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Konie sg zwierzgtami waznymi w produkcji zwierzgcej, rekreacji, hipoterapii oraz jako zwierzgta
pracujace w krajach stabo rozwinigtych. Sarkoid jest istotnym problemem w dermatologii i hodowli koni. Jest
to miejscowo zto§liwy nowotwor skory, ktory moze stanowi¢ az 67% wszystkich zdiagnozowanych
nowotworow. Sarkoidy sg wysoce lokalnie inwazyjne i charakteryzuja si¢ tendencjg do agresywnego rozrostu.
Ponadto zazwyczaj nie sa podatne na leczenie i maja silng tendencje do nawrotow. Sarkoidy moga znaczaco
zagraza¢ dobrostanowi koniowatych i utrudnia¢ ich uzytkowanie, natomiast nieudane, przedluzajace si¢
leczenie moze prowadzi¢ do eutanazji zwierzgcia, powodujac straty ekonomiczne. Ogolnie przyjmuje si¢, ze
przyczyna rozwoju tego typu zmian jest zakazenie wirusem brodawczaka bydta (Bovine Papillomavirus;
BPV), jednak nadal nie jest jasne, dlaczego infekcja BPV u koniowatych prowadzi do powstania nowotworu
i jakie doktadnie mechanizmy za tym stoja.

Wsrod sekwencji, ktore moga by¢ zaangazowane w takie mechanizmy znajduja si¢ mikroRNA
(miRNA). Sa to krétkie sekwencje RNA, ktore maja zdolnos¢ do regulowania ilosci innych sekwencji w
komorkach. MikroRNA wplywaja na bardzo wiele kluczowych procesow biologicznych, co czyni je waznymi
regulatorami komorkowymi. Ustalono rowniez, ze miRNA odgrywaja znaczaca rolg w onkogenezie, petniac
role dwojakie tj. przyczyniajac si¢ do jej postepu lub zahamowania. Dlatego tez sa one obiektem licznych
badan oraz wykazuja si¢ duzym potencjatem jako biomarkery przydatne do diagnostyki réznych typow
nowotworow oraz prognozowania przebiegu choroby. Ostatnio w ludzkich nowotworach wykryto rowniez
nieprawidlowe poziomy innego typu matych RNA, a mianowicie piRNA. Po raz pierwszy wykryto je w
komorkach rozrodczych i uznano za specyficzne dla tych wiasnie tkanek. Jednak coraz wigksza liczba
doniesien wskazuje na ich rolg w tkankach somatycznych. Dotychczas wykazano, ze biorg udzial w szeregu
istotnych z punktu widzenia funkcjonowania komoérek procesow biologicznych zwigzanych, podobnie jak w
przypadku miRNA, z regulacja ilosci innych sekwencji. Jednakze doktadna rola poszczegdlnych piRNA i ich
mechanizmy dzialania sa nadal badane.

W naszych poprzednich badaniach wykazaliSmy nieprawidlowe poziomy miRNA w probkach tkanki
sarkoidowej. Analiza bioinformatyczna wykazata, ze sa one zaangazowane w istotne dla nowotworzenia
sarkoidow konskich procesy komorkowe zwigzane m.in. z infekcja wirusowa i inwazja komoérek. Ponadto po
raz pierwszy wykryli§my obecno$¢ sekwencji piIRNA w sarkoidzie konskim. Jednak doktadne funkcje
zidentyfikowanych miRNA i piRNA oraz ich zaangazowanie w transformacj¢ nowotworowa sarkoidow
konskich i interakcje wirus-gospodarz nie zostaly scharakteryzowane. W zwigzku z tym w niniejszym
projekcie postawiliSmy hipoteze, ze zidentyfikowane w naszych poprzednich badaniach mikroRNA i piRNA
majg wptyw na funkcjonowanie komorek sarkoidu poprzez modulacj¢ proceséw zaangazowanych w infekcje
wirusowa i inwazje komoérkowa, co odbywa si¢ poprzez mechanizmy wyciszania genéw, w tym regulacje
metylacji DNA.

Celem proponowanych badan bedzie scharakteryzowanie rol i mechanizmow dziatania wybranych
mikroRNA i1 piRNA w onkogenezie sarkoidow. Aby go zrealizowa¢ zastosujemy kompleksowe podejscie
analityczne, sktadajace si¢ z nastepujacych krokow. W pierwszym etapie, wyprowadzimy pierwotne hodowle
komorek sarkoidow stransfekowane in vitro z wykorzystaniem badanych matych RNA. Nastepnie,
przeprowadzimy globalng analiz¢ profilu genow, miRNA i metylacji DNA tych komoérek z wykorzystaniem
wysokoprzepustowego sekwencjonowania nastepnej generacji, ktore ujawni sekwencje regulowane przez
badane male RNA. Dzigki zastosowaniu takiego wielopoziomowego globalnego podejscia oraz integracji
uzyskanych danych mozliwe begdzie wskazanie najbardziej znaczacych sekwencji kandydujacych, o duzym
potencjale regulacyjnym. Uzyskane wyniki zostang zweryfikowane z zastosowaniem dodatkowych metod
m.in. na poziomie ekspresji biatek, aby oceni¢ czy wykryte zmiany genetyczne maja bezposredni wpltyw na
funkcjonowanie komorek sarkoidu. Dodatkowo, dzigki zastosowaniu technologii wektoréw reporterowych z
genem lucyferazy, mozliwe bgdzie scharakteryzowanie natury zidentyfikowanych wzajemnych relacji miedzy
badanymi matymi RNA a wykrytymi regulowanymi sekwencjami, a tym samym mechanizmu ich wyciszania.

Proponowany projekt przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow molekularnych
zwigzanych z funkcjonowaniem matych RNA, lezacych u podstaw karcynogenezy sarkoidéw konskich. Jest
to szczegodlnie istotne z uwagi na fakt, iz badania dotyczace funkcji piRNA w nowotworach, zwlaszcza
zwierzecych, sg aktualnie w powijakach. Ponadto, uzyskane wyniki przybliza nas do okreslenia wplyw wirusa
BPV na organizm gospodarza na poziome molekularnym oraz poznania strategii przez niego stosowanych w
przebiegu infekcji, prowadzacych do powstawania guzow sarkoidowych. Uzyskane rezultaty wypetnig luke w
wiedzy na temat tego typu nowotworu i dadza podstawy do opracowania skuteczniejszej diagnozy,
prognozowania i leczenia tego schorzenia w przysztosci.



