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2. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

MHC

HDM

APC

DC

PRR

CLR

TLR

MR

LPS

PAR

TSLP

GM-CSF

TGF-a

VEGF A

TNF- o

MMP

Gloéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. Major histocompatibility complex)

Roztocz kurzu domowego (ang. House dust mite)

Komoérka prezentujaca antygeny (ang. Antigen-presenting cell)

Komorka dendrytyczna (ang. Dendritic cell)

Receptor rozpoznajacy wzorce (ang. Pattern recognition receptor)

Receptor lektynowy typu C (ang. C-type lectin receptor)

Receptor Toll — podobny (ang. Toll-like receptor)

Receptor mannozowy (ang. Mannose receptor)

Lipopolisacharydy (ang. Lipopolysaccharides)

Receptor aktywowany proteazami (ang. Protease-activated receptor)

Limfopoetyna zr¢bu grasicy (ang. Thymic stromal lymphopoietin)

Czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocytow i makrofagow

(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor).

Transformujgcy czynnik wzrostu alfa (ang. Transforming growth factor alpha)

Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (ang. Vascular endothelial growth

factor A)

Czynnik martwicy nowotworéw (ang. Tumor necrosis factor «)

Metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. Matrix

metalloproteinases)
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TIMP-1 Tkankowy inhibitor metaloproteinaz-1 (ang. Tissue inhibitor of
metalloproteinase-1)

PCR Lancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase chain reaction)

NGS Sekwencjonowanie nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing)
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3. WSTEP

3.1. Patogeneza astmy i alergicznego niezytu nosa

Astma oskrzelowa i alergiczny niezyt nosa sg przyktadami choréb o potwierdzonym
podiozu zapalnym. Gléwnym patomechanizmem regulujagcym ich przebieg jest nadreaktywnos¢
uktadu immunologicznego na antygeny srodowiskowe — alergeny, gtéwnie biatkowe i glikoproteiny
[1]. Do najistotniejszych alergendw wziewnych w patogenezie astmy i alergicznego niezytu nosa
naleza roztocza kurzu domowego, pyiki traw wiatropylnych i drzew, zarodniki grzybow
plesniowych oraz siers¢ zwierzat domowych [2], [3]. Pomimo, iz spektrum objawow
wystepujacych w odpowiedzi na alergen, jak rowniez miejsce ich wystgpowania jest rozne dla
astmy i alergicznego niezytu nosa, choroby te taczy wspolny patomechanizm nadwrazliwosci typu
1 wedtug klasyfikacji Gella i Coombsa [4]. Wspomniany patomechanizm polega na sktonnosci do
nadprodukcji przeciwciat klasy IgE i jest wspdlny dla wszystkich choréb alergicznych o podtozu
IgE — zaleznym m.in. dla astmy oskrzelowej, czy alergicznego niezytu nosa, ale réwniez dla

alergicznego zapalenia spojowek, atopowego zapalenia skory badz pokrzywki alergicznej [5].

Mechanizm odpowiedzi na alergen jest procesem ztozonym, a W jego przebiegu udziat biorg
rozne typy komorek zaréwno te pochodzace z uktadu immunologicznego, jak i strukturalne. Po
whniknigciu do organizmu alergen zostaje rozpoznany przez komorki prezentujace antygeny (APC),
spos$rdd ktorych kluczowa role petnig komorki dendrytyczne (DC). Dzigki ekspresji biatek
blonowych z rodziny klaudyn i okludyn, komorki dendrytyczne tworza polaczenia Sciste
z komorkami nabtonka drog oddechowych. Dzigki temu DC moga wychwytywac alergeny ze

srodowiska zewngtrznego, €0 indukuje odpowiedZ immunologiczna [6].

Mechanizm rozpoznawania alergenow jest uzalezniony od ich struktury i odpowiadajacym
im receptorom rozpoznajgcym wzorce (PRR), obecnym na powierzchni komérek dendrytycznych.
Najistotniejszymi z punktu widzenia odpowiedzi na alergen sa receptory lektynowe typu C (CLR)
oraz receptory Toll — podobne (TLR) [7]. Do tych pierwszych naleza receptory mannozowe (MR)
oraz receptory DC-SIGN rozpoznajace reszty cukrowe (mannozy/fruktozy) wchodzace w sktad
wielu alergenow, takich jak roztocza kurzu domowego, czy siers¢ zwierzat domowych [8], [9].
Z kolei TLR sg odpowiedzialne gtéwnie za rozpoznawanie lipopolisacharydow (LPS),
stanowigcych element strukturalny $ciany komorkowej wielu bakterii Gram ujemnych [10]. Oprocz
receptoréw obecnych na powierzchni komorek dendrytycznych, istotng role w odpowiedzi na
alergen odgrywaja rowniez komorki nabtonka drog oddechowych. Na ich powierzchni znajdujg sie
receptory Toll-podobne oraz receptory aktywowane proteazami (PAR). Do aktywacji tych ostatnich

dochodzi na skutek proteolitycznego cigcia ich N-terminalnej domeny przez niektore alergeny
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o wilasciwosciach enzymatycznych. Nalezy do nich migdzy innymi biatko Der p1, bedace proteaza
cysteinowg i glownym alergenem roztoczy kurzu domowego z gatunku Dermatophagoides

pteronyssinus [11]-[13].

W patogenezie zapalenia alergicznego komorki nabtonka drég oddechowych sg zrodiem
licznych cytokin i chemokin prozapalnych, takich jak TSLP, IL-25, IL-33, IL-1B oraz czynnika
stymulujgcego wzrost kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF). Gléwnym zadaniem tych
substancji jest aktywacja komorek uktadu immunologicznego, jak rowniez ich rekrutacja do miejsca
objetego zapaleniem [14], [15]. Aktywnos¢ proteolityczna niektdrych alergendw skutkuje rowniez
degradacjg biatek (klaudyn, okludyn) wchodzacych w skiad potaczen S$cistych pomiedzy
komorkami nabtonka drdg oddechowych. Zwigksza to ich przepuszczalno$¢ i umozliwia wnikanie
alergen6w do tkanek lezacych pod nabtonkiem drog oddechowych, aktywujac komorki
dendrytyczne obecne w blonie S$luzowej i pods$luzowej [6], [16]. Aktywowana komorka
dendrytyczna migruje nastgpnie do weztéw chtonnych w obrgbie uktadu limfatycznego, gdzie
alergen zostaje przetworzony enzymatycznie do pojedynczych peptydow. Kluczows role w tym
procesie odgrywaja katepsyny — enzymy wewnatrzkomorkowe o wlasciwosciach proteolitycznych.
Pofragmentowane peptydy w kompleksie z biatkami glownego uktadu zgodnosci tkankowej klasy
Il (MHC 1) zostajg zaprezentowane na powierzchni komorek dendrytycznych [17], [18]. Powstaty
kompleks MHC Il — antygen wiaze si¢ nast¢pnie do receptorow TCR na powierzchni dziewiczych
limfocytow T CD4+ (ang. naive T cells). Dzigki temu limfocyty dziewicze roznicujg w limfocyty T
pomocnicze o fenotypie Thl, Th2 lub Thl7 [19]-[21]. Alternatywnie, moze doj$¢ do aktywacji
limfocytow regulatorowych T (Treg) i wyciszenia odpowiedzi dzieki indukcji tolerancji

immunologicznej [22].

Mechanizm wyboru odpowiedzi na alergen jest $ci$le uzalezniony od typu antygenu
prezentowanego limfocytom T, jak rowniez od s$rodowiska cytokin regulujacych ten proces.
W przypadku chorob przebiegajacych zgodnie z mechanizmem nadreaktywnosci typu 1, dziewicze
limfocyty T pod wptywem IL-4 réznicuja w kierunku komorek o fenotypie Th2. Aktywowane
limfocyty Th2 migruja nastepnie do drog oddechowych, gdzie sa zrodlem cytokin prozapalnych
takich jak IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 czy GM-CSF [23]-[25]. Dodatkowo, limfocyty Th2,
a w szczeg6lnosci syntetyzowana przez nie IL-5 oraz IL-6, aktywuja limfocyty B do réznicowana
w komorki plazmatyczne, odpowiedzialne za produkcje przeciwcial specyficznych dla danego
alergenu [26]. Kluczowa role w tym procesic odgrywa mechanizm przetaczenia Kklas
syntetyzowanych przeciwciat. Na skutek stymulacji IL-4 oraz 1L-13 dochodzi do rearanzacji czesci
statej fancucha ciezkiego, w wyniku czego nastepuje przesunigcie syntezy przeciwcial w kierunku

klasy IgE. Istotng rolg w tym procesie odgrywaja rowniez biatka btonowe obecne na powierzchni
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limfocytéow B (CD40 i CD80/86) oraz limfocytdbw Th2 (ligand CD40 i CD28), biorace udziat
w specyficznym wigzaniu wspomnianych populacji limfocytéw. Przeciwciata IgE przedostaja si¢
nastepnie z uktadu limfatycznego do Krwiobiegu. Krazace we krwi IgE 1aczg si¢ z receptorami
wysokiego powinowactwa do IgE (FceRI) obecnych na powierzchni obecnych w tkankach
bazofilow i mastocytéw (komorek tucznych). Proces ten okreslany jest jako uczulenie lub

uwrazliwienie, a jego przebieg przedstawiono na rycinie 1 [27], [28].

K Wezty chionne
l Komérki nabtonka @
pAY MHC 1l IL-4
R Migracja komérek
] dendrytycznych N s
>, 3 & - R

Pobranie i przetworzenie
alergenu przez komérki
dendyrtyczne

Dziewiczy
limfocyt T

Peptyd
alergenu

AN A =* X F AN~

Produkcja IgE

Limfocyt B

Migsnie gtadkie oskrzeli

Ryc. 1. Mechanizm uwrazliwienia na alergen. Zmodyfikowano na podstawie [27].

Przy kolejnym kontakcie organizmu z tym samym antygenem, reakcja ze strony uktadu
immunologicznego przebiega w sposéb zdecydowanie szybszy. Przy ponownym kontakcie alergen
zostaje zwigzany przez swoiste przeciwciala IgE, zakotwiczone na powierzchni mastocytow
i bazofilow. Efektem tych procesow jest aktywacja tych komorek i natychmiastowe (w ciagu kilku
minut) uwolnienie licznych mediatorow stanu zapalnego, obecnych w ich cytoplazmie [29].
Substancje te podzieli¢ mozna na mediatory preformowane (histamina, tryptaza, chymaza,
heparyna) — zmagazynowane w ziarnistosciach cytoplazmatycznych oraz generowane (leukotrieny,
prostaglantydny - gtéwnie PGD2, tromboksany) [28], [30]. Aktywowane mastocyty i bazofile sa
réwniez zrodtem cytokin oraz chemokin prozapalnych (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13), a takze
czynnikdw wzrostu (TNF-a, VEGFA). Substancje wydzielane przez aktywowane mastocyty
i bazofile indukujg nadprodukcje $luzu (IL-13, histamina, tryptaza, TNF-a), zwigkszaja
przepuszczalno$§¢ naczyn krwiono$nych (histamina, VEGFA, leukotrienty), wykazuja dziatanie
wazodylatacyjne  (histamina, PGD2, leukotrietny) oraz rekrutuja komorki  uktadu

immunologicznego do miejsca objetego zapaleniem (TNF-a, PGD2, LTB-4, IL-8, CCL2) [27],
14



[31], [32]. Ze wzgledu na szybki mechanizm dziatania bezposrednie nastgpstwa degranulacji
mastocytow i bazofilow, okreslane sg terminem fazy wczesnej reakcji alergicznej. Istotng role
w tym procesie odgrywa histamina, uwalniana z ziarnisto$ci obecnych w mastocytach i bazofilach
do tkanek sgsiadujgcych. Histamina poprzez wigzanie si¢ do receptorow w drogach oddechowych
indukuje szereg objawow charakterystycznych zaréwno dla astmy, jak i alergicznego niezytu nosa.
W przypadku astmy oskrzelowej histamina indukuje skurcz miesni gtadkich, ktory manifestuje si¢
zwezeniem oskrzeli 1 ograniczeniem przeptywu powietrza. Poza zwezeniem S$wiatta oskrzeli
histamina prowadzi do stymulacji zakonczen wiokien nerwowych, aktywujacych uktad
cholinergiczny [33], [34]. Zwezenie oskrzeli powoduje szereg objawow ze strony uktadu
oddechowego m.in. $wiszczacy oddech, kaszel, duszno$¢, a w skrajnych przypadkach moze
doprowadzi¢ do zatrzymania oddychania i $mierci chorego. Wszystkie te objawy wystepuja
spontanicznie (czgsto podczas godzin nocnych lub wezesno porannych) lub sa prowokowane przez
czynniki specyficzne (ekspozycja na alergeny) lub niespecyficzne (wysitek fizyczny, dym
papierosowy, zimne powietrze, czynniki chemiczne i draznigce). W przypadku alergicznego niezytu
nosa objawy fazy wczesnej manifestuja si¢ jako wodnisty katar, $wiad i przekrwienie blony

$luzowej nosa [1], [35].

Po kilku godzinach (od 2 do 6 godzin) od momentu ustgpienia fazy wczesnej dochodzi do
ponownego pojawienia si¢ objawow reakcji alergicznej, okreslanej terminem fazy poznej. W tym
przypadku odpowiedz organizmu jest S$ciSle zwigzana z udzialem komorek uktadu
immunologicznego: neutrofiléw, monocytéw, eozynofilow, bazofiléw oraz limfocytow T. Komorki
te, aktywowane w fazie wczesnej, w wyniku chemotaksji migruja do tkanek objetych zapaleniem.
Czasowe opoOznienie w wystapieniu objawow fazy poOzniej wynika réwniez z samej Kinetyki
dziatania mediatorow generowanych i cytokin prozapalnych, uwalnianych w fazie wczesnej przez
mastocyty i bazofile. Substancje te, w odrdznieniu od mediatoréw preformowanych, osiggajg swoja
najwyzsza efektywnos$¢ dopiero po kilku godzinach od momentu ich uwolnienia z cytoplazmy

komorkowej [36].

Kluczowa rolg w przebiegu fazy péznej odgrywaja produkowane przez limfocyty Th2
cytokiny prozapalne, z ktorych najistotniejszymi z punku widzenia odpowiedzi na alergen sg 1L-4,
IL-5, IL-13, IL-25 oraz IL-1B. Stymuluja one dojrzewanie i aktywacje eozynofilow — komorek
niezbednych dla rozwoju zapalenia alergicznego w obrebie gornych i dolnych drog oddechowych.
Ponadto, wspomniane cytokiny zwigkszaja ekspresj¢ selektywny E i L — czasteczek adhezyjnych,
odpowiedzialnych za wychwytywanie krazacych w krwiobiegu eozynofiléw oraz ich chemotaksje
do tkanek objetych zapaleniem w procesie diapedezy. Przenikanie komoérek uktadu

immunologicznego do miejsca zapalenia indukuje tez histamina i inne mediatory uwalniane
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podczas fazy weczesnej reakcji alergicznej, ktore zwigkszaja przepuszczalnos$¢ $rodbtonka
naczyniowego. Zwigkszona infiltracja eozynofilow jest rowniez efektem nadprodukcji elastazy —
enzymu aktywujgcego metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMPs). Te ostatnie biorg
udzial w degradacji elementow macierzy zewnatrzkomdrkowej, utatwiajagc chemotaksje komorek
zapalnych [27]. Dodatkowo, aktywowane eozynofile po dotarciu do tkanek objetych zapaleniem,
syntetyzuja i wydzielaja ziarnisto$ci zawierajace zwiazki bioaktywne takie jak: biatka kationowe,
zasadowe, peroksydazy eozynofilowe, czy reaktywne formy tlenu. Nadprodukcja tych zwigzkow
skutkuje uszkodzeniem i zluszczaniem komorek nablonka drog oddechowych, powodujgc

odstonigcie tkanek lezacych pod nabtonkiem drog oddechowych [37], [38].

Komoérki uktadu immunologicznego majg réwniez swoj udzial w przebudowie drog
oddechowych. Istotng role w tym procesie odgrywa przeksztalcenie komorek nablonka drdg
oddechowych w komérki mezenchymy (fibroblasty). W warunkach fizjologicznych, proces ten jest
w pelni odwracalny i petni kluczowa role w naprawie uszkodzonego nabtonka oddechowego [39].
W warunkach patologicznych, zwiazki syntetyzowane i wydzielane przez komorki zapalne (takie
jak TGF-B) indukujg proliferacj¢ fibroblastow, hamujac tym samym ich réznicowanie w komarki
nabtonka. Fibroblasty sa zZroédlem licznych biatek (kolageny, fibronektyna, tenascyny,
proteoglikany), wchodzacych w sktad macierzy zewnatrzkomérkowej. W  warunkach
fizjologicznych nadmierne iloéci biatka macierzy podlegaja degradacji przez enzymy z grupy
metaloproteinaz (MMP), a proces ten jest regulowany przez inhibitor metaloproteinaz-1 (TIMP-1).
W warunkach patologicznych dochodzi do zwigkszonej ekspresji TIMP-1, czego efektem jest
spadek aktywnosci MMP. Skutkuje to nadprodukcja i nadmiernym odktadaniem si¢ biatek
macierzy w tkankach lezacych pod nablonkiem drog oddechowych, co okre§lane jest jako
wloknienie podnabtonkowe. W nastepstwie tych procesow dochodzi do pogrubienia i usztywnienia
$cian oskrzeli, zwegzenia ich $wiatla, czego efektem jest ograniczenie przeptywu powietrza.
Mniejsza elastycznos$¢ $ciany oskrzeli przektada si¢ rowniez na stabg odwracalno$é obturacji. Co
wiecej usztywnienie $cian 0Skrzeli jest rowniez efektem zwickszonej liczby i masy miesni gtadkich.
Ogo6t zmian prowadzacych do przebudowy drég oddechowych okresla sie terminem remodeling
[40]-[42].

3.2.Wspotwystepowanie astmy oskrzelowej i alergicznego niezytu nosa

Wedlug informacji publikowanych przez Global Asthma Network, liczba chorych
cierpigcych na astme w populacji ogélnej siega blisko 300 miliondw, a do roku 2025 wartos¢ ta

moze wzrosng¢ nawet o kolejne 100 milionéw [43]. Problem dotyczy gtoéwnie krajow rozwinigtych
16



1 rozwijajacych si¢, gdzie zapadalno$¢ na astme szacowana jest w szerokim zakresie od 1% do
nawet 18%. Uwaza sie¢, ze za 0golny wzrost liczby zachorowan odpowiada zachodni tryb zycia
i nadmierna eliminacja ze srodowiska czynnikow infekcyjnych (bakterie, pasozyty). Skutkuje to
ograniczeniem odpowiedzi Thl, co sprzyja przetrwaniu fenotypu ptodowego — odpowiedzi Th2
i rozwinigciu reakcji alergicznej [44]. Obserwacje te byly podstawa sformulowania hipotezy
higienicznej [45]. Do czynnikdw warunkujacych rozwoj chorob alergicznych nalezy indywidualna
podatno$¢ genetyczna (w tym obcigzenie rodzinne) oraz ekspozycja na srodowiskowe czynniki
ryzyka (alergeny, infekcje wirusowe, zanieczyszczenia powietrza, dym tytoniowy) [46]. Ponadto,
osobniczym czynnikiem ryzyka sg rowniez wiek i pte¢. Zapadalno$¢ na astme alergiczng jest
najwyzsza U dzieci (w populacji polskiej wynosi okoto 11 %) [47], [48], u chtopcéw we wczesnym
dziecinstwie [49] oraz dziewczynek w okresie dojrzewania piciowego [50]. Czyni to astme

alergiczna najczestsza chorobg przewlekta drog oddechowych wieku dziecigcego.

Na chwil¢ obecng wiadomo, ze astma wspolwystepuje czesto z innymi chorobami
alergicznymi - najczgéciej z alergicznym niezytem nosa, ktory dotyczy nawet 20 -30% populacji
ogolnej [51]. W jednym z pierwszych badan potwierdzajacych wspotwystepowanie wspomnianych
choréb przeprowadzonym w 1998 roku przez Greisner i wsp. [52] wykazano, ze w przebadanej
populacji jedynie 14,3% pacjentdw cierpiacych na astme¢ oskrzelowa nie mialo objawdw
alergicznego niezytu nosa. Z kolei inne badanie przeprowadzone przez Simons i wsp. [53]
z wykorzystaniem bardziej precyzyjnych protokotow wywiadu lekarskiego sugerowaty, ze liczba
0s0b cierpigcych na obie choroby siega¢ moze nawet 98,9% sposrod wszystkich przebadanych.
Obecnie, szacuje si¢, ze ponad potowa pacjentéw ze zdiagnozowanym alergicznym niezytem nosa
choruje rowniez na astme, podczas gdy 80% pacjentow z astmg wykazuje objawy alergicznego
niezytu nosa [54]-[56]. Ta wspotzachorowalnos¢ jest przyczyng zwigkszonej absencji w szkole lub

pracy, i utrudnia skuteczne leczenie [57].

Pomimo udokumentowanego wspotwystepowania astmy i alergicznego niezytu nosa,
przyczyna wspomnianej zaleznosci nie zostata w petni poznana. Kluczowa role w badaniach nad
patomechanizmem wspotwystepowania obu chorob odgrywa wspélne podtoze nadwrazliwosci typu
pierwszego. Sugeruje si¢, ze anatomiczna budowa drog oddechowych przektada si¢ na cigglosé¢
procesow zachodzgcych w gornych i dolnych drogach oddechowych W zwigzku z tym procesy
patologiczne, zachodzace w gornym odcinku drog oddechowych mogg indukowaé podobne zmiany
w dolnych drogach oddechowych, co w literaturze anglojezycznej naukowej okresla si¢ terminem
"one airway - one disease" lub "unified airway disease” [58]-[60]. Co wigcej, wspolne podioze
molekularne pozwala przypuszczaé, ze mozliwa bedzie identyfikacja gendw zaangazowanych

w regulacje zapalenia alergicznego zarowno w gérnych, jak i dolnych drogach oddechowych [61],
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[62]. Nalezy przypuszczaé, iz produkty wspomnianych gendw (biatka / zwigzki niskoczasteczkowe)
stymulujg sasiadujgce komorki do odpowiedzi zapalnej. Skutkiem tych procesow jest
rozprzestrzenianie si¢ zapalenia alergicznego w obrebie catego uktadu oddechowego. Przypuszcza
si¢, ze decydujacg role W wyzej wspomnianym procesie mogg odgrywac¢ mate niekodujace RNA
(miRNA), czasteczki umozliwiajace skoordynowang regulacje ekspresji wielu genow. Udziat
miRNA w patologicznej regulacji ekspresji gendw potwierdzono migdzy innymi w procesach
nowotworzenia [63]-[65], chorobach autoimmunologicznych [66], [67], czy zapalnych o podiozu
alergicznym [68], [69]. Ponadto, miRNA stanowig obiecujacy kierunek badan pod katem ich
wykorzystania jako biomarkeréw czy nowych celow terapii wielu choréb, w tym réwniez astmy

1 alergicznego niezytu nosa.

3.3. Biogeneza matych, nickodujagcych RNA (miRNA)

MikroRNA (miRNA) stanowig grupe krotkich (19-23 nukleotydy dtugosci),
jednoniciowych, niekodujacych RNA, odpowiedzialnych za potranskrypcyjna regulacje ekspresji
genow kodujacych biatka. Czasteczki te zidentyfikowano w komorkach roslinnych i zwierzecych,
w ktorych reguluja ekspresje nawet 1/3 wszystkich gendw. Biogeneza miRNA rozpoczyna si¢
w jadrze komorkowym, a jej dokladny przebieg jest uzalezniony od lokalizacji genomowej ich
sekwencji. MiRNA mogg by¢ zlokalizowane zaréwno w intronach, jak i w eksonach innych genow
kodujacych biatka. Alternatywnie geny miRNA moga funkcjonowaé jako niezalezne jednostki
transkrypcyjne, podlegajac regulacji wiasnych promotoréow. Co ciekawe czes¢ z wyzej opisanych
sekwencji miRNA wystepuje w skupiskach okres$lanych jako Klastry (ang. clusters), wspdlnie
regulowanych i transkrybowanych jako jednostki policistronowe [70], [71].

Majac na uwadze lokalizacje genomowg sekwencji miRNA, wyr6zni¢ mozna $ciezke
kanoniczng i alternatywng (niekanoniczng) ich biosyntezy. Pierwsza z wymienionych (droga
kanoniczna) dominuje u wigkszosci miRNA i jest dedykowana dla gendéw wystepujacych jako
niezalezne jednostki transkrypcyjne. Pierwszym jej etapem jest powstanie pierwotnego transkryptu
pri-miRNA (ang. primiary miRNA) o strukturze szpilki do wlosow i dtugosci siggajacej nawet Kilku
tysieccy par zasad. Sciezka niekanoniczna biosyntezy dotyczy z kolei sekwencji miRNA
zlokalizowanych w intronach innych genéw kodujacych biatka. W tym przypadku biosynteza pri-
miRNA przebiega przy okazji procesu wycinania introndw (splicing) z sekwencji mMRNA, podczas

gdy pozostale etapy biosyntezy sg identyczne, jak w przypadku Sciezki kanonicznej [72].
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Struktury pri-miRNA w jadrze komorkowym sg nastepnie rozpoznawane przez tak zwany
kompleks mikroprocesorowy, ztozony z dwoch biatek eukariotycznych - DGCR8 (ang. DiGeorge
Syndrome Critical Region 8) oraz rybonukleazy Il Drosha. Pierwszy z wymienionych rozpoznaje
okre$lone sekwencje w obrebie pierwotnego transkryptu, regulujac tym samym jego cigcie
rybonukleaza Il Drosha. W nastepstwie tych proceséw powstaja struktury o dlugosci 60 -100
nukleotydéw, okreslane jako prekursorowi miRNA (pre-miRNA). Sg one transportowane z jadra
komdrkowego do cytoplazmy. Proces ten regulowany jest przez eksportyng 5 — biatko
transportowe, ktdére do funkcjonowania wykorzystuje energi¢ powstatg z rozpadu trojfosforanow 5’
guanozyny (GTP) [73], [74].

Pre-miRNA w cytoplazmie podlega nastepnie obrobce przez kolejng rybonukleaze III —
enzym Dicer. Regiony tworzgce petle zostajg usunigte, a cala struktura przyci¢ta do dwuniciowego
RNA, w ktorym wyr6zni¢ mozna dwie nici oznaczone jako 5° i 3°, co odpowiada ich
wczesniejszemu utozeniu W strukturze pre-miRNA. Nastgpnie, jedna z nici podlega degradaciji,
podczas gdy druga zostaje wbudowana w kompleks RISC (ang. microRNA induced silencing
complex). Ten ostatni zbudowany jest z biatek oraz RNA i stuzy do potranskrypcyjnej regulacji
ekspresji MRNA. To, ktora ni¢ ulega wbudowaniu w kompleks RISC, a ktdra podlega degradacji
jest zjawiskiem zmiennym, zaleznym od wielu czynnikow, takich jak rodzaj komorki, czy jej status
biologiczny. Na tej podstawie ni¢ stuzaca do regulacji ekspresji genow nazywana jest czesto nicig
wiodaca (zwyczajowo 5p), podczas gdy ta druga okreslana jest sekwencja pasazerska (zwyczajowo
3p) [75], [76].

Negatywna regulacja ekspresji mMRNA odbywa si¢ poprzez zwigzanie regionu 3’UTR
danego transkryptu przez dojrzate czasteczki miRNA (bedacej czescia kompleksu RISC) na
zasadzie komplementarno$ci zasad azotowych. Wspomniana komplementarno$¢ nie obejmuje
pelnej sekwencji mMiRNA, a jedynie 7 nukleotydow, okreslanych w literaturze angielskiej terminem
,.seed sequence”, ktora odpowiada za selektywny wybdr transkryptéw przeznaczonych do regulacji.
Negatywna regulacja zwigzanego mRNA moze przebiega¢ poprzez degradacjec mMRNA (czesciej
u ro$lin) lub przez zwigzanie transkryptu i blokowaniu jego dalszej translacji (dominuje u zwierzat)

[77], [78]. Biogeneza miRNA zostata przedstawiona na rycinie 2.
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3.4. Metody identyfikacji i analizy profilu ekspresji miRNA

Odkrycie nowej klasy niekodujacych RNA i ich udziatu w regulacji ekspresji gendéw
zapoczatkowato intensywne badania nad rola miRNA w patogenezie chordb cztowieka. Niezwykle
pomocnym okazal si¢ rozwoj nowych, wysokoprzepustowych technik, pozwalajgcych na

jednoczesng analize ekspresji wielu sekwencji miRNA z matej ilo$ci materiatu biologicznego.

Technikg, ktora zyskata niewatpliwg popularno$¢ w oznaczaniu ekspresji puli czgsteczek
miRNA sg mikromacierze. W literaturze naukowej opisano wiele r6znych metod, a réznice dotycza
glownie: rodzaju sondy specyficznej do sekwencji miRNA, metody znakowania, czy sposobu
wykrywania sygnatlu. W protokole opisanym przez Liu i wsp. [80] wykorzystuje si¢
40-nukleotydowe sondy, specyficznie rozpoznajace sekwencje W obu ramionach struktury spinki do
wlosow (pre-miRNA). Pozwala to na pozniejsza detekcje zarowno dojrzatych czasteczek miRNA
jak i ich prekursoréw. Alternatywnie, sonda moze by¢ komplementarna jedynie do wybranej
sekwencji miRNA w obrebie nici wiodacej lub pasazerskiej. W celu efektywnego zwigzania sondy
z powierzchnig macierzy, te pierwsze podlegaja modyfikacji na przyktad poprzez wzbogacenie ich
5’ konca o ligandy aminowe. Wyizolowany materiat RNA (zawierajacy frakcje miRNA) jest
nastepnie przepisywany na ¢cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji. Jako startery do reakcji
wykorzystywane sa oligonukleotydy o dlugosci 8 nukleotyddéw (ang. random octamer primer),
znakowane na koncu 5’ biotyng. Produkt reakcji odwrotnej transkrypcji jest nastgpnie naktadany na
mikromacierz, gdzie hybrydyzuje z sondami, specyficznymi do wybranych sekwencji miRNA.
Nastgpnie na mikromacierz dodawany jest barwnik fluorescencyjny, skoniugowany z biatkiem
streptawidyng. Wigzanie tego ostatniego (streptawidyny) z biotyng (obecng w strukturze starteréw
wykorzystanych do reakcji odwrotnej transkrypcji) jest jednym z najsilniejszych wigzan
niekowalencyjnych [81] i jest powszechnie wykorzystywany w biologii molekularnej [82].
Alternatywnym rozwigzaniem jest zastosowanie nukleotydow znakowanych cCyjaning,
wbudowywanych do cDNA podczas ligacji [83] lub wykorzystaniu reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR) [84]. Niezaleznie od wybranej metody znakowania, powierzchnia mikromacierzy jest
nastepnie naswietlana skoncentrowang wigzka lasera, czego efektem jest wzbudzenie fluorescencji
w zastosowanym fluorochromie. Intensywno$¢ sygnatu $wietlnego, proporcjonalna do ekspresji
danego MiRNA, jest nastepnie odczytywana z kazdego fragmentu mikromacierzy i analizowana

z wykorzystaniem narzedzi analizy bioinformatycznej.

Przelomem w profilowaniu ekspresji miRNA bylo wykorzystanie do tego celu
sekwencjonowania nowej generacji (ang. next generation sequencing, NGS). Doktadny przebieg

reakcji NGS,jak rowniez pézniejsza analiza bioinformatyczna otrzymanych wynikow jest
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uzalezniona od dostgpnego komercyjnie zestawu do sekwencjonowania oraz od rodzaju samego
sekwenatora. W wigkszosci przypadkéw metoda ta oparta jest o wykorzystanie krétkich,
syntetycznych adapteréw dodawanych do konca 3’ i 5° czgsteczek miRNA. Celem wspomnianej
ligacji jest wydtuzenie sekwencji miRNA i wykorzystanie jej w reakcji odwrotnej transkrypcji [85].
Nastepnie powstaty produkt jest amplifikowany i oczyszczany na zelu poliakrylamidowym.
Otrzymana biblioteka jest rozcienczana, a nast¢pnie przenoszona na plytke reakcyjna (ang. flow
cell), do powierzchni, ktérej przytwierdzono fabrycznie syntetyczne oligonukleotydy. Sa one
komplementarne do jednego z adapterow, wchodzacego w sktad biblioteki. Nastepnie kazda
czasteczka jest powielana w procesie amplifikacji, czego efektem jest powstanie skupisk (ang.
cluster), zawierajacych identyczne kopie danej biblioteki. Sekwencjonowanie jest przeprowadzane
z wykorzystaniem znakowanych fluorescencyjnie nukleotydow, ktorych przytaczenie do biblioteki
rejestrowane jest przez kamerg z uktadem $wiattoczutym CCD (ang. charge-coupled device). Dane
otrzymane z kazdego cyklu sekwencjonowania sg nastepnie przyrownywane i przypisywane do
poszczegblnych rekorddéw zapisanych w formacie FASTQ. Analiz¢ wynikéw sekwencjonowania
poprzedza ich wstepna obrdbka bioinformatyczna, ktéra obejmuje usunigcie adapteréw i sekwencji
o niskiej jakosci. Glowng zaleta wykorzystania techniki NGS do analizy miRNA, podobnie jak
w przypadku mikromacierzy, jest mozliwos¢ profilowania ekspresji wielu genow jednocze$nie.
W odroznieniu od mikromacierzy, NGS pozwala réwniez na identyfikacje nowych, dotad
nieopisanych sekwencji miRNA, specyficznych dla danej tkanki, a nawet stanu fizjologicznego
komorki [86]. Dodatkowo, przyrownywanie otrzymanych odczytow do dojrzatych miRNA
zdeponowanych w bazach referencyjnych (np. miRBase) pozwala na analiz¢ ewentualnych
wariantow genetycznych, powstalych na skutek mutacji. Niewatpliwg zaleta sekwencjonowania
NGS jest rowniez mozliwos¢ identyfikacji miRNA ulegajacych niskiej ekspresji w danym materiale
[87]. Wyzsza liniowo$¢ reakcji NGS, w porownaniu do mikromacierzy, pozwala rowniez na

precyzyjng dyskryminacj¢ genow miRNA o zr6znicowanej ekspres;ji.

Niezaleznie od wybranej metody profilowania miRNA, otrzymane wyniki wymagaja
pézniejszej walidacji z wykorzystaniem powtarzalnych technik takich jak PCR w czasie
rzeczywistym (ang. real-time PCR) czy digital PCR (dla miRNA ulegajacych niskiej ekpres;ji).
Niestety, dtugos¢ czasteczek miRNA (srednio 19-23 nukleotydow) sprawia, ze analiza ich ekspresji
bywa problematyczna i cze¢sto wymaga niestandardowych rozwigzan. Na chwile obecng
zdecydowana wigkszo$¢ komercyjnie dostepnych zestawow oparta jest o ligacje krotkich ogondéw
poli(A) do dojrzatych czasteczek miRNA, celem wydtuzenia ich sekwencji. Powstaty produkt jest
nastepnie przepisywany na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem startera
komplementarnego do uzytych wczesniej adapterow. Z kolei doktadny przebieg amplifikacji jest

$cisle uzalezniony od dostepnej technologii, oferowanej przez danego producenta. Przyktadowo,

22



w zestawach oferowanych przez Sigma-Aldrich, cDNA jest amplifikowany z wykorzystaniem
dwadch starteréw. Pierwszy z nich jest komplementarny do sekwencji adaptera (dodanego podczas
syntezy cDNA), a przez to uniwersalny dla wszystkich miRNA. Drugi starter jest z Kkolei
zaprojektowany dla wybranej czgsteczki miRNA, co zapewnia specyficzng amplifikacje jedynie
wybranego genu. Powstaly w reakcji PCR produkt jest nastgpnie wykrywany z wykorzystaniem
barwnika fluorescencyjnego, interkalujacego dwuniciowy DNA - SYBR - Green | [88].
W przypadku zestawdw oferowanych przez Thermo Fisher Scientific, oprocz starterow
komplementarnych do sekwencji danego miRNA stosuje si¢ réwniez sonde typu TagMan, co

zapewnia wigkszg specyficznos¢ podczas reakcji ilosciowego PCR [89], [90].

Niezwykle popularne w analizie ekspresji miRNA jest wykorzystanie technologii
zablokowanych kwaséw nukleinowych — LNA (ang. locked nucleic acid). Technika ta
wykorzystuje nukleotydy, w ktorych pier§cien rybozy zostal wzbogacony o dodatkowe wigzanie
pomiegdzy tlenem w pozycji 2-giej, a weglem w pozycji 4-tej (Ryc.3). Zmodyfikowane nukleotydy
wprowadzane sg do sekwencji sondy (RNA lub DNA), co znaczaco zwigksza jej termostabilno$¢
i specyficznos¢ podczas hybrydyzacji do sekwencji docelowej. Dodatkowo sonda jest w stanie
rozpoznawac regiony réznigce si¢ jednym nukleotydem, co znalazto swoje zastosowanie w analizie
wariantow genetycznych miRNA [91]. Co ciekawe, nukleotydy LNA znalazly rowniez
zastosowanie w sondach wykorzystywanych do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), gdzie

rozroznienie sygnatu badanego od tla jest szczegdlnie problematyczne [92].

HO B=ACGT HO B=ACGT HO B=AmCGT
B B B
O 0O O
"'\.___O
OH H OH OH OH
Monomer DNA Monomer RNA Monomer LNA

Ryc. 3. Poréwnanie wzordéw strukturalnych klasycznych monomeréw wchodzacych w sktad
DNA/RNA z monomerem modyfikowanym w technologii LNA. Zmodyfikowano na podstawie
[93].

Odkrycie mechanizmu biosyntezy miRNA oraz ich udzialu w zjawisku interferencji mRNA
umozliwito opracowanie technik stuzacych do kontrolowanej regulacji ekspresji genow [94].
Dobrym przykladem jest zastosowanie syntetycznych, dwuniciowych sekwencji RNA, okreslanych

jako syntetyczne analogi miRNA (ang. miRNA mimics). Czasteczki te posiadaja sekwencjg
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identyczng z wybranym endogennym miRNA, dzigki czemu po wprowadzeniu do komorki
(gtéwnie metodami transfekcji) podlegaja wbudowaniu w kompleks RISC. Skutkuje to wzrostem
ilosci danego miRNA w komdrce, co z kolei przektada sie na spadek ekspresji genow przez nie
regulowanych [95]. Zastosowanie jednoniciowych oligonukleotydow RNA komplementarnych do
wybranych sekwencji miRNA (ang. antagomir) pozwala z kolei blokowa¢ potranskrypcyjna
regulacje wybranego miRNA. Zastosowanie antagomira skutkowa¢ bedzie wigc odblokowaniem

ekspresji genow regulowanych przez zwigzany z antagomirem miRNA.

Odkrycie mechanizmu biosyntezy miRNA oraz ich roli w regulacji licznych procesow
komorkowych stanowito wazny krok dla wspotczesnej nauki. Niezwykle istotnym jest rowniez fakt,
iz miRNA stanowa skuteczne i przystepne narz¢dzie do badania regulacji ekspresji genow co

w przysztosci moze przyczynic¢ si¢ do opracowania nowych metod terapeutycznych [96].

3.5. Rola miRNA w chorobach alergicznych na przyktadzie astmy oskrzelowej i alergicznego

niezytu nosa

Rozwoj wysokoprzepustowych technik, takich jak mikromacierze, czy sekwencjonowanie
nowej generacji, znaczaco przyspieszyl badania nad rola miRNA w patogenezie wielu chordb
cztowieka, w tym astmy oskrzelowej i alergicznego niezytu nosa. Badania z wykorzystaniem tych
metod umozliwily identyfikacje kilku miRNA istotnych w patogenezie alergicznego stanu
zapalnego i astmy m.in. mMiIRNA-221, miRNA-21 czy miRNA-126.

Przyktadem takich badan sg prace przeprowadzone przez Liu i wsp. [97] u dzieci z astmg
oskrzelowa. Analiza profilowania miRNA z krwi z wykorzystaniem mikromacierzy wykazata, ze
83 geny miRNA ulegaja istotnie zmienionej ekspresji w grupie pacjentéw z astmg w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. W celu walidacji istotnie zmienionych miRNA w tkance ptuc, ci sami autorzy
wykorzystali mysi model indukowanej astmy oskrzelowej. Wykazano, ze mMiRNA-221 oraz
mMIiRNA-485-3p ulegaja podwyzszonej ekspresji zarowno w ptucach zwierzat uczulonych, jak i we
krwi dzieci z potwierdzong astmg oskrzelowa. Analiza predykcyjna z wykorzystaniem narzedzi
bioinformatycznych wytypowata SPRED2 jako gen potencjalnie regulowany przez miRNA-221
oraz miRNA-485-3p. Co ciekawe, ekspresja biatka SPRED2 byla istotnie obnizona w ptucach
zwierzat uczulonych, co potwierdza, ze podlega on regulacji przez oba analizowane miRNA.
Pomimo, iz doktadna rola SPRED2 w kontekscie astmy nie jest znana, wczesniejsze badania na
mysim modelu wykazaty, ze bialka z tej rodziny moga by¢ odpowiedzialne za hamowanie

alergicznego zapalenia w drogach oddechowych oraz nadreaktywnos$ci oskrzeli [98].
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Podwyzszona ekspresje miRNA-221 w ptucach myszy z indukowang astma potwierdzity
réwniez badania przeprowadzone przez Zhou i wsp. [99]. Autorzy wykazali, ze do zwigkszenia
ekspresji miRNA-221 dochodzi w hodowli in vitro mysich mastocytow traktowanych roztworem
lipopolisacharydow. Co ciekawe, transfekcja komorek wektorem lentiwirusowym indukujgcym
nadekspresje mMIRNA-221 zwigkszata syntez¢ 1 sekrecje IL-4. Zastosowanie sekwencji
antysensownej w celu zablokowania miRNA-221 prowadzilo do zmniejszenia st¢zenia IL-4.
Przeprowadzona analiza bioinformatyczna, a nastgpnie walidacja z wykorzystaniem testu
lucyferazowego pozwolilty wytypowa¢ PTEN jako gen docelowy regulowany przez miRNA-221.
Wptyw nadekspresji miRNA-221 na mysie mastocyty zostal rowniez wykazany w pracy Mayoral
i wsp. [100], ktérzy zaobserwowali, ze nadeskrpesja miR-221 indukowata degranulacje, migracje,

adhezje mastocytoéw oraz zwigkszona produkcje cytokin prozapalnych.

Oprocz miRNA-221, istotng rolg w patogenezie zapalenia alergicznego odgrywa réwniez
mMIiRNA-21. Liczne badania wykazaty, ze ulegat podwyzszonej ekspresji we krwi pacjentow z astma
alergiczng w porownaniu do osob zdrowych [101], [102]. Z badan przeprowadzonych przez
Elbehidy i wsp.[102] wynika, ze ekspresja miRNA-21 wykazata ujemng korelacje z parametrem
natezonej objetosci wydechowej pierwszosekundowej (FEV1) oraz stezeniem IL-12 w surowicy
krwi. Zmniejszenie FEV1 oznacza ograniczenie przepltywu powietrza przez drogi oddechowe,
a sam wskaznik wykorzystuje si¢ do oceny stopnia ci¢zkosci obturacji. Z kolei IL-12 odpowiada za
roznicowanie limfocytow T w Kkierunku populacji o fenotypie Thl, hamujac odpowiedz Th2.
Ci sami autorzy wykazali rowniez, ze ekspresja miRNA-21 korelowata z liczbg eozynofilow we
krwi i plwocinie pacjentow z astmg [102]. Z kolei Lu i wsp. udowodnili, ze do zwigkszenia
ekspresji miRNA-21 dochodzi roéwniez w plucach myszy transgenicznych z indukowana
nadekspresja 1L-4 lub IL-13 [103]. Zwigkszong ekspresje MiIRNA-21 zaobserwowano roéwniez
w dwoch innych modelach indukowanej astmy oskrzelowej - na skutek podawania myszom
albuminy jaja kurzego lub ekspozycji i roztworem alergenu z Aspergillus fumigatus. Wykorzystujac
narzedzia analizy bioinformatycznej, a nastgpnie test lucyferazowy, autorzy potwierdzili, ze genem
regulowanym przez miRNA-21 jest IL-12, ktérej zmniejszong ekspresje obserwowano we
wszystkich analizowanych modelach zwierzecych astmy. Dalsze badania funkcjonalne
przeprowadzone przez tych samych autorow wykazaty rowniez, ze usunigcie (ang. knock-out) genu
mMIRNA-21 istotnie redukowalo liczb¢ eozynofilow w plucach myszy transgenicznych

z indukowang astma [104].

Z kolei Wu i wsp. [105] wykorzystujac komoérki nabtonkowe pobrane z drog oddechowych
pacjentow chorujagcych na astme, wykazali, ze ekspresja miRNA-126 byta podwyzszona
w materiale pobranym od pacjentow w poréwnaniu do osob zdrowych. Co ciekawe, istotnie
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podwyzszonej ekspresji w grupie badanej ulegat rowniez miRNA-21, a poziom tych dwdch miRNA
byl najwyzszy u tych pacjentow, u ktorych nie zastosowano leczenia wziewnymi
glikokortykoidami. Ponadto, Wu i wsp. [105] zbadali ekspresje miRNA-21 i miRNA-126
w hodowli in vitro komorek nabtonka oddechowego traktowanych IL-13. Autorzy wykazali, ze ze

wzrostem stezenia IL-13 rosta ekspresja obu miRNA.

Istotnymi miRNA w patogenezie chorob alergicznych okazaty si¢ rowniez miRNA-155 oraz
miRNA-146a. Malmahall i wsp. [106] zaobserwowali zmniejszong ekspresje MIRNA-155
w supernatancie plwociny od pacjentow z astmg w poréwnaniu do 0s6b zdrowych. Co ciekawe,
stymulacja receptorow TCR w hodowli in vitro komdrek jednojadrzastych krwi obwodowej (ang.
peripheral blood mononuclear cells, PBMC) zwigkszata ekspresje miRNA-155, a zmniejszata
ekspresje MiIRNA-146a w pozywce hodowlanej. Przedstawiony kierunek zmian ekspresji miRNA-
155 oraz miRNA-146a potwierdzono rowniez w materiale komoérkowym z hodowli. Dodatkowo,
w pozywce z hodowli PBMC stymulowanych TCR zauwazono zwigkszong syntezg cytokin

prozapalnych takich jak IL-4, IL-5, czy IL-6.

Inne badania przeprowadzone przez Shaoqing i wsp. [107] skupity si¢ na wykorzystaniu
mikromacierzy do analizy profilu ekspresji miIRNA w nabtonku nosa chorych na alergiczny niezyt
nosa w poréwnaniu do osob zdrowych. Autorzy wykazali, ze hsa-miR-7 ulegal istotnie
podwyzszonej ekspresji, natomiast 7 genow miRNA (hsa-miR-498, hsa-miR-187, hsa-miR-874,
hsa-miR143, hsa-miR-886-3p, hsa-miR-224, oraz hsa-miR-767-5p) ulegato istotnie obnizonej
ekspresji w probkach badanych od o0sob chorujacych na alergiczny niezyt nosa w poréwnaniu do
osob zdrowych. W celu weryfikacji danych z mikromacierzy Shaoqing i wsp. zbadali ekspresj¢
miRNA z wykorzystaniem reakcji PCR w czasie rzeczywistym, Kktdra potwierdzita istotnie
obnizong ekspresje miR-224, miR-187 oraz miR-143 u pacjentéw chorych na alergiczny niezyt

nosa.

Istotne wydajg sie takze badania Suojalehto i wsp. [108], ktorzy oznaczyli ekspresje profilu
miRNA w nabtonku 0s6b chorujacych na niezyt nosa o podtozu alergicznym oraz niealergicznym.
Co istotne, material do badan pobrano rowniez od oséb chorujacych jednocze$nie na alergiczny
niezyt nosa i astme. Kontrole w niniejszym badaniu stanowity probki nabtonka od 0s6b zdrowych.
Wykorzystujac reakcj¢ tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym wykazano istotnie
podwyzszong ekspresjc miR-205, miR-155, oraz miR-498 w nabtonku nosa pacjentow
z alergicznym niezytem nosa w porownaniu do 0sob zdrowych. Co ciekawe, ekspresja tych miRNA
byla rowniez podwyzszona w zaostrzeniu choroby w stosunku do 0s6b z niezytem nosa bez
potwierdzonego podtoza alergicznego. Natomiast w czasie remisji objawow nie wykazano istotnych
zmian ekspresji wspomnianych miRNA (miR-205, miR-155 i miR-498). Z kolei istotnie obnizong
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ekspresje w nabtonku nosa chorych na astme i alergiczny niezyt nosa w porownaniu do o0sob
zdrowych zaobserwowano dla let-7e. Ekspresja ta byta roéwniez obnizona u chorych z niezytem
nosa bez potwierdzonego podtoza alergicznego. Co ciekawe ekspresja let-7e byta istotnie obnizona
jedynie u tych pacjentow, u ktorych objawy astmy i alergicznego niezytu byly ustabilizowane.
W celu sprawdzenia zwigzku pomigdzy analizowanymi genami miRNA, a podtozem alergicznym,
Suojalehto i wsp. poréwnali ich ekspresje z wynikami testdw skdrnych. Wykazano, iz ekspresja
miR-155 oraz miR-205 jest istotnie podwyzszona, a let-7e istotnie obnizona u pacjentdw
z pozytywnym wynikiem testu skornego w pordéwnaniu do os6b z negatywnym wynikiem testu

skdrnego, co sugeruje bezposredni zwigzek z zapaleniem alergicznym,

Przedstawione powyzej dane literaturowe sugeruja, iz miRNA pelnig istotng role
W patogenezie astmy i alergicznego niezytu nosa. Pomimo tego, dokladna funkcja miRNA
w przebiegu obu choréb ciagle pozostaje nieznana. Wysoka integralno$¢ gérnych i dolnych drog
oddechowych oraz wspdlny patomechanizm astmy i alergicznego niezytu nosa sugeruja z kolei
mozliwo$¢ identyfikacji gendéw miRNA zaangazowanych w jednoczesng regulacje przebiegu obu
chordb. Dotychczasowe badania przeprowadzane w tematyce roli miRNA w chorobach
alergicznych skupiaty si¢ gléwnie na materiale pochodzacym z goérnych lub dolnych drog
oddechowych. W niniejszej pracy do oceny ekspresji miRNA wykorzystano natomiast materiat
pochodzacy zarowno z pluc, jak i1 nabtonka nosa pobrany od szczurzego modelu zapalenia
alergicznego. Wykorzystanie materialu pobranego z dwdch oddzielnych rejonéw drdg
oddechowych pozwoli na bardziej precyzyjne i specyficzne profilowanie ekspresji miRNA.
Dodatkowo, identyfikacja genow miRNA wykazujacych podobne zmiany ekspresji w goérnych
i dolnych drogach oddechowych przyczyni si¢ do lepszego poznania patomechanizmu astmy
1 alergicznego niezytu nosa, co w przysziosci pozwoli na opracowanie skutecznych biomarkerow

oraz nowych terapeutykow.

27



4. CELE PRACY DOKTORSKIEJ

1.

Identyfikacja gendw miRNA wykazujacych zmiany w ekspresji w gornych (nabtonek nosa)
i dolnych (ptuca) drogach oddechowych pod wplywem alergicznego stanu zapalnego na

modelu zwierzgcym.

Identyfikacja wspdlnych miRNA zmienionych w obu tkankach (ptuca i nabtonek nosa) pod

wplywem zapalenia alergicznego.

Analiza funkcjonalna szlakéw i procesdw biologicznych, w ktorych uczestnicza potencjalne
geny docelowe podlegajace regulacji przez MIRNA wykazujace zmiany ekspresji

w drogach oddechowych w czasie alergicznego stanu zapalnego.

28



5. MATERIALY I METODY

5.1. Test immunoenzymatyczny ELISA

Do pomiaru catkowitego stezenia przeciwciat klasy IgE w surowicy szczurow Brown
Norway wykorzystano test immunoenzymatyczny ELISA (ang. Enzyme-linked immunosorbent
assay) dostepny komercyjnie (Elabscience).W pierwszym etapie rekcji do kazdego dotka na ptytce
dodawano odpowiednio rozcienczone probki surowicy szczura lub standardy o znanym stezeniu. Te
ostatnie sktadaja si¢ z seryjnych rozcienczen syntetycznego przeciwciala IgE i stuzg do okreslenia
jego stezenia w probach badanych. Nastepnie ptytke inkubuje si¢ przez 90 min. w temperaturze
37°C, w celu zwigzania przeciwcial IgE obecnych w surowicy i standardzie z powierzchnig ptytki.
Po inkubacji surowice i standardy s3 usuwane, a do kazdego dotka dodawany jest roztwor
biotynylowanego przeciwciata, ktore wigze IgE zwiazane z powierzchnig plytki. Po kilkukrotnym
przeptukaniu dotkéw, w celu usunigcia niespecyficznych wigzan, na ptytke dodawany jest koniugat
sktadajacy si¢ z kowalencyjnie zwigzanego biatka awidyny i peroksydazy chrzanowej —HRP (ang.
horseradish peroxidase). Kluczowa rol¢ odgrywaja tutaj wilasciwosci biotyny i awidyny do
tworzenia silnego wigzania o charakterze niekowalencyjnym. W nastgpnym etapie do reakcji
dodawany jest TMB, przetwarzany przez HRP do formy barwnej, ktorej intensywnos$¢ zalezy od
ilosci IgE zwigzanego z powierzchnig plytki. Odczytu gestosci optycznej dokonano przy dtugosci
fali $wietlnej 450 nm. z wykorzystaniem aparatu Asys UVM 340 Microplate Reader (Biogenet).

5.2. Analiza histologiczna

Do analizy histologicznej wykorzystano dolny fragment pluca, zabezpieczony w roztworze
Bouina, ktory stanowi mieszaning kwasu octowego, pikrynowego i formaliny. Tkanki utrwalano
przez 24 — 48 godzin, po czym oplukano woda. W celu odwodnienia tkanek przeprowadzono
ptukanie z wykorzystaniem szeregu alkoholu etylowego (70%, 80%, 95%, 100%), inkubujac
kazdorazowo tkanke przez jedna godzing. Nastgpnie odwodnione tkanki zalano parafing (58-60°C)
I pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 3 godziny. Blok parafinowy pocigto na skrawki
o grubo$ci 5 um, ktore nastepnie przeniesiono na szkietka podstawowe i pozostawiono do
wyschnigcia. W celu usunigcia parafiny preparaty inkubowano trzykrotnie (kazdorazowo przez 10
min) w roztworze ksylenu, po czym nawadniano w malejacym szeregu alkoholu etylowego (100%,
95%, 80%). W celu usunigcia resztek alkoholu, preparaty przeptukano doktadnie pod biezaca woda.

Barwienie przeprowadzono inkubujac preparaty przez 5 min. w roztworze hematoxyliny,
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a nastepnie eozyny. Nadmiar barwnika sptukano pod biezaca woda, a preparaty pozostawiono do
wyschnigcia. Do oceny jakosciowej przygotowanych preparatow wykorzystano mikroskop $wietlny

odwracony Eclipse Ti-U (Nikon) oraz powigkszenie 100x.

5.3. Zwierz¢cy model zapalenia alergicznego drog oddechowych

Do eksperymentu indukcji stanu zapalnego w gornych i dolnych drogach oddechowych
wybrany zostat szczur szczepu Brown Norway, Ktory ze wzgledu na genetyczng predyspozycje do
nadprodukcji IgE stanowi sprawdzony model w badaniach nad zapaleniem alergicznym [109].
Wykazano, iz na skutek ekspozycji wziewnej roztworem alergenu, szczur szczepu Brown Norway
rozwija silng odpowiedz zapalng, manifestujacg si¢ migdzy innymi podwyzszonym st¢zeniem
przeciwcial klasy IgE w surowicy krwi oraz zwigkszong infiltracja komoérek zapalnych (zwtaszcza
eozynofilow) do ptuc. Do eksperymentu wybrano samce szczura Brown Norway w wieku 6 tygodni
I wadze w zakresie 80-150 gramow. Po odbyciu dwutygodniowej aklimatyzacji w Zwierzetarni
Katedry Fizjologii, Biochemii i Biostruktury Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
zwierzeta zostaly przydzielone losowo do grupy badanej (n=10) i kontrolnej (n=10). Do indukcji
stanu zapalnego wykorzystany zostat komercyjnie dostgpny ekstrakt roztoczy kurzu domowego
otrzymany z gatunku Dermatophagoides pteronyssinus (Citegbiologics). Gtéwnym sktadnikiem

ekstraktu jest biatko Der p1 o potwierdzonych wlasciwosciach alergennych [110], [111].

Eksperyment indukcji stanu zapalnego przeprowadzono dwuetapowo. W pierwszej fazie
zwierzeta grupy badanej otrzymywaty podskornie w fatd grzbietowy 45 pg biatka Der pl,
zawieszonego w roztworze adjuwantu (wodorotlenku glinu). Grupa kontrola otrzymywata
podskornie jedynie rozwdr adjuwantu. Zastrzyki powtarzano raz w tygodniu przez okres 3 tygodni.
Celem fazy pierwszej eksperymentu bylo uwrazliwienie zwierzat na alergen roztoczy kurzu
domowego - Der pl. W celu indukcji uczulenia alergicznego i objawOw ze strony uktadu
oddechowego zwierzetom podawano donosowo 120 pg alergenu Der pl1, zawieszonego w 20 pl soli
fizjologicznej — faza druga eksperymentu uczulenia. Grupa kontrolna otrzymywata donosowo

roztwor soli fizjologicznej. Podanie donosowe powtarzano 3 razy w tygodniu przez okres 3 tygodni.

Po zakonczeniu eksperymentu zwierzeta zostaly usmiercone poprzez dekapitacje. Pluca
zostaly wycigte i podzielone na porcje. Dolny fragment lewego ptata ptuca przeniesiono do
roztworu Bouina i przeznaczono do analizy histochemicznej. Fragmenty ptuca przeznaczone do
analizy molekularnej zamrozono w temperaturze -80°C w celu zabezpieczenia materiatu do
dalszych analiz. Do pobrania komorek nabtonka nosa wykorzystano szczoteczki wymazowe
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CytoBrush. Pobrane komorki zostaty przeniesione do proboéwki 5 ml zawierajacej sterylny PBS,

zwirowane (2000 g, 4°C, 10 min.), a po usunigciu supernatantu osad komorkowy zamrozono

w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

5.4. Odczynniki

Tabela 1. Odczynniki i materialty wykorzystane w eksperymencie indukcji stanu zapalnego, izolacji

RNA, reakcji odwrotnej transkrypcji oraz analizy ekspresji miRNA.

Procedura Odczynnik Producent

Roztwor wodorotlenku glinu - adiuwant :
: : Thermo Fisher
(Imject AlumAdjuvant)

Indukcja zapalenia Ekstrakt roztoczy kurzu domowego ] o
: ) ] Citeq biologics
alergicznego Dermatophagoides pteronyssinus

Szczoteczki do wymazu z nosa
(Cyto Brush)

Meds. Medical

Szkietka podstawowe (Super Frost Plus) Thermo Fisher

Noze mikrotomowe (MX 35 Ultra Low) Thermo Fisher

Parafina histologiczna

_ Leica
(Leica-Paraplast PLUS)
Analiza histologiczna
Hematoksylina Sigma
Eozyna Sigma
Alkohol etylowy do analizy histologicznej
VeVex
(Patomorfanol A)
Zestaw do izolacji miRNA / RNA Blirt
ir
Izolacja RNA (Extract MemiRNA Kit)
Etanol Sigma
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Procedura

Odczynnik

Producent

2-Merkaptoetanol

Sigma

Zestaw do pomiaru stezenia miRNA

ThermoFisherSci

Pomiar (Qubit microRNA Assay Kit) entific
fluorymetryczny Zestaw do pomiaru st¢zenia DNA
) Promega
(QuantiFluor dsDNA System)
Zestaw do oceny integralno$ci DNA
(High Sensitivity D1000 ScreenTape Assay) Agilent

Automatyczna
elektroforeza kapilarna

Zestaw do oceny integralnosci RNA

(RNA ScreenTapeAssay)

Technologies

Sekwencjonowanie

nowej generacji

Zestaw do przygotowania biblioteki miRNA
(Small RNA Library Prepkits- Set A)

Illumina
Kaseta reakcyjna
(MiniSeq High Output reagent kit 75-cycles)
Biblioteka kontrolna(10 nM PhiX Stock)
Ligaza RNA ]
Lucigen

(T4 RNA Ligase 2 Deletion Mutant)

Odwrotna transkryptaza

(SuperScript 1l Reverse Transcriptase)

Zel do elektroforezy poliakrylamidowej
(Novex TBE 6% gels)

Bufor do prowadzenia elektroforezy
poliakrylamidowej
(Novex TBE running buffer 5X)

Thermo Fisher

Scientific
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Procedura

Odczynnik

Producent

Bufor obcigzajacy
(Novex Hi-Density TBE Sample Buffer)

Bromek etydyny
(Ultra pure ethidium bromide)

Octan sodu

Glikogen

Probowki do fragmentacji zelu

poliakrylamidowego (Gel breaker tube)

Kolumny z 5 um filtrem

IST Engineering

Zyletki do wycinania produktéw z zelu

poliakrylamidowego (Smart Slicer)

Sigma

Roztwor Tris-HCI

TEKNOVA

Analiza ekspresji
MiRNA metoda

ilosciowego PCR

Zestaw do odwrotnej transkrypcji miRNA
(TagMan Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit)

Master Mix do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym
(TagMan Fast Advanced Master Mix )

Sondy miRNA do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym
(TagMan Advanced miRNA Assay)

Thermo Fisher

Scientific
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5.5. Jednoczesna izolacja miRNA i RNA

Do izolacji miRNA i RNA z ptuc i nabtonka nosa szczurobw Brown Norway uzyty zostat
komercyjnie dostepny zestaw Extract Me miRNA kit (Blirt). Zestaw ten wykorzystuje wtasciwosci
746z krzemionkowych, ktore w okre§lonych warunkach wigza specyficznie poszczegdlne frakcje
kwasow nukleinowych réznigcych si¢ dtugoscia i/lub fadunkiem elektrycznym [112]. Umozliwia to
separacje frakcji matych RNA (zawierajacej miRNA i piRNA) od dtugich transkryptdw mRNA
(>200 nt). Pierwszym etapem izolacji jest homogenizacja badanego materialu z wykorzystaniem
buforu lizujagcego MiRLys, ktory suplementuje si¢ dodatkowo B-merkaptoetanolem do koncowego
stezenia 1%. W przypadku materialu pobranego z ptluc szczuréw, tkanki zhomogenizowano
z wykorzystaniem cieklego azotu. Otrzymany material (23-26 mg) przeniesiono nastepnie do
probowki 2 ml i dodano 400 pl buforu MiRLys. W przypadku komorek pobranych z nabtonka nosa,
bufor MiRLys dodano bezposrednio do probéwki 5 ml, w ktorej zabezpieczono materiat. Proby
(ptuca i nabtonek nosa) intensywnie mieszano przez 1 minutg, po czym zwirowano (20 000 g, 4°C,
2 min.) w celu usunigcia fragmentow komdrkowych. Supernatant przeniesiono nastgpnie na
kolumng¢ wigzacg DNA i zwirowano (20 000 g, 4°C, 2 min.), a przesacz wytragcano 100% etanolem
w objetosci rowniej potowie objetosci otrzymanego przesaczu. Powstalg mieszaning przeniesiono
na kolumn¢ wigzacg RNA, a nastepnie zwirowano (20 000 g, 4°C, 2 min.). Przesgcz zebrano, po
czym dodano do niego 100% etanol w objetosci rownej z objgtoscig otrzymanego przesaczu.
Powstalg mieszaning przeniesiono na kolumng wigzaca miRNA 1 zwirowano (15000 g, 4°C,
2 min.). Do wymycia zanieczyszczen zwigzanych niespecyficznie z powierzchniag kolumny
wykonano trzykrotnie plukanie buforem miRW. W celu usunigcia resztek buforu ptuczacego oraz
wysuszenia ztoza krzemionkowego, kolumny wirowano przez 3 min. (20000 g, 4°C). Do
wyptukania zwigzanego z kolumng (osobno MiRNA i RNA) na $rodek kolumienek dodano 50 pl
(ptuca) lub 40 ul (nabtonek nosa) sterylnej wody wolnej od RNaz, inkubowano w temperaturze

pokojowej przez 2 min. i zwirowano (10000 g, 4°C, 2 min.). Otrzymany kwas nukleinowy

zabezpieczono w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

5.6. Ocena jako$ciowa i ilosciowa wyizolowanego RNA / miRNA

Do oceny ilosciowej i jakosciowej frakcji RNA wykorzystano wiasciwosci kwasow
nukleinowych do absorpcji §wiatla o okreslonej dtugosci fali. W tym celu przeprowadzono pomiar

spektrofotometryczny z wykorzystaniem aparatu NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientifc). Do
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oceny stezenia RNA pomiar wykonano przy dlugosci fali §wietlnej wynoszacej 260 nm., CO
odpowiada maksimum absorpcji dla kwasow nukleinowych. Do oceny zanieczyszczenia RNA
biatkami lub zwigzkami nieorganicznymi wykorzystano ocene¢ absorpcji przy dtugosci fali $wietlnej

wnoszacej odpowiednio 280 nm. (Azsor2g0 ) | 230 nm.( A260/230).

Pomiar parametru RIN (ang. RNA integrity number) z wykorzystaniem aparatu do
automatycznej elektroforezy kapilarnej przeprowadzono w celu oceny integralnosci wyizolowanej
probki RNA. W tym celu zmieszano 5 ul buforu reakcyjnego z 1 pl wyizolowanego RNA lub 1 pl
markera wielkosci. Probowki intensywnie zmieszano (2000 rpm, 1 min.), denaturowano (72°C,
3 min.) po czym schtodzono na lodzie. Rozdziatlu elektroforetycznego dokonano w aparacie Tape

Station 2200 (Agilent Technologies).

Do pomiaru st¢zenia frakcji miRNA wykorzystano zestaw Qubit microRNA Assay Kit
(Thermo Fisher Scientifc). Zestaw ten wykorzystuje barwnik fluorescencyjny, ktéry specyficznie
wigze niskoczasteczkowe RNA (<200 nt). Do pomiaru stgzenia miRNA wykorzystano 1pl
wyizolowywanego miRNA, ktéry zmieszano z 200 ul buforu reakcyjnego. Do pomiaru

wykorzystano fluorymetr Quantus Fluorimeter (Promega).

5.7. Sekwencjonowanie nowej generacji

Do przygotowania bibliotek miRNA do sekwencjonowania nowej generacji wykorzystano
zestaw TruSeq Small RNA Preparation Kit (Illumina). Do analizy uzyto materiatu wyizolowanego
z phuc i nabtonka nosa od 3 szczurdéw z grupy badanej i kontrolnej (catosciowo 12 probek). Do
reakcji wykorzystano 50 ng oczyszczonej frakcji miRNA (w objetosci 5 pl) wyizolowanej z tkanek
ptuc i nabtonka nosa. Do prébek dodano 1 ul adaptera 3’(RA3), delikatnie zwirowano, a nastepnie

inkubowano przez 2 min. w temperaturze 70°C. Do przeprowadzenia ligacji wykorzystano ligaze

RNA T4, bufor HML oraz inhibitor RNaz w ilo$ciach zestawionych w tabeli 2
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Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej ligacji adpatera 3* w przeliczeniu na jedng probg.

Sktadnik [o$¢ [ul] Calkowita objetosc¢ reakcji [pl]
HML 2
Rnase Inhibitor 1
10
T4 RNA Ligase 2, Deletion Mutant 1
mIiRNA z adapterem RA3 6

Powstalg mieszaning inkubowano nastepnie przez 1 godzing w temperaturze 28°C. W celu
zatrzymania ligacji do probéwek dodano 1 pl buforu STP, a nastepnie inkubowano przez kolejne 15
min. w temperaturze 28°C. W celu wydtuzenia czasteczek na koncu 5’ do probdéwek dodano 1 pl
(zdenaturowanego wczesniej) adaptera 5’ (RA5), 10 mM ATP oraz ligazg T4 RNA. Powstala
mieszaning inkubowano naste¢pnie przez 1 godzing w temperaturze 28°C. Nastepnie przystagpiono do
reakcji odwrotnej transkrypcji w ktorej pierwszym etapem byto dodanie do probowek 1 pl startera
reakcyjnego (RNA RT Primer). Probowki inkubowano nast¢pnie przez 2 minuty w temperaturze

70°C, po czym do kazdej z nich dodano mieszaning reakcyjng w ilo$ciach zestawionych w tabeli 3.

Tabela 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej odwrotnej transkrypcji w przeliczeniu na jedng probe.

Sktadnik [o$¢ [wl] Calkowita objetosc¢ reakc;ji [pl]
5x First Strand Buffer 2
12 mM dNTP Mix 0,5
100 mM DTT 1
12,5
RNase Inhibitor 1
SuperScript Il Reverse Transcriptase 1
Biblioteka RNA 7

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono inkubujac probowki przez 1 godzing
w temperaturze 50°C. Kolejnym bylo namnozenie powstatego produktu w reakcji tancuchowej

reakcji polimerazy, ktorej sktad mieszaniny 1 profil termiczny przestawiono odpowiednio w tabeli 4

i 5. Na tym etapie do mieszaniny reakcyjnej dodawano indeksy — krotkie 6-nukleotydowe
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oligonukleotydy, dzieki ktorym mozliwe jest potaczenie probek w kasecie reakcyjnej i ich

p6zniejsza identyfikacja po reakcji sekwencjonowania.

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej tancuchowej reakcji polimerazy w przeliczeniu na jedna

probe.
Sktadnik Mos¢ [ul] Calkowita objetos¢ reakeji [pl]
PML 25
RPI 2
RPIX - indeksy . 50
(RPI 1 - 6 ptuca, RPI 7-12 nabtonek nosa)

Woda 8,5
BibliotekamiRNA 12,5

Tabela 5. Profil termiczny tancuchowej reakcji polimerazy.

Etap Temperatura Czas trwania Liczba powtorzen
Wstepna inkubacja 98°C 30 sek. 1
Denaturacja 98°C 10 sek.
Annealing 60°C 30 sek. 11
Amplifikacja 72°C 15 sek.
Koncowa elongacja 72°C 10 min. 1

W celu oczyszczenia otrzymanej biblioteki zastosowano rozdziat elektroforetyczny na 6% zelu
poliakrylamidowym (145 V, 1 godzina). Zele przeniesiono nastepnie do kuwety wypetnione;
roztworem bromku etydyny i wybarwiano przez 5 minut. Pod transluminatorem wycigto prazki
o dlugosci 145 — 160 pz, co zgodnie z protokolem producenta odpowiada dilugosci powstatej
biblioteki miRNA. Fragmenty zelu przeniesiono nastepnie na filtr kolumny i zwirowano (20 000g,
2 min.). Do otrzymanych po wirowaniu fragmentow zelu poliakrylamidowego dodano 300 pl wody

1 wytrzgsano przez noc na termomikserze (550 rpm, 21°C), co pozwolito na wymycie czasteczek
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DNA biblioteki z zelu. Do otrzymanego eluatu dodano 2 pl glikogenu, 30 pl octanu sodu (3M)
1 975 pl 100% etanolu po czym catg mieszaning zwirowano (20 000g, 4 st.C, 20 min.). Supernatant
usuni¢to, a do osadu dodano 500 pl 70% etanolu i ponownie zwirowano (20 000 g, 2 min.). Osad

suszono przez 7 minut w temperaturze 37°C po czym rozpuszczono w 12 ul roztworu Tris-HCI (pH

8.5, 10 mM). W celu weryfikacji wielkosci biblioteki uzyto systemu do automatycznej
elektroforezy kapilarnej i zestawu High SensitivityD1000 (Agilent Technologies). Do oceny
stezenia biblioteki wykorzystano zestaw QuantiFluor dsDNA Dye (Promega) oparty na barwniku
fluorescencyjnym specyficznie wigzacym dwuniciowy DNA. Powstate biblioteki miRNA
rozcienczono do st¢zenia 1 nM z wykorzystaniem 10 nM Tris—HCI a nastepnie w nowej probowce
potaczono po 5 Wl kazdej nich (osobno biblioteki z ptuc i nosa). Mieszaning bibliotek denaturowano
nastepnie 0,1 N NaOH po czym ponownie rozcienczono 200 mM Tris-HCI oraz buforem HT1 do
koncowego stezenia 1,8 pM. Do nowych probowek przeniesiono nastgpnie 500 pl powstalej
mieszaniny i dodano 50 ul biblioteki kontrolnej (PhiX). Catos¢ przeniesiono do kasety reakcyjnej -
MiniSeq High Output reagent kit (75 pz). Sekwencjonowanie przeprowadzono na aparacie MiniSeq
System przy ustawieniach odczytu danych z jednego konca nici (ang. single end). Analizg
bioinformatyczng przeprowadzono programie BaseSpace (Illumina), z wykorzystaniem aplikacji
Small RNA App.

5.8. Analiza ekspresji miRNA z wykorzystaniem reakcji ilosciowego PCR

Do reakcji odwrotnej transkrypcji wykorzystano 1 ng oczyszczonej frakcji miRNA
i komercyjnie dostgpny zestaw TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit. Zestaw ten dzigki
zastosowanej technologii Advanced pozwala na uzyskanie puli cDNA ze wszystkich dojrzatych
mMiRNA. Dzigki temu mozliwa jest ich pozniejsza amplifikacja z wykorzystaniem techniki PCR
w czasie rzeczywistym. Do reakcji wykorzystano material wyizolowany z phuc i nablonka nosa od

10 szczurdéw z grupy badanej i 10 z kontrolnej.

Pierwszym etapem reakcji byto wydtuzenie czgsteczek dojrzalych miRNA poprzez ligacje
do ich konca 3’ krétkiego ogona zbudowanego wylacznie z nukleotydéw adeninowych (poliA)
z uzyciem polimerazy poli (A). Poliadenylacje prowadzono, przez 45 minut w temperaturze 37°C.
Reakcje¢ zatrzymano, podgrzewajac probki do temperatury 65°C przez 10 minut. Nastepnie do
mieszaniny wraz z ligazg RNA dodawano syntetyczny adapter, ktdrego celem byto wydtuzenie
czasteczki miRNA na koncu 5’ (reakcja ligacji). Po godzinnej inkubacji w temperaturze 16°C

powstaty produkt wykorzystano do reakcji odwrotnej transkrypcji. Istotng rolg odgrywa tutaj starter
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zbudowany z nukleotydow tyminowych (oligo-dT), komplementarny do ogona poli-A na koncu 3°.
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono inkubujac mieszaning w temperaturze 42°C przez
15 minut, po czym jg zatrzymano podgrzewajgc probéwki przez 5 minut w temperaturze 85°C.
W celu detekcji gendw miRNA o niskiej ekspresji otrzymany cDNA poddano wstepnej amplifikacji
w reakcji preamplifikacji (mir-Amp). Profil termiczny obejmuje 5 minutowa aktywacj¢ polimerazy
w temperaturze 95°C, a nastgpnie 14 cykli naprzemiennej denaturacji, przylaczania starterow
i syntezy. W celu zatrzymania rekcji mieszaning podgrzewa si¢ do 99°C przez 10 min. Skiad
mieszanin reakcyjnych dla poliadenylacji, ligacji, odwrotnej transkrypcji i reakcji preamplifiakcji

przedstawiono w tabelach 6-9.

Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej poliadenylacji w przeliczeniu na jedng probg.

Sktadnik [o$¢ [wl] Calkowita objetos¢ reakceji [ul]
10x Poly(A) Buffer 0,5
ATP 0,5
Poly(A) Enzyme 0,3 5,0
Woda wolna od nukleaz 1,7
1 ng miRNA 2,0

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej ligacji w przeliczeniu na jedng probe.

Sktadnik Mos¢ [ul] Calkowita objetos¢ reakeji [pl]
5X DNA Ligase Buffer 3,0
50% PEG 8000 4.5
25X Ligation Adaptor 0.6

15,0

RNA Ligase 1,5
Woda wolna od nukleaz 0,4
Produkt reakcji poliadenylacji 5,0
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Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji w przeliczeniu na jedng probe.

Sktadnik [o$¢ [ul] Calkowita objetosc¢ reakcji [pl]
5X RT Buffer 6,0
dNTP Mix (25 mM) 1,2
20X Universal RT Primer 1,5
30,0

10X RT Enzyme Mix 15
Woda wolna od nukleaz 3,3
Produkt reakcjiligaciji 15,0

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji preamplifikacjiw przeliczeniu na jedng probe.

Sktadnik Io$¢ [ul] Calkowita objetos¢ reakeji [pl]
2X miR-Amp Master Mix 25
20X miR-Amp Primer Mix 2,5
50,0
Woda wolna od nukleaz 17,5
Produkt reakcji odwrotnej transkrypcji 5,0

Otrzymany cDNA jest matryca reakcji real-time PCR, w sktad ktorej wchodzi specyficzny dla
danego miRNA komplet starteréw i sondy (ang. TagMan Assay). Wspomniany zestaw zawiera
startery do specyficznej amplifikacji sekwencji cDNA i sond¢ typu TagMan znakowang
fluorescencyjnie barwnikiem FAM. Numery katalogowe poszczegolnych zestawdw reakcyjnych
TagMan, wykorzystanych w niniejszej pracy oraz sekwencje walidowanych miRNA przedstawiono
w tabeli 10.
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Tabela 10. Sekwencje miRNA i numery katalogowe wykorzystanych zestawdw reakcyjnych.

NaZ\.Na genu Sekwencja dojrzatej czasteczki miRNA Numer katalogowy
mMIRNA
rno-mir-99b-5p CACCCGUAGAACCGACCUUGCG rno481284 mir
rno-miR-100-5p AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG rno478224 mir
rno-miR-223-3p UGUCAGUUUGUCAAAUACCCC rno481007_mir
rno-miR-186-5p CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU rno480966_mir
rno-miR-26a-5p UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU rno481013_mir
rno-miR-184 UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU rno480962_mir

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym dla miRNA przeprowadzono w aparacie do detekcji kwasoéw
nukleinowych ABI PRISM 7900HT (Thermo Fisher Scientific) z mozliwos$cia pomiaru przyrostu
fluorescencji w czasie rzeczywistym w trakcie reakcji. Do analizy ekspresji miRNA uzyto

programu DataAssistv.3.01 i metody komparatywnej (AACt). Jako kontrole endogenng

wykorzystano rno-miR-26a. Wczeéniejsze badania przeprowadzone w Pracowni Badan
Komoérkowych 1 Molekularnych wykazaly, Ze gen ten ulega stalej, konstytutywnej ekspresji
w nabtonku drég oddechowych szczuréw szczepu Brown Norway. Sktad mieszaniny reakcyjnej
oraz warunki termiczne reakcji PCR w czasie rzeczywistym przestawiono odpowiednio w tabeli 11
i 12.

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Sktadnik [o$¢ [wl] Calkowita objetosc¢ reakcji [pl]

TagMan Fast Advanced Master Mix (2X) 10

Woda wolna od nukleaz 4

20
TagMan Advanced miRNA Assay (20X) 1
Matryca (cCDNA) 5
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Tabela 12. Profil termiczny reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Etap Temperatura Czas trwania Liczba powtorzen
Wstepna inkubacja 95°C 2 min. 1
Denaturacja 95°C 1sek.
40
Amplifikacja 60°C 20 sek.

5.9. Analiza predykcyjna in silico gendw docelowych dla miRNA

W celu identyfikacji genow docelowych (ang. target genes) podlegajacych regulacji przez
wybrane miRNA, przeprowadzono analiz¢ predykcyjng w oparciu 0 0golnodostepng baze mirGate
(dostepng pod adresem: http://mirgate.bioinfo.cnio.es/miRGate/) oraz miRTarBase (dostepng pod

adresem: http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php). Predykcj¢ przeprowadzono w oparciu

0 potwierdzone regiony UTR.

5.10. Analiza ontologiczna gendéw docelowych dla miRNA

Analize szlakéw biologicznych dla wybranych genéw potencjalnie regulowanych przez
miRNA przeprowadzono z wykorzystaniem ogoélnodostepnej bazy danych DAVID w wersji 6.8

(dostepng pod adresem: https://david.ncifcrf.gov/). Analiza funkcjonalna wykonana zostata dla

wszystkich genéw docelowych przewidzianych przez baz¢ miRTarBase oraz mirGate. W wyborze
szlakdw biologicznych istotnie nadreprezentowanych kierowano si¢ wartoscia krotnosci
wzbogacenia (ang. Fold Enrichment) > 2,0 oraz wynikiem zmodyfikowanego doktadnego testu

Fishera (ang. Modified Fisher Exact test) na poziomie istotnosci p < 0,05.
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5.11. Analiza statystyczna

Do oceny istotnosci statystycznej stezenia IgE w surowicy szczurow grupy badanej
I kontrolnej wykorzystano nieparametryczny test U Mann-Whitney. Analiz¢ korelacji
przeprowadzono w oparciu o wspélczynnik rang Spearmana. Wszystkie przeprowadzone analizy

statystyczne wykonano w programie Statistica v.13.
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6. WYNIKI

6.1. Wyniki analizy walidacji modelu zwierzgcego

6.1.1. Analiza st¢zenia przeciwcial klasy IgE w surowicy szczuréw Brown Norway

Do oceny stezenia przeciwcial klasy IgE w surowicy szczurow Brown Norway
wykorzystano test immunoenzymatyczny ELISA. Krzywa wzorcowg przygotowang w oparciu

0 seryjne rozcienczenia syntetycznych IgE przedstawiono na rycinie 4.
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Ryc. 4. Krzywa wzorcowa wykorzystana w teScie ELISA do oceny st¢zenia IgE w surowicy

szczuréw uczulonych i kontrolnych.

Analiza wykazata, ze stezenie IgE bylo istotnie podwyzszone (p=0,014) w surowicy szczuréw

uczulonych roztworem HDM w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (ryc. 5).
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Ryc. 5. Stezenie przeciwcial IgE w surowicy szczurow uczulonych (HDM) w porownaniu do
zwierzat kontrolnych (Kontrola). Wyniki przedstawiono na wykresie ramka — wasy z zaznaczong

$rednia, bledem (ramka) i odchyleniem standardowym (wasy).

6.1.2. Analiza histologiczna tkanki ptuc

W celu oceny zmian powstalych w ptucach szczuré6w uczulonych przeprowadzono
barwienie przegladowe z wykorzystaniem roztworu hematoksyliny i eozyny. Wykazano, ze ptuca
szczurow inhalowanych roztworem roztoczy kurzu domowego cechowala zwezona struktura

oskrzeli oraz nacieki komorek zapalnych w poréwnaniu do szczuréw kontrolnych (ryc. 6).

HDM Kontrola

Ryc.6. Analiza histologiczna ptuc szczurow uczulonych (HDM) w pordéwnaniu do szczurow

kontrolnych (kontrola). A — przekréj poprzeczny przez oskrzele, B — naciek komorek zapalnych.
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6.2. Ocena jako$ciowa probek RNA

Do utworzenia biblioteki miRNA wykorzystano komercyjnie dostepny zestaw TruSeq Small
RNA Library Preparation Kit oraz tkanke ptuc i nablonka nosa od 3 szczuré6w z najwyzszym
stezeniem przeciwciat IgE surowicy w grupie badanej. Kontrole stanowity 3 szczury z najnizszym
stezeniem przeciwcial IgE. Srednie warto$ci parametru RIN dla RNA wyizolowanego ptuc i nosa

wynosity odpowiednio 9,5 oraz 5,0. Przyktadowy elektroforegram otrzymany dla RNA z ptuc
przedstawiono na rycinie 7.
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Ryc. 7. Elektroforegram dla probki RNA wyizolowanej z phluc szczura. Zaznaczono piki
odpowiadajace frakcji 18S i 28S rybosomalrnego RNA. O dobrej integralnos$¢ i jakosci RNA
i miRNA $wiadczg wysokie wartosci paramteru RIN (powyzej 7) oraz stosunek frakcji 28S/18S

powyzej wartosci 2.

6.3. Wyniki oceny jakosciowej i ilosciowej bibliotek miRNA

Rozdziat elektroforetyczny otrzymanych po tancuchowej reakcji PCR bibliotek miRNA
przeprowadzono na 6% zelu poliakrylamidowym. Dla kazdej biblioteki przygotowanej z tkanek
ptuc i nosa otrzymano produkt o wielkosci 145-160 nt, co odpowiada dhugosci biblioteki miRNA.
Przyktadowe obrazy zeli poliakrylamidowych otrzymanych dla probek z pluc szczurow grupy
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badanej (A1, A2, A4) oraz nosa grupy kontrolnej (K1, K2, K3) przedstawiono na odpowiednio na
rycinie 8. A oraz 8. B.

HRL CRL

———
~

Al A1l A2 A2

B.
HRL CRL

500 bp S—

400 bp

Kl K1 K2 K2

200 bp
180 bp
160 bp

140 bp
120 bp

100 bp

Ryc. 8. Obraz zeli poliakrylamidowych z widocznymi bibliotekami miRNA. Jako kontroli
wielkosci rozdzielanych na Zelu fragmentéw uzyto markera HRL (ang. High Resolution Ladder)
oraz CRL (ang. Custom RNA Ladder) o odpowiednio wysokiej i niskiej rozdzielczosci. Prazek
o dhugosci 145-160 nt. odpowiada bibliotece miRNA. A — proby wyizolowane z ptuc, B — proby

wyizolowane z nablonka nosa.

47



Do oceny specyficzno$ci oczyszczonych po elektroforezie bibliotek miRNA wykorzystano
ponownie aparat do automatycznej elektroforezy kapilarnej. Dla kazdej biblioteki przygotowane;j
z ptuc 1 nabtonka nosa otrzymano pik z maksimum przypadajacym na okoto 150 nt, co pokrywa si¢
z wytycznymi producenta odnos$nie dlugosci bibliotek. Elektroforegramy otrzymanych bibliotek

miRNA przedstawiono na rycinach 9 - 12.
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Ryc. 9. Elektroforegramy bibliotek miRNA otrzymanych z ptuc szczurow uczulonych roztworem

HDM.
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Biblioteka 4 (ptuca)
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Ryc. 10. Elektroforegramy bibliotek miRNA otrzymanych z ptuc szczuréw kontrolnych.
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Biblioteka 7 (nabtonek nosa)
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Ryc. 11. Elektroforegramy bibliotek miRNA otrzymanych nabtonka nosa szczuré6w uczulonych

roztworem HDM.
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Biblioteka 10 (nabtonek nosa)
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Ryc. 12. Elektroforegramy bibliotek miRNA otrzymanych z nabtonka nosa szczurow kontrolnych.
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Do pomiaru stezenia biblioteki miRNA uzyto zestawu Quanti Fluords DNA System opartego
o barwnik fluorescencyjny specyficznie wigzacy dwuniciowy DNA. Wartosci stezen dla
poszczegolnych bibliotek mIRNA przedstawiono w tabeli 13. Do obliczenia st¢zenia
nanomolarnego probek z ptuc i nablonka z nosa przyjeto srednig dlugos$¢ biblioteki miRNA rowng
150 pz i mas¢ molowa pojedynczej pary zasad wynoszaca 660 g/mol. Opierajac si¢ na powyzszych

wartosciach obliczona $rednia masa molowa bibliotek miRNA wynosita 99 000 g/mol.

Tabela 13. Ste¢zenia bibliotek miRNA otrzymanych z ptuc i nabtonka nosa.

Material | Nazwa proby | Stezenie biblioteki [ng/ul] | Stezenie biblioteki [nM]
K1 0,23 2,27
K2 0,54 5,42
K3 0,22 2,25
Pluca
Al 0,12 1,23
A2 0,14 1,42
Ad 0,17 1,76
K1 0,55 5,56
K2 0,53 5,37
Nablonek K3 0.27 2,68
nosa Al 0,55 5,51
A2 0,45 4,59
Ad 0,17 1,76

Kazdg z bibliotek rozcienczono nastepnie do stezenia 1 nM. W tym celu w nowych probowkach
potaczono 7 ul z kazdej biblioteki oraz odpowiednig ilo§¢ 10 mM Tris-HCI. Do obliczenia
wymaganej ilosci 10 mM Tris-HCI, niezbednego do rozcienczenia bibliotek do stezenia 1 nM,
wykorzystano wzor przedstawiony na rycinie 13.
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Ryc. 13. Wzor wykorzystany do normalizacji ste¢zenia bibliotek miRNA. X — ilo§¢ mikrolitrow 10

mM Tris-HCI konieczna do normalizacji kazdej z bibliotek, y — stezenie nanomolarne biblioteki.

6.4. Analiza wynikow sekwencjonowania

6.4.1. Ocena jakos$ci odczytow

Do oceny jakosci odczytow otrzymanych po sekwencjonowaniu wykorzystano
wspotczynnik Q (ang. Phred Quality Score). Dla probek z pluc i nabtonka nosa $rednia warto$é
wspotczynnika Q wynosita 35, co swiadczy o wysokiej jakosci odczytow. Wartos¢ wspodlczynnika
Q dla liczby odczytow oraz pozycji w odczycie dla przyktadowej probki z ptuc przedstawiono

odpowiednio na rycinie 14 i 15.
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Ryec. 14. Warto$¢ wspotczynnika Q i odpowiadajac mu liczba odczytow.
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Ryc. 15. Wartos¢ wspotczynnika Q dla pozycji w odczycie, niebieska linia — $rednia warto$¢
parametru Q, zo6lta ramka — przedziat kwartylowy (25-75% percentyl), wasy — przedzial 10-90%

percentyl.

Procentowy udziat poszczegdlnych nukleotydow w odczycie po sekwencjonowaniu miescit sie
w przedziale 10 - 55% (ryc. 16).
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Ryc. 16. Procentowy udziat poszczegolnych nukleotyddéw w odczycie.
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6.4.2. Analiza bioinformatyczna — charakterystyka bibliotek miRNA

Analiza bioinformatyczna przeprowadzona zostata z wykorzystaniem platformy BaseSpace
(Humina) oraz aplikacji Small RNA. Odczyty poddano standardowej obrobce — usuwanie
adapteréw (ang. adapter trimming) i filtrowaniu odczytow niskiej jakosci (ang. quality filtering).
Dhugo$¢ odczytow otrzymanych po sekwencjonowaniu miesécita si¢ w zakresie od 20 — 36 nt z
wyrazng nadreprezentacjg odczytow 0 ditugosci od 20-24 nt, co odpowiada frakcji miRNA (Ryc
17). Drugi pik obserwowano przy odczytach o dtugosci od 27 — 31 nt. przypada na inng frakcje
nickodujacych RNA — piRNA. Szczegotowy rozktad dhlugosci odczytéw otrzymanych po
sekwencjonowaniu oraz charakterystyke poszczeg6lnych bibliotek przedstawiono odpowiednio na

rycinie 17 oraz w tabeli 14.
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Ryc. 17. Charakterystyka rozktadu dtugosci odczytoéw w poszczegdlnych bibliotekach miRNA.
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Tabela 14. Szczegdtowa charakterystyka otrzymanych bibliotek miRNA.

] _ ] Procent odczytow
Identyfikator Nazwa Liczba odczytow po
Material o ) _ _ zmapowanych do
szczura biblioteki filtrowaniu )
MiIRNA
Szczur Al Biblioteka 1 7227438 48,02
Szczur A2 Biblioteka 2 3089066 55,0
Szczur A4 Biblioteka 3 3398841 50,16
Pluca
Szczur K1 Biblioteka 4 3264095 44 .84
Szczur K2 Biblioteka 5 5181375 48,49
Szczur K3 Biblioteka 6 5340136 48,93
Szczur Al Biblioteka 7 5414854 22,84
Szczur A2 Biblioteka 8 2784356 19,96
Nablonek Szczur A4 Biblioteka 9 5348980 21,96
nosa Szczur K1 Biblioteka 10 5230335 20,64
Szczur K2 Biblioteka 11 3886179 32,53
Szczur K3 Biblioteka 12 5494145 29,48

Analiza sktadowych gtownych (PCA - ang. Principal Component Analysis) przeprowadzona dla
zlogarytmowanej warto$ci liczby odczytdw otrzymanych po normalizacji wykazala, ze probki
grupy kontrolnej i badanej segreguja oddzielenie zarowno w przypadku tkanek pobranych z ptuc
jak i nosa. Pierwsze dwa komponenty (PC1 oraz PC2) odpowiadaja za 55,58% oraz 54,75 %

zmiennos$ci odpowiednio w ptucach (ryc. 18) oraz nabtonku nosa (ryc. 19).
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Ryc. 18. Wykres PCA dla logarytmu znormalizowanej liczny odczytow dla bibliotek miRNA
otrzymanych z ptuc. Probki opisane jako K1-K3 pochodzg od szczuréw kontrolnych z kolei probki
Al, A2, A4 pochodzg od szczuréw uczulonych roztworem HDM
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Ryc. 19. Wykres PCA dla logarytmu znormalizowanej liczny odczytow bibliotek miRNA
otrzymanych z nabtonka nosa. Probki opisane jako K1-K3 pochodzg od szczuréw kontrolnych z
kolei probki Al, A2, A4 pochodza od szczuré6w uczulonych roztworem HDM.
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Otrzymane w wyniki sekwencjonowania dojrzate miRNA znaczaco roznity si¢ liczbg odczytow jak
i krotno$cig zmian zarowno w przypadku prébek z ptuc (ryc. 20) jak réwniez nabtonka nosa (ryc.
21).
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Ryc. 20. Wykres MA charakteryzujacy rozktad liczby odczytow i krotnos¢ zmian dla miRNA
otrzymanych z ptuc.
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Ryc. 21. Wykres MA charakteryzujacy rozktad liczby odczytow i krotnos¢ zmian dla miRNA
otrzymanych z nablonka nosa.
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6.4.3. Analiza roznicowa ekspresji profilu miRNA

W celu przeprowadzenia analizy roznicowej, odczyty dla kazdej biblioteki znormalizowano
do miliona — RPM (ang. reads per milion). Analize r6znicowg przeprowadzono grupami osobno dla
bibliotek otrzymanych z ptuc i nabtonka nosa. W przypadku phuc, nastepujace geny miRNA ulegaty
istotnie zmienionej ekspresji: rno-miR-99b-5p, rno-miR-672-5p, rno-miR-672-5p, rno-miR-100-5p,
rno-miR-328a-3p, rno-miR-128-3p, rno-miR-223-3p, rno-miR-147, oraz rno-miR-186-5p. W
przypadku nabtonka nosa tylko jeden gen miRNA (rno-miR-184) ulegal istotnie zmienionej
ekspresji. Krotno$¢ zmian dla poszczegolnych genow MIRNA oraz odpowiadajace im poziomy

istotnosci przedstawiono na rycinie 22.

NAS::;gEK—l rno-miR-184 I p=0,0247 ——

rno-miR-186-5p p=0,0261 2—1

rno-miR-147 p=0,0390 e
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PLUCA —{ rno-miR-128-3p —BE= e-00307

rno-miR-328a-3p —f——= ] e=00300
rno-miR-100-5p [ — p=0,0004

rno-let-7b-5p —F— p=0,0392
rno-miR-672-5p —F—— p=0,0295
rno-miR-99b-5p —F— p <0,0001
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Ryc. 22. Krotno$¢ zmiany ekspresji genow miRNA wykazujacych istotnie zmieniong ekspresje (p
skorygowano FDR).

6.5. Analiza ekspresji miRNA z wykorzystaniem techniki PCR czasie rzeczywistym

Do walidacji ekspresji miRNAz wykorzystaniem techniki PCR w czasie rzeczywistym
wybrano 6 gendw, ktore w ptucach cechowaty najwicksze zmiany w ekspresji w odniesieniu do
grupy kontrolnej (najnizsza wartos¢ p). W przypadku nabtonka nosa do analizy wiaczono tylko
jeden gen ulegajacy istotnie zmienionej ekspresji — rno-miR-184. Walidacja z wykorzystaniem
tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym wykazata, ze jedynie ekspresja rno-miR-

223-3p ulegala istotnie podwyzszonej ekspresji (ryc. 23).
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Ryc. 23. Krotno$¢ zmian ekspresji rmo-miR-223-3p w stosunku do rno-miR-26a (kontrola
endogenna) w ptucach szczuré6w uczulonych (HDM) w poroéwnaniu do zwierzat kontrolnych
(Kontrola).

Ekspresja rno-miR-223-3p korelowata ze stezeniem IgE w surowicy Szczuréw z grupy badanej (p =
0,021). Zaleznos¢ monotoniczng jak rowniez otrzymane wspotczynniki korelacji rang Spearmana

dla grupy badanej przedstawiono odpowiednio na rycinie 24.
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Ryc. 24. Korelacja rang Spearmana dla ekspresji (jednostki umowne — 244" rno-miR-223-3p i

stezenia IgE w surowicy szczuréw grupy badane;.
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6.6. Predykcja in silico gendéw docelowych dla miRNA

Do predykcji in silico gendéw regulowanych przez miRNA istotnie zmienionych w reakcji
sekwencjonowania wykorzystano ogélnodostepng baz¢ miRTarBase oraz miRBase. W przypadku
pierwszej z wymienionych do analizy wlaczono wszystkie geny docelowe, ktorych potencjalng
regulacje przez miRNA potwierdzaty wyniki eksperymentalne. Predykcje genéw docelowych
z wykorzystaniem bazy miRGate przeprowadzono grupami, osobno dla miRNA ulegajacych
istotnie podwyzszonej i obnizonej ekspresji. Dla obu grup wybrano po 20 genéow docelowych
charakteryzujacych si¢ najwyzszymi wartoSciami wskaznika zgodnos$ci (ang. agreement score).
Geny docelowe wybrane dla miRNA wykazujacych istotnie zroznicowang ekspresj¢ w reakcji NGS

przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Geny docelowe wybrane dla miRNA istotnie zrdznicowanych w reakcji
sekwencjonowania. Geny zaznaczone kolorem czerwonym zostaly wybrane w oparciu o wWyniki
eksperymentalne (baza danych miRTarBase). Geny zaznaczone kolorem czarnym zostaty wybrane

w oparciu o algorytmy obliczeniowe (baza danych miRGate).

miRNA o obnizonej ekspresji w reakcji sekwencjonowania NGS
mo-miR-99b-5p  1mo-miR-672-5p mo-let-7b-5p mo-miR-100-5p  mo-miR-328a-3p  mo-miR-128-3p

Agp4 Fniel Vim Agp4 Sept3 Snapls
Npat Tufsf10 Tagln Cavl Bmil
Myl17 Pric285 Igf1 Afft
Senla Redl564937 Lmxla Usp30
Oasl Cyp4v3 Mtmr3
MtmrllT Gga3 Hnfla
Fam214D Ifts7 Corolc
Camkkl1
Tmx4
Spert

miRNA o podwyzszonej ekspresji w realcji sekwencjonowania NGS

mo-miR-147 mo-miR-186-5p mo-miR-184 mo-miR-223-3p
AktIsi Stt3a Pipp3 Vim
Rndl Aleyll Sen3a
Txnrdl Morel Aqp4
Rbmn2s Cnind
Gilgl Kenad2
Serine3 Sle25a30
Prkaa2 Grip2
Trip4 Gdapl
Fear
Atg%a
Aktls1
Chmn
Erlinl
Lyplal
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W  przypadku

rno-miR-223-3p do dalszej analizy funkcjonalnej

zwalidowane eksperymentalnie z wykorzystaniem bazy miRTarBase (tabela 16).

Tabela 16. Geny docelowe regulowane przez rno-miR-223-3p.

Numer Oficjalna
|dentyf|kacyj_ny nazwa Nazwa genu Funkcja
genu w bazie genu w
NCBI bazie NCBI
. element strukturalny
81818 vim (a\r’]""?lmte{ﬂ‘i“n) (filament)
9. cytoszkieletu
Podjednostka 3 kanatu
sodowego alfa regulacja
497770 scn3a bramkpwanego przezb1ono_weg0
napig¢ciem (ang. transportu jonow
sodiumvoltage-gated sodowych
channel alphasubunit 3)
biatko blonowe
odpowiedzialne za
25293 Aqp4 (a'r?k‘gaﬂ‘;%”r?n“ . przezblonowy
9. aquap transport wody w
komorce
biatko adhezyjne
Kontaktyna 4 L
116658 Cntn4 (ang. contactin 4) odeW|gd2|aIne za}
tworzenie potaczen
pomiedzy aksonami
Kanat potasowy 2
podrodziny D biatko btonowe
bramkowany napigciem biorace udziat w
Sl A2 (ang. potassium transporcie jonow
voltage-gated channel potasu
subfamily D member 2)
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6.7. Analiza ontologiczna genéw docelowych dla miRNA

Do przeprowadzenia analizy szlakow biologicznych dla gendéw docelowych regulowanych
przez miRNA istotnie zmienione w reakcji NGS wykorzystano ogolnodostepng baze¢ danych
DAVID w wersji 6.8. Do analizy wiaczono wszystkie geny docelowe wytypowane w analizie
predykcyjnej. Analize przeprowadzono osobno dla gendw mIiRNA wykazujgcych istotnie
podwyzszong i ekspresje w reakcji sekwencjonowania NGS wiaczajac geny docelowe zwalidowane
eksperymentalnie oraz te wyznaczone metodami obliczeniowymi in silico. Wyniki analizy
funkcjonalnej dla miRNA ulegajacych istotnie podwyzszonej lub obnizonej ekspresji

przedstawiono odpowiednio w tabeli 17 oraz 18.

Tabela 17. Analiza szlakéw biologicznych regulowanych przez geny docelowe wybrane dla

miRNA ulegajacych istotnie zwickszonej ekspresji w reakeji sekwencjonowania.

Funkcia Liczba P Krotnhos¢ wzbogacenia Gen
) genow (Fold Enrichment) ¥
ROZ.nICOWEI'IIE komarek ) 0,015 127,5 Vim, Plpp3
glejowych Bergmanna
Odpowiedz na jony selenu 2 0,026 73,8 Vim, Txnrd1
Negatywna regulacja
éciezki mTOR 2 0,038 50,1 Aktls1, Prkaa2
Neuronowy potencjat 2 0,047 40,1 Kend2, Scn3a
czynhnosciowy
Kcnd2, Aktls1, Scn3a, Vim
Wi ie biatek 7 0,015 3,2 ! i’ ! g
lazanie biate ! ! Chm, Grip2, Prkaa2
. . Glg1, Atg9a, Scn3a, Vim, Agp4,
Glikoproteina 7 0,030 2,7 Cntnd, Pipp3
Glg1, Kend2, Atg9a, Scn3a,
Fosfoproteina 11 0,010 2,3 Vim, Grip2, Aqp4, Ahcyll,
Txnrd1, Prkaa2, Plpp3
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Tabela 18. Analiza szlakéw biologicznych regulowanych przez geny docelowe wybrane dla

miRNA ulegajacych istotnie obnizonej ekspresji w reakcji sekwencjonowania.

Funkei Liczba Krotnos¢ wzhogacenia G
unkoa genow (Fold Enrichment) eny
Homeostaza wody 2 0,009 217,8 Agp4, lgfl
Regulacja pofaldowari 2 0,011 169,4 Corolc, Cavl
(ang. regulation of ruffle assembly)
Miotubule 2 0,018 106,5 Mtmrll, Mtmr3

Regulaq'a .ze‘w.netrznelrj apc.)ptf)tyczneu 2 0,039 47,6 Cavi, Tnfsf10
sciezki sygnalizacyjnej
Acetylacja histonow 2 0,047 40,1 Bmil, Hnfla
Wigzanie GTPazy Rac 2 0,047 39,8 Corolc, Cavl

Odpowiedz na glukokortykoidy 3 0,012 17,2 Cavl, Agp4, Igfl
Regulacja ekspresji genow 4 0,003 13,0 Bmil, Npat, lgfl, Lmxla
Szlaki sygnalizacyjne regulujace :
pluripotencje komdrek macierzystych 2 Luae 11,1 Baiidto g
Cytoszkielet 3 0,048 8,2 Corolc, Sept3, Vim
Cavl, Scnla, Sept3, Hnfla,
. Vim, Aqp4, Camkk1, Mtmr3,
Fosf t 13 0,000 2,4
ostoproteina Tagln, Fndcl, Fam214b, Spert,
Snap25

Analize funkcjonalng szlakéw biologicznych przeprowadzono roéwniez oddzielnie dla rno-miR-223-
3p, ktéry jako jedyny z badanych miRNA wykazatl istotnie Statystyczne zmiany po walidacji z
wykorzystaniem reakcji tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Dla rno-miR-223-
3p wykazano 17 terminéw biologicznych, sposrod ktdrych dominowaly te zwigzane
z podstawowymi procesami: tubule T, transport, wigzanie biatek, fosfoproteina, glikoproteina,
btona komorkowa, homodimeryzacja biatek, transport jonowy. Dodatkowo wysoka wartos¢
krotnosci wzbogacenia wykazano dla procesOw zwigzane z rozwojem 1 prawidlowym

funkcjonowaniem uktadu nerwowego (tabela 19).
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Tabela 19. Analiza szlakéw biologicznych regulowanych przez geny docelowe dla rno-miR-223-3p.

Liczba Krotnos¢ wzbogacenia

Funkcja genéw {Fold Enrichment)

Geny

Kanat potasowy zaleiny od
napiecia

Kend2, Scn3a

Tubule T , 5 Kcnd2, Agp4

D t rt
omena transportowa 0,022 Kend2, Scn3a
jonow
Bramkowane napieciem 0,025 Kend2, Sen3a
kanaty

Homodimeryzacja biatek 2 0,044 36,0 Kcnd2, Agp4
Transport jonowy 3 0,004 24,2 Kcnd2, Scn3a, Agp4

Wiazanie biatek 3 0,026 7.9 Kend2, S5cn3a, Vim

Kend2, Scn3a, Vim,

Fosfoproteina Agp4
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7. PODSUMOWANIE WYNIKOW

1. Ekspozycja szczurow szczepu Brown Norway na roztwor roztoczy kurzu domowego (HDM)
skutkowata znaczacym wzrostem stezenia IgE w surowicy szczurdéw uczulonych w poréwnaniu do
zwierzat kontrolnych. Co wigcej pluca szczuréw uczulonych charakteryzowata infiltracja komorek

uktadu immunologicznego i skurcz oskrzeli.

2. Analiza profilu ekspresji miRNA metoda sekwencjonowania nowej generacji wykazata, ze 9
gendw mMIRNA (rno-miR-99b-5p, rno-miR-672-5p, rno-miR-672-5p, rno-miR-100-5p, rno-miR-
328a-3p, rno-miR-128-3p, rno-miR-223-3p, rno-miR-147, oraz rno-miR-186-5p) ulegato istotnie
zmienionej ekspresji w ptucach szczurow uczulonych w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.
W przypadku nabtonka nosa tylko jeden gen miRNA (rno-miR-184) ulegatl istotnie zmienionej

ekspresji u zwierzat uczulonych w porowaniu do grupy kontrolne;.

3. Przeprowadzona walidacja wynikéw sekwencjonowania z wykorzystaniem tancuchowej reakcji
polimerazy potwierdzita, ze jedynie rno-miR-223-3p ulegal istotnie podwyzszonej ekspres;ji
w ptucach. Ekspresja rno-miR-223-3p istotnie korelowata ze stezeniem przeciwciat IgE w surowicy
szczuréw uczulonych i kontrolnych. Ekspresja pozostatych miRNA nie réznita istotnie miedzy
szczurami uczulonymi a kontrolnymi w plucach. Réwniez walidacja ekspresji miR-184 w nabtonku

nosa nie potwierdzita istotnych réznic miedzy szczurami uczulonymi a kontrolnymi.

4. Analiza funkcjonalna proceséw i szlakdw biologicznych wskazata, iz geny miRNA wykazujgce
zrbéznicowang ekspresje w rekacji sekwencjonowania moga by¢ zwigzane sg z negatywna regulacja

$ciezki mTOR, regulacja stezenia jonéw selenu oraz odpowiedza na glikokortykosteroidy.

5. Analiza predykcyjna przeprowadzona w oparciu o ogolnodostgpng baze danych miRTarBase
wskazata nastepujace geny docelowe dla rno-miR-223-3p: Vim, Scn3A, Agp4, Cntn4 oraz Kcnd?2.
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6. Analiza procesow i szlakow biologicznych przeprowadzona dla rno-miR-223-3p wykazata
nadreprezentacj¢ proceséw zwigzanych z rozwojem i prawidlowym funkcjonowaniem uktadu

nerwowego oraz neuronalnym potencjatem czynnosciowym.
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8. DYSKUSJA

Astma i alergiczny niezyt nosa sg przyktadami choréb cywilizacyjnych, stanowigcych
powazny problem natury zdrowotnej i socjoekonomicznej. Wedtug informacji Amerykanskiego
Towarzystwa Choréb Kilatki Piersiowej (ang. American Thoracic Society) coroczne koszty
zwigzane z leczeniem astmy oskrzelowej w Stanach Zjednoczonych si¢gaja blisko 80 miliardow
dolarow [113]. Na skutek reakcji anafilaktycznej kazdego roku umiera tam ponad 3,5 tysigca
chorych [114], a w populacji og6lnej umiera az 420 tysigcy 0sob [115]. W Polsce szacuje sig, ze na
astme umiera $rednio 15 0s6b na 10 tysiecy chorych, czyli $rednio 1500 0s6b rocznie [116]. Grupa
chorych wymagajaca szczegodlnej opieki zdrowotnej sg pacjenci z ciezkg postacig astmy, jak
réwniez ci, U ktérych pomimo zastosowanego leczenia nie obserwuje si¢ widocznej poprawy [117].
Niewatpliwym wyzwaniem jest rowniez diagnozowanie astmy, ktdrej najczestsze objawy (takie jak
dusznos$¢, czy kaszel) nie sa specyficzne wylacznie dla tej choroby [118]. Niezwykle istotnym
aspektem podczas diagnostyki astmy jest rowniez okres$lenie stopnia cigzkosci z wykorzystaniem
dostgpnych badan czynno$ciowych, takich jak spirometria, czy oscylometria impulsowa. Badania
przeprowadzone przez Kavanagh i wsp. [119] sugerujg, ze problem niedoszacowania stopnia
ciezkosci choroby dotyczy¢ moze od 19% do nawet 73% wszystkich pacjentow z astma, cO

w konsekwencji moze prowadzi¢ do $mierci chorego.

Alergiczny niezyt nosa jest, podobnie jak astma oskrzelowa, choroba przewlekta uktadu
oddechowego, ktora znaczaco pogarsza jakos$¢ zycia chorego. Szacuje si¢, ze choroba ta moze
dotyczy¢ nawet 500 milionow o0s6b [120]. Jednak poniewaz alergiczny niezyt nosa nie zagraza
bezposrednio zyciu chorego, choroba jest czesto bagatelizowana zaréwno przez chorych, jak
i lekarzy. Nieleczony lub niewtasciwie leczony alergiczny niezyt nosa skutkuje obnizeniem
droznosci przewodow nosowych, co bezposrednio przektada si¢ na problemy ze snem, zmeczenie
w ciaggu dnia, a takze negatywnie wplywa na stan psychiczny chorego. W skrajnych przypadkach
moze prowadzi¢ do stanéow lgkowych, a nawet do zaburzen o charakterze depresyjnym [121], [122].
Koszty zwigzane z leczeniem alergicznego niezytu nosa, mimo iz trudne do oszacowania,
niewatpliwie rosng z roku na rok. Przyktadowo w Stanach Zjednoczonych, w 2000 roku koszty

leczenia wyniosty 6,1 miliarda, podczas gdy w 2005 roku wzrosty do 11,2 miliarda dolaréw [123].

Wyzwaniem dla wspolczesnej opieki zdrowotnej sa pacjenci chorujacy na astme ze
wspotistniejagcym alergicznym niezytem nosa. Badania przeprowadzone przez Thomas i wsp. [124]
w grupie 9522 dzieci chorych na astme wykazaly, ze pacjenci chorujgcy jednoczesnie na astme
I alergiczny niezyt nosa wymagaja czgstszych wizyt lekarskich i/lub hospitalizacji w poréwnaniu
z 0sOb chorujacymi wylacznie na astme. Ponadto, leczenie takich pacjentdbw wymagato
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przyjmowania wigkszych ilosci lekéw, co dodatkowo zwigkszalo koszty terapii. Wedlug
najnowszych wytycznych zaréwno astma, jak i alergiczny niezyt nosa traktowane sg jako oddzielne
jednostki  chorobowe i leczone z  wykorzystaniem roznych dawek  wziewnych
glikokortykosteroidow, agonistow receptorow [2-adrenergicznego, czy lekdw antyhistaminowych.
Thomas i wsp. [124] zaproponowali, iz opracowanie ujednoliconych protokotow terapeutycznych
(dedykowanych dla obu choréb) mogtoby znaczaco zredukowaé koszty i poprawi¢ wyniki leczenia
pacjentdw chorych jednocze$nie na astme¢ i alergiczny niezyt nosa. Nie ulega watpliwosci, ze do
osiggniecia tego celu konieczne jest poznanie mechanizméw odpowiadajacych za
wspotwystgpowanie  obu chorob. Kluczowg role odgrywa tutaj wspdlny dla obu chorob

patomechanizm nadreaktywnosci typu 1 — zapalenia alergicznego.

Kim i wsp. [1] w badaniach dotyczacych astmy i alergicznego niezytu nosa zasugerowali, iz
za wspotwystepowanie obu choréb odpowiedzialne mogg by¢ leukotrieny cysteinylowe (CysLTSs).
Sa one produktami enzymatycznych przemian kwasu arachidonowego i podczas reakcji alergicznej
wydzielane sa przez mastocyty, bazofile, eozynofile oraz neutrofile do sasiadujacych tkanek.
Efektem ich dziatania jest zwickszona przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych, co z kolei promuje
migracje komorek uktadu immunologicznego do miejsca zapalenia. Zastosowanie przez autorow
antagonistow receptorow leukotrienowych okazato si¢ skuteczne w leczeniu pacjentéw cierpigcych
jednoczesnie na astme i alergiczny niezyt nosa [125], [126]. Jednakze autorzy w swojej pracy nie
wyjasnili, w jaki sposob leukotrieny miatyby posredniczyé w rozprzestrzenianiu stanu zapalenego

w obrebie uktadu oddechowego.

Z kolei badania przeprowadzone réwnolegle przez Inman i wsp. [127] oraz Denburgi wsp.
[128] sugeruja, ze kluczowa role we wspotwystepowaniu astmy i alergicznego niezytu nosa moga
odgrywa¢ cytokiny (IL-5 oraz GM-CSF) wydzielane przez komdrki uktadu immunologicznego
stymulowane na skutek reakcji uczulenia. Substancje te przedostajg si¢ do krwiobiegu, a nastgpnie
stymulujg komdrki progenitorowe, obecne w szpiku kostnym do réznicowania w eozynofile. Te
ostatnie na zasadzie chemotaksji migruja do ptuc i tym samym rozprzestrzeniaja zapalenie
alergiczne w obrebie catego uktadu oddechowego. Przedstawiona hipoteze wydaja si¢ potwierdzaé
rowniez prace Sehmi i wsp. [129] oraz Woodi wsp. [130], w ktorych wykazano, iz po ekspozycji
alergenem w komorkach szpiku kostnego dochodzi do zwigkszonej produkcji limfocytow T
wydzielajagcych IL-5. Ta ostatnia odgrywa istotng role w dojrzewaniu i pozniejszej migracji
eozynofilow do tkanek objetych zapaleniem. Przedstawiony mechanizm nie wyjasnia jednak
wspotwystepowania obu chorob u tych pacjentow, u ktorych zapalenie alergiczne przebiega
w oparciu o fenotyp neutrofilowy. Co wigcej, nie ttumaczy roéwniez dlaczego astma czy alergiczny

niezyt nosa wspotwystepuja rownie czgsto z innymi chorobami alergicznymi (atopowe zapalenie
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skory i alergiczne zapalenie spojowek), przebiegajacymi w oparciu o nadwrazliwo$¢ typu 1, ale

o innej manifestacji narzadowe;.

Z uwagi na udokumentowang role¢ miRNA w regulacji proceséw zapalnych, w niniejszej
rozprawie zatozono, ze kluczowg role w patogenezie obu chordéb moga odgrywa¢ mate, niekodujace
czasteczki RNA — miRNA. Na chwile obecng wiadomo, ze pelnig one istotng role
w wewnatrzkomorkowej regulacji licznych procesow zwigzanych nie tylko z prawidtowym
funkcjonowaniem komorki, takich jak: wzrost, réznicowanie, proliferacja, czy apoptoza [131], ale
réwniez z rozwojem odporno$ci wrodzonej oraz nabytej [132]. Ze wzgledu na udziat miRNA
w jednoczesnej regulacji wielu genéw biorgcych udziat w prawidlowym funkcjonowaniu komorki,
wszelkie zaburzenia ekspresji miRNA moga negatywnie wptywac na stan fizjologiczny komorki,
tkanki, a nawet catego organizmu. Dotychczas potwierdzono udziat miRNA w patogenezie choréb
nowotworowych [133], sercowo-naczyniowych [134], neurologicznych [135] oraz zapalnych [136].
Zmiany profilu ekspresji gendow miRNA mogag by¢ efektem specyficznej odpowiedzi komorki na
bodZce zewnetrzne takie jak czynniki stresowe, uszkodzenie materialu genetycznego, czy infekcja
patogenem [137], [138]. W tym przypadku rola miRNA dotyczy przypuszczalnie przenoszenia
informacji 0 zaistniatym zagrozeniu z komorki objetej stanem patologicznym do komdrek
sgsiadujgcych. Niewatpliwy udzial w tym procesie odgrywaja miRNA podlegajace sekrecji
w pecherzykach zewnatrzwydzielniczych, a ich obecno$¢ potwierdzono w ptynach ustrojowych,
takich jak surowica, osocze, mocz, czy plwocina [139], [140]. Mozliwo$¢ oznaczenia w materiale
pobranym nieinwazyjnie, jak rowniez wysoka stabilno$¢ sprawia, ze miRNA sg powszechnie
badane pod katem wykorzystania jako biomarkery wielu chordb [141]. Co wigcej, wiele czasteczek
mIiRNA znaleziono w pecherzykach zewnatrzwydzielniczych (glownie eksosomach) bioracych
udzial w komunikacji miedzykomorkowej [142]. Transport miRNA w pecherzykach
zewnatrzwydzielniczych zwigksza ich stabilno$¢ oraz ulatwia pozniejsze pobranie przez komorki
docelowe. Przypuszcza sig, iz przedstawiony mechanizm moze by¢ odpowiedzialny za skuteczng

forme¢ komunikacji miedzykomorkowej [143], [144].

W niniejszej pracy doktorskiej zatozono, ze na skutek ekspozycji na alergen i rozwoju
zapalenia alergicznego w nabtonku gérnych drog oddechowych dochodzi do zmian profilu ekspresji
mMIRNA regulujacych geny zwigzane ze stanem zapalnym. Czasteczki MiIRNA sa nastepnie
wydzielane poza komoérke nablonka (np. po upakowaniu w pecherzyki zewnatrzwydzielnicze np.
eksosomy), a potem moga by¢ pobrane przez komorki sgsiadujace z miejscem zapalenia oraz
komorki nabtonka w dolnych drogach oddechowych. Moze to przyczyniaé si¢ do rozprzestrzeniania
stanu zapalnego w obrg¢bie uktadu oddechowego, co tlumaczyloby czeste wspOtwystepowanie

astmy 1 alergicznego niezytu nosa.
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Szczegotowe zbadanie procesOw zwigzanych z regulacja zapalenia alergicznego przez
czasteczki miRNA pocigga za sobg konieczno$¢ wykorzystania r6znych modeli badawczych astmy
i alergicznego niezytu nosa. Dodatkowe trudnos$ci i wyzwania sg zwigzane z analizg ewentualnego
udziatu pecherzykéw zewnatrzwydzielniczych w wyzej wspomnianej regulacji. Pocigga to za sobg
konieczno$¢ wykorzystania specjalistycznych rozwiagzan, dedykowanych do oczyszczania
i §ledzenia transportu tych pecherzykéw do tkanek sgsiadujacych [145]. Co wigcej, w celu
potwierdzenia udzialu wybranych miRNA w regulacji mechanizméw zwigzanych z zapaleniem
alergicznym, konieczna jest walidacja ich ekspresji na materiale klinicznym, pobranym od
pacjentow chorych na astme oskrzelowsg i/lub alergiczny niezyt nosa. Niniejsza rozprawa stanowi
pierwszy etap tych analiz, natomiast kolejne badania, w tym analizy funkcjonalne, sa planowane
jako kontynuacja badan m.in. w ramach projektu Preludium finansowanego przez Narodowe

Centrum Nauki.

Glownym celem niniejszej rozprawy byta ocena, czy indukcja alergicznego stanu zapalnego
w nabtonku nosa i ptucach prowadzi do zmian profilu ekspresji gendw miRNA oraz czy sa to te
same geny miRNA zar6wno w nabtonku nosa jak i ptucach. Identyfikacja wspolnych genow
miRNA pozwolitaby wnioskowac¢, iz czasteczki te odpowiadajg za regulacj¢ zapalenia alergicznego

jednoczesnie w gérnych i dolnych drogach oddechowych.

Analiza roznicowa wynikow sekwencjonowania wykazata, ze 9 genéw miRNA (rno-miR
223-3p, rno-miR-147, rno-miR-186-5p, rno-miR-99b-5p, rno-miR-672-5p, rno-let-7b-5p, rno-miR-
100-5p, rno-miR-328a-3p, rno-miR-128-3p) ulegato istotnie zmienionej ekspresji w phlucach
szczuréw uczulonych w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Z kolei w nabtonku nosa tylko jeden
miRNA (rno-miR-184) ulegal istotnic zmienionej eckspresji. W badaniach nad zapaleniem
alergicznym najczesciej badanymi byty nastepujace geny miRNA: miR 223-3p [146], miR-186-5p
[147], miR-672-5p [148], let-7b-5p [149] oraz miR-328a-3p [150].

W kontekscie otrzymanych wynikow na uwage zastuguja badania przeprowadzone przez
Kicic i wsp. [151] w nabtonku gérnych i dolnych drog oddechowych u dzieci z potwierdzong atopig
i/lub  napadami  duszno$ci. Autorzy, wykorzystujac technike NGS, przeprowadzili
sekwencjonowanie catego transkryptomu (ang. RNA-seq) celem poréwnania profilu ekspresji
w prébkach pobranych z gérnych i dolnych drég oddechowych. Zidentyfikowano 16 720 gendw
ulegajacych ekspresji w gornych oraz 16 645 gendw w dolnych drogach oddechowych. Co ciekawe,
wstepna analiza przeprowadzona bez uwzglednienia podziatu na grupy wykazata, ze az 91%
wszystkich genow ulega ekspresji w obu tkankach. Poroéwnanie probek od dzieci z dusznos$cig i/lub
atopig do grupy kontrolnej (dzieci zdrowych) wykazato, iz pomigedzy goérnymi i dolnymi drogami
oddechowymi wystepuja geny o wspolnym profilu ekspresji: ILIRL1, CCL26, POSTN, CST1,
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CST2, CST4, CLCAL oraz NTRK1. Zdaniem autoréw wyniki te potwierdzaja zwigzek pomigdzy
gornymi i dolnymi drogami oddechowymi. Nalezy jednak zauwazy¢, ze Kicic i wsp. w swojej

analizie skupili si¢ wylgcznie na analizie transkryptomu, pomijajac udzial miRNA.

Istotne w kontekscie wynikéw niniejszej pracy sa rdwniez badania porownawcze profilu
ekspresji miRNA Panganiban i wsp. [152] w osoczu pacjentow z astma oskrzelowsg, alergicznym
niezytem nosa oraz grupy kontrolnej. Zastosowanie w analizie MiRNA hierarchicznej analizy
klastrow pozwolito wytypowa¢ 3 odrebne profile ekspresji, ktore pozwalaly rozréznié¢ pacjentow
w zaleznos$ci od rozpoznania. Ponadto, 30 gené6w miRNA ulegajacych najbardziej zmienionej
ekspresji podzielono na 5 osobnych grup, ktore istotnie réznicowaty pacjentow z astmg od tych
z alergicznym niezytem nosa czy osob zdrowych. Przedstawione przez Panganiban i wsp. badania
sugeruja, iz analiza zmian ekspresji pojedynczego genu miRNA moze by¢ niewystarczajaca do
wykorzystania go jako uzytecznego biomarkera. Powszechnie wiadomo, iz te same miRNA moga
regulowa¢ ekspresje roznych genow docelowych i tym samym bra¢ udzial w patomechanizmie
wielu choréb w obrebie danej tkanki. Badania Panganiban i wsp. sugeruja, iz kluczowa moze
okaza¢ si¢ tutaj analiza ekspresji panelu genow miRNA wspoélnie charakteryzujacych okreslony
stan patologiczny. Jednakze w tej pracy badano jedynie ekspresj¢c miRNA obwodowo, we krwi,
natomiast autorzy nie badali ekspresji miRNA w tkankach obje¢tych zapaleniem tj. gdérnych

i dolnych drogach oddechowych.

Analiza funkcjonalna dla miRNA wykazujacych istotne zmiany w ekpresji po reakcji
sekwencjonowania zostala wykonana osobno dla genow ulegajacych podwyzszonej i obnizone;j
ekspresji. W przypadku miRNA ulegajacych istotnie podwyzszonej ekspresji na uwage zastuguja
procesy zwigzane negatywng regulacja kinazy mTOR (geny Aktlsl oraz Prkaa2). W warunkach
fizjologicznych kinaza mTOR reguluje prawidlowy wzrost, réZznicowanie 1 podziaty komorkowe
[153]. Zaburzone funkcjonowanie szlaku mTOR wykazano z kolei w patogenezie nowotworow,
chordb sercowo-naczyniowych, cukrzycy czy miazdzycy naczyh krwiono$nych, gdzie kinaza ta
reguluje proliferacje komorek uktadu immunologicznego [154]-[156]. Badania Zhang i wsp. [156]
wykazaly podwyzszone stezenie kinazy mTOR w surowicy pacjentdw z astma cierpigcych na
nawracajgce napady dusznosci w porownaniu do pacjentow o stabilnym przebiegu choroby. Ci sami
autorzy potwierdzili rowniez podwyzszone stezenie kinazy mTOR w surowicy myszy uczulonych
roztworem albuminy jaja kurzego. Zastosowanie inhibitoréw $ciezki mTOR (LY 294002, triciribina,
rapamycyna) lub wymiennie budezonidu (steroidowy lek przeciwzapalny) znaczaco obnizato
stezenie kinazy mTOR w surowicy myszy uczulonych i zmniejszato objawy charakterystyczne dla
astmy (nadprodukcja S$luzu, hiperplazja gruczotéw S$luzowych, widknienie podnabtonkowe).

W kontekscie otrzymanych wynikow nalezy przypuszczaé, iz podwyzszona ekspresja gendw
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mMIRNA redukuje stezenie Aktlsl oraz Prkaa2, czego efektem jest wzrost aktywnosci biatek
wchodzacych w sktad szlaku mTOR.

Dla miRNA ulegajacych podwyzszonej ekspresji w reakcji sekwencjonowania wysoka
nadreprezentacj¢ wykazano rowniez dla proceséw zwigzanych z odpowiedzig na jony selenu (geny
Vim oraz Txnrdl), ktére stanowia naturalny antyoksydant, istotny dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu. Norton i wsp. [157] zasugerowali, iz zwickszony stres oksydacyjny
wywotany zapaleniem alergicznym, moze by¢ zwigzany z obnizonym st¢zeniem tego pierwiastka
we krwi. Przedstawiong hipotez¢ potwierdzaja badania przeprowadzone przez Guo i wsp. [158],
ktore wykazaly obnizone st¢zenie selenu w krwi osob cierpigcych na astme¢ w pordwnaniu do osob
zdrowych. Co wigcej, stezenie tego pierwiastka korelowalo z gorsza czynnoscig phuc i obturacja
oskrzeli [159]. Selen jest niezbgdny do syntezy i1 prawidlowego dziatania wielu enzyméw
antyoksydacyjnych takich jak peroksydazy glutationu czy reduktazy 1 tioredoksyny [160]. Ta
ostania kodowana jest przez gen Txnrdl, ktory w niniejszej pracy zostal wybrany jako potencjalny
gen docelowy dla genow miRNA ulegajacych podwyzszonej ekspresji w zapaleniu alergicznym.
W tym przypadku obnizona ckspresja Txnrdl moze by¢ zwigzana ze zwigkszong ilo$cig

reaktywnych form tlenu i azotu przyczyniajacych si¢ do stresu oksydacyjnego.

W przypadku analizy funkcjonalnej przeprowadzonej dla miRNA ulegajacych istotnie
obnizonej ekspresji, na uwage zastuguja trzy geny docelowe (Cavl, Aqp4, Igf) zwiazane
z odpowiedza na glikokortykosteroidy. Najistotniejszym z nich jest insulinopodobny czynnik
wzrostu (Igf), ktorego podwyzszong ekspresje wykazano w surowicy pacjentdéw chorych na astme
[161] jak i w plucach myszy uczulonych roztworem albuminy jaja kurzego [162]. Pomimo, iz
doktadna rola Igf w konteks$cie zapalenia alergicznego nie jest znana przypuszcza si¢, iz czynnik ten
stymuluje fibroblasty do produkcji i sekrecji biatek macierzy zewnatrzkomorkowej (np. kolagenu),
co stymyluje przebudowe drog oddechowych (ang. remodeling) [163]. W kontekscie odpowiedzi na
glikokortykosteroidy, rola Igf jest zwigzana z metabolizmem glukozy 1 jej transportem do wnetrza
komorki. Stosowanie glikokortykosteroidow hamuje ten proces prowadzac do hiperglikemii,
obnizonej syntezy glikogenu oraz zwigkszonego rozpadu biatek [164]. Doktada rola Igf
w kontek$cie odpowiedzi na glikokortykosteroidy w astmie nie zostala jednak opisana

w literaturze, co utrudnia wnioskowanie o roli miRNA zaangazowanych w regulacje tego procesu.

Pozostale szlaki biologiczne otrzymane w analizie funkcjonalnej przeprowadzonych dla
miRNA ulegajacych zwigkszonej lub obnizonej ekspresji zwigzane byly z mato specyficznymi
procesami podstawowymi (np. fosfoproteina, glikoproteina, wigzanie bialek, regulacja ekspresji

gendw).
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Przeprowadzona walidacja z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym potwierdzita
istotne roznice w ekspresji jedynie w przypadku rno-miR-223-3p, ktérego ekspresja byta istotnie
podwyzszona w ptucach szczuréw uczulonych. Dla pozostalych genéw miRNA nie stwierdzono
istotnych roznic w ekspresji miedzy badanymi grupami. Otrzymane wyniki sugeruja, iz na skutek
indukcji zapalenia alergicznego w gérnych i dolnych drogach oddechowych dochodzi do zmian
ekspresji nielicznych czasteczek miRNA. Przedstawione wyniki nie potwierdzaja réwniez
postawionej w niniejszej pracy hipotezy badawczej o tych samych genach miRNA regulujacych

zapalenia alergiczne jednoczesnie w gornych i dolnych drogach oddechowych.

Dotychczas prowadzone badania nad rolg rno-miR-223-3p dotyczyly glownie proceséw
zwigzanych z nowotworzeniem. Luo i wsp. [165] wykazali, ze ekspresja miR-223-3p byla istotnie
obnizona w phlucach pobranych od pacjentdw z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca. W dalszej
czgsci badan autorzy wykorzystali dwie komercyjnie dostepne linie komorek nabtonka
oddechowego z tkanek ptuc objetych nowotworem - SK-MES-1 oraz NCI-H520. Indukowana
nadekspresja miR-223-3p, za pomocg Syntetycznego analogu miRNA, znaczaco zmniejszata
zywotnos¢ i migracje komorek nowotworowych oraz nasilata procesy apoptozy w hodowli SK-
MES-1, oraz NCI-H520. Natomiast wyciszenie ekspresji miR-223-3p znaczaco zwickszato
zywotnos$¢ i migracje komorek nowotworowych w obu zastosowanych liniach. Wykorzystujac test
lucyfer azowy Luo. i wsp. wykazali, ze miR-223-3p reguluje potranskrypcyjnie ekspresje genu p53,
onkogenu, petniagcego funkcje supresora procesow nowotworowych [166]. Skutkiem mutacji genu
p53 moze by¢ powstanie nieaktywnej formy biatka lub jego patologiczna nadekspresja,
obserwowana w wielu nowotworach, w tym nowotworach ptuc [167]-[169]. W celu zbadania
wplywu miR-223-3p na procesy nowotworowe, zachodzace in vivo Luo. i wsp. wykorzystali
myszy, ktorym podskérnie podano komorki pobrane z pluc pacjentow z rakiem
ptaskonabtonkowym. Co ciekawe, iniekcja analogu mir-223-3p do powstatego guza znaczgco
spowolnita jego wzrost w porownaniu do guzéw U myszy z grupy kontrolnej. Na uwage zastuguje
réwniez fakt, iz ekspresja miR-223-3p w wyizolowanych guzach nowotworowych wykazywata
ujemng korelacje z proliferacja komorek nowotworowych. Opisane wyniki sugeruja, ze miR-223-3p
moze odgrywac istotng rol¢ w negatywnej regulacji procesow zwigzanych z nowotworzeniem.
Powyzsza hipotez¢ wydaja si¢ potwierdza¢ rowniez badania Gentner i wsp. [170], ktory zbadali
ekspresje miR-223-3p w komérkach blastycznych, pobranych z krwi pacjentéw chorych na ostrg
biataczke szpikowg. Wykazano najwyzsza ekspresje miR-223-3pu tych pacjentow, u ktdérych
rokowanie choroby bylo korzystne. Nizsza ekspresja miR-223-3p byla z kolei zwigzana

Z gorszg prognoza i nizszg szansg na catkowita remisje choroby.
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W kontekscie astmy oskrzelowej i alergicznego niezytu nosa, rola miR-223-3p byla
analizowana w kilku pracach. W badaniu przeprowadzonym przez Maes i wsp. [171] wykazano
podwyzszong ekspresj¢ miR-223-3p w plwocinie pacjentow z astmg oskrzelowa w porownaniu do
0s6b zdrowych. Walidacja z wykorzystaniem techniki tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym wykazata, ze ekspresja miR-223-3p dodatnio korelowata ze stopniem cigzkoS$ci
choroby, jak rowniez byla najwyzsza u pacjentow z astmg o fenotypie neutrofilowym. W tym
miejscu nalezy zaznaczy¢, iz dokladne okre$lenie fenotypu choroby, jak réwniez stopnia jej
cigzko$ci ma istotne znaczenie w procesie diagnostyki astmy oskrzelowej. Przektada si¢ to na dobor
optymalnego, bardziej spersonalizowanego leczenia. Z kolei Roffel i wsp.[146] wykorzystali
sekwencjonowanie nowej generacji do okreslenia profilu ekspresji miRNA wprobkach biopsyjnych
z pluc pacjentow z astmg oskrzelowg i od 0s6b zdrowych. Autorzy wykazali podwyzszong
ekspresj¢ miR-223-3p w ptucach pacjentow z astmg w porownaniu do oséb zdrowych. Ponadto,
wykazano dodatnig korelacj¢ pomiedzy ekspresja miR-223-3p, a liczbg eozynofilow. Co ciekawe
Roffel i wsp. wykazali rowniez, ze ekspresja miR-223-3p jest podwyzszona u pacjentow
chorujgcych na przewlekla obturacyjng chorobe ptuc, w ktdrej ekspresja tego miRNA korelowata

z liczbg neutrofilow.

Przedstawione dane literaturowe sg zgodne z otrzymanymi w niniejszej pracy wynikami
wskazujacymi na podwyzszong ekspresje rno-miR-223-3p w ptucach uczulonych szczuréw.
Badania Roffel i wsp. [146] oraz Maes i wsp[171] przedstawione powyzej sugerowaly rowniez, iz
wyzsza ekspresja mir-223-3p dodatnio korelowata z liczbg komoérek zapalnych, co bezposrednio
przektadato si¢ na Cigzszy przebieg choroby. W celu sprawdzenia powyzszej zaleznosci wykonano
analize korelacji wartos$ci ekspresji rno-miR-223-3p ze st¢zeniem IgE w surowicy u badanych
zwierzat. Wykazano istotng statystycznie korelacj¢, co potwierdza bezposredni zwigzek pomiedzy

ekspresja rno-miR-223-3p a wyktadnikami zapalenia alergicznego takim jak stezenie IgE.

Badania Gentner i wsp. [170] oraz Luo i wsp. [165] wskazaly, iz w przypadku nowotworoéw
ptuc nizsza ekspresja mir-223-3p zwigzana byla z gorszym rokowaniem na catkowite wyleczenie
oraz nizszym wspolczynnikiem przezywalnosci. Z Kkolei nadekspresja mir-223-3p w hodowli
nabtonka dr6g oddechowych objetych nowotworem skutkowata wzrostem poziomu apoptozy tych
ostatnich. Sugeruje si¢, iz w kontekScie nowotworéw pluc mir-223-3p moze petni¢ funkcje
protekcyjna, negatywnie regulujac proces nowotworzenia. Jednakze przedstawione dane
literaturowe nie pozwalaja na jednoznaczne wnioskowanie o roli rno-mir-223-3p w patogenezie

zapalenia alergicznego i astmy oskrzelowej.

Majac to na uwadze, W niniejszej pracy zdecydowano si¢ na przeprowadzenie predykcji

gendw docelowych, regulowanych przez rno-miR-223-3p. Z uwagi na niska skutecznos¢ metod in
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silico analiz¢ przeprowadzono w oparciu o znane regiony UTR, a w wynikach uwzgledniono
wylacznie geny potwierdzone eksperymentalnie jako cele [172], [173]. Przyjmujac powyzsze
kryteria wykazano, ze geny Vim, Scn3a, Aqp4, Cntn4 oraz Kcnd2 podlegajg regulacji przez rno-
miR-223-3p.

Pierwszy z wymienionych genow (Vim) koduje biatko wimentyng¢ stanowigcg element
strukturalny cytoszkieletu komorkowego. Wzrost ekspresji wimentyny potaczony ze spadkiem
E-kadheryny stanowi wazny biomarker informujacy o rozpoczeciu procesu przemiany komoérek
nabtonkowych w komorki mezenchymy (ang. epithelial-to-mesenchymal transition, EMT) [174],
[175]. Proces ten polega na odroznicowaniu komorek nabtonka w komoérki mezenchymy
(fibroblasty), ktorych zwigkszona liczba zwigzana jest z przebudowa droég oddechowych [176].
W literaturze naukowej podwyzszong ekspresje wimentyny opisano w plucach myszy
inhalowanych roztworem albuminy jaja kurzego [177] jak i roztoczy kurzu domowego [178].
Hackett i wsp. [179] wykazali, iz do zwigkszonej ekspresji wimentyny dochodzi rowniez w hodowli
na granicy faz (ang. air-liquid interphase, ALI) komorek nabtonka drég oddechowych
traktowanych roztworem transformujacego czynnika wzrostu B 1 (TGF-B1). Ekspresja tego
ostatniego jest podwyzszona zarowno w phucach i jaki surowicy pobranej od pacjentéw chorych na
astme, U ktorych stymuluje przebudowg drog oddechowych prowadzac do remodelingu. [180],
[181]. Wazrost ekspresji wimentyny na skutek ekspozycji TGF-B1 potwierdzity rowniez badania
Johnson i wsp. [182] przeprowadzone na komoérkach pobranych od pacjentow cierpigcych na astme
i hodowanych in vitro w monowarstwie. Co ciekawe, najwyzszy wzrost ekspresji wimentyny po
stymulacji TGF-B1 zaobserwowano w hodowli komoérek pobranych od pacjentow z cigzka astma
w poréwnaniu do pacjentdw z astmg umiarkowang oraz 0sob zdrowych. W tym miejscu nalezy
przytoczy¢é wspomniane wczesniej badania przeprowadzone przez Maes i wsp. [171], gdzie
wykazano podwyzszong ekspresje mir-223-3p w plwocinie pobranej od pacjentéw cierpigcych na
astme oskrzelowa. Maes i wsp. zaobserwowali rowniez, iz transfekcja ludzkich komdérek nabtonka
drog oddechowych (HBECs) analogiem mir-223-3p prowadzi do wzrostu ekspresji wimentyny, jak
rowniez TGFBR1, bedacego btonowym receptorem dla transformujgcego czynnika wzrostu 3
[183].W kontescie wynikow opublikowanych przez Maes i wsp., rola rno-miR-223-3p w procesie
regulacji wimentyny w komorkach nabtonka drog oddechowych wydaje sie watpliwa. Oprécz
plwociny pobranej od pacjentdéw z potwierdzong astma podwyzszong ekspresj¢ wimentyty
wykazano w modelach in vivo oraz in vitro zapalenia alergicznego. Z drugiej strony badania Luo
I wsp. oraz Roffel i wsp. [146], [165] przedstawione powyzej jak réwniez wyniki otrzymane
w niniejszej pracy wskazujg wyraznie na podwyzszong ekspresje rno-miR-223-3p w zapaleniu
alergicznym. Dane sugerujace udzial rno-mir-223-3p w regulacji wimentyny pochodza z pracy
Jeyaseelan i wsp. [184] przeprowadzonej z wykorzystaniem techniki mikromacierzy wykonanej
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w probkach mozgu i krwi modelu indukowanego niedokrwienia mézgu u szczura. Majac to na
uwadze, mozna wysuna¢ hipoteze iz regulacja wimentyny przez rno-miR-223-3p dotyczy jedynie
wybranych tkanek, co w przypadku miRNA jest znanym zjawiskiem opisanym w literaturze
naukowej [185]. Przedstawiong hipoteze popiera rowniez fakt, iz Jeyaseelan i wsp. wykazali
zmieniong ekspresje rno-miR-223-3p jedynie w mozgu szczuréw, podczas gdy we krwi zwierzat
ekspresja tego miIRNA pozostata niezmieniona. Co wigcej rno-miR-223-3p nie wykazuje peinej
homologii ze swoim odpowiednikiem w organizmie cztowieka, CO sugeruje, ze jego regulacji

podlega¢ moga inne geny docelowe.

Drugi z wymienionych gendéw docelowych (Scn3a) jest biatkiem blonowym
odpowiedzialnym za regulacje transportu jonéw sodowych, a jego rola w astmie pozostaje
nieznana. Ye i wsp. [186] wykorzystujac test lucyferazowy wykazali iz Scn3a podlega regulacji
przez mir-384-5p, a zastosowanie syntetycznego analogu mir-384-5p znaczaco obnizato ekspresje
Scn3a oraz biatek o whasciwosciach prozapalnych takich jak: IL-6, IL-1p, TNF-a czy COX-2.

Trzeci przewidywany gen docelowy (Agp4) koduje akwaporyng-4, bialtko btonowe
odpowiedzialne za transport wody i wyrdéwnanie potencjalu osmotycznego w komorce, czym
zapewnia prawidlowe nawodnienie i homeostazg pluc [187]. Ekspresje tego biatka potwierdzono
w cze$ci boczno-podstawnej btony komorek nablonka zaréwno w gornych jak i dolnych drogach
oddechowych [188]. W konteks$cie astmy, akwaporyna-4 byla badana przez Jardin
i wsp. [189], ktorzy wykazali podwyzszong ekspresje genu Agp4 w komorkach nabtonka drog
oddechowych od pacjentow z astmg w poréwnaniu do os6b zdrowych. Zastosowany przez autorow
test lucyferazy wykazat, ze akwaporyna podlega regulacji przez miRNA-203, ktéry wykazuje
obnizong ekspresje w plucach pacjentow z astmg. W przeciwienstwie do wyzej wspomnianych
wynikow, Krane i wsp. [190] wykazali obnizong ekspresj¢ akwaporyny 4 w ptlucach myszy
inhalowanych roztworem albuminy jaja kurzego w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Co
ciekawe, analiza Western blot wykazata, iz stezenie akwaporyny-4 w ptucach myszy uczulonych
jest podwyzszone, CO Stoi w pewnej sprzecznosci wzgledem jej ekspresji na poziomie mRNA. Na
uwage zastuguje rowniez fakt, iz ekspozycja myszy na IL-13, jako inny model indukcji stanu
zapalnego, nie skutkowata zmiang ekspresji akwaporyny-4 w plucach zwierzat uczulonych.
Pomimo, iz doktadna rola akwaporyny-4 w astmie nie jest znana, sugeruje si¢, ze zaburzona
ekspresja biatek z tej rodziny zaburza przezbtonowy transport wody, coO wraz z toczacym si¢
w drogach oddechowych stanem zapalnym przyczynia si¢ do obrzgku tkanek sasiadujacych [187],
[191]. W kontekScie otrzymanych wynikow rola rno-miR-223-3p moze sprowadza¢ si¢ do
negatywnej regulacji akwaporyny-4, IL-1p i tym samym zapalenia alergicznego. Nalezy jednak

zwroci¢ uwagg, iz Krane i wsp. [190] nie wykazali zmian ekspresji akwaporyny-4 w ptucach myszy
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uczulonych IL-13. Wskazuje to iz mechanizm potencjalnej regulacji akwaporyny-4 przez rno-miR-

223-3p charakteryzuje wyzsza ztozonos¢, a jego doktadne poznanie wymaga dalszych badan.

Kolejny z genéw docelowych (Cntn4) koduje kontaktyng-4 bedaca czasteczka adhezyjna
odpowiedzialng za tworzenie polaczen pomiedzy aksonami i udzial w rozwoju oraz prawidlowym
funkcjonowaniu uktadu nerwowego. Rola kontaktyny-4 nie byta dotychczas badana w konteksScie
astmy czy zapalenia alergicznego. Badania asocjacyjne calego genomu przeprowadzone przez
Chittoor i1 wsp. [192] wskazuja, iz warianty genetyczne w obrgbie Cntnd wykazuja asocjacje ze
stezeniem kwasu moczowego w surowicy krwi. Podwyzszone st¢zenie tego ostatniego wskazuje na
obecno$¢ stresu oksydacyjnego zwigzanego z niedotlenieniem tkanek miedzy innymi w patogenezie
astmy oskrzelowej [193]. Przedstawione badania nie pozwalajg jednak na wnioskowanie o roli

kontaktyny-4 w astmie oskrzelowej ani o potencjalnej jej regulacji przez rno-miR-223-3p.

Ostatni z potencjalnych gendéw docelowych dla rno-miR-223-3p to Kcnd2, ktory koduje
biatko blonowe biorace udzial w btonowym transporcie jondw potasu. Do ekspresji Kcnd?2
dochodzi gtéwnie w uktadzie nerwowym, W szczego6lnosci w mozdzku i korze mozgowej[194].
Przestanki o regulacji Kcnd2 przez rno-miR-223-3p pochodzg z badania przeprowadzonego przez
Liu i wsp. [195] na modelu zwierzecym indukowanego ostrego zawalu migénia sercowego (ang.
acute myocardial infarction). Podobnie jak w przypadku Cntn4, rola Kcnd2 w astmie oskrzelowej
pozostaje nieznana. Pewnych przestanek odnosnie udziatu Kcnd2 w zapaleniu alergicznym
mogadostarcza¢ badania Kawada i wsp. [196] przeprowadzone na miocytach noworodkow szczura
traktowanych roztworem czynnika martwicy nowotworéw alfa (TNF-a). Ten ostatni jest cytoking
0 potwierdzonych wlasciwosciach prozapalnych biorgca udzial rowniez w patogenezie astmy
oskrzelowej [197]. Autorzy wykazali, iz na skutek traktowania TNF-a, w komorkach dochodzi do
spadku ekspresji Kcnd2 jak rowniez obnizenia potencjalu czynnosciowego podczas fazy
1 repolaryzacji migénia sercowego. W kontekscie otrzymanych wynikow nalezy przypuszczaé iz
podwyzszona ekspresja rno-miR-223-3p moze zmniejszaé ekspresje¢ Kcnd2, podobnie jak
w badaniach Kawada i wsp. [196].

W celu szerszego zbadania roli wybranych genow docelowych w patogenezie astmy
przeprowadzono analize funkcjonalng szlakéw biologicznych z wykorzystaniem ogoélnodostepne;j
bazy danych szlakow biologicznych DAVID. Sposréd 17 gendéw nadreprezentowanych,
najistotniejsze w kontek$cie niniejszej pracy wydaja si¢ geny zwigzane z rozwojem
i funkcjonowaniem uktadu nerwowego. Pomimo wielu badan, jego rola w patogenezie astmy
oskrzelowej nie zostata w petni wyjasniona. Na chwilg¢ obecng wiadomo, iz drogi oddechowe sa
unerwione gtéwnie przez neurony rzekomojednobiegunowe z widknami nerwowymi ciggnacymi

si¢ wzdluz nerwu blednego az do os$rodkowego ukladu nerwowego [198]. Co wigcej,
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niekontrolowany przebieg astmy u pacjentéw stosujacych wysokie dawki lekow steroidowych oraz
agonistow receptorow B sugeruje, iz patomechanizm astmy nie obejmuje wytacznie komorek
strukturalnych dréog oddechowych czy komoérek uktadu immunologicznego [199], [200], ale
réwniez komorki nerwowe. W warunkach fizjologicznych zakonczenia wiokien nerwowych petnig
istotng role w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu oddechowego. Na skutek ich stymulacji
w drogach oddechowych dochodzi w nich do wyzwolenia potencjatu czynno$ciowego, Ktory
przenoszony jest do pnia mézgu, gdzie wyzwala fizjologiczny odruch obronny w postaci kaszlu,
nadprodukcji $luzu czy skurczu oskrzeli. Kluczowg role w tym procesie odgrywaja zakonczenia
nerwowe typu C, zlokalizowane w obrebie nablonka drog oddechowych. Ich stymulacja stanowi
pierwszg lini¢ obrony uktadu oddechowego przed czynnikami szkodliwymi takimi jak ciato obce
czy toksyczne gazy [201]. W warunkach patologicznych na skutek przewlektego stanu zapalnego
dochodzi do uszkodzenia nabtonka oddechowego przez zwigzki bioaktywne wydzielane gtownie
przez eozynofile. Powoduje to odstonigcie lezacych ponizej czuciowych wiokien nerwowych typu
C. Na skutek ich stymulacji dochodzi do lokalnego odruchu aksonalnego, przewodzenia sygnatu
wzdhuz nerwu czuciowego oraz uwolnienia licznych zwigzkéw bioaktywnych takich jak substancja
P, neurokina A czy peptydu pochodnego genu kalcytoniny (ang. calcitonin gene-related peptide,
CGRP). Wykazano, iz substancje te indukujg skurcz miegs$ni gladkich, nadprodukcj¢ $luzu,
zwickszaja przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych i stymulujg komoérki uktadu immunologicznego

[202]. Ogot tych proceséw definiuje si¢ jako zapalenie neurogenne [203].

Dowodow na udziat ukladu nerwowego w patogenezie astmy dostarczaja badania
przeprowadzone przez Trénkner i wsp. [204]. Autorzy wykorzystali toksyne¢ blonicza do
inaktywacji neuronow czuciowych w obrebie drog oddechowych myszy, wprowadzong do genomu
zwierzat za pomoca wirusowej rekombinazy cry. Ta ostatnia nalezy do grupy topoizomeraz klasy I
i jest powszechnie wykorzystywana jako narzedzie biologii molekularnej do edycji struktury
genomoOw [205], [206]. Nastepnie autorzy poddali myszy zmodyfikowane i niezmodyfikowane
ekspozycji wziewnej roztworem albuminy stosowanej jako model zapalenia alergicznego.
Wykazano, iz zarowno w grupie myszy zmodyfikowanych jak niezmodyfikowanych, ekspozycja
albuming prowadzita do zwigkszonego wytwarzania specyficznych przeciwciat klasy IgE jak
réwniez naciekaniem komorek uktadu immunologicznego do ptuc. Na uwage zashuguje jednak fakt,
iz myszy zmodyfikowane nie rozwingly nadreaktywno$ci oskrzeli, co sugeruje udzial uktadu

nerwowego w regulacji tego procesu.

Z punktu widzenia dziatania uktadu nerwowego, najistotniejszymi genami docelowymi
wydajg si¢ by¢ Kend2 oraz Scn3a odpowiedzialne za przezblonowy transport, odpowiednio, jonow

potasu i sodu. Przeprowadzona analiza funkcjonalna szlakéw biologicznych wykazata, iz geny te
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zaangazowane s przekazywanie informacji w komorkach nerwowych na drodze indukcji
potencjatu czynnosciowego. Kluczowa role w tym procesie odgrywa, regulowany przez oba bialka,
przezblonowy transport jonéw sodu i potasu skutkujgcy depolaryzacjg btony komérkowej neuronu
i przekazywaniem informacji w formie impulsu elektrycznego. Wczesniej wspomniane badania
prowadzone przez Kawada i wsp. [196] sugeruja, iz biatka o potwierdzonych wiasciwosciach
prozapalnych (takie jak TNF-a) moga obniza¢ ekspresje Kcnd2, czego efektem byl spadek
potencjalu czynno$ciowego. W $wietle przedstawionych informacji nalezy przypuszczaé, iz
podobny efekt wywoluje rowniez zwigkszona ekspresja rno-miR-223-3p, obserwowana
W niniejszej pracy. Pozostale geny zostaly przypisane do proceséw o niskiej specyficznosci (np.
transport, fosfoproteina, glikoproteina, blona komodrkowa). Wyjasnienie ich doktadnej roli
w zapaleniu alergicznym wymaga dalszych badan funkcjonalnych, na przyktad z wykorzystaniem

testu lucyferazowego lub wigkszej ilosci genéw docelowych do analizy szlakow biologicznych.

Wsrdéd ograniczen niniejszej pracy nalezy wspomnieé o rdznej jakosci probek RNA
wyizolowanego z pluc i nablonka nosa. W przypadku ptuc, RNA charakteryzowal si¢ wysoka
czysto$cig i integralno$cia, ze Srednig warto$cig parametru RIN wynoszaca 9,5. Biblioteki miRNA z
phuc cechowaty sie wysoka licza odczytéw otrzymanych po filtrowaniu ($rednia dla prob wynosita
4 583 491 odczytow), jak rowniez wysokim odsetkiem zmapowania do dojrzatych miRNA ($rednia
dla prob wynosita 49,2%). Z kolei w przypadku materialu wyizolowanego z nablonka nosa,
parametr RIN wynosit $rednio 5,0, co $§wiadczy o nizszej jakosci probek RNA z tej tkanki.
Jednakze, pomimo nizszej jakosci, elektroforeza w Zelu poliakrylamidowym oraz automatyczna
elektroforeza kapilarna potwierdzily obecno$¢ specyficznych bibliotek miRNA dla wszystkich
probek wyizolowanych z nabtonka nosa. Liczba odczytow po filtrowaniu wynosita 4 693 141 i nie
roznila sie¢ istotnie od tej otrzymanej dla ptuc. W tym miejscu nalezy jednak zaznaczyé¢, iz $redni
procent odczytow zmapowanych do dojrzatych sekwencji miRNA w nabtonku nosa wynosit 24,6%,
co odpowiada potowie odczytow zmapowanych w przypadku materialu z phluc. Liczba
zmapowanych odczytow w przeliczeniu na jedna probke wynosita powyzej 1 miliona, co zgodnie
z wytycznymi dla analizy bioinformatycznej sekwencjonowania miRNA pozwala na wykonanie

analizy r6znicowej [207].

Ograniczeniem w niniejszej pracy jest rowniez rézna liczebno$¢ grup badanych
I kontrolnych w reakcji sekwencjonowania oraz reakcji PCR w czasie rzeczywistym, ktora
podyktowana byla wysokimi kosztami wyzej wspomnianych analiz. W tym przypadku,
wykorzystanie do sekwencjonowania materiatu od mniejszej liczby zwierzat (n=3 w kazdej grupie)
umozliwit dobdr zwierzat o homogennym fenotypie (np. zblizone stezenia IgE w obrebie grup).

Natomiast analize weryfikacji wynikow uzyskanych po sekwencjonowanu w reakcji PCR w czasie
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rzeczywistym przeprowadzono dla wigkszej grupy zwierzat (n=10 w kazdej grupie), co
uwidocznito réznice osobnicze w fenotypie (np. roznice stezenia IgE w surowicy w obrgbie grupy
badanej) i moze by¢ przyczyng roznic obserwowanych miedzy wynikiem sekwencjonowania z tymi
uzyskanymi w reakcji ilosciowego PCR. Najkorzystnijeszg opcjag byloby wykonanie
sekwencjonowania dla wszystkich zwierzat grupy kontrolnej i badanej, co jednak wigze si¢ z duzo
wyzszym kosztem i przekracza budzet projektu, w ramach ktérego wykonano niniejszg rozprawe

doktorska.

Podsumowujac rozwazania niniejszej rozprawy doktorskiej nalezy podkresli¢, iz na skutek
indukcji zapalenia w gornych oraz dolnych drogach oddechowych szczura dochodzi do zmian
ekspresji genow miRNA, co sugeruje udziat tych czasteczek w patogenezie zarowno alergicznego
niezytu nosa jak i astmy. Otrzymane wyniki nie wskazuja jednak na obecnos¢ wspdlnych miRNA,
istotnie zmienionych w obu wyzej wspomnianych regionach dréog oddechowych. Sugeruje to, iz
pomimo integralnosci uktadu oddechowego oraz wspolnego patomechanizmu, astma i alergiczny
niezyt nosa przebiegaja w oparciu o zmiany ekspresji roznych miRNA. Uzyskane wyniki stwarzaja
unikatowa mozliwo$¢ identyfikacji tych gené6w miRNA i proceséw biologicznych przez nie
regulowanych, réznicujacych zapalenie alergiczne w astmie od tego w alergicznym niezycie nosa.
W przysztosci wyniki te mogg stanowi¢ podstawe do opracowania nowych, bardziej efektywnych

metod leczenia celowanego zapalenia alergicznego opartego o modyfikacje ekspresji miRNA.
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9. WNIOSKI

1. Pod wptywem alergicznego stanu zapalnego w goérnych i dolnych drogach oddechowych
u szczura dochodzi do zmian ekspresji genow miRNA, co sugeruje ich udziat w procesie regulacji

zapalenia alergicznego w gornych i dolnych drogach oddechowych.

2. Brak wspdlnych gendbw miRNA zmienionych pod wplywem alergicznego stanu zapalnego
w plucach i nablonku nosa sugeruje, ze zapalenie alergiczne w gornych i dolnych drogach

oddechowych podlega regulacji przez réozne geny miRNA.

3. Analiza funkcjonalna przeprowadzona dla mIiRNA istotnie zmienionych w reakcji
sekwencjonowania wykazala nadreprezentacje gendw zaangazowanych w procesy negatywnej
regulacji kinazy mTOR, regulacj¢ stezenia jonow selenu oraz odpowiedzig na glikokortykosteroidy.
W przypadku rno-miR-223-3p, wyniki analizy funkcjonalnej sugeruja potencjalng role tego miRNA
w regulacji procesow zwigzanych z zapaleniem neurogennym (np. neuronalnym potencjatem

czynnosciowym).
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10. STRESZCZENIE

Wstep: Astma oskrzelowa i alergiczny niezyt nosa sg przykladem chordb o potwierdzonym
podiozu alergicznym, przebiegajagcymi w oparciu o mechanizm nadwrazliwosci typu 1. Badania
ostatnich lat potwierdzaja wspotwystepowanie obu chorob w populacji ogélnej. Pacjentow
chorujacych jednoczesnie na astme¢ i1 alergiczny niezyt nosa charakteryzuje cigzszy przebieg
choroby, co bezposrednio przeklada si¢ na czgstsze hospitalizacje i wyzsze koszty leczenia.
Doktadny mechanizm odpowiedzialny za wspotwystepowanie astmy i alergicznego niezytu nosa
ciggle pozostaje nieznany. Uwaza si¢, iz istotng role moze odgrywaé wspdlny dla obu chordb
patomechanizm nadwrazliwosci typu 1, jak rowniez integralno$¢ anatomiczna i funkcjonalna
uktadu oddechowego. Sugeruje to obecnos$¢ czgsteczek odpowiedzialnych za rozprowadzanie
informacji o stanie zapalnym w obrebie gornych i dolnych drég oddechowych. Zatozeniem pracy
byto, ze kluczowa role tym procesic moga odgrywa¢ mate niekodujagce RNA — miRNA. Celem
niniejszej pracy doktorskiej byta analiza miRNA, ktorych ekspresja ulega zmianom w przebiegu
zapalenia alergicznego w drogach oddechowych oraz identyfikacja wspolnych genéw miRNA
wykazujacych zmiany w ekspresji w gornych (nabtonek nosa) i dolnych (ptuca) drogach
oddechowych na modelu zapalenia alergicznego u szczura.

Materialy i metody: Jako model in vivo zapalenia alergicznego wykorzystano szczura szczepu
Brown Norway. W celu indukcji objawow zapalenia alergicznego, zwierz¢tom podawano
podskornie, a nastgpnie donosowo roztwor roztoczy kurzu domowego (HDM). Do potwierdzenia
zapalenia alergicznego wykorzystano pomiar przeciwciat IgE w surowicy 1 oceng¢ preparatow
histologicznych ptuc. Do sekwencjonowania nowej generacji uzyto RNA wyizolowanego z ptuc
i nabtonka nosa szczuréw uczulonych z najwyzszymi stezeniami przeciwcial IgE w surowicy
(n = 3). Kontrole stanowily zwierzgta nieuczulone z najnizszymi stgzeniami IgE (n = 3). Reakcje
PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono dla ptuc i nabtonka nosa wszystkich szczuréw grupy
badanej (n = 10) oraz kontrolnej (n = 10). Predykcje in silico genéw docelowych przeprowadzono
w oparciu bazg danych miRGate oraz miRTarBase dla znanych regionow UTR i genow
docelowych potwierdzonych eksperymentalnie. Analize szlakow biologicznych istotnie
nadreprezentowanych przeprowadzono z wykorzystaniem bazy danych DAVID v. 6.8. Do analizy

statystycznej otrzymanych wynikow wykorzystano program Statistica v.13.

Whyniki: Analiza testem ELISA wykazala, iz szczury uczulone esktraktem HDM miaty istotnie
podwyzszone stezenie przeciwcial IgE w surowicy krwi. W plucach zwierzat uczulonych
obserwowano naciek komorek zapalnych i zmieniong strukture oskrzeli. Analiza roéznicowa
wynikéw sekwencjonowania wykazata, ze 9 genow miRNA ulegato istotnie zmienionej ekspresji

w ptucach oraz 1 jeden gen miRNA w nabtonku nosa u uczulonych zwierzat. Analiza funkcjonalna
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tych genow wykazala nadreprezentacje dla proceséw zaangazowanych w negatywng regulacje
kinazy mTOR, regulacj¢ st¢zenia jondéw selenu oraz odpowiedzig na glikokortykosteroidy.
Weryfikacja wynikow sekwencjonowania z wykorzystaniem tancuchowej reakcji polimerazy
W czasie rzeczywistym potwierdzita istotne zmiany dla rno-miR-223-3p, ktérego podwyzszong
ekspresje obserwowano w ptucach uczulonych szczurow w poréwniu do grupy kontrolnej.
W oparciu o bazy danych miRTarBase oraz miRGate wybrano geny docelowe regulowane przez
rno-miR-223-3p: Vim, Scn3a, Agp4, Cntn4, Kcnd2. Analiza funkcjonalna szlakéw biologicznych
wykazala, iz wspominane geny s3 zaangazowane w regulacj¢ podstawowych procesow

komorkowych (transport, fosfoproteina, glikoproteiny) oraz potencjatu czynno$ciowego.

Whnioski: Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazujag na udzial miRNA w regulacji
proceséw zwigzanych z alergicznym stanem zapalnym w drogach oddechowych, natomiast brak
jest wspolnych genéw miRNA wykazujacych podobny profil ekspresji w ptucach i nosie szczurdéw
uczulonych w porownaniu do zwierzat kontrolnych. Sugeruje to, iz zapalenie alergiczne w goérnych
1 dolnych drogach oddechowych przebiega w oparciu o rézne miRNA, specyficzne dla obu

wymienionych tkanek.
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11. SUMMARY

Introduction: Bronchial asthma and allergic rhinitis are type 1 hypersensitivity allergic diseases.
Recent studies confirmed their co-occurrence in the general population. Patients suffering from
asthma and allergic rhinitis are characterized by a more severe course of the disease, more frequent
hospitalization, and their treatment generates higher costs. The exact mechanism responsible for the
co-occurrence of asthma and allergic rhinitis still remains unknown. It is postulated, that for this,
IgE-dependent type 1 hypersensitivity, and high integrity of the respiratory tract, might be
responsible. It is also suggested that small non-coding RNA (miRNA) might be crucial for this
process transmitting inflammatory stimuli in the respiratory tract. The aim of this thesis was the
analysis of miRNA genes differentially expressed in the airways of the rat model of induced allergic

inflammation and the identification of common miRNA in the lungs and nasal epithelium.

Materials and methods: Brown Norway rat was used as an in vivo model of induced allergic
inflammation. Rats were subcutaneously injected and intranasally exposed to house dust mite
(HDM). ELISA and histological staining were performed to confirm the characteristic of allergic
inflammation in the blood and lung tissues of allergic animals. Next-generation sequencing was
performed for 3 rats with the highest concentration of IgE. As a control, 3 rats with the lowers, IgE
concentration were used. Reverse transcription and real-time PCR for miRNA were performed for
all study (n = 10) and control rats (n =10). Target prediction was made using validated UTR regions
in miRGate and miRTarBase. Enrichment analysis for predicted target genes and statistical analysis

were done in DAVID v. 6.8. and Statistica v.13, respectively.

Results: ELISA showed that rats exposed to HDM demonstrated significantly increased
concentration of serum IgE. The lungs of allergic rats were characterized by airway obstruction and
inflammatory cell recruitment. Differential expression analysis showed that 9 miRNA genes were
significantly altered in allergic rats as compared to control animals. Functional analysis
demonstrated that these mMIRNA genes negatively regulate kinase mTOR, selenium ion
concentration, and glucocorticoid responses. Real-time PCR validation confirmed that rno-miR-
223-3p was upregulated in the lungs of rats exposed to HDM. In silico analysis for rno-miR-223-3p
predicted Vim, Scn3a, Agp4, Cntn4, Kcnd2 as a target genes. Functional annotation analysis
demonstrated that predicted target genes regulate elementary processes (e.g., transport,

phosphoprotein, glycoprotein), action potential, and development of the nervous system.
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Summary: Obtained results showed that miRNA are involved in allergic inflammation; however,
there was no common miRNA genes differentially expressed between lungs and nasal epithelium in
rats exposed to HDM. It suggests that allergic inflammation in upper and lower airways is regulated
by different miRNA genes.
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13. OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ

UCHWALA NR 35/2017

z dnia 23.06.2017r.
Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Poznaniu

§1

Lokalna komisja etyczna, po rozpatrzeniu aneksu do wniosku 47/2016 ziozonego przez Pana dr Dawida
Szczepankiewicza z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu ul. Wojska Polskiego 28, 6-637 Poznan,
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach w dniu 08.06.2017r. a dotyczacego:

przediuzenia realizacji wniosku
w ramach wydanej przez komisje zgody uchwata nr 47/2016 z dnia 01.07.2016 dotyczacej projektu pt.. »Rola
egzsosomalnych mikroRNA w komunikacji tkanki tiuszczowej z drogami oddechowymi w astmie - model.
zwierzecy” zgloszonego przez Pana dr Dawida Szczepankiewicza.

WYRAZA ZGODE
na dokonanie zmian w zakresie okreslonym ponizej.

§2
Na przediuzenie realizacji wniosku 47/2016 do 1.11.2021
§3

Uzasadnienie:

Opéinienie finansowania projektu.

§4

Integralna czes$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1

[ Pieczet lokalnej komisji etycznej] Podpis Przewodniczacego lokainej komisji etyczne
PRZEWODNICZACY
LOKALNA KOMISJA ETYCZNA Loksg;a: Komisji i’/czlﬂﬁi do Spraw
do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach ~ Pozr:o ‘;m
A S dr hab. Katarzyna S:kudel:m\_

60-637 Poznan, ul. Wolyriska 35
tel. 61-846 60 83, tel. 798 641 386

Otrzymuje Uzytkownik
Pouczenie:
Od decyzji komisji mozna wniesc odwotanie do Krajowej Komisji Etycznej w temminie 14 od dnia otrzymania uchwaty
Uzytkownik kopie przekazuje
« Osoba planujaca doswiadczenie
Zespoi ds. dobrostanu
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