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Stwardnienie rozsiane (SM) jest autoimmunizacyjng demielinizacyjng chorobg
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), w ktoérej obserwuje si¢ reaktywno$¢ komoérek
odpornosciowych wzgledem wlasnych bialek ostonek mielinowych. Nacieki komoérkowe
obserwowane w OUN 0s6b chorych odpowiedzialne sg za rozwdj przewleklej reakcji zapalnej
prowadzace] do uszkodzenia mieliny, zaburzonego przewodnictwa sygnalnego oraz
obumarcia komorek nerwowych. Procesy te w konsekwencji prowadza do rozwoju
postepujacej niepetnosprawnosci u pacjentow z SM.

SM jest chorobg wieloczynnikowa, w ktorej zalezno$ci migdzy czynnikami
genetycznymi, Srodowiskowymi, a epigenetycznymi zdaja si¢ odgrywac istotng role.
MikroRNA s3 to stosunkowo niedawno zidentyfikowane czynniki epigenetyczne modulujgce
ekspresje genow poprzez regulacje procesu translacji. Sg to wysoce konserwatywne mate
RNA, ktére poprzez wigzanie si¢ do komplementarnej sekwencji obecnej najczesciej
w regionie 3’UTR regulowanego mRNA prowadza do repres;ji translacji, deadenylacji lub
rozpadu mRNA. miRNA reguluja wiele procesow komoérkowych, jak proliferacja,
réznicowanie czy apoptoza. Ich niewlasciwe funkcjonowanie badz zaburzona biogeneza
moga prowadzi¢ do rozwoju procesow patologicznych takich, jak neurodegeneracja,
autoagresja czy neurozapalenie. Wykazano ponadto, ze mikroRNA oraz réznorodne cytokiny
wydzielane przez aktywowane komorki odpornosciowe moga si¢ wzajemnie regulowac.

Komorki Thl7 oraz wydzielana przez nie IL-17A uznawane s3 za jedne
z gtownych patogennych czynnikow rozwoju SM. Odpowiedzialne sa one za uszkodzenie
bariery krew-moézg czy stymulacje astrocytow i mikrogleju do produkcji mediatorow
zapalenia. Indukujg wydzielanie roznorodnych czynnikéw zapalnych, jak GM-CSF, IL-1,
IL-6 czy MCP-1, prowadzac do naptywu kolejnych komoérek odpornosciowych do OUN. IL-
17A rekrutuje m.in. neutrofile do miejsca zapalenia poprzez regulacje ekspresji CXCL-1 oraz
CXCL-2, ktére s3 glownymi chemoatraktantami dla tych komorek. Neutrofile poprzez
wydzielanie metaloproteinaz macierzy oraz proteaz uczestniczag w dalszym przetamywaniu
bariery krew-mozg, sprzyjajac rozwojowi uszkodzen w OUN. Neutrofile ponadto wptywaja
na roznicowanie 1 aktywacje komorek T 1 monocytdéw poprzez interakcje z komorkami

dendrytycznymi.



Glownym celem niniejszej pracy byta ocena wptywu czynnikow modulujacych
reakcje zapalng, tj. IL-17A oraz CXCL-1, na poziom ekspresji mikroRNA
w zwierzecym modelu SM — autoimmunizacyjnym zapaleniu mézgu i rdzenia krggowego
(EAE). Kolejnym etapem badan byta ocena wpltywu zmian profilu ekspresji
wyselekcjonowanych miRNA na funkcjonowanie wybranych szlakéw komorkowych.

Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy sugeruja protekcyjna funkcje IL-17A w fazie
przedklinicznej EAE. Wykazano bowiem obnizenie ekspresji prozapalnego miR-155-5p pod
wplywem dziatania tej cytokiny w srodowisku zapalnym. Ponadto wykazano wzrost ekspresji
mRNA dla bialek uczestniczacych w szlaku sygnatowym neurotrofin, tj. BDNF, HRAS,
BCL2. Dodatkowa analiza wykazata istnienie negatywnej korelacji pomigdzy tymi mRNA,
a poziomem miR-155-5p. Wzrost poziomiu biatka HRas oraz Bcl-2 w grupie zwierzat
poddanych iniekcji IL-17A sugeruje jej potencjalng anty-apoptotyczng funkcj¢. Dodatkowo
wykazano, ze domo6zgowe podanie tej cytokiny skutkowalo obnizeniem ilosci komoérek Th17
w mozgu, przy niezmienionej liczbie neutrofili, w porownaniu do grupy kontrolnej.

Rola miR-155-5p w SM i EAE jest do$¢ dobrze poznana. miR-155-5p odpowiedzialny
jest m.in. za regulacje roznicowania komoérek Th17, reaktywacje encefalitogennych komorek
T CD4+, aktywacje jednojadrzastych fagocytow, hamowanie przeciwzapalnej aktywnosci
astrocytow oraz indukcje aktywnosci zapalnej mikrogleju. W prezentowanej pracy analiza
profilu ekspresji miRNA w réznych fazach EAE wykazatla znaczny wzrost poziomu miR-155-
5p dla kazdej z badanych faz, potwierdzajac jego role w patogenezie tej choroby. Obnizenie
jego ekspresji pod wptywem dziatania IL-17A moze wigc skutkowaé zmniejszeniem nasilenia
procesu zapalnego w OUN, badz aktywacjg szlakow przeciwzapalnych.

Przeprowadzone badania pozwolity na identyfikacj¢ nowego miR potencjalnie
zaangazowanego w patogenez¢ EAE — miR-144-3p. Analiza faz choroby wykazata wzrost
poziomu tego miR w fazie przedklinicznej, natomiast w fazie zaostrzenia objawow
zaobserwowano spadek jego ekspresji. Rowniez iniekcje domoézgowe IL-17A i CXCL-1
wplywaly na jego poziom, gdyz zaobserwowano wzrost ekspresji miR-144-3p u myszy
immunizowanych. Nie udato si¢ jednak zidentyfikowaé w prezentowanej pracy potencjalnego
szlaku, ani docelowych mRNA regulowanych przez miR-144-3p. Liczne dane literaturowe
wskazuja na udziat tego mikroRNA w procesach proliferacji, migracji i naciekania komorek
nowotworowych. Jego rola w innych procesach dopiero jest odkrywana. Wyniki badan
sugeruja, ze miR-144-3p reguluje dojrzewanie DC 1 makrofagéw, wydzielanie cytokin, czy
proces apoptozy. Ponadto miR-144-3p badany byt rowniez w kontekscie procesu starzenia

si¢, a wzrost jego poziomu zwigzany byt z wyzszym ryzykiem rozwoju choroby Alzheimera.
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Jednym z gendéw regulowanych przez to mikroRNA jest Nfe212, kodujacy biatko NRF2,
pelnigce funkcje antyoksydacyjne. Biatko to jest celem wielu terapii stosowanych
w chorobach neurodegeneracyjnych, w tym réwniez w SM (lek Tecfidera). Moze to
posrednio dowodzi¢ roli miR-144-3p w patogenezie SM, jednak niezbg¢dne s3 dalsze badania.

Uzyskane wyniki wskazujg na protekcyjny wpltyw IL-17A w fazie bezobjawowej
EAE, gtownie poprzez deregulacje miR-155-5p. Ponadto wykazano nadekspresj¢ biatek HRas
oraz Bcl-2, sugerujac anty-apoptotyczng funkcj¢ dla IL-17A. Zaprezentowane badania sg
jednymi z nielicznych wskazujagcych na protekcyjng funkcje tej cytokiny w EAE,
1 prawdopodobnie sg jedynymi wykazujacymi zwigzek pomigdzy taka rolg IL-17A,
a modulacjg profilu ekspresji miR-155-5p w OUN.

Summary

Multiple sclerosis (SM) is an autoimmune demyelinating disease of the central
nervous system (CNS), in which immune cells’ reactivity is directed towards the host myelin
sheath proteins. Cellular infiltrates, observed within patients’ CNS, are responsible for the
development of chronic inflammation resulted in myelin damage, altered signal conduction,
and neuronal death. Such pathological processes result in the development of progressive
disability in MS patients.

MS is a multifactorial disease, where complex interplay between genetic,
environmental and epigenetic factors is thought to play important role. microRNAs are
relatively newly identified epigenetic factors modulating gene expression via regulation of
translation. miRNAs are highly conserved small RNAs, which bind to their complementary
sequence located mostly in the 3’UTR of targeted mRNA, leading to translational repression,
deadenylation or mRNA decay. miRNA regulate many cellular processes, such as
proliferation, differentiation or apoptosis. Their aberrant function or altered biogenesis may
result in the development of pathologic processes e.g. neurodegeneration, autoimmunity or
neuroinflammation. Moreover, it has been shown that microRNAs and various cytokines
produced by activated immune cells may regulate each other.

Th17 cells, and its hallmark cytokine IL-17A, are thought to be one of the main
pathogenic factors for MS development. They are implicated in the blood-brain barrier (BBB)
destruction and they stimulate astrocytes and microglia for inflammatory mediators

production. They induce secretion of various inflammatory stimuli, as GM-CSF, IL-1p, IL-6
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or MCP-1, resulting in additional cells migration into the CNS. IL-17A recruits to the site of
inflammation e.g. neutrophils through the regulation of CXCL-1 and CXCL-2 expression,
which are the main chemoattractants of these cells. Neutrophils produce matrix
metalloproteinases or proteases participating in additional BBB break-down, mediating CNS
damage. Moreover, neutrophils interact with dendritic cells leading to the T cells and
monocytes differentiation and activation.

The main aim of this work was to evaluate the impact of inflammation-modulating
factors, such as IL-17A and CXCL-1, on the microRNA expression level in animal model of
MS — experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). The next step was the assessment
of the impact of altered expression profile of selected miRNAs on cellular pathways’
function.

Results obtained in this work have suggested protective function for IL-17A in the
preclinical phase of EAE. The decreased expression of pro-inflammatory miR-155-5p,
induced by this cytokine in the inflammatory environment, has been observed. Moreover, it
was shown that the expression level of BDNF, HRAS and BCL2 mRNAs, all participating in
the neurotrophin signaling pathway, was increased. Additional analysis has pointed that the
negative correlation between these MRNAs and the level of miR-155-5p is present. Increase
in the protein level of HRas and Bcl-2 in the animal group subjected to the IL-17A injection
suggested potential anti-apoptotic function for this cytokine. Additionally, it was shown that
intracerebral injection of IL-17A results in decreased amount of Th17 cells in the brain, with
no alteration in neutrophils level, as compared to the control group.

The miR-155-5p role in MS and EAE is widely known. miR-155-5p is responsible e.g.
for regulation of Th17 cells differentiation, reactivation of encephalitogenic CD4+ T cells,
activation of mononuclear phagocytes, inhibition of anti-inflammatory response of astrocytes
and induction of pro-inflammatory response in microglia. In the presented work, the analysis
of miRs expression profile in various EAE stages has revealed considerable increase in the
miR-155-5p level in every EAE phase, further supporting the role for this miR in the
pathogenesis of EAE. Thus, decreased expression level of miR-155-5p induced by IL-17A
action, may results in decreased inflammatory process, or activated anti-inflammatory
pathways.

Studies presented here result in the identification of a new miR potentially implicated
in the pathogenesis of EAE — miR-144-3p. Analysis of disease phases revealed that the level
of this miR was up-regulated in the preclinical phase, whereas it was down-regulated during

EAE relapse. Also intracerebral injections of IL-17A and CXCL-1 have modified its level, as
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it was observed that the expression of miR-144-3p was elevated by these cytokines in the
immunized mice. However, there were no identified potential cellular pathways or targeted
MRNAs for this miR in the presented work. Numerous data from literature suggested that
miR-144-3p participate in the proliferation, migration and invasion of tumor cells. The role
for this miR in other processes has started to being unraveled. Obtained results suggest, that
miR-144-3p regulate DC and macrophages development, cytokine production, and apoptosis.
Additionally, miR-144-3p was studied in the context of ageing process, and its elevated
expression was related to the higher risk of AD development. One of the genes regulated by
the miR-144-3p is Nfe212, coding for NRF2, an antioxidant protein. This protein is a
therapeutical target in many treatments applied in neurodegenerative disorders, also in MS
(Tecfidera drug). This may indirectly prove the role for miR-144-3p in the pathogenesis of
MS, however additional studies are necessary.

Results obtained in this work indicated that IL-17A may have protective role in the
preclinical phase of EAE, mainly via miR-155-5p de-regulation. Moreover, it was shown that
protein level for HRas and Bcl-2 was elevated, suggesting anti-apoptotic function for IL-17A.
Studies presented here are one of the sparse pointed to the protective function of this cytokine
in EAE, and probably this is the only work linking such IL-17A function with alteration in
miR-155-5p expression profile in CNS.



