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Stwardnienie rozsiane (MS) jako jedna z najczgsciej wystgpujacych chordb neurodegeneracyjnych jest
jedng z glownych przyczyn wystgpowania niepetnosprawnosci u oséb miodych. Wedlug danych WHO
obecnie szacuje si¢, iz na $wiecie liczba chorych na MS wynosi okoto 2,3 min. Choroba ma najczgsciej
przebieg wielofazowy z licznymi okresami zaostrzen i remisji.

Patologiczng podstawa MS jest demielinizacja wtokien istoty bialej spowodowana rozpadem otoczki
mielinowej neurondéw, w wyniku uszkodzenia rozpuszczalnego, zasadowego biatka mieliny. MS jest choroba
autoimmunizacyjng charakteryzujaca si¢ zmiennym przebiegiem klinicznym oraz zrdéznicowanym obrazem
patofizjologicznym, ktora oprocz uszkodzenia neuronow, cechuje si¢ utrata integralnosci bariery krew-mozg
(BBB), jak réwniez naciekami leukocytarnymi do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), doprowadzajac
do wystapienia chronicznego stanu zapalnego oraz zaburzenia neuroprzekaznictwa. Heterogenny przebieg
tych procesow utrudnia przewidywanie postgpow choroby i wdrozenie wiasciwego postepowania
terapeutycznego.

Ptytki krwi sg wielozadaniowymi komorkami petnigcymi funkcje w obrgbie uktadu krazenia, ktore
biorg takze udzial w patofizjologii wielu chordb neurodegeneracyjnych. Oddziatuja z komérkami uktadu
immunologicznego oraz stanowig zrodto biologicznie czynnych substancji zmagazynowanych w ich
ziarnisto$ciach, ktore wplywaja na przepuszczalno$¢ BBB wzmagajac infiltracj¢ autoreaktywnych
limfocytow T, przyczyniajac si¢ do rozwoju stanu zapalnego. Istnieja doniesienia, w tym publikacje zespotu
mojego opiekuna naukowego potwierdzajace zaburzenia czynno$ci ptytek krwi u pacjentow z MS, ktore
moga by¢ przyczyna zwigkszonego ryzyka wystepowania epizodow niedokrwiennych, takich jak udar
mozgu 1 zawat miesnia sercowego, szczegdlnie w fazie SPMS, ktorych zwiekszong czestos¢ obserwowano
w badaniach epidemiologicznych.

Najnowsze badania naukowe prowadzone przez zespdt mojego opiekuna naukowego majg na celu
poznanie molekularnych mechanizméw wzmozonej aktywnos$ci prozakrzepowej plytek krwi w SPMS.
Badania wstgpne wykazaly podwyzszone stezenie P-tubuliny w ptytkach krwi u pacjentow z SPMS
w stosunku do grupy zdrowych ochotnikow, co moze stanowié istotng przyczyne prozakrzepowej
aktywnosci plytek krwi w SPMS.

Hemostatyczna funkcja plytek jest uwarunkowana aktywacja tych komorek, ktora prowadzi do zmiany
ich ksztaltu, adhezji, agregacji i degranulacji wewnatrzkomorkowych ziarnistosci i czynnikéw zapalnych.
Mikrotubule wraz z innymi filamentami tworza tzw. -cytoszkielet ptytkowy. Kluczowa role
w trakcie reorganizacji architektury komorki odgrywaja biatka cytoszkieletu. Zmiany ilosciowe i/lub
strukturalne  w czasteczkach biatek cytoszkieletu plytkowego bezposrednio warunkuja zmiany
w biologicznej odpowiedzi ptytek, np. sprzyjajac tworzeniu si¢ skrzepu w miejscu uszkodzonego naczynia
krwionosnego, co prowadzi do okluzji naczynia i wystgpienia niedokrwienia.

W niniejszym projekcie zaplanowano analizy poréwnawcze majace wyjasni¢ przyczyny
i konsekwencje zaobserwowanych réznic w stezeniu ptytkowej B-tubuliny. Badania majg na celu okreslenie
na jakim etapie dochodzi¢ moze do zaburzen w syntezie B-tubuliny.

W pierwszym etapie badan zostanie oznaczone st¢zenie PB-tubuliny w megakariocytach metoda
ELISA, zar6wno w grupie badanej SPMS jak i kontrolnej. Pozwoli to na ustalenie, czy wzmozona synteza
B-tubuliny w SPMS zachodzi juz w samych megakariocytach, czy tez zaburzenie jest na poziomie
ptytkowym, gdyz ptytki krwi, pomimo braku jadra komérkowego, sg zdolne do syntezy biatek na matrycy
czasteczek mRNA pochodzacego od megakariocytow. Ponadto wykonana zostanie analiza ekspresji mRNA
dla B-tubuliny zarowno w megakariocytach, jak i w ptytkach krwi metodg Real-Time PCR.

Kolejne analizy bgda dotyczy¢ okreslenia zmian w strukturze B-tubuliny obecnej w ptytkach krwi,
w tym modyfikacji potranslacyjnych ocenianych metoda spektrometrii mas. Przeprowadzona zostanie takze
analiza porownawcza sekwencji ptytkowych transkryptéw uzyskanych z SPMS oraz kontroli.

Materiat badawczy pochodzacy od wczesniej zrekrutowanej grupy badanej oraz grupy kontrolnej, po
55 osob w kazdej grupie, zostat zgromadzony w postaci ,,zbankowanej” biblioteki cDNA oraz wyizolowanej
i oczyszczonej frakcji biatkowej, pochodzacych z ptytek krwi oraz z megakariocytow.

Okreslenie molekularnego podtoza zmian ilosciowych i byé moze jakosciowych B-tubuliny
w plytkach krwi moze przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia mechanizmu wzmozonej aktywnoS$ci prozakrzepowe;j
ptytek krwi, a zwlaszcza zwigkszonej adhezji i agregacji obserwowanych u pacjentow z SPMS. Moze to
przyczyni¢ si¢ do ustalenia nowych celow terapeutycznych i rozwoju nowych metod leczenia
przeciwptytkowego w przebiegu MS.



