STRESZCZENIE

Wstep:. Choroba Duchenne'a (DMD) jest obiektem wieloletnich badan zaréwno podstawowych, jak i
klinicznych. Obecna wiedza pozwala skupi¢ sie na poszukiwaniu nowych terapeutycznych rozwigzan
majacych na celu leczenie przyczynowe, zamiast leczenia objawowego. Ze wzgledu na ré6znorodno$¢
mutacji w genie DMD poszukuje si¢ uniwersalnego podejscia, majacego wplyw na zastosowanie
wspolnej terapii dla wsparcia funkcji migéni szkieletowych. Celem niniejszego badania bylo
opracowanie linii komoérek mezoangioblastycznych modyfikowanych konstrukcja lentiwirusowsa
zawieraja sekwencje dla mikrodystrofiny (uDYS), ktére moglyby poprawi¢ funkcje migsni
szkieletowych pacjentéw z dystrofig migsniowa Duchenne’a o réznym podtozu genetycznym.

Material i metody: W badaniach wykorzystano indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste
(iPS), przeprogramowane z komoérek migsniowych pozyskanych od chorych na DMD chtopcow 0
fenotypach tagodnym i cigzkim (n=4) oraz od osoby zdrowej (kontrola), ktore zréznicowano w komorki
o charakterze mezenchymalnym (HIDEMs). Nastepnie zastosowano lentiwirusowa konstrukcje
zawierajaca sekwencje dl uDYS do transdukcji komérek HIDEMs. Obserwowano wptyw transdukcji
na $ciezke sygnalowa aktywatora migsni poprzecznie pragzkowanych RhoA (STARS) oraz parametry
stresu oksydacyjnego, w celu zbadania drugorzedowych skutkéw rozwoju DMD. Transdukowane
komorki podano myszom mdx (n=4), a nastgpnie sprawdzono wplyw zastosowanej terapii na dtugosé
pokonanego dystansu oraz liczb¢ przyjetych przez zwierze szokow elektrycznych podczas
eksperymentéw na biezni w odniesieniu do grupy SHAM (n=4) oraz myszy zdrowych (kontrolnych,
n=4).

Wyniki: Wykazano pluripotentny charakter komorek iPS, a nastepniec wyhodowane autologiczne
komorki iPS od poszczegdlnych pacjentow i kontroli zréznicowano do komoérek HIDEMS,
potwierdzajagc ich mezenchymalny charakter. Komodrki poddano transdukcji lentiwirusowej
zawierajacej sekwencje uDYS, uzyskujac jej nadekspresje we wszystkich badanych liniach
komorkowych za wyjatkiem pacjenta tetraplegicznego. Zbadano poziomy ekspresji genow
wchodzacych w sktad $ciezki sygnatowej STARS. Stwierdzono wzrost ekspresji SRF NFKB1 i TNFA
jedynie w komoérkach u pacjenta 38 (p < 0,001). Zbadano rowniez poziom aktywno$ci enzymow
katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz poziom catkowitej pojemnosci
antyoksydacyjnej w homogenizatach komorek HIDEMs transdukowanych mikrodystrofing 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 testom na biezni, nie uzyskujac istotnych
réznic W pokonanym dystansie u myszy kontrolnych wobec myszy poddanych terapii komorkowe;.
Zaobserwowano znamiennie nizszg liczbe szokow elektrycznych u myszy poddanych interwencji
HIDEMSs z mikrodystrofing.

Whioski: Wyniki sugeruja, ze zastosowanie transdukcji komorek konstrukcjg lentiwirusowa
zawierajaca sekwencje uDYS moze wplywaé na zmniejszenie stresu oksydacyjnego w komorkach.
Jednak oddziatywanie to uzyskiwalo znamienno$¢ statystyczng w komorkach pobranych od pacjentow
o fagodnym przebiegu choroby DMD.



