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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Lagovirus europaeus (L. europaeus) to wirus wywolujacy ciezka chorobe u krélikow
zwang krwotoczng chorobg krolikéw (RHD) i nalezy do rodzaju Lagovirus, rodziny
Caliciviridae. W obrebie L. europaeus zwigzanego z RHD wyrdzniono dwa genotypy — GI.1
(RHDV) i GI1.2 (RHDV?2). Zakazenie L. europaeus prowadzi do zmian patologicznych w
watrobie, ptucach, nerkach i $ledzionie, przypominajgcych ostrg niewydolno$¢ watroby 1
niewydolno$¢ wielonarzadowsg u ludzi.

MikroRNA (miR) to male, nickodujagce RNA o diugosci 17-25 nukleotydow, ktére
regulujg ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym. MiR moga regulowaé ekspresje
gendw zwiazanych z procesami biologicznymi zachodzacymi podczas choréb, a tym samym
wplywaé na aktywno$¢ szlakow sygnatowych. Dysregulacja ekspresji lub funkeji miR moze
prowadzi¢ do zaburzen ekspresji genow, co przyczynia si¢ do patologii choréb. Wezesdniejsze
badania wykazaty, ze kluczowa rolg w patogenezie RHD (wywotang zakazeniem L. europaeus)
odgrywa apoptoza, stres oksydacyjny oraz elementy wrodzonej i nabyte] odpowiedzi
immunologicznej 1 zapalnej. Ekspresja miR gospodarza i ich wplyw na regulacje krytycznych
genow docelowych zaangazowanych w procesy biologiczne moze odgrywac znaczgcg rolg w
patogenezi¢ choréb o etiologii wirusowej. Jak dotychczas, w literaturze naukowej brakuje
danych dotyczacych molekularnych sygnatur regulacyjnych interakcji miedzy miR, a apoptoza,
stresem oksydacyjnym oraz wrodzong odpowiedzig immunologiczng i zapalng w zakazeniu
L. europaeus, patogenezie RHD. Stad ten problem naukowy stat si¢ celem badan podjetych w

rozprawie doktorskiej. Material do badan stanowity tkanki watroby, ptuc, nerek i $ledziony



pobrane po eutanazji od krolikéw zdrowych oraz posmiertnie lub po eutanazji od krolikow
eksperymentalnie zakazonych L. europaeus genotypem GI.11i L. europaeus genotypem GIL2,

W celu wyboru miR oraz selekcji i przewidywania docelowych genéw dla miR
zaangazowanych w procesy biologiczne zachodzace w zakazeniach wirusowych postuzono sig
doglebng analizg literatury oraz metodami in silico z wykorzystaniem baz danych
dedykowanych do pracy z miR. W celu zbadania wybranych kluczowych miR i ich genéw
docelowych zaangazowanych w apoptoze, stres oksydacyjny oraz wrodzong odpowiedz
immunologiczng 1 zapalng w zakazeniu L. europaeus dwoma genotypami — GI.1 1 GL.2
w czterech tkankach (watrobie, plucach, nerkach i $ledzionie) wykorzystano metody z zakresu
biologii molekularnej w postaci pomiaru ekspresji miR i genéw docelowych. Takie samo
podejécie metodyczne wykorzystano do zbadania biomarkerow apoptozy, stresu
oksydacyjnego oraz stanu zapalnego. Dla apoptozy wybrano: miR-21 (PTEN, PDCD4), miR-
16b (Bcl-2, CXCLI10) oraz miR-34a (p53, SIRT1); dla stresu oksydacyjnego: miR-132 (Nrf-2)
imiR-122 (Bachl); dla wrodzonej odpowiedzi immunologiczne] i zapalnej: miR-155 (MyD88,
TAB2, p65, NLRP3), miR-146a (IRAKI1, TRAF6), miR-223 (TLR4, IKKa, NLRP3) oraz miR-
125b (NLRP3). Dodatkowo zbadano na poziomie mRNA biomarkery apoptozy (Bax, stosunek
Bax/Bel-2, PARP, kaspazg-3), stresu oksydacyjnego (HO-I) oraz stanu zapalnego (/L-14, IL-6,
TNF-a, IL-18) w watrobie, ptucach, nerkach i §ledzionie po zakazeniu L. europaeus genotypami
- GL11iGIL2.

W wyniku przeprowadzonych badan po raz pierwszy, wykazano, ze podczas zakazenia
L.europaeus/Gl.1 1 GL.2 dochodzi do zmian ekspresji miR-21, miR-16b 1 miR-34a
zaangazowanych w proces apoptozy. MiR-16b 1 miR-34a moga wplywac na nasilenie apoptozy
w badanych narzadach, a z drugiej strony hamowac, co obserwowano w przypadku miR-21.
Na podstawie zbadanych biomarkerow apoptozy Bax i stosunku Bax/Bcl-2 mozna wysnué
wniosek, z¢ proces apoptozy byt silniej wyrazony po zakazeniu krolikow L. europaeus/G1.2.
MiR-122 i miR-132 regulujg dwa szlaki stresu oksydacyjnego w patogenezie RHD, wywolanej
zakazeniem L.europaeus/GL.1 i GL.2 zwigzane z uszkodzeniem tkanek. Biomarker HO-I
w RHD wskazuje na oksydacyjne uszkodzenie tkanck. Wykazano, ze gtéwnymi regulatorami
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej i zapalnej w zakazeniu L. europaeus /GL.1 1 GL.2 sg
miR-155, miR-223 i miR-146a. Ekspresja miR-125b byla ograniczona i dotyczyla watroby i
$ledziony. Wykazano, ze podczas zakazenia L. europaeus/Gl.1 1 G1.2 miR-155 ma dzialanie
pro- i przeciwzapalne w watrobie, jak i dziatanie przeciwzapalne w nerkach i §ledzionie; miR-
146a ma dziatanie przeciwzapalne w watrobie, ptucach i nerkach; miR-223 ma dzialanie

przeciwzapalne we wszystkich tkankach; miR-125b ma dziatanie przeciwzapalne tylko



w watrobie. W kazdym przypadku taki efekt moze by¢ wyznacznikiem patogenezy RHD. MiR
moga regulowa¢ wrodzone szlaki odpowiedzi immunologicznej i zapalnej w zakaZzeniu
L. europaeus, a na wynik tej regulacji moze mie¢ wplyw mikrosrodowisko tkankowe. W
badaniach po raz pierwszy przedstawiono profil ekspresji biomarkerow stanu zapalnego (JL-
1B, IL-6, TNF-a, IL-18) na poziomie mRNA w czterech tkankach po zakazeniu
L. europaeus/GIL.1 i GL.2. W efekcie czego zaproponowano trzy profile zapalenia (ptucny,
nerkowy oraz watrobowo-§ledzionowy) w odpowiedzi na zakazenie L.europaeus/GI.1 1 GL.2.
Wyniki uzyskane w trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej istotnie poglebity
wiedze dotyczacy patogenezy RHD (wywolanej zakazeniem L. europaeus dwoma genotypami
— GI.1 1 GL2) z uwzglednieniem mikro$rodowiska tkankowego watroby, pluc, nerek
i $ledziony. Przyczynily sie do czg¢$ciowego poznania roli czasteczek miR w zakazeniu
L. europaeus i dostarczyly nowych danych pozwalajacych lepiej zrozumie¢ patogenez¢ RHD
w zakresie molekularnej regulacji, apoptozy, stresu oksydacyjnego oraz wrodzonej odpowiedzi

immunologicznej i zapalnej przez miR.
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Summary of doctoral dissertation

Lagovirus europaeus (L. europaeus) is a virus that causes severe disease in rabbits called
rabbit hemorrhagic disease (RHD) and belongs to the genus Lagovirus, the family
Caliciviridae. Two genotypes of L. europaeus associated with RHD have been distinguished:
GIL.1 (RHDV) and GI.2 (RHDV?2). Infection with L. europaeus leads to pathological changes
in the liver, lungs, kidneys, and spleen, resembling acute liver failure and multi-organ failure in
humans.

MicroRNAs (miRs) are small, non-coding RNAs of 17-25 nucleotides in length, that
regulate gene expression at the post-transcriptional level. MiRs can regulate the expression of
genes related to biological processes occurring during diseases and thus affect the activity of
signaling pathways. Dysregulation of miR expression or function can lead to gene expression
disorders, contributing to disease pathology. Previous studies have shown that apoptosis,
oxidative stress and elements of innate and adaptive immune and inflammatory responses play
a key role in the pathogenesis of RHD (induced by L. europaeus infection). The expression of
host miRs and their influence on the regulation of critical target genes involved in biological
processes may play a significant role in the pathogenesis of viral diseases. So far, there is a lack
of data in the scientific literature on the molecular regulatory signatures of interactions between
miRs and apoptosis, oxidative stress, and innate immune and inflammatory response in
L. europaeus infection, RHD pathogenesis. Hence, this scientific problem became the goal of

the research undertaken in the doctoral dissertation. The material for the study consisted of



liver, lung, kidney, and spleen tissues collected after euthanasia from healthy rabbits and
postmortem or after euthanasia from rabbits experimentally infected with L. europaeus
genotype GL.1 and L. europaeus genotype GI.2.

In order to select miRs and to select and predict target genes for miRs involved in
biological processes occurring in viral infections, an in-depth literature analysis and silico
methods using databases dedicated to working with miRs were used. In order to examine
selected key miRs and their target genes involved in apoptosis, oxidative stress, and innate
immune and inflammatory response in L. europaeus infection with two genotypes — GI.1 and
GI.2 in four tissues (liver, lung, kidney, spleen), molecular biology methods were used in the
form of measurement of miR expression and target genes. The same methodological approach
was used to examine apoptosis, oxidative stress, and inflammation biomarkers. For apoptosis,
the following were selected: miR-21 (PTEN, PDCD4), miR-16b (Bcl-2, CXCL10) and miR-34a
(p53, SIRTI); for oxidative stress: miR-132 (Nrf-2) and miR-122 (Bachl); for innate immune
and inflammatory response: miR-155 (MyD88, TAB2, p65, NLRP3), miR-146a (IRAKI,
TRAF6), miR-223 (TLR4, IKKa, NLRP3), miR-125b (NLRP3). Additionally, biomarkers of
apoptosis (Bax, Bax/Bcl-2 ratio, PARP, caspase-3), oxidative stress (/{0-1), and inflammation
(IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-18) were examined at the mRNA level in the liver, lungs, kidneys, and
spleen after infection with L. europaeus genotypes — GI.1 and GI1.2.

Our research has unveiled novel insights into the role of miRs in the pathogenesis of
RHD during L. europaeus/Gl.1 and GI.2 infection. We observed significant changes in the
expression of miR-21, miR-16b, and miR-34a, all of which are involved in the apoptosis
process. MiR-16b and miR-34a can influence the intensification of apoptosis in the examined
organs and, on the other hand, inhibit it, as observed in the case of miR-21. Based on the
examined Bax biomarkers and the Bax/Bcl-2 ratio, it can be concluded that the apoptosis
process was more strongly expressed after infection of rabbits with L. europaeus/G1.2. MiR-
122 and miR-132 were shown to regulate two oxidative stress pathways in the pathogenesis of
RHD, caused by L. europaeus/Gl.1 and GI.2 infection associated with tissue damage. The
biomarker HO-I in RHD indicates oxidative tissue damage. The main regulators of the innate
immune and inflammatory response in L. europaeus/GI.1 and GI.2 infection were shown to be
miR-155, miR-223, and miR-146a. The expression of miR-125 was very limited and restricted
to the liver and spleen. During L. europaeus/Gl.1 and GI.2 infection, miR-155 was shown to
have pro- and anti-inflammatory effects in the liver, as well as anti-inflammatory effects in the
kidney and spleen; miR-146a has anti-inflammatory effects in the liver, lung, and kidney; miR-

223 has anti-inflammatory effects in all tissues; and miR-125b has anti-inflammatory effects



only in the liver. In each case, such an effect may be a determinant of the pathogenesis of RHD.
MiRs may regulate innate immune and inflammatory pathways in L. europaeus infection, and
the outcome of this regulation may be influenced by the tissue microenvironment. MiRs may
regulate innate immune response pathways and inflammation in L. europaeus infection, and the
outcome of this regulation may be influenced by the tissue microenvironment. The study
presented for the first time the expression profile of inflammatory biomarkers (/L-1f, IL-6,
TNF-a, IL-18) at the mRNA level in four tissues after L. europaeus/GI.1 and GI.2 infection. As
a result, three inflammation profiles (pulmonary, renal, and hepato-splenic) were proposed in
response to L. europaeus/GI.1 and GI.2 infection.

The results obtained during the implementation of this doctoral dissertation significantly
deepened the knowledge of the pathogenesis of RHD (caused by L. europaeus infection with
two genotypes — GI.1 and GI.2), taking into account the tissue microenvironment of the liver,
lungs, kidneys, and spleen. They contributed to the partial cognition of the role of miR
molecules in L. europaeus infection and provided new data allowing for a better understanding
of the pathogenesis of RHD in terms of molecular regulation, apoptosis, oxidative stress, and

innate immune and inflammatory response by miR.
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