgledu na swoj macierzysty charakter moga one zosta¢ wtornie
zroznicowane do pozadanych komoérek migsniowych. Populacje wyjsciowg moze sta-
nowi¢ pula prekursorowych komorek mezoangioblastopodobnych(HIDEMS), zdolnych
do przenikania przez naczynia krwionosne oraz mogacych stanowi¢ uzupeienie re-

zerwuaru komorek macierzystych w migsniach dystroficznych.

W niniejszej pracy zaproponowano sprawdzenie wptywu potaczonej terapii komorkami
macierzystymi z zastosowaniem konstrukcji lentiwirusowej dla sekwencji mikrodystro-
finy (uDYS) jako mozliwie uniwersalnej strategii, majacej takze wptyw na drugorzedo-
we objawy DMD.

Celem pracy bylo utworzenie linii indukowanych komérek mezenchymalnych mo-
dyfikowanych mikrodystrofing, zdolnych do poprawy funkcji miesni szkieleto-
wych.

Cele szczegbdlowe:

1. Efektywne zréznicowanie komoérek iPSc do komorek HIDEMs

2. Przeprowadzenie transdukcji w komorkach HIDEMs z uzyciem konstrukeji len-
tiwirusowej zawierajacego sekwencje dla pDYS

3. Analiza biochemiczna parametrow stresu oksydacyjnego oraz ekspresji genow
wchodzacych w sktad $ciezki sygnatowej STARS w komoérkach HIDEMs przed
i po transdukcji uDY'S

4. Transplantacja modyfikowanych puDYS komoérek HIDEMs do migéni myszy

dystroficznych mdx i analiza wynikéw w modelu mysim mdx/scid

14
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3.1. Material
3.1.1.a Charakterystyka grup badanych

Badania prowadzono z wykorzystaniem komorek mig¢sniowych pobranych od czterech
chtopcoéw z DMD w wieku 8 — 15 lat, ktore przeprogramowano za pomocg wirusa Sen-
dai (CytoTune 2.0 kit, Invitrogen, Thermo Fisher, USA) do iPSc, ktore stanowily mate-

riat wyj$ciowy dla badan ujetych w niniejszej pracy.

Wszyscy pacjenci pozostawali pod opiekg poradni genetycznych, rdznili si¢ zarowno w
obrebie mutacji jak i objawianego fenotypu, dlatego kazdego pacjenta traktowano jako

osobng ,,grup¢” badang.

Tabela 2. Charakterystyka pacjentow uczestniczacych w badaniach.

Pacjent 34 Pacjent 38 Pacjent 39 Pacjent 40 Pacjent
kontrolny
Wiek 11 12 15 8 18
Mutacja w Delecja Delecja ek- Duplikacja Delecja ekso- -
genie DMD eksonoéw 8-  sonéw 51-57 eksonow 53- néw 2-17
22 (poza (zachowana 57 (poza ORF)
CRE IR Delecja ekso-
now 30-44
(zachowana
ORF)
Dziedziczenie De novo Dziedziczona  Dziedziczona  Dziedziczona --
Fenotyp Porusza sie Porusza sie Tetraplegia Tetraplegia --
na wozku samodzielnie,
inwalidzkim niekiedy wy-
od 9 roku maga wspar-
zycia cia

Przed oddaniem materiatu do badan, opiekunowie prawni podpisywali swiadoma zgode
na uzycie materiatu biologicznego dla celow naukowych. Probki biopsji cienkoigltowe;j
mies$ni uzyskano przez pobranie w szpitalu MedPolonia, Poznan. Informacje na temat

uczestnikow badan byty anonimowo kodowane dla ochrony danych osobowych.

Wszystkie wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy powstaty w ramach realizacji
projektu badawczego OPUS 2017/25/B/NZ5/01131, finansowanego ze Srodkow Naro-
15
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dowego Centrum Nauki. Projekt uzyskat zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Wielkopol-
skiej Izbie Lekarskiej w Poznaniu (nr uchwaty: 199/2019 z dnia 18.09.2019 r.).

3.1.1.b Model mysi mdx

W badaniach wykorzystano myszy B10ScSn.Cg-Prkdc<scid> Dmd<mdx>/J z Jackson
Laboratory, USA. Pary rozrodowe stanowily myszy o genotypie heterozygoty. Propo-
zycja badan na zwierzetach uzyskata zgodg Lokalnej Komisji Bioetycznej przy Uniwer-
sytecie Przyrodniczym w Poznaniu nr 59/2021. Instytut Genetyki Cztowieka PAN po-
siada pozwolenie na prowadzenie hodowli modelu myszy mdx. W badaniu wziety
udziat 8-10 tygodniowe samce mdx podzielone na grup¢ kontrolng, grupe ktorej podano
komorki HIDEMs bez modyfikacji oraz tzw. "SHAM?”. Finalna grupa testowa przeszta
zabieg podania komorek HIDEMs modyfikowanych sekwencja mikrodystrofiny -
uDYS. Grupe kontrolng, odniesienie wobec myszy mdx stanowity myszy zdrowe
C57BL. W grupach badano 4 samcoéw (n=4).

Myszy mdx zostaly przebadane w celu potwierdzenia wystgpienia mutacji w genie

Dmd. Potwierdzenie obecno$ci mutacji przedstawiono na Ryc. 6

100 120 140 180 120 200
I i | I i I

reakcja 1 TAATTTTGAGGCTCTGCAAAGTTCTTTGAAAGAGCAACAAAATGGCTTCAACTATCTGAGTGACACTGTGAAGGAGATGGCCAAGAAAGCACCTTCAGAAATATG
C=T

Consensus  ATTTTGAGGCTCTGCAAAGTTCTTTGAAAGAGCAATAAAATGGCTTCAACTATCTGAGTGACACTGTGAAGGAGATGGCCAAGAAAGCACCTTCAGAAATATG

Myszmdx224_AF ATTTTGAGGCTCTGCAAAGTTCTTTGAAAG CAATAAAATGGCTTCAACTATCTGAGTGACACTGTGAAGGAGATGGCCAAGAAAGCACCTECAGAAATATG

Tacedaa |1 A Mo an Y i 7\ A AN I N AN o
e O e e R DA I e a0 P e

reakcja2 AGAAATAAATGTAACGGAAAAGAATTGGTATCCACAACATAAAATACGCTATGCTAAGAGAAAGTTAGCAGGG!

Consensus AGAAATAAATGTAACGGAAAAGAATTGGTATCCACAACATAAAATACGCTAAGCTAAGAGAAAGTTAGCAGGGI

Myszmdx22B_BR AGAAATAAATGTAACGGAAAAGAATTGOTATCCACAACATAAAATE

Trace data j[\\ ;ﬁ\ fﬂ\_\,i_f/\‘ /\ MW"‘-:"-"‘ A

Ryc. 6 Potwierdzenie wystapienia mutacji punktowych u myszy mdx w genie Dmd w sekwencjono-
waniu Sangera. W rekeji 1) wykryto mutacje¢ C > T. Podobnie w reakcji 2) zaobserwowano mutacje
punktowa T > A. Protokol genotypowania przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta
[https://www.jax.org/Protocol?stockNumber=018018&protocolID=21940;
https://www.jax.org/Protocol?stockNumber=018018&protocolID=19801].
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3.1.2. Odczynniki

Odczynniki chemiczne:

Formaldehyd

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Eozyna

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ludzki czynnik wzrostu fibroblastow

Gibco, Thermofisher, Leicestershire, Wielka
Brytania

2-merkaptoetanol

Gibco, Thermofisher, Leicestershire, Wielka
Brytania

Etanol 96%

POCH, Gliwice, Polska

Penicylina - Streptomycyna

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hematoksylina Harrisa

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

L-Glutamina

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

PBS z Ca*" i Mg

Lonza, Bazylea, Szwajcaria

Non-essential amino acid solution

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fetal Bovine Serum — ptodowa surowi-
ca bydleca

Life Technologies, Thermofisher, Waltham,
MA, USA

Medium Essential 8

Life Technologies, Thermofisher, Waltham,
MA, USA

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

MegaCell Dulbecco's Modified Eagle
Medium

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Inhibitor ROCK

STEMCELL Technologies, Kolonia, Niemcy

gle Medium/Nutrient Mixture F-12)

Trypsyna Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Geltrex Life Technologies, Thermofisher, Waltham,
MA, USA

0.5 M kwas Wersenow Fisher Scientific, Thermofisher, Waltham,

' y MA, USA

DMEM:F12 (Dulbecco's Modified Ea- | Gibco,  Fisherscientific, ~ Loughborough,

Leicestershire, Wielka Brytania

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Normalna surowica kozia

Gibco,  Fisherscientific,  Loughborough,
Leicestershire, Wielka Brytania

Polibren

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Puromycyna

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Plazmidy - transfekcja:

PAX — plazmid pakujacy

Addgene, Watertown, MA, USA

MD2G — plazmid otoczki

Addgene, Watertown, MA, USA

uDys — plazmid zawierajacy sekwencje
mikrodystrofiny

Addgene, Watertown, MA, USA

GFP — plazmid zaiwerajacy sekwencjg
zielonego biatka fluorescencji

Addgene, Watertown, MA, USA
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Zestawy testow:

Lenti-X gRT-PCR Titration Kit — te-
staw do okre$lenia miana wirusow

Takara Bio, San Jose, CA, USA

AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit -
zestaw uniwersalny do ekstrakcji
DNA/RNA/biatko

Qiagen, Venlo, Holandia

QIAquick Gel Extraction Kit — zestaw
do ekstrakcji kwasow nukleinowych z
zelu

Qiagen, Venlo, Holandia

iScript™ Reverse Transcription Su-
permix — zestaw do odwrotnej tran-
skrypcji

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

SsoAdvanced™ SYBR ® Green
supermix — zestaw do qPCR

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Antioxidant Assay Kit — zestaw do
oznaczenia catkowitej pojemnosci an-
tyoksydacyjnej

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA

Catalase Assay Kit — zestaw do ozna-
czenia aktywnosci katalazy

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA

Superoxide Dismutase Assay Kit —
zestaw do oznaczenia aktywnosci dy-
smutazy ponadtlenkowej

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA

Media hodowlane do r6znicowania komorek HIDEMS:

1. DISSOCIATION MEDIUM (medium dysocjacyjne) /50 mi

0.5ml FBS (1%)
501 EDTA (0.5mM)
100ul B-Me (0.1mM)

+ 49,35 ml PBS

2. COMMITMENT MEDIUM (medium poczatkowe) /50 ml

5ml FBS (10%)
0.5ml Glut (2nM)

0.5ml AA (1%)
100ul B-Me (0.1mM)
+ 43,9 ml MEM alpha Nucleosides

3. PROLIFERATION MEDIUM (medium proliferacyjne) /50ml

2.5ml FBS (5%)
0.5ml Glut (2mM)
0.5ml AA (1%)
0.5ml NEAA (1%)
50ul1 B-Me (0.05mM)
2.5 ul bFGF (5ng/ml)
+ 45,95 ml MEM alpha Nucleosides
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3.1.3. Sprzet i aparatura badawcza

Probowki o pojemnosci 1,5 mL

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Probowki o pojemnosci 15 mL

BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

Ptytki 6-dotkowe

Corning, Fisherscientific, Loughborough,
Leicestershire, Wielka Brytania

Ptytki 12-dotkowe

Corning, Fisherscientific, Loughborough,
Leicestershire, Wielka Brytania

Szalki 15-centymetrowe

Corning, Fisherscientific, Loughborough,
Leicestershire, Wielka Brytania

Szalki 10-centymetrowe

Corning, NY, Fisherscientific, Loughbor-
ough, Leicestershire, Wielka Brytania

Flaszki 25 cm?

Corning, NY, Fisherscientific, Loughbor-
ough, Leicestershire, Wielka Brytania

Flaszki 75 cm?

Corning, NY, Fisherscientific, Loughbor-
ough, Leicestershire, Wielka Brytania

Koncowki do mikropipet

Medlab-Products, Raszyn, Polska

Mikropipety jednokanatowe

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Mikropipety wielokanatowe

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Waga laboratoryjna

Sartorius, Goettingen, Niemcy

Wiytrzasarka

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Inkubator z CO,

Heraeus Holdin GmbH, Hannau, Niemcy

Y.aznia wodna

AJL Electronic, Krakow, Polska

Wiréwka 5810 R

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Wir6éwka 5424 R

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Termoblok z wytrzasaniem z nadstaw-
ka do plytek 96-dotkowych

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Spektrofotometr 96-

dotkowych

do  plytek

BioTek, Winooski, VT, USA

Mikroskop swietlny DM 2000

Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy

Cytometr przeptywowy CytoFLEX S
flow cytometer

Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA

Mikroskop Leica DMi 8

Leica Microsystems, Germany

JuLl FL

NanoEntek, Seul, Korea

Licznik komoérkowy TC20

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

CFX384 Touch ™ Real-time PCR de-
tection system

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Homogenizator IKA T10 basic

Scientific Laboratory Supplies,
Niemcy

Staufen,

Bieznia (Mouse treadmill) dla myszy

Ugo Basile, Gemonio, Wtochy
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3.2. Metody

3.2.1. Charakterystyka komérek iPSc

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem pierwotnej zawiesiny komorek migsnio-
wych pobranych od pacjentow z DMD i przeprogramowanych do iPSc, ktore stanowity
material wyjsciowy dla badan ujetych w niniejszej pracy. Komoérki hodowano wewnatrz
mikrodotkow pokrytych roztworem geltrexu (100 ul geltrex/10 ml DMEM:F12) na pyt-
kach 6-dotkowych w inkubatorze, w warunkach 5 % CO,, 37°C i 95% wilgotnoS$ci, W
medium Essential 8 (2 ml/dotek), ktore wymieniano codziennie. Komorki pasazowano
po uzyskaniu 80-90% konfluencji odklejajac je od podioza za pomocg 1 ml roztworu
100 mM EDTA w PBS. Odklejone komorki zalewano $wiezym medium Essential 8, a
nastepnie przenoszono 100-150 ul zawiesiny do nowego dotka. Po pasazu dodawano

inhibitor RHO (ROCK) w koncentracji 1ul inhibitora ROCK/1 ml nowego medium.

Stabilne linie komorkowe poddawano weryfikacji na poziomie ekspresji genéw pluri-
potencji oraz sprawdzano obecno$¢ czynnikow pluripotencji za pomoca odpowiednich

barwien komorkowych analizujac obraz w mikroskopie florescencyjnym.

3.2.2. Przeprowadzenie roznicowania z komérek iPSc do HIDEMs

Roéznicowanie komorek iPSc do komorek HIDEMs zostato wykonane zgodnie z proto-
kotem Maffioletti i wsp. (35). Proces byt podzielony na 4 etapy i trwal 4 tygodnie w
warunkach hipoksji (5 % CO,, 3,5 % O,, 37°C). W procesie wykorzystano rézne skla-
dowe medium hodowlanego, celem ukierunkowania procesu réznicowania w Kierunku
komorek HIDEMSs zgodnie z opublikowanym protokotem. W ostatnim etapie hodowli
komorki przenoszono z phytek 6-dotkowych do flaszki 25 cm?, a po uzyskaniu konflu-

encji przenoszono je do flaszek o powierzchni 75 cm?.

3.2.3. Charakterystyka komérek HIDEMs

Komoérki HIDEMs hodowane byty w warunkach hipoksji (5 % CO,, 3,5 % O, 37°C)
we flaszkach o powierzchni 75 cm?. Komérki pasazowano po uzyskaniu 80-90% kon-
fluencji, przemywajac je 5 ml PBS, a nastepnie odklejano za pomoca 3 ml roztworu 100
mM trypsyny w PBS. Zawiesing komorek zalewano 7 ml medium hodowlanego, inak-
tywujac dziatanie trypsyny. Wykonywano pasaz 3 ml zawiesiny / 7 ml medium hodow-

lanego / flaszka 75 cm?. Medium hodowlane zmieniano co 2 dni.
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Stabilne linie komorkowe poddawano weryfikacji na poziomie ekspresji genow oraz
biatek powierzchniowych charakterystycznych dla komorek mezenchymalnych za po-

moca Real-Time PCR, oraz analiz barwien immunocytochemicznych i w cytometrze

przepltywowym.
3.2.4. 1zolacja DNA/RNA/biatko

Komorki iPSc oraz HIDEMs odklejano od podtoza z uzyciem odczynnikéw wykorzy-
stywanych do pasazu komorek. Zawiesing komoérkowa przenoszono do plastikowych
probowek o objetosci 15 ml i uzupetniano medium do osiggniecia objetosci 10 ml. Ko-
morki wirowano 1000 obr/min, 10 min), usuwano supernatant i zawieszano je w objeto-
sci 1 ml PBS. Komorki wirowano (3500 obr/min, 5 min) usuwano supernatant. Osad
komorkowy zawieszano w medium krioprotekcyjnym i bankowano w temperaturze -
80°C, po zebraniu odpowiedniej liczby probek. Nastepnie wykonywano izolacj¢ z uzy-
ciem zestawu AllPrep, a uzyskane materiaty biologiczne bankowano w zalecanych
przez producenta warunkach (DNA: - 20 °C, RNA: - 80 °C, biatko: - 80 °C).

3.2.5. Barwienie immunofluorescencyjne

W celu wykonania barwien immunofluorescencyjnych komorki iPSc oraz HIDEMs
poddane pasazowi przenoszono na plytke 12-dotkowa, w kazdym dotku znajdowato si¢
uprzednio przygotowane okragle szkietko nakrywkowe. Komorki hodowano az do
osiagnigcia przez nie konfluencji na poziomie ok 60-70%. Naste¢pnie ptytki przenoszono
na 16d, komorki przemywano dwukrotnie w 1 ml PBS / dotek (po 5 min inkubacji); po
przemyciu komorki poddawano utrwaleniu z uzyciem 4% roztworu paraformaldehydu i
inkubowano przez 15 min. Po skonczonej inkubacji komorki powtornie przemywano
dwukrotnie 1 ml PBS / dotek (po 5 min inkubacji). Utrwlone preparaty komorkowe
przechowywano w - 20 °C az do uzyskania odpowiedniej liczby probek.

Szkietka pokryte komoérkami umieszczano w przygotowanych wczesniej komorach do
barwienia, zachowujac stata wilgotnos¢ preparatow. Szkietka przemywano 0,5 ml PBS /
5 min / szkietko, po usunigciu ptynu naktadano na szkietka roztwor 0,1% Triton X-100
w PBS i inkubowano komorki przez 15 min. Nastepnie usuwano ptyn i naktadano 1%
roztwor surowicy koziej w 0,1% roztworze Triton X-100 w PBS i inkubowano przez
1h. Po inkubacji usuwano ptyn i naktadano roztwor 0,5 ml 0,1% Triton X-100 w PBS

zawierajacy przeciwciato pierwszorzgdowe w rozcienczeniu zalecanym przez pro-
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ducenta. Komorki inkubowano przez 24h w temperaturze pokojowej, po inkubacji ptu-

kano komérki dwukrotnie uzywajac PBS. Nastepnie usuwano ptyn i naktadano roztwoér

zawierajacy przeciwciato drugorzedowe zgodnie z zaleceniami producenta. Komorki

inkubowano przez 1h, nastepnie usuwano ptyn i dwukrotnie ptukano komorki za pomo-

ca PBS. Po usunigciu buforu szkietka odwracano i umieszczano za pomoca pesety na

szkietku podstawowym. Barwienia immunofluorescencyjne prowadzono w warunkach

ograniczonego dostepu $wiatta z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego. Uzyte prze-

ciwciata opisano w Tabeli 3.

Tabela 3. Lista przeciwcial uzytych w barwieniu immunofluorescencyjnym.

Marker Antygen Przeciwciato
AP Fosfataza alkaliczna, ab126820, Abcam, Cam-
bridge, Wielka Brytania
CD 13 Anti-CD 13, ab227663, Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
CD 31 Anti -CD 31, ab9498, Abcam, Cambridge, Wiel-
ka Brytania
Cechy komoérek Anti-CD 44, ab189524, Abcam, Cambridge,
CD 44 ; .
mezenchy- Wielka Brytania
malnych
Anti-CD 45, ab821, Abcam, Cambridge, Wielka
CD 45 )
Brytania
CD 73 Anti-CD 73, abl133582, Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
Anti-CD 105, abl11414, Abcam, Cambridge,
CD105 Wielka Brytania
Anti-CD 146, ab75769, Abcam, Cambridge,
CD 146 Wielka Brytania
C-MYC Antl-c-My_c ab32072, Abcam, Cambridge, Wiel-
ka Brytania
NANOG Anti-Nanog, ab21624, Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
Cec_hy komorek Anti-Oct4, ab19857, Abcam, Cambridge, Wiel-
pluripotentnych OCT4 ka Brytania
SOX2 Anti-SOX2, abh97959, Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
SSEA4 Anti-SSEA4, ab16287, Abcam, Cambridge,
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Wielka Brytania

TRA1-60

Anti-TRA-1-60, ab16288, Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania

Fluorescencja

Ms AlexaFluor 488 | ab130113, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania

Rb AlexaFluor 594 | ab150076, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania

3.2.6. Ocena komorek HIDEMs w cytometrze przeplywowym

Komorki HIDEMs odtrawiano wedlug protokotu, liczbe komorek ustalano za pomoca

licznika komorek; do oceny wykorzystywano 200 tys. komorek. Komoérki zawieszano w

100 pl mieszaniny 2 % FBS w PBS ,staining buffer”. Do zawiesiny dodawano prze-

ciwciala, prowadzac w ciemnosci inkubacj¢ przez 20 min. Po tym czasie komoérki ptu-

kano 1 ml ,staining buffer” i wirowano komorki w warunkach 1000 obr/min przez 10

min. Nastepnie usuwano supernatant i uzupetniano probéwki z osadem komoérkowym

do objetosci 0,5ml. Tak przygotowang zawiesing poddawano analizie z zastosowaniem

cytometru przeplywowego. Liste uzywanych przeciwciat umieszczono w Tabeli 4.

Tabela 4. Lista przeciwcial uzytych w ocenie z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej.

Marker Antygen Przeciwciato
AP PE Mouse anti-Human Alkaline Phosphatase,
561433, BD Pharmigen, San Jose, CA, USA
CD 13 APC Mouse Anti-Human CD13, 557454, BD Phar-
migen, San Jose, CA, USA
cD 31 PE Mouse Anti-Human CD31, 555446, BD
Pharmingen, San Jose, CA, USA
. CD 44 FITC Mouse Anti-Human CD44, 555478, BD
Cechy komérek Pharmingen, San Jose, CA, USA
mezenchy-
malnych D 45 APC Mouse Anti-Human CD45, 555485, BD
Pharmingen, San Jose, CA, USA
CD 49b FITC Mouse Anti-Human CD49b, 555498, BD Phar-
migen, San Jose, CA, USA
CD56-PC5, A07789, Beckman Coulter, Indianapolis,
CD 56
USA
cD 73 APC Mouse anti-Human CD73, 560847, BD
Pharmingen, San Jose, CA, USA
CD105 PE Mouse anti-Human CD105, 560839, BD

Pharmingen, San Jose, CA, USA
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PE Mouse Anti-Human CD146, 550315) BD

CD 146 Pharmingen, San Jose, CA, USA

IgG1 Isotype con- | FITC Mouse 1gG1l Isotype control, 555748, BD
trol Pharmigen, San Jose, CA, USA

IgG1 Mouse-PC5, A07798, Beckman Coulter, Indi-

1gG1 Mouse-PC5 anapolis, USA

Kontrola FITC Mouse 1gG2b k Isotype Control, 555742, BD

IgG2b K Isotype | pharmingen, San Jose, CA, USA

Control

IgG1, k Isotype | APC Mouse IgG1, k Isotype Control, 555751 BD
Control Pharmingen, San Jose, CA, USA

PE Mouse IgG1, k Isotype Control, 554680, BD

IgG1, k Isotype | pharmingen, San Jose, CA, USA

Control

3.2.7. Ocena ekspresji genow z uzyciem techniki Real-Time PCR

Materiatem biologicznym do badan byto 3 pg RNA uzyskane z komoérek w procesie
izolacji, poddane przepisaniu na cDNA z uzyciem zestawu iScript™ Reverse Trans-
cription Supermix w 60 pl objetosci ptynu. W badaniu uzyto gotowych do uzycia starte-
réw komercyjnych dla wybranych gendowfirmy Bio-Rad przedstawionych w Tabeli 5. A
takze zaprojektowanych w programie Primer-BLAST i dostarczonych przez firme Ge-
nomed (Krakow, Polska) ujetych w Tabeli 6. Warto$¢ Ct (treshold cycle) okreslone byta
z uzyciem termocyklera CFX384 Touch ™ Real-time PCR detection system. Wszystkie
probki analizowno w duplikatach, a relatywng ekspresje genéw obliczono z uzyciem
oprogramowania GeNorm software w odniesieniu do co najmniej dwoch genow refe-

rencyjnych.

Tabela 5. Lista uzywanych starteréw wyprodukowanych komercyjnie.

Gen

Nazwa produktu firmy Bio-Rad, miasto, kraj

ANPEP (CD 13)

PrimePCR SYBR Green Assay: ANPEP, Human, Hercules, Cali-
fornia 94547, USA

CD 44 (CD 44)

PrimePCR SYBR Green Assay:. CD 44, Human, California
94547, USA

ITGA2 (CD 49b)

PrimePCR SYBR Green Assay: ITGA2, Human, California
94547, USA

MCAM (CD 146)

PrimePCR SYBR Green Assay: MCAM, Human, California
94547, USA
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NT5E (CD 73)

PrimePCR SYBR Green Assay: NT5E, Human, California 94547,
USA

PTPRC (CD 45)

PrimePCR SYBR Green Assay: PTPRC, Human, California
94547, USA

ACTB PrimePCR SYBR Green Assay: ACTB, Human, California
94547, USA

GAPDH PrimePCR SYBR Green Assay: GAPDH, Human, California
94547, USA

HPRT 1 PrimePCR SYBR Green Assay: HPRT1, Human, California

94547, USA

POUSF1 (OCT4)

PrimePCR SYBR Green Assay: POU5F1, Human, California
94547, USA

SOX2 PrimePCR SYBR Green Assay. SOX2, Human, California
94547, USA

NANOG PrimePCR SYBR Green Assay: NANOG, Human, California
94547, USA

MINA (C-MYC) PrimePCR SYBR Green Assay: MINA, Human, California 94547,

USA

GAPDH PrimePCR SYBR Green Assay: GAPDH, Human, California
94547, USA

TBP PrimePCR SYBR Green Assay: TBP, Human, California 94547,

USA
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Tabela 6. Lista starteréw zaprojektowanych wraz z oczekiwana wielkoscia produktu, Genomed,
Warszawa, Polska.

Length of
Target Gene Sequence (5'->3") PCR
product

Forward: CAGGTACGAGAGGGATGCTG
STARS 110 nt
Reverse: GGTTGGCACATTTTCTCCTCC

Forward: GAAGAGAGCCAGACTAGCCG
MRFTA2 132 nt
Reverse: TTCACCTGGCCCACAATGATG

Forward: TCTGTCCCAACGTGCCCATCAT
RHO 118 nt
Reverse: CTGCCTTCTTCAGGTTTCACCG

Forward: GCAGCACTACTTCTTGACCACC
NF-kB 130 nt
Reverse: TCTGCTCCTGAGCATTGACGTC

Forward: CCAGGCAGTCAGATCATCTTCTC
TNF-a 144 nt
Reverse: TTATCTCTCAGCTCCACGCCA

Forward: CCTCAACTCGCCAGACTCTC
SRF 143 nt
Reverse: CCGGCTTCAGTGTGTCCTTG

Forward: TCAGCAGAAAGAAGCCACGA
uDYs 172 nt
Reverse: AGGCTGCTGCTTATGTCACCACC

3.2.8. Transfekcja komorek wektorem lentiwirusowym w celu namnozenia kon-

strukcji

Pakowanie wektora lentiwirusowego rozpoczynano na dzien przed do$wiadczeniem
poczynajac od roztozenia na szalce o powierzchni 15-cm? 25x10° komoérek HEK293T
zdolnych do jego sekrecji. W dniu doswiadczenia przygotowywano mieszaning reak-
cyjng zawierajacg CaCl, , plazmidy: pakujacy PAX, otoczki MD2G oraz plazmid za-
wierajacy sekwencje uDYS w grupach badanych lub GFP w grupach kontrolnych w
stosunku 4:3:1 (PAX:MD2g:GFP/uDYS) dodawanych do medium hodowlanego. W 48
h po transfekcji medium zawierajace konstrukcje lentiwirusowg zbierano znad komorek
pakujacych i filtrowano za pomocag filtra o $rednicy porow 0.45 pm. W celu zageszcze-
nia wirusa uzywano koncentratora typu Millipore, uzywajac parametréw wirowania:
10,000 x g, 1 h, 4°C. Zageszczone czasteczki lentiwirusowe zamrazano uzywajac meto-
dy snap-freeze i przechowywano w — 80°C. RNA wirusa bylo izolowane i poddawane
weryfikacji uzywajac zestawu Lenti-X qRT-PCR Titration Kit. Wielko$¢ infekcji MO,
(multiplicity of infection) zostato ustalone uzywajac 5 réznych stgzen wirusa, aby zop-
tymalizowa¢ produkcje dla komoérek HIDEMs (36).
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(25) Mrel - SgrAl BsiIWI (151)
BIpI (184)
(10 186) BspDI* - ClaI* Eagl (327)
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(9576) Sphl = = CMV enhancer

Pvul (1854)
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(8180) SbfI —
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Ryc. 7 Schemat budowy plazmidu PAX niezbe¢zdnego do stworzenia funkcjonalnej konstrukcji

lentiwirusowej.
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Ryc. 8 Budowa plazmidu MD2G niezbezdnego do stworzenia funkcjonalnej konstrukeji lentiwiru-
SOWej.
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Ryc. 9 Schemat budowy plazmidu zawierajacego sekwencje pDYS, pLV[Exp]|EF1A
{uDys}: T2A:EGFP(ns):Puro. Plazmid zawiera sekwencje reporterowa EGFP(ns).
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Ryc. 10 Plazmid reporterowy pEGFP-C1 wykorzystywany w procesie komérek HIDEMs, umozli-
wiajacy wzbudzenie nadeskpresji biatka zielonej fluorescencji (ang. Green fluorescent protein,
GFP) w komorkach eukariotycznych, dla okreslenia wydajnosci procesu transfekcji.
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3.2.9. Transdukcja komorek HIDEMs

Komorki HIDEMs modyfikowane byty za pomoca konstrukeji lentiwirusowych. W tym
celu na dzien przed do$wiadczeniem rozktadano komoérki w koncentracji 8x10° na szal-
ke 10-cm?. W dzieh do$wiadczenia wykonywano transdukcj¢ poprzez dodanie przygo-
towanych wczeséniej konstrukeji lentiwirusowych do medium hodowlanego z dodatkiem
polibrenu. W 24 h po transdukcji, komorki przemywano §wiezym medium zawieraja-
cym konstrukcje z wektorem wirusowym. W 48 h po transdukcji medium byto usuwa-
ne, a komorkom dodawano $wieze medium hodowlane, ktore byto zmieniane co 2 dni.
Po tygodniu od transdukcji sprawdzano obecno$¢ komorek GFP-pozytywnych za po-
mocg aparatu Juli FL, nast¢gpnie dokonywano selekcji antybiotykowej z uzyciem puro-
mycyny. Selekcja prowadzona byla do czasu uzyskania 100% $miertelnosci w grupie

komorek kontrolnych (bez dodatku konstrukcji lentiwirusowej) (36).

3.2.10. Badanie calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej w homogenizatach ko-
moérkowych HIDEMs — badanie wykonano na podstawie protokolu producenta

(709001, Cayman Chemical)

Homogenizacji probek dokonywano poprzez zawieszenie osadu komérkowego przygo-
towujac w stezeniu 1 mIn komorek / 0,5 ml PBS, a nastgpnie uzywano homogenizator z

moca obrotow 10 000 obr/min, w czasie 2 min.

Do badania catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) w homogenizatach komor-
kowych HIDEMs wykorzystano metode opartg na generowaniu kationorodnika
ABTS®™" w wyniku reakcji 2,2’-azyno-disulfinianie 3-etylbenztiazoliny (ABTS®) z pe-
roksydaza (metmioglobina) i H2O,. Poziom antyoksydantow w probie okreslano na
podstawie intensywnosci niebiesko-zielonego zabarwienia kationorodnika ABTS"",

mierzonego przy dtugosci fali 405 nm.

Do mieszaniny zawierajacej 10 pul homogenizatu (lub odpowiedniego standardu), 10 pl
metmioglobiny i 150 ul Chromogenu (ABTS™) dodawano 40 pl H,O,. Plytke inkubo-
wano w termobloku z wytrzasaniem, W temperaturze pokojowej przez kolejne 5 minut.
Po zakonczeniu inkubacji mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 405 nm. Pojemnos¢
antyoksydacyjna probek byta miarg zdolnosci Troloxu do odbarwiania kationorodnika
ABTS"™". Pojemno$¢ antyoksydacyjng w probce obliczano korzystajac z rownania re-

gresji liniowej dla probek standardowych:
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Absorbancja—(y—punkt przeciecia z osig y)

x 10

Pojemnos¢ antyoksydacyjna (mM) =

nachylenie

Wyniki podawano jako ekwiwalent Troloxu w mM. Wszystkie oznaczenia byly wyko-

nywane w dwoch powtorzeniach.

3.2.11. Badanie aktywnoSci katalazy w homogenizacie komorkowym z HIDEMs -
badanie wykonano na podstawie protokotu producenta (707002, Cayman Chemi-

cal)

Do badania aktywnosci katalazy wykorzystano metode opartg na reakcji enzymu z me-
tanolem i H,O,. Powstajacy w tej reakcji formaldehyd wchodzit w reakcje koloryme-
tryczng z chromogenem, 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazolem (Purpald),

dajac fioletowe zabarwienie mierzone przy dtugosci fali 540 nm.

Do mieszaniny zawierajacej 100 ul Assay Buffer, 30 ul metanolu i 20 ul homogenizatu
komorkowego (lub odpowiedniego standardu) dodawano 20 pl H,O,. Ptytke inkubowa-
no w termobloku z wytrzasaniem, w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Reakcje
zatrzymywano przez dodanie 30 pl NaOH. Nastgpnie dodawano 30 pl chromogenu i
plytke kolejny raz inkubowano w termobloku z wytrzasaniem, w temperaturze pokojo-
wej przez 10 minut. Na koncu dodawano 10 ul nadjodanu potasu i ptytke ponownie
inkubowano w termobloku z wytrzgsaniem, W temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Po zakonczeniu inkubacji mierzono absorbancje przy dtugosci 540 nm. Zawartos¢ for-
maldehydu w probee obliczano korzystajac z réwnania regresji liniowej dla probek
standardowych:

Absorbancja—(y—punkt przeciecia z osig y) v 0,17 ml
nachylenie 0,02 ml

Formaldehyd (uM) =

Nastepnie obliczano aktywnos¢ CAT z nastgpujacego Wzoru:

nmol

X rozciefczenie probki %

UM Formaldehyd

Aktywnos¢ CAT=

20 min

Wszystkie oznaczenia bylty wykonywane w dwoch powtorzeniach.
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3.2.12. Badanie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej w homogenizatach komo-
rek HIDEMs - badanie wykonano na podstawie protokolu producenta (706002,

Cayman Chemical)

Do badania aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) wykorzystano metodg opartg
na reakcji miedzy ksantyng i oksydazg ksantynowa, w wyniku ktorej powstawat O,",
reagujacy z solami tetrazolu, prowadzac do wytworzenia czerwonego formazanu, umoz-

liwiajgcego pomiar absorbancji przy dtugosci fali 450 nm.

Do mieszaniny zawierajacej 200 ul soli tetrazolowej i 10 pul homogenizatu komérkowe-
go (lub odpowiedniego standardu) dodawano 20 pl oksydazy ksantynowej i ptytke in-
kubowano w termobloku z wytrzgsaniem, w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Po zakonczeniu inkubacji mierzono absorbancje przy dtugosci 450 nm. Aktywnos¢ ka-
talazy w probkach obliczano korzystajac z rownania regresji liniowej dla probek stan-

dardowych:

wspoétczynnik liniowy—(y—punkt przeciecia z osig y) 0,23 ml

soD (M) = [

nachylenie 0,01 ml

Wszystkie oznaczenia byly wykonywane w dwoch powtdrzeniach.
3.3 Metody in vivo - Mysi model dystrofii miesniowej Duchenne’a

3.3.1 Podanie komoérek HIDEMs do mig$ni konczyny tylnej myszy mdx

Po 8 tygodniach obserwacji w grupie kontrolnej mdx przygotowano pozostate grupy
myszy mdx do interwencji. W tym celu odtrawiono komérki HIDEMs zmodyfikowane
uprzednio uDYS zgodnie z przedstawionym wcze$niej protokotem, a nastepnie zawie-
szano je w koncentracji 0,5 min w PBS w objgtosci 100 pl. Tak przygotowang zawiesi-
n¢ podawano w znieczuleniu wziewnym (izofluran) domigsniowo, do obu migéni pisz-
czelowych przednich myszy. W grupie SHAM zastosowano taki sam sposob podania

lecz z solg fizjologiczna.

3.3.2. Testy na biezni (myszy WT oraz mdx)

Aby zweryfikowaé efekt terapeutyczny myszy raz w tygodniu poddawano wysitkowi
fizycznemu na biezni - 5 min, 12m/min celem okreslenia sprawnosci fizycznej gryzoni
(37). Konstrukcja biezni umozliwiata bieg tylko w jedng strong, w przypadku proby

ucieczki badz braku aktywnosci zwierz¢ bylo razone szokiem elektrycznym o czesto-
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tliwosci 1 Hz i nat¢zeniu 0,5 A. Uzyskano informacje o dystansie oraz liczbie impulsow
elektrycznych przyjetych przez zwierze w czasie eksperymentu. W przypadku diugiego
braku aktywnos$ci badz wielokrotnym przyjeciu impulsu w krétkim czasie urzadzenie

przerywalo eksperyment zapobiegajgc traumatyzacji myszy.

3.4. Analiza statystyczna wynikow

Doswiadczenia w badaniach in vitro zwiazane z oceng ekspresji genow wykonywane
byly w dwdch powtorzeniach. Poziom ekspresji gendw wyznaczany byt za pomocg me-
tody ACt i algorytmu GeNorm, ktory okreslat najbardziej stabilne i wiarygodne pary
genow referencyjnych, wyznaczajac wartos¢ M (Srednia), a ulegajace ekspresji w bada-
nych probkach biologicznych. Na tej podstawie wyliczany byl wspotczynnik normali-
zacji. Poziom ekspresji genéw dla poszczego6lnych probek oceniano w oparciu o warto-
Sci cyklu progowego Ct. Odnoszone byty one do kontroli, ktorg stanowity komorki pa-
cjenta zdrowego, normalizowane w oparciu o wspotczynnik normalizacji — wyznaczany
na podstawie poziomu ekspresji conajmniej dwoch gendow referencyjnych ACTB i
GAPDH (Real-Time PCR dla ludzkich genow). Do obliczen statystycznych wykorzy-
stano program GraphPad Prism (GraphPad Prism 7 Software, San Diego, CA, USA),
uzywajac odpowiednich testow statystycznych (jednostronny test ANOVA), roznice

uznawano za istotne statystycznie przy p < 0.05.
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IV WYNIKI

4.1. Charakterystyka komérek iPSc

Przeprowadzona charakterystyka komorek iPSc potwierdzita wystepowanie u komoérek cech

pluripotencji zar6wno na poziomie transkrypcji mRNA (ryc. 11), jak i na poziomie ekspresji

biatek (ryc. 12). Wszystkie badane probki badanych populacji komoérek uzyskaty pewna

aczkolwiek réznorodng ekspresj¢ czynnikow pluripotencji, za wyjatkiem genu SOX2, ktory

wykazywal niezmienng ekspresje we wszystkich badanych probkach wobec populacji kon-

trolnej.
C-MYCiPS
s 5]  wem—
3 e '_I
2|
% 1.0 -
e.
=
> 054
g° -
=
0.0 Y '
° o o » ©
«©
S
+° Komorki
OCT4iPS
e e - :
I _1_I
2.5- | —
8
@ 2.0
o
% 1.5 T
& 1.0 —
©
@
= 0.0-
' P P P W
<
«

Komorki

Wzgledna ekspresja

Wzgledna ekspresja

1.0

NANOG iPS
L * :
2.0 —
—
1.54 —
1.04 -
0.5- -
o L .
=

2.0

1.5

a P o ©
Komorki
SOX2iPS
- T
'b"l‘ P 'b"l W
Komorki

Ryc. 11 Ekspresja czynnikéw (genow) pluripotencji (C-MYC, NANOG, OCT4, SOX2) w warunkach in
vitro w reakcji qPCR dla podstawowych badanych populacji indukowanych pluripotentnych komérek
macierzystych. Wzgledna ekspresja genéw zostata znormalizowana wobec genéw referencyjnych:
(GAPDH, ACTB). Gwiazdki oznaczaja poziomy istotnosci statystycznej: p < 0.05 (*), p<0.01 (**),p <
0.001 (***). Numery arabskie oznaczaja kodowane probki komorek od poszczegélnych pacjentéw (Ma-
terialy i Metody).
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Ryc. 12 Barwienie immunofluorescencyjne komorek iPSc. Komorki zostaly sprawdzone pod wzgledem

50 ym

obecnosci bialek OCT4, SOX2, SSEA, Tra, C-MYC oraz NANOG. Komérki badano na etapie 10-tego

pasazu. Obrazy uzyskano dzieki mikroskopii za pomoca Leica DMi 8 microscope (Leica Microsystems,

Germany), w 40x powiekszeniu. A: barwienie DAPI (niebieski) + OCT4 (czerwony), Merge — obraz

polaczony. B: barwienie DAPI (niebieski) + SOX2 (czerwony) + SSEA (zielony), Merge — obraz polaczo-

ny. C: barwienie DAPI (niebieski) + C-MYC (czerwony) + Tra (zielony), Merge — obraz polaczony. D:
barwienie DAPI (niebieski) + SOX2 (czerwony) + SSEA (zielony), Merge — obraz polaczony. Numery
arabskie oznaczaja kodowane probki komorek od poszczegdlnych pacjentéw (Materialy i Metody).
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4.2. Roznicowanie komorek iPSc do komorek HIDEMS

Podczas procesu roéznicowania komorkowego obserwowano zmiany w wielkosci i morfolo-
gii kolonii komérkowych. Na poczatku hodowli in vitro komorki iPSc byty zgrupowane, z
gesta cytoplazmg i centralnie potozonymi jadrami. Podczas roéznicowania ich cytoplazma
wydtuzata sig, a jadra ulegaly decentralizacji. Proces ten byt zgodny z protokotem opisanym
przez Maffioletti i wsp. Komorki od pacjentow 40 p HIDEMs zostaty uznane za najbardziej
problematyczne. Zawieraty one znacznie wigcej cytoplazmy i przyjmowaty bardziej okragly
ksztalt niz pozostate linie komoérkowe. Podjeto 3 proby réznicowania komoérek od pacjenta
nr 40 p w HIDEMSs, lecz po drugim pasazowaniu in vitro we wszystkich probach obserwo-
wano brak proliferacji, co w konsekwencji zakonczyto si¢ brakiem niezbgdnej charaktery-
styki tych komorek. Zaobserwowano rowniez, ze na komorki od pacjenta 39, takze prze-
stawaly proliferowa¢ w granicach 5-tego pasazu, co mialo wptyw na dalszg charakterystyka

biologiczng tych komorek.

trol

iPS

HIDEMS

50 um
Ryc. 13 Réznice w morfologii komérek iPSc oraz HIDEMS w liniach komoérkowych otrzymanych po
reprogramowaniu komoérek mi¢sniowych od pacjentéw z DMD. Komérki iPSc byly obserwowane na 10.
pasazu in vitro (hodowla na plytce 6-doltkowej), a komérki HIDEMs na 2. pasazu (hodowla we flaszce
75cm?2. Zdjecia wykonano za pomoca JuLI FL analyzer (NanoEntek) w 4x powiekszeniu. Numery arab-
skie oznaczaja kodowane probki komorek od poszczegolnych pacjentéw (Materialy i Metody).

4.3. Charakterystyka komérek HIDEMs

Poziom ekspresji markeréw charakterystycznych dla komorek HIDEMs byt zréznicowany u
poszczegolnych pacjentdéw z DMD i istotnie rdznit si¢ od populacji kontrolnej. Wyniki zo-
staty potwierdzone przez barwienia immunocytologiczne i cytometri¢ przeptywowa, wska-
zujac na zroéznicowany charakter uzyskanych zawiesin komoérkowych. HIDEMSs od pacjenta
38 mialy najbardziej zblizony poziom ekspresji markeréw mezenchymalnych do populacji
kontrolnej HIDEMs (Ryc. 8). Natomiast komorki HIDEMs od pacjenta 40 reprezentowaty
najwieksze réznice w poziomach ekspresji badanych markerow wzgledem innych probek

czy populacji kontrolnej.
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Ryc. 14 Wyniki poziomu ekspresji markerow (genow) mezenchymalnych ANPEP (CD 13), CD 44 (CD
44), ITGA2 (CD49b), MCAM (CD146), NT5E (CD73) and PTPRC (CD45) w komérkach pacjentéw z
DMD oraz populacji od zdrowej osoby kontrolnej. Geny referencyjne: ACT, HPRT, GAPDH. Gwiazdki
oznaczaja poziomy istotnosci statystycznej: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***). Wyniki uzyskano
wykorzystujac jednostronny test ANOVA. Numery arabskie oznaczaja kodowane probki komoérek od
poszczegélnych pacjentow (Materialy i Metody).

Obecnos¢ biatek markerowych badano za pomoca barwien immunofluorescencyjnych, ktore
potwierdzity mezenchymalny charakter komorek HIDEMSs (ryc. 5). Wyniki analizy komo-
rek od pacjenta 40 nie zostaty uzyskane z powodu braku nalezytej proliferacji komorek HI-
DEMs. Badane komoérki HIDEMSs byty CD 44, CD 146, CD 73 i CD 13 pozytywne, pod-
czas gdy staby sygnatl fluorescencji byt obecny w 34 i 38, co bylo podobne w profilu do
kontrolnej populacji komorek. Sygnaty CD 45 i CD 31 byly bardzo stabe we wszystkich

badanych populacjach komorek HIDEMs (Tabela 8).
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D
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Ryc. 15 Barwienie immunofluorescencyjne marker6w mezenchymalnych w komérkach kontrolnych i
komoérkach HIDEMs pozyskanych od pacjentéw z DMD. Komdrki badano w 3. pasazu hodowli komér-
kowej in vitro. Obrazy uzyskano przy uzyciu mikroskopu Leica DMi 8 (Leica Microsystems, Niemcy) z
40-krotnym powiekszeniem. A: barwienie DAPI (niebieski) + CD 44 (czerwony), CD 105 (zielony), Mer-
ge — obraz polaczony. B: barwienie DAPI (niebieski) + CD 146 (czerwony) + CD 45 (zielony), Merge —
obraz polaczony. C: barwienie DAPI (niebieski) + CD 73 (czerwony) + CD 31 (zielony), Merge — obraz
polaczony. D: barwienie DAPI (niebieski) + CD 13 (czerwony), Merge — obraz polaczony. Numery arab-
skie oznaczaja kodowane probki od poszczegolnych pacjentéw (Materialy i Metody).

Komoérki HIDEMs weryfikowano rowniez za pomoca cytometrii przeptywowej. Komorki
byty CD 49b, CD 44, CD 13, CD 73, CD 105 tacznie z fosfatazg alkaliczng (AP) dodatnie.
Komorki HIDEMSs od pacjentow z DMD miaty fenotyp podobny do populacji kontrolnej.
Jednak ekspresja poszczegolnych antygendw rdznita si¢ pomiedzy poszczegdlnymi popula-
cjami komorek. Wyniki uzyskano w 2 powtorzeniach biologicznych. Stosowane barwienia
byly wykrywane w réznych kanatach fluorescencji, charakterystycznych dla poszczegol-
nych widm (APC, FITC, PC5.5, PE). Do analizy kazdego stosowano odpowiednie przeciw-

ciato kontrolne, brak sygnatu wskazywatl na specyficznos¢ stosowanych barwien. Wyniki
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uzyskane z powyzszej analizy byly zbiezne z uzyskang charakterystyka komorek HIDEMs

przez Maffioletti i wsp.
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Ryc. 16 Wyniki badan bialkowych markeréw mezenchymalnych z zastosowaniem cytometrii przeply-
wowej.
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4.4. Transdukcja komorek HIDEMs za pomoca konstrukcji lentiwirusowe;j.

Wzgledna ekspresja uDYS potwierdzita transdukcje komorek HIDEMS. u wszystkich bada-
nych pacjentow z DMD, za wyjatkiem pacjenta 40, u ktorego nie mozna bylo uzyska¢ wy-
starczajacej dla dalszych badan liczby komorek. W przypadku pacjenta 39 trudno byto uzy-

ska¢ wystarczajaca liczb¢ komorek, co spowodowato pominigcie transdukcji z konstrukcja

zawierajaca GFP.
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Komorki

Ryc. 17 Ekspresja uDYS przed i po transdukeji w komérkach HIDEMs. Wszystkie transdukowane
badane populacje komorek wykazaly zwiekszenie ekspresji pnDYS. Wzgledna ekspresja genow byla
normalizowana wzgledem genow referencyjnych: (GAPDH, ACTB). Gwiazdki oznaczaja poziomy istot-
nosci statystycznej: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p <0.001 (***). Wyniki oceniano statystycznie wykorzy-
stujac jednostronny test ANOVA. Liczby arabskie — 194 oznacza prébki z populacji kontrolnej, zas
pozostale probki komérek pozyskane od poszczegélnych pacjentow z DMD. Numery arabskie oznaczajg
kodowane probki od poszczegélnych pacjentow (Materialy i Metody).

WT GFP ubDYS

Pacjent

BF FL BF FL BF FL

194

38

50um
Ryc. 18 Komorki HIDEMs po transdukcji. Komérki obserwowano 7 dnia po transdukcji (100 X 20 mm
Tissue Culture Dish, Falcon). Zdjecia wykonano za pomocg mikroskopu JuLI FL analyzer (NanoEntek,
Seul, Korea) w 4X powi¢kszeniu. Widoczna fluorescencja potwierdzila wydajnos¢ transdukcji. Obja-
$nienia: WT — wild type, GFP — transdukcja bialkiem Green fluorescent protein, pnDYS — transdukcja
konstrukcja z sekwencja mikrodystrofiny, BF — kanal jasnego pola, FL — kanal fluorescencji.
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4.5. Ocena aktywnos$ci enzyméw antyoksydacyjnych oraz calkowitej pojemnoSci
antyoksydacyjnej w homogenizatach uzyskanych z komérek HIDEMs.
Aktywnos$¢ CAT i TAC zmniejszyly sie w lizatach komorkowych po transdukcji konstrukcji
lentiwirusowej zawierajacej sekwencje dla mikrodystrofiny. Aktywno$¢ CAT byta staty-
stycznie znamienie nizsza (p < 0,0001) w lizatach komérkowych uzyskanych od pacjentow
34 i 38 w poréwnaniu z komoérkami HIDEMs bez transdukcji. Catkowita pojemnos¢ anty-
oksydacyjna byta rowniez znamiennie zmniejszona (p < 0,0001) w lizatach komoérkowych
od pacjentow 34 i 38 w porownaniu z komérkami kontrolnymi bez transdukcji z mikro-
dystrofing. Komorki od pacjenta 39 nie osiggaly znaczacych roznic w badaniu przed i po
transdukcji, manifestujgc $ladowe aktywnosci CAT bez wzgledu na wykonanie transdukc;ji.
Zaobserwowano znamiennie zwigkszong aktywnos¢ SOD w lizatach transdukowanych mi-
krodystrofing komorek HIDEMS od pacjentow 34 i 38 (ryc. 18).
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Ryc. 19 Ocena aktywnos$ci enzyméw antyoksydacyjnych CAT, SOD oraz TAC w homogenizatach ko-
morek HIDEMs. Gwiazdki oznaczaja poziomy istotnosci statystycznej: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p <
0.001 (***). Wyniki opracowano wykorzystujac jednostronny test ANOVA. Numery arabskie oznaczaja
kodowane prébki od poszczegdlnych pacjentow (Materialy i Metody).
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4.6. Ocena poziomu ekspresji genéw wchodzacych w sklad $ciezki sygnalowej
STARS

Wzgledna ekspresja genow wchodzacych w sktad $ciezki sygnalowej STARS wzrosta staty-
stycznie znamiennie w wyniku transdukcji lentiwirusowej uDYS w komoérkach od pacjenta
38 za wyjatkiem genéw MRFTA i STARS. W komorkach od pozostatych pacjentow z DMD
po transdukcji komérek HIDEMs z mikrodystrofingnie zaobserwowano wynikéw znamien-
ne statystycznie. Zwraca uwage znamienne statystycznie podwyzszenie ekspresji genow

SRF, NFKB1 i TNFA u pacjenta 38.

Poziom j e ji MRFTA w & HIDEMs

Foziom j ek ji STARS w komérkach HIDEM:  poziom waglednej ekspresji RHOA w komérkach HIDEMs.
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Ryc. 20 Porownanie poziomu ekspresji genéw uczestniczacych w $ciezce sygnalowej STARS w komoér-
kach HIDEMs przed i po transdukcji lentiwirusowej. Wzgledna ekspresja genéw zostala znormalizowa-
na wobec genéw referencyjnych: (GAPDH, ACTB). Gwiazdki oznaczaja poziomy istotnosci statystycz-
nej: p <0.05 (*), p <0.01 (**), p < 0.001 (***). Wyniki uzyskano wykorzystujac jednostronny test
ANOVA. Numery arabskie oznaczaja kodowane probki od poszczegélnych pacjentéw (Materialy i Me-
tody).

4.7. Podanie komérek HIDEMs do mi¢$ni konczyn tylnych myszy madx

Po uzyskaniu wynikow z charakterystyki biologicznej komoérek HIDEMs od poszczegol-
nych pacjentow z DMD, tj. dokonaniu analizy wynikow pozioméw ekspresji genow dla
sciezki sygnatowej STARS oraz aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych wyselekcjono-
wano komoérki HIDEMSs od pacjenta 38 w celu przygotowania ich do przeszczepu do migsni
konczyny tylnej u myszy mdx. Zwierzetom w grupie badanej w stanie anestezji Wziewnej

(mieszanka tlenu i izofluranu) byta podana zawiesina komorkowa do migsnia piszczelowe-
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go przedniego obu konczyn, procedure z roztworem soli fizjologicznej (W grupie myszy
SHAM) w tej samej objetosci ptynu do identycznych miejsc. Myszom kontrolnym mdx nie

podawno zadnych iniekcji.

4.8. Analiza wynikéw myszy mdx na biezni

Tabela 7. Statystyka opisowa wynikéw pokonanego dystansu biegowego w trakcie badan w modelu

myszy mdx.
Myszy mdx po
Myszy WT lzl) ﬁ'rzglrlgd(); Myszy mdx podaniu komoérek pclz/cli);snziﬁ E]::] g rce)zk
(n=4) = 4) SHAM (n = 4) HIDEME Z)UDyS M| "HiDEMS (n = 4)
Minimum 58 2 3 2 2
Maximum 60 60 60 60 60
Mediana 60 60 60 60 60
Srednia 59,92 49,25 49,34 47,94 44,16
Odchylenie 0,37 21,32 19,45 21,85 23,61
standardowe

Tabela 8. Statystyka opisowa liczby porazen pragdem w trakcie badan w modelu myszy mdx.

Myszy mdx Myszy mdx po Myszy mdx po
Myszy WT ko)r/1trglne (n Myszy mdx | podaniu komorek pod);niz kom(!)Orek
(n=4) =gy | SHAMI(n=4) [HIDEMS + DS (1| Fhingys (n = 4
Minimum 0 0 0 0 1
Maximum 12 100 88 40 96
Mediana 1 1 3 2 35
Srednia 1,53 10,94 13,72 5,53 40,56
Odchylenie |, 59 24,80 21,03 9,21 32,87
standardowe

Obserwacje zachowan myszy mdx ujawnily znaczne réznice osobnicze w dlugosci pokony-
wanego dystansu na biezni. Minimalny odcinek, jaki pokonywaly myszy mdx z grup bada-
nych wyniost 2 m, natomiast myszy zdrowe (WT) wykazaty minimalny dystans 58 m. Sred-
ni dystans w grupach badanych myszy mdx byt zblizony. Odchylenie standardowe w gru-
pach badanych (21,32; 19,45; 21,85; 23,61, odpowiednio do Tabeli 7) odbiegato znacznie
od wyniku grupy myszy WT (0,37). Roznicom w pokonanym dystansie towarzyszyty row-
niez réznice w liczbie porazen elektrycznych (Tabela 8). W grupie myszy WT zaobserwo-

wano maksymalny wynik 12, podczas gdy osobniki w grupie myszy kontrolnych mdx uzy-
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skiwaty wynik nawet do 100 porazen, co urzadzenie interpretowato jako zagrozenie dla zy-
cia zwierzecia i natychmiast konczyto eksperyment. Obserwacje pokonanego dystansu w
grupach badanych ujawnity wptyw czynnikow behawioralnych na wynik testow. Myszy,
ktore wielokrotnie byly razone pradem uczyly si¢ mechanizmu podjgtego monitorowania,
zgodnie z ktorg przyjecie dtugotrwatego, pojedynczego porazenia konczyto eksperyment,
wobec czego przestawaly one podejmowac proby biegu, aby unikna¢ wielokrotnego razenia

pradem.
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Myszy dystans
A
60
E
g
8 40+
7]
>
(=)
20+
D L] T L] T L] T L] 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tydzienn obserwacji
-~ Myszy WT
-& Myszy mdx kontrolne
Myszy mdx SHAM
-+ Myszy mdx po podaniu komérek HIDEMS + uDys
=+ Myszy mdx po podaniu komorek HIDEMS
B

Myszy shocks
100+

80+

60+

40+

20+

04 m—
1 2 3 4 5 6

Tydzien obserwacji

Liczba przyjetych szokow
elektrycznych

mm Myszy WT
M Myszy mdx kontrolne
Myszy mdx SHAM
B Myszy mdx po podaniu komoérek HIDEMS + uDys
Hm Myszy mdx po podaniu komoérek HIDEMS

Ryc. 21 Wyniki testow myszy mdx na biezni w trakcie o§miotygodniowej obserwacji. A) Sredni dystans
pokonany przez zwierzeta w trakcie eksperymentu z podzialem na analizowane grupy, z i bez
interwencji. B) Srednia liczba wstrzasow elektrycznych przyjetych przez zwierzeta w trakcie
eksperymentu z podzialem na analizowane grupy, z i bez interwencji.
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Myszy shocks porownanie
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Ryc. 22 A: Porownanie $redniej dlugosci przebytego dystansu z calej, 8-tygodniowej obserwacji w gru-
pach badanych myszy. B: Porownanie $redniej liczby porazen pradem (szokow elektrycznych) w trakcie
trwania biegu myszy z calej, 8-tygodniowej obserwacji.

Pomimo tych wszystkich faktow zwigzanych z formulg ,,uczenia si¢” testu biegowego my-
szy. U badanych myszy mdx zaobserwowano tendencje do obnizania liczby szokéw elek-
trycznych u myszy mdx po interwencji transdukowanymi mikrodystrofing komoérkami HI-

DEMSs w poréwnaniu do poszczegdlnych grup myszy mdx (Ryc. 20).
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V DYSKUSJA

Od wielu lat dystrofia mig$éniowa Duchenne’a jest przedmiotem intensywnych badan
zarowno podstawowych, jak i klinicznych. Po wielu nieudanych probach, leczenie
DMD przestaje koncentrowac si¢ na leczeniu objawowym, a dzigki nowym odkryciom
zaczyna skupia¢ si¢ na genetycznym, przyczynowym podiozu choroby. Najtrudniej-
szym wyzwaniem wydaje si¢ by¢ mnogos¢ wariantdéw mutacji w genie kodujagcym dys-
trofine, ktore sprawiajg, ze uniwersalne rozwigzanie medyczne pozostaje nieuchwytne.
Celem niniejszej pracy bylo utworzenie linii indukowanych prekursorowych komoérek
mezenchymalnych tzw. mezoangioblastow (HIDEMSs) zmodyfikowanych sekwencja
mikrodystrofiny i potencjalnie, zdolnych do poprawy funkcji migéni szkieletowych u
pacjentow z DMD celem weryfikacji, czy taka strategia moze by¢ prospektywnie wyko-

rzystana w przyczynowym leczeniu réznych wariantow genetycznych DMD.

Roéznorodno$¢ mozliwych mutacji w genie DMD zwraca uwagg badaczy w kierunku
substytucji dystrofiny innym biatkiem, ktore mogtoby przejac jego funkcje. Duzag wage
i nadziej¢ poktada si¢ w zwigzku z tym w zastosowaniu mikrodystrofiny, jako sztucznej
konstrukcji, ktora zawiera jednak domeny funkcjonalne dystrofiny, a zatem moze ona z
powodzeniem zastgpi¢ ja w dystroficznych komoérkach mig$niowych. Problem stanowi
jednak wielkos¢ sekwencji DNA dla efektorowego biatka, ktéra mimo swojej krotszej
formy w postaci mikrodystrofiny wciaz stanowi wyzwanie w projektowaniu efektyw-

nych konstrukcji wektorowych.

W niniejszej pracy wykorzystano komorki iPSc, ktore zostaty zreprogramowane z dys-
troficznych komoérek migsniowych pochodzacych od pacjentow z DMD. Uzyskane linie
komorkowe byty pluripotencjalne i stabilne, nie wykazywaty cech spontanicznego roz-
nicowania. Wyniki ekspresji podstawowych genéw pluripotencji potwierdzity ich ma-
cierzysty charakter. Ekspresja produktéw biatkowych swiadczacych o cechach pluripo-
tencji rowniez zostala potwierdzona w testach immunofluorescencji. Kolejnym waznym
etapem byto przeprowadzenie roznicowania komorek iPSc do komorek mezoangiobla-
stopodobnych, HIDEMs. W procesie réznicowania wykorzystano protokot Maffioletti i
wsp. (35). Proces roéznicowania byt wieloetapowy i trwat 4 tygodnie. W trakcie prowa-
dzenia hodowli, czgsto na etapie 3 tygodnia, kiedy to komorki przechodzity z formy

wykazujacej cechy macierzyste do komodrek mezoangioblastopodobnych nastepowato

52



V DYSKUSJA

zahamowanie proliferacji i transformacja komoérek w innym, niepozadanym kierunku, o
czym $wiadczyly zmiany w morfologii (widoczne znaczne powigkszenie jader komor-
kowych i cytoplazmy, owalny ksztatt komorki) oraz zanik dalszej proliferacji. Najwick-
sze problemy w procesie roznicowania wykazywaty komorki od pacjentow 39 oraz 40
(pacjenci tetraplegiczni 0 znacznie uposledzonym fenotypie). Osiagnigcie charakteru
mezenchymalnego przez komoérki HIDEMs zostato potwierdzone za pomocg analizy
ekspresji gendw, immunofluorescencji oraz cytometrii przeptywowej. Komorki HI-
DEMs wykazywatly roéwniez problemy w hodowli in vitro przy przechodzeniu do wiek-
szej skali naczynia hodowlanego (np. z ptytki 6 — dotkowej do flaszki). Wptyw na pro-
wadzenia hodowli in vitro miatl takze typ wzrostu komorek, ktore agregowaty si¢ ze
soba tworzgc tzw. ,,gniazda wzrostu”. Cecha ta znacznie utrudniata pasazowanie komo-
rek ze wzgledu na ich nierownomierne rozproszenie we flaszce hodowlanej oraz ze
wzglgdu na wystepujace zlepy komorkowe (co utrudniato badania cytometryczne oraz
ekstrakcje DNA/RNA/biatko). Warto nadmieni¢, ze grupa Maffioletti i wsp. byta histo-
rycznie jedyna, ktora prowadzita wczesniej badania z uzyciem komoérek HIDEMs, stad
uzyskane przez nas wyniki mozemy odnie$¢ jedynie do przedstawionego przez nich

protokotu.

W niniejszej pracy zastosowano konstrukcje lentiwirusowsg zawierajaca sekwencje
uDYS celem transdukcji komoérek HIDEMs. Osiggnicto nadekspresje mikrodystrofiny
we wszystkich badanych liniach komorkowych oraz w komorkach od osoby zdrowe;j.
Najwigkszg nadekspresje mikrodystrofiny uzyskano w komoérkach od pacjenta 38, na-
tomiast najmniejszg wykazywaty komorki od pacjenta 39 (przy braku testow dla znacz-
nie uposledzonego pacjenta 40), a poziomy osiggnic¢tych nadekspresji mikrodystrofiny u
pacjentow z DMD byly znaczaco nizsze od nadekspresji uDYS uzyskanej w komorkach

od pacjenta kontrolnego.

Dla terapii komoérkowej z zastosowaniem mikrodystrofiny najbardziej obiecujgce wyda-
je sie zastosowanie wektorow adenowirusowych. Potter i wsp. przeprowadzili wstepne
proby z ogolnoustrojowymi iniekcjami  konstrukcji  rAAVrh74.MHCK7.micro-
dystrophin u myszy mdx jako rodzaj badania przedklinicznego (32). W niniejszej pracy
zostaly wykorzystane komorki mioblastow od pacjentow z DMD przeprogramowane do
komorek iPSc, z ktorych nastgpnie zréznicowano populacje komorek do stadium HI-
DEMs. Nastegpnie przeprowadzono transdukcje lentiwirusowa z uDYS, aby uzyskaé
komorki prekursorowe dla migéni szkieletowych. Takie podejscie dawatoby mozliwos¢
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spersonalizowanego leczenia, bez niebezpiecznych i trwatych reakcji ze strony ukladu
odporno$ciowego. Badania te sg podobne do strategii Mendell i wsp. (33), w ktorej wy-
konywano dozylne wstrzykni¢cia w celu dostarczenia konstrukcji AAV zawierajace
uDYS pacjentom z DMD. Czterech pacjentéw potwierdzito stabilnos¢ transdukcji i wy-
kazato poprawe¢ funkcjonalng oraz obnizone poziomy kinazy kreatynowej, ktore utrzy-
mywaty si¢ przez 1 rok. Badanie to wykazalo pozytywny wynik interwencji, ktéra moze
by¢ dobrze tolerowana i mie¢ minimalne skutki uboczne. Duze nadzieje dla pacjentoéw z
DMD niesie za sobg zgoda FDA dla terapii NCT05096221 z zastosowaniem konstrukcji
AAV z sekwencja mikrodystrofiny. Zastosowanie jednorazowej, podanej dozylnie
dawki przyniosto pozytywne wyniki u 125 chtopcéw z mutacjami w eksonach 18-79.

Podanie zostalo zatwierdzone do leczenia pacjentow z DMD w wieku od 4 do 5 lat.

Transfer konstrukcji genowych wydaje si¢ obecnie by¢ najbardziej obiecujagcym podej-
$ciem molekularnym w leczeniu choréb nerwowo-migsniowych. Do tej pory np. wyka-
zano, ze podanie pojedynczej dawki genu SMN (SMN1 AC005031) niemowlgtom z
rdzeniowym zanikiem mig¢$ni (SMA) typu 1 przy uzyciu Zolgensma (adenowirus sero-
typ 9) ma kluczowe znaczenie dla przezycia tych pacjentdéw powoduje transkrypcje al-
ternatywnej wersji biatka [32,33]. W §wietle tych ustalen, trwajace proby i badania do-
starczajg niezbgdnych informacji do dalszych podejs¢ badawczych, dajac nadziej¢ na
skuteczne leczenie DMD w zakresie korekty pierwotnej, genetycznej przyczyny choro-
by.

W przedstawionych badaniach wykorzystano specyficzne, pochodzace od pacjentow
komorki migsniowe, reprogramowane do iPSc, a nastgpnie zréznicowane do HIDEMs,
ktére poddawano modyfikacji wektorem lentiwirusowym zawierajacym konstrukcje
uDYS. Glownym celem tego podejscia jest zahamowanie utraty komorek u osobydo-
tknigtej chorobg dysfunkcji tkanki miesni szkieletowych. Prowadzone dotad badania
kliniczne z przeszczepami mioblastow byty zwykle ograniczone do lokalnego podawa-
nia domig$niowego u pacjentow z dystrofig miesniowg (MD) (38). Komoérki mezoan-
gioblastow zostaly uznane za mozliwe do uzycia, poniewaz moga by¢ dostarczane sys-
temowo (przenikaja przez naczynia krwionos$ne) i kolonizowa¢ migénie. Poczatkowo
planowane bylo podanie komérek HIDEMs rowniez dozylnie, jednak przez ich nie da-
jace si¢ przezwycigzy¢ wlasciwosci zlepiania si¢ miedzy sobg 1 trudnosciach w przygo-
towaniu adekwatnej zawiesiny komorkowej odstgpiono od podania dozylnego ze
wzgledu na brak mozliwosci technicznych (podawanie przez zyly ogonowe) zwracajac
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uwage na ryzyko wywolania u zwierzgcia zatoru. Cossu i wsp. przeprowadzili syste-
mowg transplantacj¢ mezoangioblastow, ktora okazala si¢ czgsciowo skuteczna w Kli-
nicznych prébach fazy I-1I u pacjentow DMD (30). Wyniki przedstawione w niniejszej
dysertacji sugerujag, ze zamiast kompatybilnej trasplantacji samych komoérek HIDEMs,
wlasnie polaczenie terapii komoérkowej i genowej moze by¢ wiasciwym kierunkiem dla
kolejnych podejs$¢ terapeutycznych. Wydaje si¢ jednak, ze wartos¢ takiej strategii moze
by¢ zwigzana z rodzajem mutacji w konkretnym przypadku DMD. W przedstawionych
w dysertacji badaniach okre$lony fenotyp byt $cisle zwigzany z procesem hodowli in
vitro komorek i mial wptyw na powodzenie hodowli. Obecnie prowadzone badania Kli-
niczne skupiajg si¢ na wykorzystaniu mezenchymalnych komoérek macierzystych pepo-
winy (UC-MSC), nr: NCT02235844. Podobne badania przeprowadzone w Indiach wy-
kazato, ze podanie UC-MSC nie tylko spowodowato stabilizacje sity migéniowej ale tez

nie wykazato szkodliwych skutkow dla pacjentéw z DMD (39).

W przedstawionych w dysertacji badaniach nie uzyskano wynikow testow immunofluo-
rescencyjnych i cytometrii przeptywowej w komorkach od pacjenta 40 (HIDEMS), z
zaawansownaym patogennym fenotypem (tetraplegia) i ztozonymi mutacjami w roz-
nych regionach genu DMD. Komorki od tego pacjenta odpowiadaty na bodzce roznicu-
jace do komorek HIDEMs, ale przy drugim pasazu in vitro proces proliferacji zostawat
gwaltownie zahamowany. Dystrofina jest biatkiem, ktore wspiera btong komorkows i
zapobiega jej uszkodzeniom. Roznice w morfologii komorek HIDEMs u pacjenta 40
mozna wyjasni¢ ztozonoscig mutacji DMD i przez to zaawansowanym szkodliwym
fenotypem. Miaty one wptyw na dobrostan HIDEMS, u ktorych nie mozna byto zapew-
ni¢ prawidtowego fenotypu w odbywajacej si¢ hodowli in vitro. Komorki HIDEMs sa
znamiennie wigksze i znacznie bardziej wydtuzone niz iPSc, co czyni je bardziej podat-
nymi na uszkodzenia cytoszkieletu. Powazne problemy pojawiaty si¢ roéwniez w ho-
dowli in vitro komoérek pacjenta 39 (tetraplegia). Mimo innych mutacji w genie DMD
niz u pacjenta 40, pacjent 39 rowniez objawial ciezki patologiczny fenotyp choroby.
Rzutowato to takze na morfologi¢ hodowanych in vitro komoérek HIDEMs, ktore w
trakcie kolejnych pasazy tracily zdolnos$¢ do dalszej proliferacji, co znacznie zmniejSzy-

to ich dostepnos¢ dla dalszych badan.

Probowano zbada¢ wptyw transdukcji lentiwirusowej z sekwencja uDYS na srodowisko
redoks w komorkach HIDEMs. W literaturze pojawialy si¢ informacje o istotnie pod-
wyzszonych poziomach ROS i enzyméw antyoksydacyjnych w migsniach szkieleto-
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wych u pacjentow z DMD i u myszy mdx (14,40,41). W badaniach przedstawionych w
dysertacji byta zauwazalna znamienna statystycznietendencja sugerujgca, ze interwencja
lentiwirusowa zmniejszyta poziom stresu oksydacyjnego. W homogenizatach komorek
HIDEMSs od pacjentéw 34 oraz 38 (o tagodnym fenotypie) aktywnos¢ CAT oraz TAC
byly wyraznie zmniejszone w poréwnaniu do komodrek niepoddanych transdukcji lenti-
wirusowej. Odkrycia te sugerujg wspierajacg rolg uDYS dla regulacji $rodowiska
redoks, ktore jest odzwierciedlone w produkcji ROS. Jednakze aktywno$¢ SOD znacz-
nie wzrastalo w tych samych homogenizatach komoérkowych (komorki HIDEMSs po
transdukcji uDYS), co moze posrednio wskazywaé na zwigkszenie wydajnos$ci mito-
chondriow w transdukowanych komoérkach. Powyzsze wyniki wskazuja na pozytywny
wplyw transdukcji sekwencji DNA dla mikrodystrofiny na srodowisko redoks w ko-
moérkach HIDEMs.

Udowodniono, ze GTPazy Rho podlegaja regulacji srodowiska redoks komorki (42).
RhoA odgrywa wazng role w aktywacji kilku regulatoréow transkrypcji, w tym NF-«kB.
Zaobserwowano, ze aktywacja RhoA jest zwigzana ze zwigkszong ekspresja c-Myc w
wyniku aktywacji NF-kB (43,44). Jak wspomniano wczesniej, czynnik transkrypcyjny
NF-kB jest waznym regulatorem reakcji prozapalnej. W komodrkach HIDEMs u pacjen-
ta 38 stwierdzono wzrost ekspresji NF-kB w transdukowanych mikrodystrofing komor-
kach. Z jednej strony byto to nieoczekiwane ze wzglgdu na udowodniony pozytywny
zwigzek NF-kB z ROS, z drugiej zas$ strony aktywnos¢ NF-kB podlega zwrotnie regula-
cji przez RhoA. W $wietle tych wynikéw moze si¢ wydawac, ze reakcje antyoksydacyj-
ne w komérkach DMD wydaja si¢ hamowaé prozapalny szlak aktywacji NF-kB, ale ten
czynnik transkrypcyjny podlega wiasnie regulacji przez RhoA, ktorego ekspresja byta
podwyzszona w transdukowanych uDYS komorkach od pacjenta 38. Ekspresja mRNA
TNF-A w komorkach pacjenta 38 takze byta istotnie zwigkszona, co moze wydawac si¢
przeciwne do obserwowanych onizonych efektow ROS w komodrkach po modyfikacji
mikrodystrofiny. Jednakze wykazano, ze TNF-a jest (oprocz licznych innych dziatan)
odpowiedzialny za stymulacj¢ wigzania SRF do elementu odpowiedzi surowiczej (SRE)
przez co stymuluje on ekspresje genu C-FOS odpowiedzialnego za regulacje wzrostu w
komorkach satelitowych (45). Uzyskane wyniki mogg by¢ zatem zgodne z przytoczong
inng formuta oddzialywania TNF-a.

Zwigkszona ekspresja SRF po transdukcji lentiwirusowej uDYS u pacjenta 38, moze
wspiera¢ komorki o tagodnym fenotypie DMD i by¢ interesujacym punktem odniesie-
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nia dla dalszych badan in vivo w modelu myszy mdx. Sadler i wsp. zaobserwowali
znacznie obnizony poziom mRNA i bialek uczestniczacych w szlaku STARS, w mig-
$niu piszczelowym przednim (TA) z niedoborem dystrofiny w modelu mdx i mig$niu
czworoglowym od pacjentoéw z DMD (46). Nadekspresja ludzkiego STARS (hSTARS)
w migsniach TA u myszy mdx zwickszala maksymalna izometryczng sitg¢ 0 13%, bez
zmian we wtoknach mig$niowych Iub ich morfologii. Obecnos$¢ podwyzszonej ekspresji
genow nalezacych do $ciezki sygnalowej STARS miala zatem pozytywny wpltyw na
mig$nie U myszy mdx, wspierajgc ich funkcjonowanie i regeneracje. W prowadzonych
obserwacjach behawioralnych mozna bylo zauwazy¢ zmniejszenie dlugosci pokonona-
nego dystansu u myszy mdx wzgledem myszy WT. Nie zaobserwowno réznic pomiedzy
myszami mdx po podaniu komérek HIDEMs transdukowanych uDYS wzglgdem myszy
mdx kontrolnymi. Myszy badane w tej grupie miaty takze wykazaty najmniejsza liczbe
porazen pradem, co moze $wiadczy¢ o pozytywnym efekcie zastosowanej terapii. War-
to jednak zaznaczy¢, ze na wyniki mogta mie¢ wptyw formuta ,,uczenia Si¢ przez zwie-
rzeta mechanizmu testu biegowego na biezni, w trakcie ktorego myszy ,,wolaty” przyjac
jedno dhlugie porazenie pragdem zamiast powtornego biegu, uswiadamiajac sobie, ze
urzadzenie za chwilg wylaczy si¢ (ze wzglgdu na zagrozenie dla zycia zwierzecia), CO
wielokrotnie doswiadczaty w poprzednich testach. Zwracano takze uwagg w przesztosci
na problemy z zastosowaniem modelu mysiego mdx ze wzglgdu na manifestowanie
stabszych, niewspotmiernych do ludzkiego objawow DMD. Moze to zatem stanowic
istotng przyczyng dla ujawnionego braku réznic w wynikach uzyskanych wzgledem
siebie u zwierzat mdx z i bez interwencji komorkowej. Istotne dla niniejszej pracy byto
zalozenie, ze w wyniku przeszczepu komoérek HIDEMs modyfikowanych ¢DYS uda si¢
uzyska¢ tagodnieszy fenotyp choroby, podobny do BMD. Na brak réznic w wynikach
uzyskanych przez zwierzgta mdx przed i po zastosowaniu podania komérek HIDEMs po
transdukcji uDYS moze mie¢ zatem takze wplyw zastosowania niedoskonatego modelu
dystrofii mig$niowej, ktory nie ujawnial adekwatnej zmiany fenotypowej pomimo
prawdopodobnych réznic na poziomie molekularnym. Brak uzyskania rdznic znamien-
nych statystycznie mogl by¢ takze zwigzany ze zbyt matg liczbg zwierzat bioracych
udziat w eksperymencie, co miato swoje odzwierciedlenie w wysokich odchyleniach
standardowych dla pokonanego dystansu. Dodatkowo mozna podejrzewac, ze kolejne
pokolenia myszy wykazywaly bardziej zaawansowany fenotyp choroby, tym samym

grupy myszy mdx, uzyskiwane w réznych pokoleniach, pomimo standardowo utrzyma-
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nego wieku zsierzat wchodzacych w do$wiadczenie znacznie roznity si¢ w fenotypie
choroby. Ponad to, warto podkresli¢, ze DMD istotnie jest choroba, ktorej skutki kumu-
lujg si¢ w czasie, co z wickiem wplywa na pogorszenie zdrowia, a nastepnie powoduje

$mier¢ pacjenta.

Podsumowujac, badania nad potencjalnymi przyczynowymi strategiami terapeutyczny-
mi, w chorobie DMD stanowig duze wyzwanie ze wzgledu na wielko$¢ genu DMD,
réznorodno$¢ zmian mutacyjnych w sekwencji DNA oraz ztozonos¢ obrazu fenotypo-
wego, zapewne zwigzanego z funkcjg i ekspresjg innych genéw. Prowadzone badania z
uzyciem sekwencji uDYS daja jednak nadziej¢ na skuteczne leczenie pacjentdow o roz-
nym podtozu genetycznym choroby, jakkolwiek o tagodnej formie fenotypowej. Dodat-
kowa analiza wtornych efektow schorzenia (redoks) moze pomoéc w ukierunkowaniu

dalszych badan nad znalezieniem kompleksowego podejscia terapeutycznego.
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1. Skutecznos$¢ procesu réznicowania komorek iPSc do komérek HIDEMS wigzata si¢

z fenotypem pierwotnego schorzenia u pacjentow z DMD 9fenotyp tagodny i ci¢z-
ki).

. Transdukcja komérek HIDEMs konstrukcja lentiwirusowa zawierajaca sekwencje¢
uDYS zostala potwierdzona w genetycznie zreprogramowanych komorkach mie-
$niowych pozyskanych od pacjentow chorych na DMD, ktorych przyczyng byty

réozne mutacje w obrgbie genu DMD.

. W komorkach autologicznych HIDEMs, ktore poddano transdukcji mikrodystrofing,
zaobserwowano znamiennie istotny wptyw modyfikacji genetycznej na ekspresje¢

genow wchodzacych w sktad Sciezki sygnalowej STARS.

. Wykazano znaczgce zmiany w aktywnosci antyoksydacyjnej w homogenizatach
komoérek HIDEMs przed i po transdukcji, ktére moga $wiadczy¢ o pozytywnym
wptywie uDYS na $rodowisko redox.

. Nie zauwazono istotnych réznic w dlugosci pokonywanego dystansu przed i po po-
daniu modyfikowanych genetycznie komérek HIDEMs myszom mdx, zaobserwo-
wano jednak statystycznie znamienng tendencje¢ do spadku liczby porazen, u myszy
mdx, tagodny fenotyp dystrofii migsniowej moze uniemozliwiaé pojawienie si¢

znamiennych roznic.
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STRESZCZENIE

Wstep:. Choroba Duchenne'a (DMD) jest obiektem wieloletnich badan zar6wno podstawo-
wych, jak i klinicznych. Obecna wiedza pozwala skupi¢ si¢ na poszukiwaniu nowych terapeu-
tycznych rozwigzan majacych na celu leczenie przyczynowe, zamiast leczenia objawowego. Ze
wzgledu na ré6znorodno$¢ mutacji w genie DMD poszukuje si¢ uniwersalnego podej$cia, maja-
cego wplyw na zastosowanie wspolnej terapii dla wsparcia funkcji migsni szkieletowych. Ce-
lem niniejszego badania bylo opracowanie linii komoérek mezoangioblastycznych modyfikowa-
nych konstrukcja lentiwirusowg zawieraja sekwencj¢ dla mikrodystrofiny (uDYS), ktore mogty-
by poprawi¢ funkcje migsni szkieletowych pacjentow z dystrofig migsniowg Duchenne’a o r6z-
nym podiozu genetycznym.

Material i metody: W badaniach wykorzystano indukowane pluripotencjalne komorki macie-
rzyste (iPSc), przeprogramowane z komorek mig$niowych pozyskanych od chorych na DMD
chtopcéw o fenotypach tagodnym i cigzkim (n=4) oraz od osoby zdrowej (kontrola), ktore zr6z-
nicowano w komorki o charakterze mezenchymalnym (HIDEMs). Nastepnie zastosowano len-
tiwirusowa konstrukcje zawierajaca sekwencje dl uDYS do transdukcji komérek HIDEMs.
Obserwowano wptyw transdukcji na $ciezke sygnatowg aktywatora mie$ni poprzecznie praz-
kowanych RhoA (STARS) oraz parametry stresu oksydacyjnego, w celu zbadania drugorzedo-
wych skutkow rozwoju DMD. Transdukowane komorki podano myszom mdx (n=4), a nastepnie
sprawdzono wplyw zastosowanej terapii na dtugo$¢ pokonanego dystansu oraz liczbe przyje-
tych przez zwierze szokow elektrycznych podczas eksperymentdw na biezni w odniesieniu do
grupy SHAM (n=4) oraz myszy zdrowych (kontrolnych, n=4).

Wyniki: Wykazano pluripotentny charakter komorek iPSc, a nastgpnie wyhodowane autolo-
giczne komorki iPSc od poszczegdlnych pacjentéw i kontroli zréoznicowano do komédrek HI-
DEMs, potwierdzajac ich mezenchymalny charakter. Komorki poddano transdukcji lentiwiru-
sowe]j zawierajasej sekwencje uDYS, uzyskujac jej nadekspresje we wszystkich badanych li-
niach komérkowych za wyjatkiem pacjenta tetraplegicznego. Zbadano poziomy ekspresji ge-
néw wchodzacych w sktad sciezki sygnatowej STARS. Stwierdzono wzrost ekspresji SRF
NFKB1 i TNFA jedynie w komorkach u pacjenta 38 (p < 0,001). Zbadano rowniez poziom ak-
tywnosci enzymow katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz poziom catkowitej
pojemnosci antyoksydacyjnej w homogenizatach komérek HIDEMs transdukowanych mikro-
dystrofing i bez. Stwierdzono spadek aktywnosci CAT oraz TAC oraz wzrost aktywnosci SOD
u pacjentow 34 oraz 38 (p < 0,001) o tagodnym fenotypie. Transdukowane komorki zostaty
przeszczepione myszom mdx do migsnia piszczelowego przedniego. Myszy mdx poddano te-
stom na biezni, nie uzyskujac istotnych réznic w pokonanym dystansie u myszy kontrolnych
wobec myszy poddanych terspii komorkowej. Zaobserwowano znamiennie nizszg liczbe szo-
kow elektrycznych u myszy poddanych interwencji HIDEMs z mikrodystrofina.

Whioski: Wyniki sugeruja, ze zastosowanie transdukcji komorek konstrukcjg lentiwirusowa
zawierajaca sekwencje uDYS moze wpltywaé na zmniejszenie stresu oksydacyjnego w komor-
kach. Jednak oddzialywanie to uzyskiwato znamienno$¢ statystyczna w komorkach pobranych
od pacjentéw o tagodnym przebiegu choroby DMD.
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ABSTRACT

Introduction:. Duchenne disease (DMD) has been the hot topic for many years. For both fun-
damental and clinical research. Current knowledge allows us to focus on new therapeutic strate-
gies to cure the genetic cause of the disease instead of symptomatic treatment. Due to the diver-
sity of mutations in the DMD gene, a universal approach is being sought, applicable in unified
therapy. The aim of this study was to develop mesoangioblast cell lines modified with a lentivi-
ral construct containing the microdystrophin sequence (uDYS), which could potentialy improve
skeletal muscle function in DMD patients with different genetic background.

Material and Methods: Induced pluripotent stem cells (iPSc), derived from dystrophic cells of
boys with DMD (n=4, of mild and severe phenotype) and healthy person (control), were differ-
entiated into mesenchymal-like cells (HIDEMs). A lentiviral construct containing the uDYS
sequence was then used to transduce HI-DEMs cells, and the effects of transduction on the stri-
ated muscle activator RhoA (STARS) signaling pathway and oxidative stress parameters were
observed as the second-order effects of DMD development. Transduced cells were administered
to mdx mice (n=4), and the effect of the treatment on the distance traveled and the number of
electrical shocks received by the animal during treadmill experiments was checked against a
group of SHAM (n=4) and healthy (control, n=4) mice.

Results: The pluripotent nature of received iPSc cells was demonstrated, then the cultured in
vitro cells from all the DMD patients and control were differentiated into HIDEMs cells, con-
firming their mesenchymal-like characteristics. Cells were then subjected to lentiviral transduc-
tion containing the uDYS sequence, achieving its overexpression in all the cell lines tested with
exception of cells derived from tetraplegic patient. The expression levels of genes included in
the STARS signaling pathway were checked. An increase in SRF expression was found only in
patient 38 cells with mild DMD phenotype (p < 0.001). The activity levels of the enzymes cata-
lase (CAT) and superoxide dismutase (SOD), as well as the level of total antioxidant capacity in
homogenates of HIDEMs cells were also examined, and a decrease in CAT and TAC activities
and an increase in SOD activity were found in patients 34 and 38 (p < 0.001). Transduced cells
were transplanted into mice into the tibialis anterior muscle. Mice were subjected to treadmill
tests, yielding a significant differences in distance covered by control mice versus mdx mice
with HIDEMs cells with/without transduction with microdystrophin did not reveal differences
in a treadmill reached distance, however significantly disminished the number of electric shocks
in a group at mdx mice subjected to transduced HIDEMs cell intervention.

Conclusions: The results suggest that the use of cell therapy including HIDEMs transduction
with a lentiviral construct containing the ©DYS sequence may have the effect the level of oxida-
tive stress and its regulatory STARS signaling pathway. However, the significant differences
were found only in the cells derived from DMD patients with mild phenotype.
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