KATARZYNA PIEKAROWICZ

WEKTOR WIRUSOWY ZAWIERAJACY
MIESNIOWO-SPECYFICZNY PROMOTOR HYBRYDOWY JAKO
NARZEDZIE W TERAPII GENOWEJ LAMINOPATII

STRESZCZENIE

Dystrofie migSniowe to zréznicowana grupa obecnie nieuleczalnych choréb
genetycznych, a najbardziej obiecujaca perspektywa leczenia wydaje si¢ by¢ tera-
pia genowa. W ramach niniejszej pracy opracowano uktad modelowy do analizy
dystrofii migsniowej Emery-Dreifussa, zaproponowano strategi¢ terapii, opraco-
wano jej kluczowe elementy i1 przygotowano wektor z lekiem genetycznym.

Lek genetyczny i uklad modelowy. Wybrano biatko fuzyjne
EGFP-prelamina A jako lek genetyczny optymalny na tym etapie badan,
mozliwy do zastosowania w ukladzie modelowym in vivo (myszy pozbawione
laminy A). Ponadto prowadzono badania nad uktadem modelowym in vitro, ktéry
w przysztoSci pozwoli na testowanie efektywnosSci terapii dla dominujacej postaci
choroby: wyprowadzano komorki z biopsji od wspotpracujacych pacjentéw oraz
przygotowano i analizowano linie komoérkowe nadprodukujace mutanty laminy A.
Wskazano potencjalne mechanizmy reakcji komoérek uktadu modelowego na zbyt
wysoki poziom nadprodukcji — specyficzne usuwanie laminy A w komoérkach
na wczesnym etapie réznicowania oraz przejSciowa redystrybucja laminy C.
Przeprowadzono charakterystyke nowych mutacji laminy A (L263P, D446V)
w odniesieniu do kontrolnych, opisujac ich wptyw na fenotyp i tempo proliferacji
komorek.

Kaseta ekspresyjna. Opracowano nowatorski promotor zapewniajacy wy-
soka aktywno$¢ w komérkach migSniowych. Przeprowadzono analiz¢ poszcze-
g6lnych elementéw funkcjonalnych, wskazano kluczowe oraz te, ktére moga

byé w przysztosci usunigte, gdyby szczegétowe testy wykazaty zbyt niska



specyficznos¢. Badano aktywnos$¢ z zastosowaniem zréznicowanych uktadow:
przejsciowej transfekcji z zastosowaniem wydzielniczej lucyferazy lub EGFP,
wektora lentiwirusowego, wektora AAV. Wykazano brak toksycznosci ekspresji
cDNA kodujacego laming A pod kontrolg zaprojektowanego promotora w komor-
kach migsniowych oraz jej poprawna lokalizacje. Przeprowadzono wstepne testy
na modelu zwierzgcym, potwierdzajace wysoka aktywnos$¢ promotora in vivo.

Nosnik leku genetycznego. Przeprowadzono staranng analiz¢ dostgpnych no-
Snikéw w oparciu o dane literaturowe, w tym o wnioski ptynace z dotychczaso-
wych badan klinicznych. Testowano wektory wirusowe: lentiwirusowe pseudoty-
powane ré6znymi glikoproteinami, adenowirusowe i AAV. Jako nos$nik do testow
na modelu komérkowym oraz do potencjalnej terapii ex vivo wybrano wektor len-
tiwirusowy z otoczka VSVg i testowano jego kompatybilnos¢ z kaseta ekspre-
syjna oraz z transgenem. Do terapii systemowej wybrano AAV-9 i1 wykazano jego
kompatybilnos$¢ z kaseta ekspresyjna.

Opracowano wektor z kaseta ekspresyjna, ktéry moze byC nastgpnie stoso-
wany w terapii réznych typéw dystrofii mig§niowych, z zastosowaniem szeregu
strategii terapeutycznych (nadprodukcja, korekcja genu, wyciszanie itp.), w tym

do testow skutecznosci terapii EDMD.



