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Autologicane komórki pochodzenia mirrgerrneso od pacientów dystroficnryeh

poddane modlikacii gerretyczrrei iako rrcwa nlraĘia p$prarĄ'y struktnlry i funkcii mięńni
szkieletowych w drorobie flndrenne'/'

wykonan ei pruez m3r h,{artę Budzfuńską

w Zakładzie Biologii Rozrodu i Komórek Maciczrystych Instytutn GeneĘki Człorrieka
Polskiei Akademii F.Iallk rry Poznaniu

Pmmobr mzprawyProf. fu hab" n-med. Maciei Kurpisz

Ocena mervbrvcma ruzDrawv
Dystrofia mięśniowa Duchenne"a (DMD) iest ltc€sywlrą chorobą nen^/owo-

mięśniową sprzęzoną z chromosomem x" Iei p*wodem są zńżrricowane łnrrtacie w 5ełie
kodująrym dystrofinę i mimo ruracznego posĘpu wiedzy oraz poznania molekulameso
podłoza choroby, terapia nadal jest ograniczona do obiawowego leceenia

glikokortykosteroidami-
Róźrrorrrdność możliwych mutacji w genie DhdD" który jest naiwiększym amnym

lrrdzkim generrt zwfaca tr}ru'agę badaczy *tn kierunku subsĘrtlrcii dystrodiny białkiem
{nr}gąĆym Przeiąć iego funkcię ti. na mikrodystrofinę iak*l sztuczf,rą konstrukcji która
posiadaiąc domeny funkcionalne dystrofinymogłabyzastąpićią* dystroficzrryeh komórkach
mięśniowyctu Fonadto, naukowqr widaą koniecxrość kompleksowej Poprawy stanu

pacjerrtów w terapiach łączonych" wykorzysĘących jednocześnie straEgie ceĘące w

PrZy Crynę gene$czrrą oraz osłabiaiące drugorzędowe skutki DMD-

Jednym z budzących nadzieię podejść eksperymentalnyĄ iest realizowany $r zespole

Pana Profesora Macieja Kurpisza projekt dotycząry nowej strategii terapii dromby
Du'chenne'a, w któnei są autologiczre komórki pochodzenia miogerrnego

pacientów dystmficz-nych poddane krrrekcie genetyczrrej. Taka terapia kornórkowa niesie

istotne korzryści ze względu na brak konieczrrości włączania terapii immunosupresyinej.

Ponadto, w świetle aktualrrych danych, połączenie terapii komórkami macierzystpni z
zastosowaniem konstrukcii lerrtiwirusowej dla sekwencji mikrodystro{iny (pDYs) możę mier'

wpływ na drugorzędowe obju*y DMD, a zatem finalnie łagodniejsry przebieg choroby.



Celem badaĄ które są tematem rozPrawy doktorskiej Pani mgr Mar$ Budzińskiej było
utworzenie linii indukowanych komórek mezench3rmalnych modyfikowanyc}r
mikrodystrofiną zdolnych do poprawy funkcji mięśni szkieletowych myszy z chorobą
Duchenne'a

W ekspe'rymmrtach Doktorantka wykorzystała rłłarsztat badawczy oĘmuiący
uŻnaną nowoczffine i wysłrk<rspecjalistyczne techniki z zakresu biologii molekularnej' technik
analityki biotogiczrrei' gene$ki i biochernii" W badaniach in aiao, ażyła dortrsłe satrnce myszy
z dystrofią mięsniową Duchenne'a (mdx\. W pierwszym etapie eksperyunentów, indukowane
plurĘoten.iut'r* komórki rnacierzyste zostały pruepr$gramCI\łrrane z komórek mięśniołrlych
chorych na dystrofię mięśniową Duchenne"a (czterech chłopców z łagodnym i ciężkirn
fen<rĘrpem choroby), które następnie zńźrricowano w prekurseirowe komórki
mezoangioblastopodobne {F{IDEMs)" w koleinym etapie Zastoso[ryano lentiwirusową
konstrukcię posiad'aiącą sekwencję dla pDYS do transdukcii komórek HIDEMs. Interesuiącym
etapem badali Doktorantki była anahza biochemiczna parametrów stresu oksydaryinego oraz
ekspresii gerrów wchodeących w skład ścieżki sygnałowej STARS w homogenatach komórek
HIDEM$ przed i po transdukcii pDYS. W ostatnim etapie eksperymentu transdukowane
komórki p<rdano miejscowo mysuom (mięśnie piszczelowe przednie) .i rrcęniono wpływ
zastosowanej terapii na dfugość pokonanego na biemri dystansu oraz liczĘ przyję$ch PrZśz
nnoierzę szoków elektqpcanych stymutujących zwielzę do biegu "

lry tak zaprojektowanych badaniach Doktorantka wykazŃa, iż komórki iPS' które
zostĄ zreprogramolv'ćrrre z dystroficzrrych komórek mięśniowych pochodzących od
pacjentów z Dhł{D wykazyłvĄ cechy pluripohencji, były stabilne i nie posiadaĘ cectt
spontanicznego ńanicowania- Następnie Doktorantka skrrtecmrie dokonała proĆesu
różnicowania komórek iPS d<l komórek HIDEMs. Zauważyłą iż zńanicowany u pacientów
poziom ekspresji markeńw charakterystycmrych dla komórek HIDEN{s był zaleźny od
fenoĘpu schorzenia. Pozitrm ekspresji markerów mezench5rmalnycłr w komórkach HIDEMs
pacjenta złagodn'1lm funotypembyłnajbardziej zbliżony do poprrlacji kontrolnej HIDEMs. W
koleinym etapie eksperyrnentu' potwierdziła mozlirłrość transdukcii komórek HIDE&łIs
konstrukcją lentiwirusową zawieĄącą sekwencję pDYS w komórkach z rózrrymi mutacjami
w obrębie genu DłdD" b{airoiększą nadekspresję mi}codystmfiny uzyskała w komórkach
pacjenta Z łagodnym fenotypem chorłrby' przy całkowiĘm braku nadekspresji
mikrodystrifiny u pacjenta tetraplegicanego.l,V toku dalsrych badari dowiodła" że transdukcja
komórek HIDEMs konstrukcią lentiwirtlsowązavłieruiącą sekwen4ę łoDY s może anamiennie
zrrrieniać ekspresję genów wchodząrych w skład ścieź*i sygnałowej sTARs' pehriącej isłotną
rołę w zachowaniu prawidłowej funkcji mięśni. Zauważyła wurost ekspresii genów
surowiczego crynnika odprrwiedzi (SRF), cąnnnika jądrowego wznracniając€go ekspresję
łańcuchów lekkich k"ppu aktywowanyph komórek B (NFI(B1) i Ćz}'nnika
nornrotworu atfa (ffrnFA) w komórkach pacjenta złagodnym fenoĘrpem choroby.
obemo.{ć podwyzsz'onej ekspresji genów naleĘrych do ścieżki sygnałowej sT,ĄRs i ich
porytywny wpływ na funkcjonowanie i regeneracię mięśni zdaniem Doktorantki, rnoże być
celem dalszych szcze5ółowyc}r badari. Koleine w}.niki sugeruią ze łransd.ukcia komórek
konstruĘą lentiurirusową zawieĄącą sekwenc!ę qDYS zmniejsza strres oksydacyiny w
komórkach HIDEMs" Ś*aocą'ł O tym spadek akĘrwności kat:.lazy (CAT) oraz całkormĘ
pojemnoóci antyoksydacyinei (fll'q i wzrost aktyurn'ości dysmutazy ponadtlenkowej (soD)
w komórkach pacjentów o hgodn5rm fenotypie choroby. Zdaniem Daktorantki wyniki te
dowodzą celowości badań dotycząrych znaczenia reakĘwnych forrn tlenu w przebiegu



DN{D, jako eltmentów wpływaiącydr na patogen€ą choroby i mogąrych być celem
w złożon5rm podejściu terapeu$cznym" Chętnie pozrrałab;rtn szczegółowe prcpozycje
kierunków dalszych badań i opinię Doktorantki o zasadności dołączenia do przycąrnowei
strategii terap€uĘrczmej DMD np" farmakologiczrrej modulacji strezu oksydaryjnego. W
końmwym etaPle badań Doktorantka nie zaobserwowała różnic w pokonarrym dystansie na
biemri PrzffimYszy mik,którym przeszczePiono transdukorłrane FDYS komórki HIDEMs w
porórvnaniu u gruPą myszy konłrolnych, przy iednocnśnie łvższfti łiczbie szoków
elektrycznych_ Wydaie się ze może śvrł'adezyć o pozytywnym działaniu transdukowanych
komórek HIDEMs w mięśniach chorych zwierząt, jednak naleĘ zgodzić się z Doktorantką ze
z uwagi na metodologiczrre <rgraniczenia tego badania nie naleĘ formułorrać jeszcze
ostatecznych ą"niasków doĘczących Poprawy funkcii dystnrficznych nrięśni.

Podsunnłrrłłruiąc' wysoko oceniam wartość merytoryczną lozprawy- h6a podkreślenie
zasługujĘ rneqytorycnre plany doświadczalne, nowatorskie wyniki badań oraz potenciał
translacyiny badar{- Część wyników ma jeszcze charakter wsĘpny, jednak ich analtza
pozostawiła mnie z *ilnym przekonaniem o celowości kontynuorł.ania badań. Jak dowodzą
doĘchczasowe rez,ultaĘ wałtość proponowanej strategii może być ściśle zvłtązana z
rodzajem mutacji i fenotypem choroby. Wyniki badań Doktorantki stanowią cenny wkład do
światowei r'rriedzJr doĘczącej poszukiwania złożonej' wielokierunkowej terapii dystrofii
mięśniowej Duchenne'a dowodząc' że proponowane ł1r prary połączenie terapii komórkowei
i genowej wtaz z modyfikacją komórkowych szlaków biochemicanych w dysfuficzrrych
komórkach jest właściwym kierunkiem badali-

Ocena formalna rozprawy
Badania będące przedmiotem rozprawy doktorskiei byĘ finansowanie w ramach

grantu: OPUS zav tr?S łB lN7-5 / CIl 13t hJarodowego Centnum Niauki.
Rozprawa zogtała napisana w postaci 67 stronnicowei monografii o typowej

strukfurrze- Tytuł rozPraw)r preryryjne odzwierciedla zagadnienia będące przedmiotem
badań Daktorantki. Rozprawę podzielono na rozdńĘ, rozpoczynając CId ll-stronicowego
wsTBLJ zawierającego wszystkie istotrre dane w oparciu o któr'e Doktorantka
zaproponowała nłrwatorską strategię kompleksowego podejścia do leczenia dystrofii
mięśniowei Duchenne-a- W rozdzial e ,,ZAŁDŻENIIA I CEL PRACY- Doktorantka przedstawia
preryzyjnie sformułowaną spóine z hipotezarri ptany badawcze" finalnie pzedstawione w
f<rrmie celu głównego i czterech celów szczegółowych. Kolejny. najdfużsry rozdział rozpraw}'
pt. ''fu{ATHRIA.ŁY I METODY" lłLcząpy 28 stroą zavłiera opis materiałów i
rnetodologii" ilushowany tabelanri i rycinami- Techniki badawcze zostały łrbszemie opisane i
dowodzą że Doktorantka opanowała róźnorodny wamztat doświadczalny.
Rozdział rozprawy - ,'l{ryr{IK[- ticą" 16 stron. wy''iki badań opisane są bardzo szczegółowo
oraz graficznie przedstawione na 1Ł rnr większości złożonycłr' panelowych rycinach oraz w 2
tabelach. trŃiektóre z rycin są bardzo słabo czytelne z racji na mnogoóć danych iltub skalę tycin-
l\naliza staĘstyczna jest adekwatna do rodzaju analŁowanych danych. Rozdział

-DYSKUSIA" hczy 8 strcn i jest zwarĘ, bezzbędnych powtórzeń wcześniej omówionych w
rozprawie zagadńer{. Doktorantka w sposób óajrzĄ omargia w}"niki kolejnych etapów
eksperymentów zarówno $r konlekście autorskich hipotez badawczych iak i
doffchczasrrwyc}ł skromnych danych literaturowych- w tei częici rczpralńry znajduje się
także analiza ograniczeń metodologiczrrych (niedoskon'ły p"d wieloma względami model
złtłierzęcy DMD i niska liczebnn{ć grup badanych myszy)' które są powodem, co warto
podlcreśIiĘ osłrozrej interpretacji wyników. W podsumowaniu tega tozdziafu Autorka

-



odnosi się takze do aplikaryinego xrarzenia swoich badar{' w szuegó}ności w grupach
pacjentów z łagodryrm fenopĘpem DhdD- Dyskusia nad wynikami jest więc dowodem bardzo
dobrego Doktorantki do badań nad tezami roąprawy doktorskiej oraz
umiejętrrcr&f k ytycz.ei oceny tekstrr naukowego i ftrrmułowania wniogków" W koleinym
r'ozdńale tr_ -W]NIOSK['' Doktorantka umielściła sześć, trafnie postawionych i nie
wybiegaiących poza cele badart wniosków końcowych. W r'ozdziale -PlŚhłilmvtrrficrtryCr'
nraiduje się46 akhralnych (najstarsze wzyąezl995 roku) wn7ąibibliograficanych-Zvnaca
uwasę brak staranności w redakcii sP'so piśmiennictwa- /

Konkluzia
Wylsoko oceniam rczPrałrrę doktorską Pani mgr h{arty BudzińskiE pt. ,,AwtoĘiłzrue

korłrffrki po&aiłzcwia miagennega od paĘmtuł dystrafczttych paihdanł madypkacji geneĘenej jalw

nawa strategia wryEury struktury i funkcji mięśni szkieletozoych w dwrobię Duchntne"ł""
Stwierdzam, że tazprawa spebria warunki określone w ań" 13.1 {_}stawy z dnia 14 marca 2003

r. o stopniachnaukowych iĘtule naukowymorazostopniach itytulewzalcnesiesztuki{DgI.}.
nr 65 poz- 595 z późn- zmianami). Wobec powyższegq zwracaln się do Rady Naukowei
InsĘrfutu Genetki Człowieka PANtr w Poznaniu z wnioskiem o dopuszrenie Pani mgr Marty
Budzinskiej do dalszych etapów plzełrrodu doktorekiego.

Prcf. drhab. Ewa Chabielska
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