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Analiza funkcjonalna mikroRNA na modelu zwierzecym ex vivo zapalenia alergicznego dréog
oddechowych

Alergiczny stan zapalny drég oddechowych jest cechg charakterystyczng astmy alergicznej,
najczestszej przewlektej choroby uktadu oddechowego u dzieci. Alergiczny stan zapalny w drogach
oddechowych w astmie wigze sie ze zwezeniem oskrzeli i utrudnionym przeptywem powietrza przez
drogi oddechowe oraz przebudowg $ciany oskrzeli. Prowadzi to do nasilenia objawdw choroby i gorszej
odpowiedzi na leczenie u chorych na astme. Szczegélnie u dzieci, wczesne zapobieganie nie tylko
poprawitoby nasilenie objawéw i stan kliniczny pacjenta, ale réwniez pozwolitoby zahamowac
nieodwracalne zmiany w uktadzie oddechowym.

W badaniach funkcjonalnych w ostatnich latach duzg popularnos¢ zyskaty modele ex vivo, w tym
rowniez fragmenty (skrawki) ptuc (tzw. PCLS), poniewaz zachowujg tréjwarstwowg strukture ptuc oraz
otaczajgce tkankii mikrosrodowisko, czego brakuje w badaniach na hodowlach komérkowych. Pozwala
to na badanie wptywu np. podawanych lekéw w celu ich skutecznosci lub toksycznosci. Model ex vivo
wykorzystano do tej pory w badaniach dotyczacych patogenezy zwtdknienia ptuc oraz w opracowaniu
nowych terapii w nadcisnieniu ptucnym. Do tej pory nie prowadzono badan dotyczgcych alergicznego
stanu zapalnego drég oddechowych ani wptywu modyfikacji czgsteczek mikroRNA na odpowiedz
zapalng ptuc, a wczesniejsze badania wykazaty mozliwos¢ zastosowania skrawkoéw ptuc do badania
mechanizméw alergicznej odpowiedzi zapalnej. Celem projektu jest zbadanie, czy modyfikacja
ekspresji wybranych mikroRNA w stanie zapalenia alergicznego drég oddechowych uczulonych
szczuréw moze modyfikowad reakcje zapalng na modelu ex vivo tkanki ptuc szczura oraz cztowieka oraz
zidentyfikowa¢ potencjalne geny docelowe podlegajace regulacji przez analizowane miRNA.

W oparciu o wyniki naszych wczesniejszych badan, ktére wykazaty zmieniony profil ekspresji
miRNA w ptucach szczuréw uczulonych alergenem roztoczy kurzu domowego w porédwnaniu do
szczuréw nie uczulonych, postawilismy hipoteze, ze modyfikacja ekspresji tych miRNA w tkance ptuc
na modelu ex vivo z zastosowaniem precyzyjnie skrojonych skrawkow ptuc (PCLS) moze modyfikowaé
reaktywnos¢ drog oddechowych oraz alergiczna odpowiedZ zapalng. Poprzez transfekcje tych
skrawkow ptuc czgsteczkami modyfikujgcymi ekspresje (inhibitorami lub analogami miRNA) planujemy
wykazaé, ze mogg one modyfikowac odpowiedz zapalng, reaktywnos¢ drég oddechowych oraz zmiany
w ekspresji gendéw i biatek zwigzanych ze stanem zapalnym. Planujemy réwniez zidentyfikowac
docelowe biatka, ktdre regulujg badane miRNA zaréwno w skrawkach ptuc szczura jak i cztowieka.

W pierwszym etapie badan planowane jest przygotowanie skrawkow z ptuc szczuréw szczepu
Brown Norway uczulonych alergenem roztoczy kurzu domowego oraz szczurdw nie uczulonych
stanowigcych grupe kontrolng w celu poréwnania struktury i funkcji skrawkéw ptuc. W nastepnym
etapie planowana jest modyfikacja ekspresji miRNA w skrawkach ptuc za pomocg znakowanych
fluorescencyjnie inhibitoréw lub analogéw miRNA, wywotujgc zmniejszenie ekspresji lub nadekspresje
badanych miRNA. Wyniki naszych wstepnych badan wykazaty istotne zmiany ekspresji dwdéch
czasteczek miRNA w ptucach szczuréw uczulonych alergenem roztoczy kurzu domowego: rno-miR-223-
3p i mir-328a-3p, i te czasteczki zostaty wybrane do analizy. Do oceny efektu czasteczek
modyfikujacych ekspresje tych miRNA wykorzystany zostanie test reaktywnosci oskrzeli oraz ocena
ekspresji gendw i biatek zwigzanych ze stanem zapalnym: mucyn, cytokin wydzielanych przez komorki
nabtonka, cytokin produkowanych przez limfocyty Th2, chemokin oraz zwigzanych z eozynofilami. Dla
miRNA, ktdry wykaze najsilniejsze wiasciwosci modyfikujgce wykonana zostanie ocena ekspresji biatka
docelowego dla tego miRNA, by zidentyfikowac szlak biologiczny, w ktérego regulacje jest
zaangazowany badany miRNA. W ostatnim etapie badan planowana jest weryfikacja wynikéw
uzyskanych na ptucach szczura na skrawkach ptuc cztowieka, by oceni¢, czy wyniki uzyskane u szczura
maja przetozenie na ptuca cztowieka.

Wyniki projektu mogg dostarczy¢é nowej wiedzy o roli miRNA w alergicznym stanie zapalnym
drég oddechowych. Jesli modyfikacja ekspresji miRNA zwigzanych ze stanem zapalnym wykaze efekt
przeciwzapalny, ten model ex vivo bedzie mégt w przysztosci postuzyé jako platforma do oceny
skutecznosci nowych lekéw, opartych o modyfikacje miRNA do ukierunkowanej terapii przewlektych
chordb uktadu oddechowego takich jak astma.



