Gtéwnym celem projektu jest poszerzenie obecnego stanu wiedzy na temat mechanizméw regulujacych rozwdj procesu
autoimmunologicznej demielinizacji. Jak powszechnie wiadomo, proces leczenia chordéb z kregu autoagresji, do ktorych
zalicza sie Stwardnienie Rozsiane (Multiple Sclerosis, MS), opiera sie na prébach tagodzeniu ich przebiegu, gdyz
patogeneza choroby pozostaje nieznana. Zaktada sie istotny wptyw na indukcje choroby ma wiele czynnikéw takich jak:
predyspozycje genetyczne, niedobdr witaminy D co wigze sie z szeroko$cig geograficzng i intensywnoscia ekspozycji na
stonice, jak roéwniez stres. W autoimmunologicznej demielinizacji dochodzi do rozpadu ostonek mielinowych wiékien
nerwowych co prowadzi do obumierania neurondéw. Spowodowane jest to przenikaniem do osrodkowego ukiadu
nerwowego (OUN) przez bariere krew-m6zg limfocytow pomocniczych T CD4+ (T helper cells, Th), gtéwnie populacji
autoreaktywnych Th17 oraz Thl rozpoznajgcych antygeny mielinowe jako obce. Najnowsze doniesienia wskazujg na
istotng funkcje mechanizméw epigenetycznych w regulacji procesu réznicowania sie limfocytéw pomocniczych T CD4+.
W naszych wczesniejszych badaniach wykazalisSmy wzrost ekspresji trzech mikroRNA (microRNA,MIRNA) miR-21,
miR-155 oraz miR-301la w populacjach limfocytow T CD4+, jak rowniez wskazaliSmy mechanizm regulacji
roznicowania sie Th17 przez miR-301a poprzez hamowanie ekspresji Pias3, bedacego inhibitorem Stat3 - kluczowego
czynnika transkrypcyjnego dla Th17. MiRNA sg krotkimi czasteczkami RNA o dtugosci okoto 18-22 nukleotyddw, ktore
nie kodujg biatek. Charakteryzujg sie post-transkrypcyjng regulacja mRNA, gtéwnie przez blokowanie translacji
okreslonego biatka lub degradacje nici mMRNA.

W tym projekcie pragniemy skupi¢ sie na kontynuacji badan nad funkcjg miRNA, w szczegélnosci miRNA-155
poprzez regulacje gendéw z rodziny biatek szoku cieplnego 40 (Heat shock protein 40, HSP40) w procesie
réznicowania sie limfocytow pomocniczych T CD4+ oraz przebiegu autoimmunologicznej demielinizaciji.

Proponowany model badahn w tym projekcie ma charakter nowatorski. W badaniach wstepnych wykazali$my znaczny
wzrost ekspresji miR-155 w limfocytach T CD4+ odpowiadajgcych na antygen mielinowy. Wyniki tego eksperymentu
potwierdzilisSmy in vivo na mysim modelu SM — eksperymentalnym zapaleniu mézgu i rdzenia kregowego (experimental
autoimmune encephalomyelytis, EAE). Zaobserwowano, ze u myszy genetycznie pozbawionych ekspresji miR-155
(miR-155-/-) przebieg choroby byt znacznie tagodniejszy niz u myszy kontrolnych (miR-155+/+). Celem zbadania
mechanizmu regulacji EAE przez miR-155 planujemy zbada¢ ekspresje obydwu nici miR-155: miR-155-3p oraz
miR-155-5p w dwoch gtéwnych populacjach komérek zapalnych limfocytach T CD4+ oraz makrofagach/mikrogleju
CD11b+ z zastosowaniem technik biologii molekularnej takich jak RT-gPCR, zardwno wzglednej jak i absolutnej oceny
iloSciowej. W nastepnym etapie projektu zbadamy funkcjonalne znaczenie obu nici miR-155-3p oraz miR-155-5p w
limfocytach T CD4+ poprzez zastosowanie wektoréw wzmagajacych dziatanie poszczego6lnych nici (mimikr) a nastepnie
zmierzymy ekspresje genéw markerowych dla poszczegdlnych frakcji limfocytéw pomocniczych. Wektory modyfikujace
ekspresje poszczegolnych nici miRNA-155 wprowadzone bedg do komorek z zastosowaniem techniki elektoporacji. W
kolejnym etapie projektu zostanie zbadana funkcjonalno$¢ obydwu nici miR-155-3p oraz miR-155-5p w procesie
blokowania ekspresji Dnaja2 i Dnajbl poprzez transfekcje limfocytdbw T CD4+ antagomirami przeciw okreslonej nici
miR-155. Wyniki powyzszego eksperymentu zostang zweryfikowane z zastosowaniem reporterowego Systemu
lucyferazy. Celem sprawdzenia istotnosci ekspresji genéw Dnaja2 i Dnajbl w limfocytach T CD4+ zostang one poddane
transfekcji plazmidami wzmagajacymi ekspresje odpowiednio Dnaja2 lub Dnajbl lub obydwu gendw razem. Profil
biatkowy ukazujacy odpowiedz komoérek na modyfikacje genetyczne zostanie zweryfikowany za pomocg metody Western
Blot. Wyniki badan prowadzonych in vitro, zostang potwierdzone przez serie doswiadczen na myszach immunizowanych
w kierunku wywotania EAE. Zaktadamy, ze wyniki badan realizowanych w obrebie tego projektu poszerza stan wiedzy z
zakresu mechanizmoéw lezacych u podstaw procesu autoimmunologicznej demielinizacji i moga sie przyczyni¢ do
ulepszenia nowych terapii genowych w przysztosci.

Tematyka tego projektu wpasowuje sie w nurt badan nad procesem autoimmunologicznej demielinizacji prowadzonych w
Laboratorium Neuroimmunologii i Katedrze i Klinice Neurologii Uniwersytetu Medycznego w +.odzi od wielu lat.
Liczne doniesienia naukowe wskazujg na powigzanie miedzy ekspresjg miR-155 a procesem réznicowania sie limfocytow
T CD4+, ponadto byt on jednym z pierwszych miRNA, ktérego wzrost ekspresji zostat zaobserwowany podczas
stymulacji TCR. Pomimo licznych badan prowadzonych nad miR-155 rola funkcjonalnosci roznych nici miR-155,
miR-155-3p oraz miR-155-5p w limfocytach T CD4+ w odpowiedzi na antygen mielinowy nie zostata jeszcze
zweryfikowana.



