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Pierwotne stwardniajace zapalenie drog zotciowych (PSC) jest przewlekla chorobg o zlozonej etiologii, ktora
charakteryzuje si¢ postgpujagcym niszczeniem drog zoélciowych, a w konsekwencji watroby, poprzez
mechanizmy autoimmunizacji i cholestazy. U okoto 70-80% pacjentow z PSC diagnozowane jest takze
wrzodziejace zapalenie jelita grubego (UC). PSC ze wspotistniejacym UC stanowi odrebny fenotyp choroby
PSC, ktory 4-10 krotnie zwigksza ryzyko zachorowania na raka jelita grubego (CRC), i to w znacznie
mtodszym wieku niz u pacjentdw z samym UC. Kwestia czynnikéw laczacych chorobe PSC i UC jest
powszechnie badana, ale dotad nie sa znane skuteczne metody leczenia.

Ostatnie badania wskazuja, ze modyfikacje epigenetyczne, takie jak metylacja DNA, zwigzana
z metylotransferaza DNA (DNMT) i ekspresja gendw modulowana przez miRNA, wplywaja na rozwoj wielu
chorob. MikroRNA (mate niekodujace czasteczki RNA) odgrywaja kluczowg role w regulacji odpowiedzi
immunologicznej, a ich ekspresja jest rozregulowana w réznych typach nowotworéw. MiR-155 jest znany
jako wielofunkcyjny regulator odpornos$ci nieswoitej i adaptacyjnej. Nasze badania pilotazowe wykazaty, ze
miRNA-155 i jego geny docelowe (sphingosine-1-phosphate receptor 1 - S1IPR1 oraz suppressor of cytokine
signaling - SOCS1) maja zupelnie inng ekspresje w jelicie grubym pacjentéw z PSC ze wspotistniejagcym UC
(PSC-UC), w porownaniu do chorych na UC. Ponadto, zaobserwowalismy rozregulowanie ekspresji DNMT1
w okreznicy pacjentéw z PSC. Moze to sugerowaé réznice w patogenezie zapalenia i CRC u chorych na
PSC ze wspdlistniejacym UC (PSC-UC) w poréwnaniu z pacjentami z samym UC.

Aby udowodni¢ nasza hipoteze, ze miR-155 moze odgrywaé wazna role w etiologii i rozwoju
nowotworow jelita grubego i/ lub zapalenia w PSC-UC, przeprowadzimy nastepujace eksperymenty:
Po pierwsze, chcemy zbada¢, czy zaobserwowane zmiany w naszym badaniu pilotazowym (n = 10)
potwierdza si¢ w badaniu walidacyjnym. Dla zapewnienia odpowiedniej mocy statystycznej, zamierzamy
powiekszy¢ kazda z badanych grup (PSC-UC, PSC, UC) o 20 pacjentow. Ponadto, aby uzyskac szerszy obraz
ekspresji miR-155 w catym spektrum choroby PSC, planujemy wiaczy¢ do badan probki od pacjentow z PSC-
UC i nowotworem jelita grubego (n = 20). W tkankach pobranych z dwoch czesci jelita grubego, tj. wstepnicy
i esicy zbadamy ekspresje miR-155, S1IPR1, SOCS1, interleuking 17A (IL17A), forkhead box P3 (FOXP3)
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), oraz enzyméw zaangazowanych w metabolizm
sfingozyno-1-fosforanu (S1P), w tym: kinaz¢ sfingozyny (SPHK1) i ligaze sfingozyny (SPL).

Po drugie, biorac pod uwage, ze metylacja DNA odgrywa kluczowa role w wyciszaniu ekspresji genow
w nowotworzeniu - okreslimy poziom metylacji promotora genu phosphatase and tensin homolog (PTEN)
w badanych tkankach okr¢znicy (wspodtpraca z Uniwersytetem w Pampelunie, Hiszpania).

Po trzecie, wiemy, ze miRNA s3 obecne i bardzo stabilne w bioptynach, takich jak osocze. Dlatego majac
dostep do duzej, dobrze scharakteryzowanej grupy PSC (n = 300), pacjentow z PSC-UC (n = 300) oraz
odpowiednio dobranej pod wzgledem ptci i wieku kontroli (n = 300) - planujemy oceni¢ ekspresje miRNA
w probkach surowicy od tych pacjentow oraz zbadaé zwigzek miedzy poziomem ekspresji miR-155
a zapaleniem okreznicy i/ lub wystgpowaniem CRC u tych pacjentow. Zbadamy réwniez zwigzek migdzy
ekspresjg miR-155 w surowicy a cechami klinicznymi i laboratoryjnymi w analizowanej kohorcie. Dodatkowo
w oparciu o naszg obserwacje in vitro - indukcja ekspresji miR-155 w odpowiedzi na leczenie kwasem
5-aminosalicylowego (5-ASA; lek stosowany w leczeniu wrzodziejace zapalenie jelita grubego) - planujemy
przeanalizowa¢ dziatanie tego leku w kolejnej grupie pacjentow z PSC (n = 30).

Po czwarte, naszym celem jest zbadanie mozliwych mechanizméw dziatania miR-155, ktére moga prowadzi¢
do zaburzenia uktadu odpornosciowego lub nowotworzenia. Planujemy badania funkcjonalne na liniach
komorek nabtonka ludzkiego jelita, (i) w celu zbadania, czy hamowanie lub indukcja miR-155 moze
modulowa¢ ekspresje STAT3/S1P oraz stosunek Th17/Treg; (ii) analizy poziomu miR-155 i jego genow
docelowych w komorkach traktowanych lipopolisacharydem (LPS), ktory indukuje odpowiedz prozapalng;
(iii) w celu uzyskania wgladu w dziatanie lekow podczas trwajacego zapalenia jelita, ekspresja miR-155 i jego
gendw docelowych bedzie mierzona po ekspozycji na leki w liniach komérkowych stymulowanych LPS.
Badania zostana przeprowadzone na prébkach tkanek jelita grubego i surowicy w grupie pacjentéow
PSC, PSC-UC, UC, PSC z nowotworem jelita grubego oraz zdrowej kontroli. Analizy funkcjonalne in
vitro beda prowadzone w liniach komérkowych: Caco-2, HT29, and NCM460. Ekspresja genow bedzie
badana za pomocg sond TagMan i urzadzenia PCR w czasie rzeczywistym, a poziomy ekspresji bialek beda
oceniane przy zastosowaniu Immunobloting. Wizualizacja czasteczek miRNA w zamrozonych i utrwalonych
w formalinie skrawkach tkankowych zatopionych w parafinie zostanie przeprowadzona przy uzyciu
hybrydyzacji in situ.

Uwazamy, Ze poznanie roli miR-155 w badaniach funkcjonalnych komérek i procesach patologicznych
okreznicy pacjentow z PSC, moze stworzy¢ podstawe molekularna do opracowania nowych terapii
opartych wlasnie na tym miRNA.



