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Mukowiscydoza to choroba genetyczna dziedziczona autosomalnie recesywnie zwigzana z uposledzeniem
funkcji kanatu chlorkowego w btonach komoérkowych. Jest to jedna z najczestszych chordb genetycznych
wystepujacych u ludzi. Zapadalno$¢ na nig wynosi 1 na 2500 urodzen, a chorzy w Polsce dozywaja $rednio 35
roku zycia. Dzigki wdrozeniu badan przesiewowych wsréd noworodkow mozliwe jest wczesne
zdiagnozowanie mukowiscydozy. Wraz z uptywem €zasu u pacjentéw pojawia si¢ dysfunkcja wielu narzgdow
w tym: trzustki, przewodu pokarmowego, uktadu rozrodczego i ptuc (glownie w zwigzku z odktadaniem si¢
gestego Sluzu). Co wigeej, u chorych obserwuje si¢ tzw. zaostrzenia, czyli nawracajace pogorszenie funkcji
droég oddechowych w wyniku pojawiania si¢ stanu zapalnego i czgsto wspotwystepujacych infekcji. Z
zaostrzeniami wigze sie stopniowa utrata sprawnos$ci pluc, co w ostateczno$ci prowadzi do przedwczesnej
$mierci pacjentow.

Opublikowane badania wskazuja na szereg czasteczek genetycznych wplywajacych na przebieg
mukowiscydozy. Niektéore z nich przenoszone sa migdzy komoérkami nabtonka drog oddechowych za
posrednictwem eksosoméw, czyli pecherzykow zewnatrzkomorkowych zawierajacych w swoim wnetrzu
bioaktywne czasteczki (np. microRNA, czy circRNA). Tego typu transport aktywnych biologicznie molekut
jest wskazywany jako jedna z mozliwych drog szerzenia si¢ zapalenia w drogach oddechowych. Na chwile
obecng opublikowane badania dotycza mig¢dzy innymi transportu microRNA (miRNA), czyli krétkich
niekodujacych RNA zdolnych do inhibicji ekspresji genéw i aktywnego wptywania na przebieg chorob m.in.
mukowiscydozy.

Nasz zespot postanowit przeanalizowaé profil ekspresji circRNA, czyli dlugich RNA o zamknietej, kolistej
strukturze. Te czasteczki obecne sa we wszystkich komoérkach eukariotycznych, a dzigki swojej
charakterystycznej budowie wyrdzniajg sie wigksza odpornosciag na dziatanie egzonukleaz, co potencjalnie
czyni z nich dobrych kandydatow do pehienia roli biomarkeréw. Gtéwna cecha funkcjonalna, z ktorej znane
sg CircRNA jest zdolno$¢ do komplementarnego wigzania miRNA i hamowania ich aktywnosci (tzw. ,,ggbki
mMIiRNA”), alternatywnie circRNA mogg dziata¢ jako rezerwuary miRNA chronigc je przed degradujacym
dzialaniem specyficznych biatek.

Do tej pory nie zostaly zidentyfikowane circRNA powigzane z mukowiscydoza, dlatego postanowilismy
zbadac ekspresje tychze czasteczek w probkach surowicy pochodzacych od pacjentéw oraz zestawié je z
profilem ekspresji u oséb zdrowych. Do naszego badania zrekrutowaliSmy pacjentow pediatrycznych
leczonych w Klinice Pneumonologii, Alergologii Dziecigcej i Immunologii Klinicznej w Poznaniu. Wszelkie
badania jak i materiat byly pobierane w miare mozliwosci zarowno w fazie zaostrzenia jak i remisji choroby.
Przed rekrutacjg zostaty szczegétowo opracowane kryteria wiaczenia i wytaczenia z badania (dla wytaczenia
np. wiek ponizej 6 r. z., choroby autoimmunologiczne).

Badanie rozpocznie si¢ od procedury izolacji eksosomalnego circRNA ztozonej z szeregu reakcji. Nastgpnie
otrzymany material zostanie poddany Sekwencjonowaniu Nowej Generacji, nowoczesnej technice
umozliwiajgcej jednoczesne zbadanie sekwencji wielu czasteczek w wiecej niz jednej probie. Doktadna
analiza bioinformatyczna wskaze obecno$¢ ktorych circRNA odroznia materiat pacjenta od materiatu
kontrolnego. Dalsze badania przy zastosowaniu reakcji qPCR, zostang poszerzone o materiat z plwociny
(materiat odksztuszany produkowany tylko przez osoby chore) i postuza do weryfikacji otrzymanych wynikow
sekwencjonowania. Co wiecej sprawdzone zostanie czy ktore§ z odkrytych circRNA roznig si¢ ekspresja
miedzy stanem stabilnym a zaostrzeniem w surowicy i w plwocinie. Taki schemat badan umozliwi oceng
ekspresji circRNA zar6wno obwodowo0 we krwi jak i miejscowo w drogach oddechowych. Jako etap koncowy
planowane jest sprawdzenie czy czasteczki istotnie roéznigce sie ekspresjg U chorych skutecznie wytapuja
specyficzne miRNA. Do weryfikacji tego zatozenia przeprowadzony zostanie eksperyment z wykorzystaniem
hodowli odpowiednio zmodyfikowanych ludzkich komoérek nabtonka oskrzeli.

Spodziewamy si¢, ze w ramach naszego projektu zostang zidentyfikowane circRNA ulegajace specyficznej
ekspresji w mukowiscydozie. Dzieki temu mozliwa bedzie w przysztosci dokladna analiza funkcjonalna
tychze czgsteczek, a zatem ocena ich rzeczywistego wpltywu na przebieg choroby. Ponadto, liczymy, ze
wykryjemy circRNA, ktore poprzez oddzialywania na miRNA, moga przyczynia¢ si¢ do wystepowania
zaostrzen u pacjentow z mukowiscydozga. Stanowitoby to wstep do opracowywania potencjalnych metod
terapeutycznych mogacych spowolni¢ progresje choroby i przyczyni¢ si¢ w przysztosci do poprawy jakoSci
zycia i zwigkszenia przezywalnosci chorych.



