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1. Cel prowadzonych badan/hipoteza badawcza

Astma oskrzelowa 1 alergiczny niezyt nosa sa przyktad chordb uktadu oddechowych,
stanowiacych powazny problem natury medycznej 1 socjoekonomicznej. Liczne badania
podkreslaja czgste wspotwystgpowanie, co wskazuje na podobny patomechanizm obu chorob.
Sugeruje to, ze gorne i dolne drogi oddechowe moga mie¢ podobny mechanizm regulacji proceséw
zapalnych, bedacych pod kontrola wspdlnych genéw. Pomimo wieloletnich badan, obecnie
stosowane metody diagnostyczne cechuje wiele niedoskonatosci takich jak niska specyficzno$é¢ czy
duza inwazyjnos$¢. Dlatego tez potrzebne sa nowe, nieinwazyjne testy, pozwalajace na szybka
1 precyzyjna diagnostyke, jak rowniez monitorowanie efektow leczenia. Do tego celu moga
postuzy¢ mate, niekodujace czasteczki RNA (miRNA). Ze wzgledu na trudny dostgp do materiatu
klinicznego w niniejszym projekcie wykorzystany zostanie szczurzy model indukowanej astmy
oskrzelowej 1 alergicznego niezytu nosa. Hipotez¢ badawcza stanowi zalozenie, ze w trakcie
zapalenia alergicznego w gornych (nos) i dolnych (ptuca) drogach oddechowych dochodzi do zmian
w ekspresji miRNA. Dodatkowo, zmiany moga by¢ obecne we krwi obwodowe] uczulonych
zwierzat, za posrednictwem mechanizmu migdzykomoérkowego i1 migdzytkankowego transportu
miRNA z wykorzystaniem pecherzykéw zewnatrzwydzielniczych. Celem naukowym niniejszego
projektu jest identyfikacja genow miRNA wykazujacych podobny profil ekspresji u szczuréw
uczulonych zaré6wno w drogach oddechowych jak i krwi. Modyfikacja ekspresji tych gendw
miRNA in vivo (planowana jako kontynuacja niniejszych badan) pozwoli na opracowanie nowych
lekéw hamujacych alergiczny stan zapalny.

2. Zastosowana metoda badawcza/metodyka

Do przeprowadzenia niniejszego eksperymentu wykorzystany zostanie szczur szczepu
Brown Norway, ktory uwazany jest za jeden z najlepszych modeli in vivo dla indukcji stanu
zapalnego w drogach oddechowych. Zwierzgta (20 sztuk) zostana zakupione u certyfikowanego
producenta i poddane 3-tygodniowemu procesowi sensytyzacji z wykorzystaniem ekstraktu
roztoczy kurzu domowego (grupa badana, n=10) lub rownolegle roztworu soli fizjologicznej (grupa
kontrolna, n=10). Po tym okresie zwierzgtom zostanie pobrana krew w celu oznaczenia st¢zenia
przeciwcial anty-HDM, IL-4, oraz INF-y. Po potwierdzeniu zapalenia zwierzgta zostana
usmiercone. Od kazdego szczura pobrane zostana tkanki z pluc, nosa oraz krew obwodowa do
izolacji RNA. Na tkankach pobranych z nosa i pluc wykonane zostana barwienia w celu
potwierdzenia zmian zapalnych. Na materiale cDNA (tkanki z pluca i nosa) przeprowadzone
zostanie profilowanie dla 384 gendéw miRNA. Kontrola dla eksperymentu bgda szczury bez
potwierdzonego uczulenia. Dla wybranych genéw miRNA wykazujacych zmieniony profil ekspres;ji
w tkankach zwierzat uczulonych, przeprowadzona zostanie walidacja z wykorzystaniem techniki
PCR w czasie rzeczywistym. Na tym etapie analizowana begdzie dodatkowo krew zwierzat
uczulonych i kontrolnych. Dla wybranych miRNA, wykazujacych podobny profil ekspresji we
wszystkich trzech tkankach, przeprowadzone zostanie barwienie immunohistochemiczne
z wykorzystaniem sond znakowanych fluorescencyjnie, co pozwoli na potilosciowa oceng ekspres;ji
bezposrednio w tkankach zwierzat. Dla wybranych miRNA przeprowadzona zostanie analiza
in silico, w celu wytypowania genow docelowych regulowanych przez te miRNA a ich analiza
stanowi¢ bedzie kontynuacj¢ niniejszego projektu.

3. Wplyw spodziewanych rezultatow na rozwoj nauki, cywilizacji, spoteczenstwa

Osiagnigcie zatozonych w projekcie celéw pozwoli na lepsze poznane mechanizméw
lezacych u podstawy zapalenia alergicznego w gornych i dolnych drogach oddechowych. Niniejsze
badania beda wstepem do analizy funkcjonalnej na modelu zwierzgcym oraz analizy klinicznej
planowanych jako kontynuacja niniejszego projektu. W przysziosci niniejsze badania moga okazaé
si¢ uzyteczne do wyznaczenia nowych celow dla terapii astmy oskrzelowej i alergicznego niezytu
nosa.



