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pt.,, Autologiczne komorki pochodzenia miogennego od pacjentéw dystroficznych
poddane modyfikacji genetycznej jako nowa strategia poprawy struktury i funkcji miesni
szkieletowych w chorobie Duchenne’a”

wykonanej przez mgr Marte Budzinska

w Zakladzie Biologii Rozredu i Komérek Macierzystych Instytutu Genetyki Czlowieka
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Promotor rozprawy Prof. dr hab. n.med. Maciej Kurpisz

Ocena merytoryczna rozprawy

Dystrofia migsniowa Duchenne’a (DMD) jest recesywna choroba nerwowo-
miesniowa, sprzezona z chromosomem X. Jej powodem sa zroznicowane mutacje w genie
kodujacym dystrofine i mimo znacznego postepu wiedzy oraz poznania molekularnego
podioza choroby, terapia nadal jest ograniczona do objawowego leczenia
glikokortykosteroidami.

Réznorodnoéé mozliwych mutacji w genie DMD, kitory jest najwigkszym znanym
ludzkim genem, zwraca uwage badaczy w kierunku substytucji dystrofiny bialkiem
mogacym przeja¢ jego funkcje ti. na mikrodystrofine, jako sztuczna konstrukeji, ktora

posiadajac domeny funkcjonalne dystrofiny mogtaby zastapi¢ ja w dystroficznych komérkach
miesniowych. Ponadto, naukowcy widza konieczno$é¢ kompleksowej poprawy stanu
pacjentow w terapiach laczonych, wykorzystujacych jednoczesnie strategie celujace w
przyczyne genetyczna oraz ostabiajace drugorzedowe skutki DMD.

Jednym z budzacych nadzieje podejs$¢ eksperymentalnych, jest realizowany w zespole
Pana Profesora Macieja Kurpisza projekt dotyczacy nowej strategii terapii choroby
Duchenne'a, w ktorej wykorzystane sa autologiczne komorki pochodzenia miogennego
pacjentéw dystroficznych poddane korekcie genetycznej. Taka terapia komdrkowa niesie
istotne korzyéci ze wzgledu na brak koniecznosci wiaczania terapii immunosupresyjnej.
Ponadto, w s$wietle aktualnych danych, polaczenie terapii komoérkami macierzystymi z
zastosowaniem konstrukgji lentiwirusowej dla sekwencji mikrodystrofiny (uDYS) moze mie¢
wplyw na drugorzedowe objawy DMD, a zatem finalnie fagodniejszy przebieg choroby.
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Celem badan, ktore sg tematem rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Budzinskiej byto
utworzenie linii  indukowanych komoérek mezenchymalnych modyfikowanych
mikrodystrofing, zdolnych do poprawy funkcji miesni szkieletowych myszy z choroba
Duchenne’a

W  eksperymentach Doktorantka wykorzystala warsztat badawczy obejmujacy
uznane, nowoczesne i wysokospecjalistyczne techniki z zakresu biologii molekularnej, technik
analityki biologicznej, genetyki i biochemii. W badaniach in vivo, uzyta doroste samce myszy
z dystrofia miesniowa Duchenne’a (mdx). W pierwszym etapie eksperymentow, indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste zostaly przeprogramowane z komérek miesniowych
chorych na dystrofie miesniowa Duchenne’a (czterech chlopcow z lagodnym i ciezkim
fenotypem choroby), ktére nastgpnie zroznicowano w prekursorowe komorki
mezoangioblastopodobne (HIDEMs). W kolejnym etapie zastosowano lentiwirusowa
konstrukcje posiadajaca sekwencje dla uDYS do transdukcji komérek HIDEMs. Interesujacym
etapem badan Doktorantki byla analiza biochemiczna parametréw stresu oksydacyjnego oraz
ekspresji genéw wchodzacych w sktad Sciezki sygnatowej STARS w homogenatach komdrek
HIDEMs przed i po transdukcji uDYS. W ostatnim etapie eksperymentu transdukowane
komérki podano miejscowo myszom (migénie piszczelowe przednie) i oceniono wplyw
zastosowanej terapii na dlugos¢ pokonanego na biezni dystansu oraz liczbe przyjetych przez
zwierze szokéw elektrycznych stymulujacych zwierze do biegu.

W tak zaprojektowanych badaniach Doktorantka wykazata, iz komorki iPS, ktore
zostaly zreprogramowane z dystroficznych komérek migéniowych pochodzacych od
pacjentow z DMD wykazywaly cechy pluripotencji, byly stabilne i nie posiadaly cech
spontanicznego roznicowania. Nastepnie Doktorantka skutecznie dokonata procesu
réznicowania komorek iPS do komérek HIDEMs. Zauwazyla, iz zréznicowany u pacjentéw
poziom ekspresji markerow charakterystycznych dla komoérek HIDEMs byt zalezny od
fenotypu schorzenia. Poziom ekspresji markeréw mezenchymalnych w komoérkach HIDEMs
pacjenta z fagodnym fenotypem byl najbardziej zblizony do populacji kontrolnej HIDEMs. W
kolejnym etapie eksperymentu, potwierdzita mozliwos¢ transdukcji komoérek HIDEMSs
konstrukcja lentiwirusowa zawierajaca sekwencje uDYS w komérkach z réznymi mutacjami
w obrebie genu DMD. Najwieksza nadekspresje mikrodystrofiny uzyskata w komorkach
pacjenta z fagodnym fenotvpem choroby, przy catkowitym braku nadekspresji
mikrodystrifiny u pacjenta tetraplegicznego. W toku dalszych badarn dowiodta, ze transdukgcja
komorek HIDEMs konstrukcja lentiwirusowa zawierajaca sekwencje uDYS moze znamiennie
zmienia¢ ekspresje genéw wchodzacych w skiad sciezki sygnatowej STARS, pelniacej istotna
role w zachowaniu prawidlowej funkcji miesni. Zauwazyla wzrost ekspresji genéw
surowiczego czynnika odpowiedzi (SRF), czynnika jadrowego wzmacniajacego ekspresje
tancuchow lekkich kappa aktywowanych komoérek B (NFKB1) i czynnika martwicy
nowotworu alfa (TNFA) wylacznie w komérkach pacjenta z fagodnym fenotypem choroby.
Obecnos¢ podwyzszonej ekspresji genéw nalezacych do sciezki sygnatowej STARS i ich
pozytywny wplyw na funkcjonowanie i regeneracje miesni zdaniem Doktorantki, moze by¢
celem dalszych szczegolowych badan. Kolejne wyniki sugeruja, ze transdukcja komorek
konstrukcja lentiwirusowa zawierajaca sekwencje pDYS zmniejsza stres oksydacyjny w
komérkach HIDEMs. Swiadczyt o tym spadek aktywnosci katalazy (CAT) oraz catkowitej
pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) 1 wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (5OD)
w komérkach pacjentow o fagodnym fenotypie choroby. Zdaniem Doktorantki wyniki te
dowodza celowosci badan dotyczacych znaczenia reaktywnych form tlenu w przebiegu
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DMD, jako waznych elementéw wplywajacych na patogeneze choroby i mogacych by¢ celem
w zlozonym podejsciu terapeutycznym. Chetnie poznatabym szczegdélowe propozycje
kierunkéw dalszych badan i opinie Doktorantki o zasadnosci dolaczenia do przyczynowej
strategii terapeutycznej DMD np. farmakologicznej modulacji stresu oksydacyjnego. W
koncowym etapie badan Doktorantka nie zaobserwowata réznic w pokonanym dystansie na
biezni przez myszy mdx, ktorym przeszczepiono transdukowane uDYS komorki HIDEMs w
poréwnaniu z grupa myszy kontrolnych, przy jednoczesnie nizszej liczbie szokéw
elektrycznych. Wydaje si¢, ze moze Swiadczy¢ o pozytywnym dziataniu transdukowanych
komorek HIDEMs w migsniach chorych zwierzat, jednak nalezy zgodzi¢ sie z Doktorantka, ze
z uwagi na metodologiczne ograniczenia tego badania nie nalezy formulowal jeszcze
ostatecznych wnioskow dotyczacych poprawy funkgji dystroficznych miesni.

Podsumowujac, wysoko oceniam wartos¢ merytoryczng rozprawy. Na podkreslenie
zastuguja merytoryczne plany doswiadczalne, nowatorskie wyniki badan oraz potencjat
translacyjny badan. Czes¢ wynikéw ma jeszcze charakter wstepny, jednak ich analiza
pozostawita mnie z silnym przekonaniem o celowosci kontynuowania badan. Jak dowodza
dotychczasowe rezultaty wartos¢ proponowanej strategii moze byc¢ $cisle zwigzana z
rodzajem mutadji i fenotypem choroby. Wyniki badan Doktorantki stanowia cenny wkiad do
swiatowej wiedzy dotyczacej poszukiwania zlozonej, wielokierunkowej terapii dystrofii
miesniowej Duchenne’a dowodzac, ze proponowane w pracy polaczenie terapii komodrkowej
i genowej wraz z modyfikacja komorkowych szlakéw biochemicznych w dystroficznych
komérkach jest wlasciwym kierunkiem badan.

Ocena formalna rozprawy

Badania bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej byly finansowanie w ramach
grantu: OPUS 2017/25/B/NZ5/01131 Narodowego Centrum Nauki.

Rozprawa zostala napisana w postaci 67 stronnicowej monografii o typowej
strukturze. Tytul rozprawy precyzyjne odzwierciedla zagadnienia bedace przedmiotem
badan Doktorantki. Rozprawe podzielono na rozdzialy, rozpoczynajac od 11-stronicowego
WSTEPU zawierajacego wszystkie istotne dane w oparciu o ktére Doktorantka
zaproponowala nowatorska strategie kompleksowego podejScia do leczenia dystrofii
miesniowej Duchenne’a. W rozdziale ,ZALOZENIA 1 CEL PRACY” Doktorantka przedstawia
precyzyjnie sformulowane, spdjne z hipotezami plany badawcze, finalnie przedstawione w
formie celu gléwnego i czterech celéw szczegdlowych. Kolejny, najdtuzszy rozdziat rozprawy
pt. .MATERIALY I METODY” liczacy 28 stron, zawiera szczegolowy opis materialow i
metodologii, ilustrowany tabelami i rycinami. Techniki badawcze zostaly obszernie opisane i
dowodza, ze Doktorantka sprawnie opanowala réznorodny warsztat doswiadczalny.
Rozdziat rozprawy - , WYNIKI" liczy 16 stron. Wyniki badar opisane sa bardzo szczegdtowo
oraz graficznie przedstawione na 12, w wigkszosci ztozonych, panelowych rycinach oraz w 2
tabelach. Niektore z rycin sg bardzo stabo czytelne z racji na mnogos¢ danych i/lub skale rycin.
Analiza statystyczna jest adekwatna do rodzaju analizowanych danych. Rozdziat
~DYSKUSJA” liczy 8 stron i jest zwarty, bez zbednych powtdrzen wezesniej omowionych w
rozprawie zagadnient. Doktorantka w sposob dojrzaly omawia wyniki kolejnych etapow
eksperymentéw zarOwno w kontekdcie autorskich hipotez badawczych jak i
dotychczasowych, skromnych danych literaturowych. W tej czesci rozprawy znajduje sie
takze analiza ograniczen metodologicznych (niedoskonaly pod wieloma wzgledami model
zwierzecy DMD i niska liczebnos¢ grup badanych myszy), ktore sa powodem, co warto
podkresli¢, ostroznej interpretacji wynikéw. W podsumowaniu tego rozdzialu Autorka
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odnosi sie takze do aplikacyjnego znaczenia swoich badan, w szczegolnosci w grupach
pacjentéw z lagodnym fenoptypem DMD. Dyskusja nad wynikami jest wiec dowodem bardzo
dobrego przygotowania Doktorantki do badan nad tezami rozprawy doktorskiej oraz
umiejetnosci krytycznej oceny tekstu naukowego i formutowania wnioskow. W kolejnym
rozdziale pt. ,WNIOSKI” Doktorantka umiescita szes¢, trafnie postawionych i nie
wybiegajacych poza cele badan, wnioskéw koncowych. W rozdziale ,,PISMIENNICTWO”
znajduje sie 46 aktualnych (najstarsze pozycje z 1995 roku) pozygji bibliograficznych. Zwraca
uwage brak starannosci w redakgji spisu piSmiennictwa. ‘

Konkluzj
Wysoko oceniam rozprawe doktorska Pani mgr Marty Budzinskiej pt. , Autologiczne

komorki pochodzenia miogennego od pacjentéw dystroficznych poddane modyfikacji genetycznej jako
nowa strategia poprawy struktury 1 funkcji migéni szkieletowych w chorobie Duchenne’a”.
Stwierdzam, Ze rozprawa spelnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.
nr 65 poz. 595 z pdézn. zmianami). Wobec powyzszego, zwracam si¢ do Rady Naukowej
Instytutu Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Marty
Budgzinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Ewa Chabielska

Bialystok, 17 .10.2024 (LQ &C’ Léj/a’ p




