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Celem projektu jest ocena zmian ekspresji sktadowych kompleksu inflamasomu NLRP3, jego
aktywno$ci oraz mechanizmow regulacji zaleznej od wybranych czasteczek miRNA w okresie jednego
roku od momentu rozpoznania stwardnienia rozsianego (ang. multiple sclerosis, MS). Zaplanowana
longitudinalna analiza ma na celu monitorowanie potencjatu przeciwzapalnego wybranych terapii anty-
CD20 we wczesnym przebiegu MS (bezposrednio po postawieniu diagnozy). Badanie porownawcze
wykonane zostanie w 3 punktach czasowych: (1) niezwlocznie po rozpoznaniu i zakwalifikowaniu
pacjenta do leczenia, (2) po p6t roku od rozpoczecia leczenia oraz (3) w kolejnym odstepie poirocznym
tj. rok od wlaczenia leczenia, co pozwoli na okreslenie bazowych warto$ci badanych parametrow (przed
wlaczeniem pacjenta do programu lekowego) i ich zmian w odpowiedzi na zastosowana terapi¢. Dtuzsza
analiza ograniczona jest ramami czasowymi trwania projektu. Jednakze kluczowe znaczenie dla
wyznaczenia w projekcie wczesnych punktéw monitorowania potencjatu przeciwzapalnego wybranych
terapii ma fakt, ze pierwotnie diagnozowana posta¢ MS to w wiekszosci przypadkoéw faza rzutowo-
remisyjna (RR) charakteryzujaca si¢ okresami zaostrzen oraz remisji rzutow zwigzanych z gwalttownym
nasileniem procesOw zapalnych. Natomiast dalszy postep choroby koreluje z czgstosciag
1 intensywnoscia rzutow. Przewlekly oraz ostry stan zapalny w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN) prowadzi do demielinizacji i degeneracji aksonow zaburzajac przewodzenie impulséw
nerwowych. Procesy molekularne prowadzace do uszkodzenia neuronéw w MS nie sg catkowicie
poznane. Jednakze, uwaza si¢, ze zmieniony zapalnie mikroglej OUN jest doskonatym $rodowiskiem
dla funkcjonowania komorek prezentujacych antygen, ktére moga regulowaé ekspresje odpowiedzi
immunologicznej. W leczeniu MS stosuje si¢ rézne dorazne formy terapii, wsrod nich, najbardziej
nowatorskie leczenie z zastosowaniem przeciwciat anty-CD20. Doktadny molekularny mechanizm
dzialania tych lekéw w MS nie jest w pelni wyjasniony, ale zaklada si¢, Zze obejmuje on
immunomodulacj¢ poprzez wybidrcze zmniejszenie liczby i ograniczenie funkcjonowania limfocytow
B z ekspresja antygenu CD20, a takze subpopulacji limfocytow T CD3+.

W projekcie zaplanowano monitorowanie zmian w aktywnosci NLRP3, bedacego molekularnym
wskaznikiem intensyfikacji proceséw zapalnych w wielu chorobach, w tym o podtozu neurozapalnym.
Badania obejma wieloparametryczng analizg funkcjonalnosci kompleksu NLRP3 u pacjentéw z RRMS
otrzymujacych okrelizumab - humanizowane przeciwcialo monoklonalne skierowane przeciwko
antygenowi CD20 lub ofatumumab ludzkie przeciwcialo monoklonalne anty-CD20, réznigce sie¢
sposobem aplikowania, dawkowaniem i farmakologia oraz tolerancjg, przeciwskazaniami i profilem
bezpieczenstwa. NLRP3 jest funkcjonalnym kompleksem 3 gtownych biatek sktadowych, stanowigcym
kluczowy element wrodzonego uktadu odporno$ciowego i powszechnie wystepujacym w komorkach
immunologicznych, a jego aktywacja odpowiada za produkcj¢ czynnikow prozapalnych. Wykazano, ze
regulacja odpowiedzi zapalnej poprzez funkcjonowanie kompleksu NLRP3 ma istotne implikacje dla
tworzenia si¢ plytek demielinizacyjnych oraz postgpu neurodegeneracji w wyniku procesow
neurozapalnych w MS. Projekt ma za zadanie okreslenie znaczenia zastosowanych terapii na
funkcjonalno$¢ kompleksu NLRP3 dzigki monitorowaniu zmian ekspresji jego sktadnikoéw (NLRP3,
ASC i kaspazy-1) na poziomie mRNA i biatka, poprzez strategie podtuznych poréwnan w 3 punktach
czasowych. Rownolegle, aktywnos¢ NLRP3 zostanie okreslona poprzez pomiar osoczowego stezenia
wybranych prozapalnych cytokin efektorowych (IL-1p i IL-18). Ponadto, badania obejmg mechanizm
epigenetycznej regulacji kompleksu NLRP3 poprzez pomiar ekspresji czasteczek egzosomalnego
mMiRNA (7-5p, 22-3p, 30e-5p i 223-3p) posiadajacych udokumentowany w literaturze potencjat do
regulacji funkcji kompleksu NLRP3. Egzosomy sa to zewnatrzkomorkowe pegcherzyki, ktore aktywnie
uczestniczag w mechanizmach komunikacji migedzykomoérkowej. Zawartos¢ aktywnego tadunku
biologicznego czyni egzosomy skutecznymi nos$nikami czasteczek sygnatowych m.in. miRNA, ktore
reguluja ekspresje wielu genow istotnych dla procesoéw patogenezy MS, w tym geny kodujace NLRP3.
Przy czym tadunek ten, w tym profil ekspresji czasteczek miRNA, moze stanowi¢ odzwierciedlenie
procesow fizjo/patologicznych, a co za tym idzie ulega¢ modyfikacji w wyniku leczenia.

Uzyskane wyniki pomoga odpowiedzie¢ na pytanie czy aktywnos$¢ kompleksu NLRP3, istotna dla
przebiegu MS oraz wielu chorob przewleklych, moze by¢ hamowana poprzez wlaczenie wybranej
terapii anty-CD20 oraz czy moze stanowi¢ jeden z parametrow oceny skuteczno$ci leczenia.

Atutem proponowanego projektu jest pela diagnostyka wilaczanych do badania pacjentow oraz
monitorowanie wptywu stosowanych terapii (w tym w waznych dla projektu punktach czasowych)
definiowane na podstawie parametrow klinicznych, cech radiologicznych, wskaznika nawrotow
choroby, skali stopnia niepelnosprawnosci.



