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Prawidlowe funkcjonowanie uktadu odpornosciowego wymaga perfekcyjnie regulowanej komunikacji
migdzy komorkami uktadu odpornosciowego oraz migdzy komorkami uktadu odpornosciowego a innymi
typami komorek (np. komorek wyscielajacych naczynia krwionosne czy drogi oddechowe). Ta komunikacja
angazuje m.in. blonowe czgsteczki adhezyjne a takze rozne rozpuszczalne mediatory (cytokiny) oddziatujace
ze specyficznymi blonowymi receptorami. W odpowiedzi na zagrozenie (np. infekcje) czgsto dochodzi do
rozwoju stanu zapalnego a uktad odpornosciowy kieruje wszystkimi jego etapami: od inicjacji po wygaszenie.
Jesli jednak nie udaje si¢ wyeliminowac zagrozenia lub zawodzi jaki$ element kontroli, dochodzi do powstania
chronicznego stanu zapalnego lezacego u podstaw szeregu wcigz nieuleczalnych, ucigzliwych lub bardzo
powaznych chorodb takich jak reumatoidalne zapalenie stawow, miazdzyca, czy stwardnienie rozsiane. Nie bez
znaczenia sg tez dwukierunkowe relacje migdzy chorobami o podtozu zapalnym a nowotworami.

ADAML17 (ang. A Disintegrin And Metalloproteinase 17) to powszechnie wystepujacy enzym blonowy z
rodziny ADAM peknigcy istotng role W rozwoju stanu zapalnego: zaréwno fizjologicznego, koniecznego do
obrony organizmu przed patogenami jak i patologicznego. ADAML17 to szedaza, czyli enzym uwalniajacy z
btony komorkowej biologicznie aktywne, zewnatrzkomoérkowe domeny réznych biatek: czasteczek
adhezyjnych, cytokin, czynnikéw wzrostu a takze ich receptorow. ADAML17 zluszczajac biatka btonowe
modyfikuje powierzchni¢ komorek i jednoczesnie wzbogaca mikrosrodowisko w rozpuszczalne i dyfundujace
aktywne czasteczKi — w ten sposob wptywa na komunikacj¢ migdzykomorkowa podczas stanu zapalnego.
Prozapalne dziatanie biatlka ADAMI17 wynika z faktu uwalniania z btony komoérkowej szeregu bialek
uczestniczacych w rozwoju stanu zapalnego, w tym jednej z najwazniejszych cytokin prozapalnych — TNF-u
(ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotwordéw). Ale czy to jedyny mechanizm?

Na podstawie wlasnych doswiadczen wysuneliSmy hipoteze, Ze ADAM17 promuje stan zapalny nie tylko
przez dostarczanie mediatoréw, ale rowniez w inny sposéb — ,,uwrazliwiajac” komoérki organizmu na
prozapalne bodzce. StwierdziliSmy bowiem, ze gdy metodami genetyki molekularnej, silnie ograniczymy
syntezg biatka ADAMI17 (innymi stowy: wyciszymy ekspresje genu Adam17) to komorki wielu typow stajg
si¢ mato wrazliwe na dziatanie mediatorow stanu zapalnego: cytokin i produktéw bakteryjnych, i nie
podejmujg efektywnej syntezy pewnych charakterystycznych ,,obronnych” biatek, takich jak np. indukowalna
syntaza tlenku azotu. Obserwujemy takze zaburzenia w funkcjonowaniu szlakéw sygnatowych
zaangazowanych w regulacje ekspresji genow istotnych dla stanu zapalnego. Ale co najciekawsze, wyciszeniu
ekspresji Adam17 towarzysza zmiany we wzorze metylacji DNA, co zgodnie ze wspotczesng wiedzg, moze
znaczaco wplywaé na to, jaki zestaw genoéw i na jakim poziomie ulega w komorce ekspresji.

Celem naszego projektu jest wyjasnienie tego nowego mechanizmu, poprzez ktory ADAM17 promuje
rozwaj stanu zapalnego. Zamierzamy osiagna¢ ten cel badajac efekty wyciszenia ekspresji Adam17 w dwoch
modelowych liniach komorkowych: P388D1 (komoérki uktadu odpornosciowego) i MC38 (komorki
nabtonkowe). Zanalizujemy zmiany jakosciowe i ilosciowe w: (i) transkryptomie (czyli w zestawie genow
ulegajacych transkrypcji), (i) sekretomie (zestawie biatek ulegajacych wydzielaniu z komérki i uwalnianiu z
powierzchni komorki) i (i) we wzorze metylacji DNA (wzor metylacji wskazuje, ktore dinukleotydy CpG w
analizowanym DNA s3, a ktére nie sa zmetylowane). Planujemy takze zidentyfikowac elementy $ciezek
sygnatowych ulegajace odmiennej regulacji w komoérkach z wyciszong i normalng ekspresjg Adaml7. Do
analizy transkryptomow zastosujemy technike RNA-seq, bazujaca na sekwencjonowaniu nowej generacji,
pozwalajaca na czula i precyzyjna analize iloSciowa mRNA oraz niekodujacych RNA. Do analizy sekretomow
zastosujemy poréwnawcza, iloSciowa technike spektrometrii mas (MS) — SILAC. Sprawdzimy tez, czy geny,
ktorych ekspresja wyraznie zmienia sie¢ pod wptywem wyciszenia Adam17 maja zmieniony wzor metylacji.
Odpowiemy roéwniez na pytanie czy wyciszenie Adam17 wptywa na catkowity poziom metylacji DNA w
komorkach oraz na aktywnos$¢ enzymoéw odpowiedzialnych za ten proces. Geny wytonione na podstawie
porownan transkryptomow i sekretomoéw zostang poddane analizie pod katem ich potencjalnych funkcji w
sciezkach sygnalowych przy uzyciu zaawansowanego programu bioinformatycznego Ingenuity Pathway
Analysis tool. Metody genetyki molekularnej oraz metody immunochemiczne zostang wykorzystane do
weryfikacji wynikéw analizy transkryptoméw i sekretomow oraz do poglebionych badan nad szlakami
sygnatowymi. JesteSmy przekonani, ze to nowoczesne i wielotorowe podejscie eksperymentalne pozwoli na
osiagnigcie celu projektu. Badania przyniosa takze dodatkowe efekty: (i) wyniki analiz wszystkich
transkryptoméw zostang umieszczone w ogélnodostepnej bazie danych GEO i bedg mogty by¢ wykorzystane
do roznych analiz bioinformatycznych, niekoniecznie dotyczacych funkcji biatka ADAM17; (i) wyniki analiz
porownawczych sekretoméw by¢ moze pozwola na identyfikacj¢ nowych substratow ADAM17, a przez to
moga rozszerzy¢ wiedzg o dodatkowych funkcjach tego enzymu. Te wyniki rowniez zostang udost¢pnione
miedzynarodowemu $rodowisku naukowemu; (iii) analiza bioinformatyczna wynikow dotyczacych
transkryptomow oraz zmian w metylacji DNA moze dostarczy¢ informacji na temat zalezno$ci mig¢dzy
$ciezkami sygnatowymi, metylacjag DNA i ekspresja niektorych genéw — informacji znacznie wykraczajacych
poza funkcjonowanie biatka ADAM17.



