Pierwotna zo6tciowa marskos¢ watroby (PBC) jest nieuleczalna, wolno postepujaca, autoimmunologiczng chorobg watroby, w
ktérej dochodzi do zablokowania przeptywu z6kci, co medycyna okresla mianem cholestazy. Zaleganie zétci w watrobie prowadzi
do nieodwracalnego uszkodzenia komorek tego narzadu, tworzenia zwtoknien, ktdre zastepuja zdrowg tkanke, czego
konsekwencja jest marskos¢ watroby. W efekcie watroba przestaje spetnia¢ swoje fizjologiczne funkcje i konieczny jest jej
przeszczep. W patologii choroby PBC, cholestazie towarzyszy przewlekty stan zapalny, co przejawia sie obecnoscia
specyficznych autoprzeciwciat w surowicy pacjentéw. PBC dotyka przede wszystkim kobiety w $rednim wieku. Doktadna
etiologia choroby nie jest znana, chociaz powszechnie uwaza sig, ze moze by¢ ona zwigzana z zaburzeniem odpowiedzi
immunologicznej. Chcac dostarczy¢ wiecej informacji na temat funkcjonowania uktadu odpornosciowego w patogenezie
choroby PBC, postanowilismy skupi¢ swoja uwage na jego epigenetycznej regulacji przez czasteczki okreslane mianem
microRNA (miRNA).

miRNA naleza do matych, niekodujacych czasteczek RNA. Ich gtéwna funkcja w organizmie jest negatywna potranskrypcyjna
regulacja ekspresji gendw przez wigzanie sie z mMRNA biatka docelowego, czego wynikiem jest zahamowanie procesu translacji
tego biatka. Z uwagi na wysoka stabilnos¢ miRNA we krwi, w medycynie czasteczki te znalazty swoje zastosowanie, jako
biomarkery do wczesnego wykrywania chordb, jak réwniez jako nosniki informacji o przebiegu choroby. Coraz wiecej jest
doniesien na temat roli miRNA w chorobach autoimmunologicznych. Wiadomo, ze czasteczki te wywieraja wptyw na rozwoj
komdrek uktadu odpornosciowego i sg czynnikiem regulujacym jego homeostaze Biorac pod uwage powyzsze informacije, w
niniejszym projekcie zamierzamy zidentyfikowaé¢ mikroRNA, ktére reguluja odpowiedz immunologiczng u pacjentéw
dotknietych PBC. Przeprowadzone badania pozwolg nam zdoby¢ wiedze na temat etiologii choroby, a w przysztosci moga
przyczynié sie do postepéw w . leczeniu chorych na PBC.

Wstepne wyniki badan przeprowadzonych w naszym laboratorium, pozwolity nam przeanalizowaé profil ekspresji miRNA w
watrobie u pacjentéw z PBC. Potwierdzity one zmieniong ekspresje kilku miRNA, ktore w literaturze sg opisane, jako istotne
czasteczki w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Sposrod wytypowanych miRNA, wybrali$my cztery, kluczowe w procesie
dojrzewania i réznicowania limfocytéw, produkcji cytokin prozapalnych i chemokin. Badane miRNA, moga by¢ cennym
markerem zmian charakterystycznych dla odpowiedzi immunologicznej w PBC.

Dzieki wspotpracy z jednostkg Hepatologii i Chorob Wewnetrznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, badania
realizowane w niniejszym projekcie zostang przeprowadzone na materiale pochodzacym od ponad 300 chorych na PBC. W
pierwszym etapie, planujemy przeprowadzié szczeg6towa analize wybranych miRNA w surowicach, w okreslonych
subpopulacjach komdrkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) i w tkankach pochodzacych z wyszczepionych watréb.
Analiza ta zostanie rozszerzona o dodatkowe informacje dotyczace poziomu cytokin i czynnika TGF w surowicy pacjentow z
PBC. Poziom cytokin i TGFp u chorych niesie ze sobg informacje dotyczacg aktywnosci uktadu odpornosciowego, gdyz sa one
bezposrednio zaangazowane w rozwdj choréb autoimmunologicznych. Chcac zrozumieé ztozong interakcje pomiedzy miRNA i
przewlektym stanem zapalnym w PBC, okreslimy stopien korelacji miedzy poziomem cytokin, TGF( a stopniem eksresji
mikroRNA. W analizie zostang réwniez uwzglednione doktadne dane kliniczne pacjentéw, tak aby mozliwym byta doktadna
ocena stopnia zaawansowania choroby.

W kolejnym etapie naszych badan, zamierzamy sprawdzié¢ czy istnieje zwigzek pomiedzy poziomem badanych miRNA a
poziomem biatek, ktérych ekspresja jest przez te czasteczki potranskrypcyjnie regulowana. Analiza zostanie przeprowadzona z
wykorzystaniem tkanki pochodzacej z wyszczepionych watrob oraz z wykorzystaniem wyizolowanych komérek PBMC.
Oceniane biatka zaliczane sa do czynnikdw immunomodulujacych a zatem ich nieodpowiedni poziom moze warunkowaé
autoimmunologiczne podtoze PBC.

Na koniec, chcac zidentyfikowac przyczyne nieprawidtowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego w rozwoju choroby
PBC zamierzamy zidentyfikowa¢ mechanizm, ktéry prowadzi do zmian ekspresji miRNA u pacjentéw. Patogenezie PBC
towarzyszy uwalnianie tlenku azotu (NO) przez enzym syntaze tlenku azotu (iNOS). Tlenek azotu zaliczany jest do mediatoréw
stanu zapalnego, ktéry wptywa na ekpresje wielu gendw w tym na ekspresje czasteczek miRNA. W zwiazku z tym zbadamy
wphyw tlenku azotu na poziom interesujacych nas miRNA, w komorkach linii HepG2 oraz w cholangiocytach.

Poznanie etiologii choroby PBC ciggle pozostaje wyzwaniem. Brak dostatecznej wiedzy jest powodem, dla ktérego leczenie
PBC prowadzi jedynie do spowolnienia progresji choroby a nie zatrzymania jej rozwoju. W niniejszym projekcie chcemy lepiej
zrozumieé patogeneze PBC, koncentrujac sie na epigenetycznej modulacji uktadu odpornosciowego przez czasteczki miRNA.
Materiat badawczy uzyskany od duzej liczby pacjentéw pozwoli na odkrycie istotnych zaleznosci miedzy ekspresjg miRNA a
odpowiedzia immunologiczng w trakcie rozwoju PBC. Spodziewane rezultaty pozwolg zdoby¢ wiedze, ktéra w przysztosci
zostanie wykorzystana w badaniach klinicznych.



