STRESZCZENIE

Wirusowe zapalenie watroby typu C (WZW C) stanowi powazny problem zdrowia
publicznego. Szacuje si¢, ze wirusem C zapalenia watroby (hepatitis C virus, HCV) zakazonych
jest ok. 71 miliondéw ludzi na $wiecie, co stanowi ok. 1% populacji ogolnej. W Polsce szacowany
odsetek 0sob z przeciwciatami anty-HCV wynosi ok. 1%, z czego ok. 200 tys. (0,5%) to osoby z
aktywna replikacja wirusa (obecnos¢ HCV RNA). U ok. 80% zakazonych zapalenie przechodzi w
posta¢ przewleklta (pWZW C) i w ciagu wielu lat trwania choroby prowadzi do postepujacego
uszkodzenia watroby. Kazdego roku notuje si¢ ok. 400 tys. zgondéw z powodu HCV-zaleznych
chordéb watroby, gtownie marskosci i raka watrobowokomorkowego. Aktualnie stosowane leczenie,
celujace bezposrednio w wirusa, jest wysoce skuteczne, jednak nadal wiele osoOb nie jest
$wiadomych zakazenia, stanowigc potencjalne zrédto szerzenia infekcji. Co wiecej, zapobieganie
nowym zakazeniom jest takze problematyczne ze wzglgdu na brak szczepionki przeciwko HCV.

MiRNA to krotkie, jednoniciowe, endogenne czasteczki RNA, ktorych gléwna rolg jest
potranskrypcyjna regulacja ekspresji genow. Wiele badan wskazuje, ze miRNA petnig funkcje
przekaznikow podczas interakcji wirus-gospodarz, modulujgc odpowiedz przeciwwirusowa oraz
progresje uszkodzenia watroby w pWZW C. Ponadto czasteczki te sa stabilne i mozliwe do
oznaczenia w ptynach ustrojowych, w zwigzku z czym stanowig potencjalne zrédto nieinwazyjnych
markeréw prognostycznych i predykcyjnych w pWZW C. Nadal niewiele jest funkcjonalnych
badan nad biologiczna rola miRNA w pWZW C oraz wptywem tych czasteczek na cykl zyciowy i
infekcyjnos¢ HCV. W zwiagzku z tym istnieje potrzeba poszerzenia badan nad interakcjag miRNA z
genomem HCV oraz nad znaczeniem tych czasteczek dla eliminacji wirusa i przebiegu choroby.
Powyzsze przestanki oraz nadal niewyjasniony mechanizm przetrwania HCV sklonil do podjecia
badan ekspresji oraz oddzialywania wybranych miRNA z docelowymi mRNA w pWZW C.

Glownym celem pracy doktorskiej byto poznanie znaczenia wybranych miRNA dla rozwoju
i przebiegu pWZW C. Cel zrealizowano poprzez analize ekspresji 179 wybranych miRNA w
osoczu chorych z pWZW C oraz oceng¢ wplywu miR-106b-3p, miR-331-3p i miR-335-3p na
funkcje hepatocytéw i replikacje HCV in vitro w linii komoérek watroby Huh7.5. Przeprowadzono
réwniez analiz¢ odziatywan badanych miRNA z potencjalnie docelowymi mRNA oraz oceniono
ich wptyw na replikacj¢ HCV.

W pracy zbadano ekspresje 179 krazacych miRNA u chorych z pWZW C oraz zdrowych
dawcoéw. Wykazano, ze zakazenie HCV istotnie zmienia profil ekspresji wybranych miRNA w
osoczu. Na tej podstawie wytypowano 5 miRNA o istotnie podwyzszonej ekspresji u chorych
wzgledem 0so6b zdrowych tj. miR-106b-3p, miR-145-5p, miR-324-5p, miR-331-3p oraz miR-335-
3p. Wykazano stabg dodatnig zalezno$¢ ekspresji miR-145-5p z poziomem AST i GGTP oraz miR-
106b-3p i miR-331-3p z poziomem AST w osoczu chorych z pWZW C. Natomiast nie wykazano



zwigzku ekspresji analizowanych miRNA z poziomem HCV RNA w osoczu. Do dalszych analiz
funkcjonalnych wytypowano miRNA o najwyzszej roznicy ekspresji migdzy chorymi z pWZW C
oraz zdrowymi dawcami tj.: miR-106b-3p, miR-331-3p i miR-335-3p. Wykazano, ze miR-106b-3p
istotnie obniza proliferacje, spowalnia cykl komorkowy oraz zmniejsza apoptoze komorek linii
Huh7.5. Podobnie miR-335-3p obniza tempo proliferacji i zwalnia cykl komérkowy, jednak
powoduje nasilenie apoptozy komorek. Z kolei miR-331-3p powoduje przyspieszenie cyklu oraz
nasilenie apoptozy komorek linii Huh7.5. Nastepnie oceniono wptyw ww. miRNA na replikacje
HCV in vitro. Po raz pierwszy wykazano, ze miR-106b-3p, miR-331-3p oraz miR-335-3p
zmniejszajg replikacje HCV w komorkach linii Huh7.5. Dla tych miRNA na postawie analiz in
silico wytypowano docelowe mRNA, ktore mogg mie¢ znaczenie w regulacji cyklu zyciowego
HCV oraz rozwoju uszkodzenia watroby w przebiegu pWZW C. Oryginalnym osiggnieciem pracy
bylo wykazanie bezposredniej interakcji miR-106b-3p z STAT5B oraz miR-335-3p z PNPLA3.
Wiazanie miRNA w obrebie 3> UTR ww. gendow powoduje spadek ich ekspresji na poziomie
mRNA 1 biatka w komorkach linii Huh7.5. Jednakze odnotowany spadek replikacji wirusa pod
wptywem miR-106b-3p i miR-335-3p nie zachodzi bezposrednio poprzez obnizanie ekspresji
STATSB i PNPLAS3 przez te miRNA. Przeciwnie w przypadku wyciszenia STAT5B odnotowano
wzrost replikacji oraz infekcyjnosci HCV. Natomiast wyciszenie PNPLA3 pozostawato bez
wplywu na te procesy. Wykazano rowniez, ze SNP rs886057602 w miejscu wigzania miR-335-3p
w obrebie regionu 3° UTR PNPLA3 ostabia wigzanie miRNA i negatywna regulacj¢ transkryptu.
Nie wykazano wystepowania polimorfizmu rs886057602 w badanej grupie osob z pWZW C oraz
zdrowych dawcow.

Uzyskane w pracy wyniki wskazuja na wptyw miR-106b-3p, miR-331-3p oraz miR-335-3p
na rozwoj i przebieg pWZW C. Stwierdzono, ze ocena ekspresji badanych miRNA w osoczu nie
jest przydatna do prognozowania przebiegu pWZW C oraz przewidywania odpowiedzi na leczenie
peglFN-a i RBV. Wydaje si¢, ze miR-106b-3p, miR-331-3p i miR-335-3p poprzez wykazany
wplyw na badane procesy komoérkowe oraz negatywna regulacje¢ replikacji HCV moga modulowaé
przebieg zakazenia, rozwdj zmian patologicznych w watrobie oraz przetrwanie wirusa w
warunkach presji srodowiska. Poznanie dokladnej roli tych miRNA oraz szlakéw sygnatowych
poprzez ktore wplywaja na replikacje HCV i funkcje hepatocytow wymaga dalszych badan.
Identyfikacja miRNA wraz z ich docelowymi mRNA moze w dalszej perspektywie by¢ przydatna

do opracowania markerow prognostycznych oraz spersonalizowanych terapii chorych z pWzZW C.



