Nr rejestracyjny: 2016/21/B/NZ1/00293; Kierownik projektu: dr hab. Agnieszka toboda

Zaburzenia angiogenezy w dystrofii mieSniowej Duchenne'a - rola oksygenazy hemowej-1 i statyn

Dystrofia migsniowa Duchenne’a (DMD), recesywna choroba sprzgzona z chromosomem X, dotykajaca
1 na 3500 chtopcow, jest najczgsciej spotykang i jedng z najcigzszych form dystrofii migdniowej. Opisana
po raz pierwszy przez francuskiego neurologa Guillaume’a Benjamina Amanda Duchenne’a w roku 1860,
do tej pory jest choroba nieuleczalng. Choroba dotyczy chtopcow, u ktdrych pierwsze objawy zauwazalne
dla otoczenia pojawiaja si¢ najczgéciej w momencie rozpoczgcia samodzielnego chodzenia, ale choroba
szybko postepuje z wiekiem i w okresie miedzy 10 a 14 rokiem zycia chorzy przestaja w ogole
samodzielnie chodzi¢, by najczeéciej w drugiej/trzeciej dekadzie zycia doszto do catkowitej
niewydolnosci oddechowo-krazeniowej na skutek atrofii migsni oddechowych.

DMD spowodowana jest mutacjami w genie kodujacym biatko dystrofing, stanowigcym ,,szkielet”
komorki mig$niowej, zapewniajacym prawidtowe potaczenie migdzy cytoszkieletem aktynowym widkna
migéniowego a biatkami macierzy zewnatrzkomérkowej. W przypadku braku dystrofiny dochodzi do
ciaglej aktywacji komoérek satelitarnych mie$ni szkieletowych (czyli komérek macierzystych, ktoére w
normalnych warunkach uaktywniaja si¢ np. przy uszkodzeniu lub trenowaniu mig¢snia), indukcji procesow
zapalnych, wldknienia czy nasilenia stresu oksydacyjnego. Wszystkie te procesy prowadza do
postegpujacej utraty masy migsniowej i uposledzenia funkcji mig$ni. Wyniki niektérych badan sugeruja, ze
rowniez zaburzenia procesu tworzenia naczyn krwiono$nych czyli angiogenezy, moga wplywaé na
rozwoj DMD. U chorych na DMD komorki $rodbtonka, budujace naczynia krwiono$ne, réwniez sa
pozbawione dystrofiny i wykazuja wadliwe funkcje angiogenne.

W ramach projektu pragniemy zweryfikowa¢ hipotezg, iz modulacja angiogenezy przez
cytoprotekcyjny enzym, oksygenaze hemowa-1 (HO-1) oraz statyny, moze mie¢ terapeutyczne dziatanie
w przebiegu DMD. HO-1 ma dobrze udokumentowane dziatanie anty-apoptotyczne, anty-zapalne i
antyoksydacyjne, a z drugiej strony, pozytywnie reguluje procesy angiogenne i produkcj¢ czynnikow
nasilajacych tworzenie naczyn krwionosnych. Nasze badania pokazujg, ze biatko to jest rOwniez wazne w
biologii komoérek miesniowych. Co ciekawe, statyny, leki stosowane powszechnie do obnizenia poziomu
cholesterolu, wykazuja wielotorowe dziatanie i jak pokazaly nasze badania, moga stymulowac procesy
angiogenezy i regulowac ekspresje HO-1.

Aby zbadaé¢ postawione hipotezy, przeprowadzimy doswiadczenia na mysim modelu choroby
DMD czyli myszach mdx, pozbawionych ekspresji dystrofiny. Zastosujemy roéwniez unikatowy model
myszy tzw. podwdjnych nokautow - myszy pozbawionych réwnoczesnie genu HO-1 oraz dystrofiny.
Czgsé¢ doswiadczen begdzie wykonana na linii komdrkowej mioblastow zmodyfikowanych genetycznie, w
ktorych doprowadzimy do nadekspresji lub wyciszenia ekspresji HO-1. W celu sprawdzenia podobnych
zalezno$ci w modelu ludzkim, proponujemy innowacyjng strategi¢ pozyskania indukowanych komorek
pluripotencjalnych (iPSC) z fibroblastow 0sob zdrowych oraz pochodzacych od pacjentow cierpigcych na
DMD (fibroblasty takie sa komercyjnie dostepne) a nastepnie ich zroznicowanie do komorek srodbtonka,
pericytow oraz komoérek miesni szkieletowych. W ramach badan planujemy zastosowanie kilku modeli
angiogennych in vitro, m.in. testu tworzenia tubul na specjalnym podtozu Matrigel czy testu
sferoidalnego jak roéwniez in vivo, wykorzystujac model niedokrwienia konczyny tylnej myszy czy
wszczepienia do myszy komorek $rodblonka/pericytow uzyskanych z komoérek iPSC i badanie ich
potencjatu angiogennego.

Wynikiem realizacji projektu bedzie doktadna analiza roli HO-1 oraz statyn w modulacji procesu
angiogenezy w chorobie DMD. Wierzymy, ze zaplanowane badania pozwola na uzyskanie odpowiedzi na
wiele nurtujacych pytan i moga przyczyni¢ si¢ do szybszego poznania nowych sposobdw terapii tej
dotychczas nieuleczalnej choroby. Zrozumienie tych skomplikowanych zaleznosci bedzie mozliwe dzigki
wszechstronnej i dotychczas nie stosowanej na takg skale strategii badawczej z wykorzystaniem zwierzat
pozbawionych okreslonych genéw, terapii genowej oraz indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych.



