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Badanie przeciwzapalnego potencjalu pecherzykow zewnatrzkomorkowych nicienia
pasozytniczego Anisakis simplex w organoidach zoladkowych i jelitowych czlowieka
otrzymywanych z indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych

W krajach uprzemystowionych czestos¢ wystepowania choroéb zapalnych osiagneta rozmiary
epidemii. Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia przewlekle choroby zapalne dotyczace dowolnego narzadu
organizmu stanowig najwigkszy problem zdrowotny i jedng z gtéwnych przyczyn zgondéw na $wiecie, przy
czym ponad 50% wszystkich zgonéw mozna przypisa¢ schorzeniom zwigzanym ze stanem zapalnym.
Negatywna korelacja miedzy infekcjami helmintami a stanami zapalnymi byta szeroko dyskutowana. Hipoteza
higieny i tzw. hipoteza starego przyjaciela, dobrze znane zarowno naukowcom, jak i ogélowi spoleczenstwa,
sugeruja, ze obserwowany ostatnio wzrost ilosci zachorowan na choroby zapalne zwigzany jest z brakiem
ekspozycji na mikroorganizmy, zwlaszcza nicienie zotgdkowo-jelitowe. Szczegodlnie hipoteza higieny
sugeruje, ze brak ekspozycji na nicienie zotadkowo-jelitowe w dziecinstwie ostabia niedojrzaty uktad
odpornosciowy, co skutkuje czgstszym rozwojem zaburzen zapalnych. Zdolnos$¢ helmintéw do manipulowania
uktadem odpornosciowym zywiciela jest dobrze udokumentowana, a w literaturze znajduje si¢ wiele
przyktadow korzystnego dziatania helmintow w chorobach z komponenta zapalng. Istnieja dowody na to,
ze infekcje helmintami, zwlaszcza nicieniami zotagdkowo-jelitowymi, moga pomodc w regulacji
niekontrolowanych odpowiedzi zapalnych zwigzanych ze wspomnianymi wcze$niej zaburzeniami zapalnymi
u ludzi. Jednak stosowanie zywych pasozytow niesie ze sobg znane ryzyko. Odkrycie w ostatniej dekadzie,
ze nicienie zotagdkowo-jelitowe uwalniajg pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs), ktore mogg dostac sig
do komorek zywiciela, bylo przetomowym odkryciem w badaniach nad pasozytami. Wiadomo, ze pomimo
niewielkich rozmiaréw (50-2000 nm) pecherzyki zewngtrzkomérkowe zawieraja rézne czasteczki, m.in.,
kwasy nukleinowe, biatka, lipidy lub metabolity. Uwaza si¢, ze kwasy nukleinowe, zwlaszcza miRNA oraz
biatka, odgrywaja kluczowa role w komunikacji pasozyt-zywiciel. Biorgc pod uwage zdolnos¢ nicieni
zoladkowo-jelitowych do ostabiania odpowiedzi immunologicznej, pecherzyki zewnatrzkomorkowe i ich
tadunek mogg odgrywac kluczowa rolg w unikaniu uktadu odpornosciowego zywiciela. Dlatego coraz bardziej
prawdopodobne wydaje si¢ wykorzystanie pecherzykow zewnatrzkomoérkowych helmintow w kontekscie
regulacji odpowiedzi zapalnych zwigzanych z zaburzeniami zapalnymi.

Najnowszym trendem w badaniu molekularnych podstaw oddzialywania pasozytow na organizm
zywiciela jest wykorzystanie kultur organoidéw. Sg to ztoZone, trojwymiarowe (3D) struktury ztozone z wielu
komorek, ktore stuzag jako reprezentatywne modele dla okre$lonych narzadow. Organoidy umozliwiajg
badanie aspektow ludzkiej fizjologii i chordb, ktorych nie mozna odtworzy¢ u zwierzat ze wzgledu na znaczne
roznice migdzy gatunkami. Anisakis simplex, jeden z najczg$ciej pojawiajacych si¢ nicieni pasozytniczych
w Europie, charakteryzuje si¢ ztozonym cyklem zyciowym, w ktérym cztowiek moze stac¢ si¢ przypadkowym
zywicielem. We wstepnych badaniach potwierdziliSmy, ze larwy A. simplex wytwarzaja pegcherzyki
zewnatrzkomorkowe (Anis-EVs), ktore wykazujg dzialanie przeciwzapalne na unie$Smiertelniong lini¢
komorkowg ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego (CACO-2), w oparciu o profil wydzielania cytokin
i analiz¢ ekspresji genéw. Scharakteryzowali$my rowniez fadunek Anis-EVs: mikro RNA (Anis-miRNAs)
i biatka (Anis-PROTs). Wedlug naszej wiedzy nie ma badan opisujacych wplyw Anis-EV i ich
specyficznego tadunku na zmiany molekularne w organoidach zZoladkowych i jelitowych czlowieka
objetych stanem zapalnym.

Celem naszego projektu jest zbadanie bezposredniego i posredniego wphwu Anis-EVs (cate
pecherzyki oraz wybrane miRNA i biatka) organoidy zolgdkowe i jelitowe czlowieka objete stanem zaplanym.
Aby osiagna¢ ten cel, zastosowane zostanie podejscie transkryptomiczne i fosfoproteomiczne z
wykorzystaniem metod wysokoprzepustowych (sekwencjonowanie RNA i chromatografia cieczowa w
potaczeniu z tandemowg spektrometrig mas), a Anis-EVs i ich specyficzny fadunek (Anis-miRNAs i Anis-
PROTs) zostang zastosowane z organoidami zotadka i jelita cztowieka objetymi stanem zapalnym jako model
badawczy. Ponadto zostanie okre$lona rola Anis-EVs, Anis-miRNAs i Anis-PROTs w aktywacji zapalnych
szlakow sygnatowych w organoidach objetych stanem zapalnym. Zbadany zostanie rowniez wptyw Anis-EVs,
Anis-miRNAs i Anis-PROTSs na wybrane biomarkery stresu oksydacyjnego oraz na wydzielanie wybranych
biomarkeréw zapalnych (cytokin) w organoidach objetych stanem zapalnym.

Cel naukowy projektu jest $cisle powiazany z najnowszymi trendami w §wiatowych badaniach
majacych na celu poznanie potencjatu terapii helmintami w stanach zapalnych. Wykorzystanie kompletnych
EVs lub tylko niektéorych zawartych w nich czgsteczek, w polaczeniu z obecnie dostepnymi
nowoczesnymi metodami badawczymi (hodowla organoidéw, RNA-seq, nLC-MS/MS) mogloby
dostarczy¢ wielu naukowcom i ogolowi spoleczenstwa dalszych danych dotyczacych wplywu
pecherzykow zewnatrzkomdorkowych nicieni pasozytniczych na stan zapalny.



