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STRESZCZENIE

ednym ze szczegélnie znaczacych odkryé na polu epigenetyki w ostatnich latach byla

identyfikacja matych niekodujacych czasteczek RNA - mikroRNA (miRNA). Poniewaz
regulacja ekspresji miRNA jest procesem bardzo dynamicznym i zlozonym, coraz wiecej
dowodéw wskazuje na znaczenie kolejnego wyzszego poziomu mechanizmu regulacyjnego
miRNA. Uwaza si¢, Ze moze nim by¢ aktywno$é nowej unikalnej grupy czasteczek - koli-
stych RNA (ang. circular RNA, circRNA). Nazywane one sa ,naturalnymi gabkami dla miR-
NA”. Udowodniono, iz circRNA odgrywaja role w wielu procesach fizjologicznych i patolo-
gicznych osrodkowego ukladu nerwowego oraz ukladu immunologicznego. Wczesniejsze
badania wykazaly zwiazek niektorych miRNA z regulacja autoimmunologicznej demielini-
zacji u chorych na stwardnienie rozsiane (SM). Najnowsze doniesienia dokumentuja istotna
role jaka moglyby odgrywac koliste RNA w r6znych chorobach neuroimmunologicznych, w
szczegoOlnosci w patogenezie stwardnienia rozsianego. SM jest przewlekla zapalno-demie-
linizacyjna choroba osrodkowego ukladu nerwowego, ktorej etiologia nie jest w pelni po-
znana, wiadomo jednak, ze mechanizmy odpowiedzialne za jej rozwdj w znacznym stopniu
zaleza od proceséw autoimmunologicznych.

KOLISTE RNA - BIOSYNTEZA, BUDOWA, FUNKCJE

Koliste RNA (ang. circular RNA, circRNA) to unikalna klasa endogennych
RNA, ktére od niedawna na nowo przykuwaja uwage naukowcéw. Po raz
pierwszy zostaly one opisane przez Sanger i in. w 1976 r. jako chorobotwor-
cze wiroidy roslinne [1]. W 1979 r. udowodniono, ze takze eukariotyczne RNA
moga istnie¢ w formie kolistej. Pierwszym opisanym circRNA wykrytym u ludzi
byt wirus zapalenia watroby typu delta (HDV). Odkryte w latach 90. kolejne
czgsteczki, w tym DCC (ang. Deleted in Colorectal Carcinoma) i ETS-1 ulegaly eks-
presji na poziomach duzo nizszych niz ich liniowe izoformy. Dlatego tez poczat-
kowo circRNAs byly uznawane jako efekt btedu przetwarzania RNA, niemajacy
znaczenia biologicznego [2].

Nastepnie odkryto, ze kolisty transkrypt Sry (ang. sex-determining region Y)
u myszy ulega znacznie wigkszej ekspresji niz odpowiadajaca mu forma linio-
wa. Kolejne dwie dekady umozliwily zidentyfikowanie kilku kolejnych koli-
stych transkryptéw genéw: cytochromu P450 2C24, cytochromu P450 2C18,
ludzkiej dystrofiny, INK4/ARF, Fmn. Jednak dopiero wprowadzenie wysoko-
przepustowych metod badania catych transkryptoméw w drugiej dekadzie na-
szego stulecia spowodowalo wykrycie tysiecy kolistych RNA i wyrazny wzrost
zainteresowania tymi czgsteczkami [3-6].

CircRNA Kklasyfikowane sg jako podgrupa dtugich niekodujacych RNA, cho¢
w ostatnim czasie pojawily sie doniesienia, Ze niektére z nich moga kodowac
biatka [7]. CircRNA to zamkniete wigzaniami kowalencyjnymi okregi, pozba-
wione wolnego korica 5" i 3’. Powstaja w wyniku niekanonicznego splicingu,
zwanego back-splicingiem, polegajacego na laczeniu miejsca donorowego 5’
(downstream) z miejscem akceptorowym 3" (upstream) [8,9]. Taka budowa tych
czgsteczek powoduje, Ze sq one odporne na dzialanie RNazy R - egzonukleazy,
ktéra degraduje prawie wszystkie liniowe formy RNA. Dzieki temu circRNA
wykazuja sie duza stabilnoscia - ich okres péttrwania w komorce przekracza 48
godzin i jest znacznie dtuzszy niz mRNA (tj. 10 godzin) [3]. Czasteczki te moga
by¢ jednak wrazliwe na dzialanie takich enzymoéw jak RNaza A, RNaza T1 i
RNaza T2. Doniesienia niektérych badaczy wskazuja, ze stabilnos¢ circRNA w
osoczu jest porownywalna do tej stwierdzanej w komoérkach [3]. Pojedyncza pra-
ca raportuje ich szybka, w ciaggu ok. 15 sekund, degradacje w surowicy, prawdo-
podobnie w zwigzku z obecnoscia RNazy A. Stad szczeg6lna rola ochronna eg-
zosomoéw, ktére znacznie zwiekszaja stabilnosé circRNA w surowicy i ulatwiaja
ich transport do innych tkanek i narzadéw [10]. Szczegodlna stabilnos¢ kolistych
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Rycina 1. Powstawanie r6znych typéw kolistych RNA w mechanizmie backsplicingu [81].

RNA sprawia, ze sg one dobrymi kandydatami do zastoso-
wania jako biomarkery.

Czasteczki te réznig sie zaréwno pod wzgledem spo-
sobu powstawania, struktury, wiasciwosci, jak i petnionej
funkcji. circRNA mozna podzieli¢ na trzy typy: eksono-
we (ecircRNA), intronowe (ciRNA) oraz eksonowo-intro-
nowe (ElcircRNA) (Ryc. 1). Najwieksza grupe stanowia
EcircRNA. Zbudowane sg one wylacznie z jednego lub wie-
cej (zwykle do pieciu) eksonéw [4]. Diugos¢ ecircRNA moze
wynosi¢ od setek do tysiecy nukleotydéw (nt), podczas gdy
ich érednia szacunkowa diugos¢ wynosi okoto 547 nt. Wiek-
sz0s¢ ecircRNA znajduje sie w cytoplazmie [11], w przeci-
wienistwie do dwoch pozostatych podtypoéw (ciRNA oraz
ElcircRNA), ktére gléwnie lokalizuja sie w jadrze komor-
kowym. Z jednego genu moze powstawac wiecej niz jedno
koliste RNA zbudowane z eksonéw i/lub intronéw.

Koliste RNA charakteryzuja sie wysoka specyficznoscia
w zaleznosci od rodzaju komérek czy tez réznych stanéw
patologicznych, co jest kolejnym argumentem $wiadcza-
cym, ze sa dobrymi potencjalnymi biomarkerami w réznych
stanach chorobowych.

Do tej pory wykryto tysigce czgsteczek circRNA u szere-
gu przedstawicieli Eucaryota nalezacych do réznych, cze-
sto odlegtych filogenetycznie, grup taksonomicznych [6].
Wiele sposrod circRNA pojawia sie w konkretnym stadium
rozwojowym organizmu [4]. Czeé¢ z nich jest zachowana
ewolucyjnie (gléwnie eksonowe circRNA), cho¢ niektére sa
typowe dla danego gatunku.

Wiekszos¢ kolistych transkryptéw jest tkankowo-specy-
ficzna. Zaobserwowano, ze dochodzi do znacznie wigkszej
akumulagji kolistych RNA w komérkach wolno dzielacych
sie, np. w moézgu, w poréwnaniu do szybko dzielacych
si¢, np. w watrobie [12]. Analogicznie, znacznie mniejszej
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ekspresji ulegaja circRNA w komoérkach nowotworowych
w poréwnaniu do komérek zdrowych. Ttumaczone jest
to mechanizmem dzielenia puli kolistych RNA pomiedzy
komoérki potomne [12-14]. Obserwowano takze zjawisko
akumulacji circRNA zwigzanej z wiekiem, co ma zwigzek
z przewaga komoérek w fazie postmitotycznej u starszych
organizmow.

Najwieksza kumulacja kolistych RNA ma miejsce w
moézgu i kolejno: we krwi obwodowej (szczegdlnie wy-
soka ekspresje kolistych RNA wykazuja plytki krwi
i erytrocyty), w zdrowych organach, guzach nowotworo-
wych oraz liniach komoérkowych [15]. Takze badania You
[16] potwierdzily najwieksza ekspresje circRNA w mézgu
w poréwnaniu do jadra, ptuc, serca i watroby. Obecnosé
circRNA stwierdza sie takze w innych plynach ustrojowych,
np. $linie, moczu. Poza tym duze ilosci kolistych RNA wy-
kryto w egzosomach [10].

Koliste RNA obok diugich niekodujacych RNA (InRNA)
i pseudogenéw zaliczane sa do grupy competing endogenous
RNAs (ceRNAs) i nazywane sa ,naturalnymi gabkami dla
miRNA”. Uwaza sie, ze niektére z nich moga regulowac
funkcje mikroRNA (miRNA) i odgrywaja role w kontroli
transkrypcji. Ponadto, circRNA maja zdolnos¢ Iaczenia sie z
biatkami wiazacymi RNA (ang. RNA-binding proteins, RBPs)
i biora udziat w regulaciji translacji [17].

Szczegdlnie interesujacg funkcjg circRNA jest ich inte-
rakcja z miRNA. miRNA to male, jednoniciowe, niekodu-
jace czasteczki RNA o dlugosci 21-23 nukleotydéw. Regu-
luja one ekspresje gendéw poprzez wstrzymanie translacji
oraz destabilizacje transkryptéw, z ktérymi sie wigza. Re-
gulacja ekspresji bialek w mechanizmie tzw. wyciszania
genéw polega na specyficznej, determinowanej sekwen-
cyjnie interakcji pomiedzy docelowym, kodujacym biatko
informacyjnym RNA (mRNA) oraz miRNA. Uwaza sie, ze
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Rycina 2. Mechanizm dzialania circRNA jako , gabek” dla miRNA [81].

biatko

prawie jedna trzecia ludzkiego mRNA moze by¢ celem dla
miRNA. Czasteczki circRNA dziatajac jak ,gabki” wpty-
waja na iloé¢ wolnych miRNA wigzac czeé¢ z nich, pelnia
przez to funkcje posttranskrypcyjnych regulatorow ekspre-
sji genéw (Ryc. 2). Pojedyncza czasteczka circRNA moze
wigzac sie z kilkoma miRNA, jednoczes$nie posiadajac kilka
miejsc wigzania z poszczegolnymi miRNA.

Najlepiej poznang czasteczka sposrod circRNA jest
CDR1as (ang. cerebellar degeneration-related protein 1 antisen-
se). Posiada ona 70 miejsc wigzania miR-7, bedac efektywna
,naturalng gabka” dla miR-7, stad jej inna nazwa to ciRS-7
(ang. circular RNA sponge for miR-7). ciRS-7 wplywa na ak-
tywnos¢ docelowego genu. U gatunku ryby Danio prego-
wany (Danio rerio) wystepowanie ciRS-7 powoduje uposle-
dzenie rozwoju sr6dmoézgowia analogiczne do wyciszenia
genu dla miR-7 [4]. ciRS-7 jest takze wykrywany w znacz-
nych iloéciach w ludzkim mézgu [18]. Uwaza sie, ze miR-7
uczestniczy w wielu szlakach onkogennych, ale moze takze
wplywac na ograniczenie ekspansji guza.

Specyficzny dla jadra kolisty transkrypt kodowany przez
mysi gen Sry to kolejny przyklad wykrytego circRNA. Od-
powiedzialny jest za determinacje plci i posiada 16 miejsc
wiazacych dla miR-138 [19].

Uwaza sig, ze mechanizm , gabek” nie jest zjawiskiem
typowym dla wszystkich circRNA i prawdopodobnie doty-
czy jedynie ograniczonej liczby tych czasteczek. Wiele ana-
lizowanych circRNA posiada jedno lub kilka miejsc wigza-
cych miRNA. Otwartym pytaniem pozostaje czy circRNA
degraduja czy jedynie blokuja czasteczki miRNA. Czes¢
badan bowiem wskazuje, ze zwiekszona ekspresja circRNA
wigze sie ze zmniejszeniem ekspresji miRNA, natomiast
inni badacze raportuja brak wplywu circRNA na poziom
docelowych miRNA [20].
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Koliste RNA wchodza takze w réznorodne interakcje z
biatkami. Cze$¢ z nich wiaze sie z biatkami w cytoplazmie
lub jadrze, wplywajac na ich funkcje w procesach biologicz-
nych - promujac lub hamujac ich dziatanie. Na przyklad
koliste RNA circPOLR2A oraz circDHX34 pelnia funkcje
molekularnego rezerwuaru dla NF90 (ang. nuclear factor
90) i NF110 (ang. nuclear factor 110), ktére ulegaja uwolnie-
niu i aktywacji w trakcie infekcji wirusowej [21]. Niektore
circRNA natomiast ulatwiajg transport biatek z cytoplazmy
do jadra komérkowego.

Kolejng niedawno odkryta funkcja niektérych kolistych
RNA jest biosynteza biatka. Poczatkowo sadzono, ze z uwa-
gina brak czapeczki (cap) i ogona poli-A circRNA nie moga
ulega¢ translacji. Prowadzone analizy ujawnily jednak, ze
w przypadku niektérych kolistych RNA moze dochodzié
do biosyntezy biatka w mechanizmie niezaleznym od cza-
peczki. Sekwencjami do niej niezbednymi sa otwarta ram-
ka odczytu (ang. open reading frame, ORF) oraz wewnetrzne
miejsce wigzania rybosomu (ang. internal ribosome entry site,
IRES). Przyktadami kolistych RNA, ktére stanowig matryce
dla biosyntezy biatka sa: circ-ZNF609, circ-FBXW7, SHPRH
oraz circMbl3 [20].

Inne funkcje kolistych RNA obejmuja regulacje trans-
krypcji oraz alternatywnego splicingu, a takze regulacje
ekspresji genéw rodzicielskich [22]. Przykladem jest gen
dystrofiny (DMD), ktory zostat zidentyfikowany jako locus
kodujace powstawanie kilku produktéw kolistego RNA.
Wykazano, ze zmiany sekwencji DMD odpowiedzialne za
rozwdj dystrofinopatii powoduja nasilenie powstawania
circRNA, co promuje powstawanie nieaktywnych trans-
kryptow mRNA dla DMD i wplywa na ciezkos¢ objawoéw
chorobowych [23].
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KOLISTE RNA A FUNKCJE MOZGU

Zainteresowanie potencjalnym znaczeniem kolistych
RNA w funkcjonowaniu ukladu nerwowego zapoczat-
kowane zostalo przez odkrycie, ze najwyzsza ekspresje
circRNA sposréd wszystkich organéw wykazuje mézg [13].
Rozklad circRNA w moézgu charakteryzuje sie zréznicowa-
niem zaré6wno pod wzgledem lokalizacji (w odniesieniu do
budowy makro- i mikroskopowej) jak i stadium rozwoju
(pre- i postnatalnego). Udowodniono to m. in. analizujac
profil circRNA w szesSciu punktach czasowych rozwoju
embrionalnego moézgu $wini na podstawie analizy tkanek
z pieciu réznych lokalizacji (jadra podstawy, piert mézgu,
moézdzek, kora moézgu, hipokamp). Najwieksza ekspresje
circRNA wykryto w korze mézgu (w stadium E60) oraz w
moézdzku (w stadium E115). ciRS-7 wykazywalo zmienng
ekspresje w zaleznosci od lokalizacji i etapu rozwoju - ule-
gajac zwiekszonej ekspresji w stadium E115 w mézdzku,
natomiast zmniejszonej ekspresji w stadium E60 w korze
moézgu [24]. You i in. [16] zidentyfikowali natomiast grupe
circRNA, ktére ulegaja odmiennemu wzorcowi ekspresji w
komoérkach hipokampu myszy w réznych stadiach rozwo-
ju embrionalnego i postnatalnego. Zmiana ekspresji wielu
z nich byla czasowo skorelowana z poczatkiem synaptoge-
nezy. Czasteczki circRNA, ktére ulegaly stale nadekspresji
podczas rozwoju hipokampu (circDlgapl, cicrMyst4, circ-
KIhl2, circAagab) pochodzily z genéw kodujacych biatka
zwiazane z funkcja synaps, a takze charakteryzowaly sie
inng kinetyka wzrostu niz ich liniowe odpowiedniki. Zaob-
serwowano takze, ze aktywnosé neuronéw moze zmienic
wzor ekspresji kolistych RNA. W odpowiedzi na dziatanie
antagonisty receptora GABA-A (bikukuliny) obserwowano
zwigkszong ekspresje 37 circRNA, w tym circ_Homer1_a
[16].

Najlepiej zbadana czasteczka kolistego RNA jest CDR1as.
Jest ona wysoce specyficzna dla mézgu. W innych tkankach i
organach ulega znacznie mniejszej ekspresjilubniewykrywa
si¢ jej wcale. Posiada ona m. in. ok. 70 miejsc wigzania miR-7
o niepelnej komplementarnosci oraz 1 miejsce wiazania z
miR-671 o prawie catkowitej komplementarnosci. Badania in
vivo na myszach ujawnity wysoki stopieni ekspresji CDR1as
w neuronach, gtéwnie pobudzajacych, ale nie stwierdzono
obecnoéci tej czasteczki w komorkach glejowych takich jak
oligodendrocyty i astrocyty [25]. U myszy pozbawionych
locus genu CDR1as (CDR1as KO; CDR1as knockout) poziom
miR-7 byt obnizony we wszystkich czterech badanych ob-
szarach mézgu, natomiast miR-671 ulegat zwiekszonej eks-
presji w mézdzku, korze i opuszce wechowej. Efekt ten byl
wysoce specyficzny. W innych tkankach pozamézgowych,
z wyjatkiem rdzenia kregowego, nie stwierdzano tej pra-
widlowosci. Ponadto u myszy CDRlas KO stwierdzono
dysfunkcje transmisji synaptycznej w neuronach pobudza-
jacych. Na podstawie behawioralnego testu hamowania
impulsu (ang. prepulse inhibition, PPI) obserwowano u tych
osobnikéw zaburzenia hamowania aktywnosci ruchowej
w odpowiedzi na nagly dzwiek, bedacego przejawem upo-
§ledzonego bramkowania sensomotorycznego, czyli osta-
bionej zdolnosci do filtrowania niepotrzebnych informacji.
Zaburzenia neuropsychiatryczne o podobnym charakterze
opisywano w schizofrenii (pod postacia zaburzert myslenia
i zaburzen koncentracji uwagi), zaburzeniu obsesyjno-kom-
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pulsyjnym, chorobie afektywnej dwubiegunowej, zespole
Tourette’a, zespole stresu pourazowego, chorobie Hunting-
tona i zespole Aspergera [25].

Dziatanie circRNA w mézgu moze by¢ ogniwem jeszcze
bardziej ztozonych zaleznoéci. Przykladem moze by¢ sieé
interakgji czterech réznych niekodujacych RNA (ncRNAs):
dtugiego niekodujagcego RNA (InRNA) Cyrano, kolistego
RNA Cdrlas oraz dwoéch mikroRNA: miR-7 i miR-671. Cza-
steczka Cyrano dzieki miejscu wigzania do miR-7 o duzym
powinowactwie powoduje wigzanie i destrukcje tej cza-
steczki. Obnizenie poziomu miR-7 zapobiega blokowaniu
przez te czasteczke CDRIlas - kolistego RNA istotnego dla
regulacji aktywnosci neuronéw. To powoduje akumulacje
CDRlas w moézgu. Przy braku ekspresji Cyrano nadmiar
miR-7 powoduje niszczenie CDR1las w cytoplazmie, pote-
gowane przez zwiekszone ciecie transkryptu kolistej cza-
steczki przez miR-671 (w mechanizmie zaleznym od biatka
Argonaute) [26].

Badania nad rola circRNA w patologii osrodkowego
ukladu nerwowego (OUN) sg wciaz na wczesnym etapie i
doktadne mechanizmy ich dzialania nie sa w pelni poznane.
Jak dotad uzyskano dane na temat ich roli w kilku patolo-
giach uktadu nerwowego (Tabela 1). Analizowano miedzy
innymi ich potencjalny wptyw na rozwéj choréb neurozwy-
rodnieniowych. Uwaza sie, ze CDRlas moze uczestniczy¢
w patogenezie choroby Alzheimera (ang. Alzheimer’s dis-
ease, AD) [27] i choroby Parkinsona (ang. Parkinson’s disease,
PD) [28]. Stwierdzono istotne obnizenie poziomu ciRS-7 w
hipokampach pacjentéw ze sporadyczna postacig choroby
Alzheimera w poréwnaniu do grupy kontrolnej dobranej
pod wzgledem wieku. miR-7 bierze udzial w regulacji en-
zymu wiazacego ubikwityne E2A (ang. ubiquitin-conjuga-
ting enzyme E2A, UBE2A), ktéry jest niezbedny do usuwania
B-amyloidu. Lukiw i in. [29] stwierdzili odmienng ekspresje
ciRS-7, miR-7 oraz UBE2A u pacjentéw z AD. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw wysunieto hipoteze, ze niedobér
CiRS-7 i przez to zmniejszone wigzanie miR-7 w mechani-
zmie ,gabki”, a zarazem zwiekszona ilos¢ wolnych czaste-
czek miR-7 spowodowata zmniejszona ekspresje mRNA m.
in. odpowiedzialnego za ekspresje UBE2A. Dane te zostaty
potwierdzone obserwacja, ze zwiekszona ekspresja ciRS-7
zmniejszyta produkcje B-amyloidu in vitro [30]. Sugeruje sie
takze, ze ciRS-7 moze odgrywac role w szlaku zaleznym od
miR-7 w patogenezie choroby Parkinsona. Stwierdzono, ze
miR-7 hamuje ekspresje a-synukleiny (SNCA) w modelu tej
choroby. Obserwowano, ze proces ten byt spotegowany w
komorkach HeLa pozbawionych cirRS-7 [31]. Inna obser-
wacja dotyczyla circSNCA, ktére takze moze wigza¢ miR-7,
przez co zwieksza ekspresje mRNA SNCA w modelu PD, a
takze w efekcie hamuje procesy autofagii i wzmaga apopto-
ze - procesy typowe dla postepu neurodegeneracji. Ponadto
stwierdzano zmniejszong ekspresje SNCA i circSNCA po
zastosowaniu pramipeksolu.

Role circRNA opisywano takze w chorobach naczynio-
wych moézgu. Nadekspresja circDLGAP4, ktéry posiada
miejsca wigzania z miR-143, wiazala sie¢ wyraznie fagod-
niejszymi objawami oraz mniejszym obszarem ogniska nie-
dokrwiennego oraz mniej nasilonym uszkodzeniem bariery
krew-moézg w mysim modelu udaru mézgu [32]. Z kolei
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Tabela 1. Rola circRNA w patologiach uktadu nerwowego

Nazwa circRNA

ciRS-7 miR-7
circSNCA miR-7

Literatura

Patologia ukladu nerwowego

choroba Parkinsona [28]

hsa_circ_0023919
hsa_circ_0063411
hsa_circ_0088036

miR-9
hsa-miR-647

rno_circ_0006928 miR-184

stwardnienie zanikowe boczne [82]

bol neuropatyczny [83]

mmu-miR-188-3p, mmu-miR-

mmu-circRNA-015947

miR-99a

circ_008018

microRNA-124

circHIPK3

circ-FBXW7
cZNF292

circ_0007534 miR-761

329-5p, mmu-miR-3057-3p,
mmu-miR-5098, mmu-miR-683

85
urazy niedokrwienno-reperfuzyjne mézgu (85]

[36]

aktywacja astrocytow [87]

hsa-miR-659-3p, hsa-miR-548d-
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5p, hsa-miR-651-3p, hsa-miR-
548c-5p and hsa-miR-548a-5p

[89]
glejaki [35]
[90]
schizofrenia [38]

wyciszenie genu circHECTD1 usprawnialo aktywacje astro-
cytéw i zmniejszalo obszar uszkodzenia neuronéw u my-
szy. Nadekspresje tego kolistego RNA stwierdzono takze u
pacjentéw z udarem niedokrwiennym moézgu [33]. Badania
przy uzyciu mikromacierzy pozwolily na identyfikacje licz-
nych circRNA ulegajacych odmiennej ekspresji w mysich
modelach niedokrwienia mézgu [34].

Takze badanie znaczenia circRNA w patogenezie guzéw
mozgu przyniosto interesujace wyniki. Zaobserwowano, ze
zwigkszona ekspresja cZNF292 indukuje proliferacje komo-
rek glejaka [35]. Z kolei nadekspresja circ-TTBK2 sprzyja
zezlosliwieniu guza. Natomiast w komoérkach glioblasto-
ma stwierdzano obnizong ekspresje innego kolistego RNA,
circ-FBXW?7, a takze korelacje z przezyciem pacjentéw. Co
ciekawe, koduje ono biatko FBXW7-185aa, ktére zmniejsza
okres péltrwania c-Myc poprzez destabilizacje jego wigza-
nia z USP-28 z c-Myec. Dzigki temu spowalnia proliferacje
komoérek glioblastoma.

U pacjentéw z lekooporna padaczka skroniowa stwier-
dzono zmniejszona ekspresje circ_0067835 w prébkach kory
plata skroniowego oraz jego aktywnosc¢ jako ,gabki” dla
miR-155. Poziom tego kolistego RNA korelowatl ze stanem
klinicznym, m. in. z czestoscia napadéw [50]. Inna analiza
ujawnita zwigzek tego typu padaczki z nadekspresja circ-
-EFCAB2 oraz zmniejszona ekspresje circ-DROSHA [36].
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Analizowano takze potencjalng role circRNA w pato-
genezie depresji i schizofrenii. Potwierdzono obnizong
ekspresje hsa_circRNA_103636 w jednojadrzastych komor-
kach krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear
cells, PBMCs) u chorych z epizodem duzej depresji, a takze
istotne jej zmniejszenie po o$miotygodniowej terapii [37].
Analiza profilu circRNA u chorych ze schizofrenig ujawnita
zmniejszona ekspresje hsa_circRNA_104597 u pacjentow z
noworozpoznana choroba. Po o$miotygodniowym lecze-
niu przeciwpsychotycznym obserwowano natomiast nad-
ekspresje tego circRNA [38].

STWARDNIENIE ROZSIANE

Wiele danych wskazuje na role niekodujagcych RNA w
patogenezie schorzeri neuroimmunologicznych, w szcze-
gblnosci stwardnienia rozsianego. Stwardnienie rozsiane
(tac. sclerosis multiplex, SM; ang. multiple sclerosis, MS) jest
przewlekia choroba zapalng osrodkowego ukladu nerwo-
wego o niewyjasnionej etiologii, w przebiegu ktorej do-
chodzi do uszkodzenia mieliny w istocie bialej jak i szarej
moézgu i rdzenia kregowego [39]. Jest to choroba o zrézni-
cowanym obrazie patologicznym i klinicznym. Zgodnie z
aktualna klasyfikacja mozemy wyré6zni¢ trzy postacie SM:
rzutowo-remisyjna (ang. relapsing-remitting MS, RRMS),
wtornie postepujaca (ang. secondary progressive MS, SPMS)
oraz pierwotnie postepujaca (ang. primary progressive MS,

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



PPMS) [40]. Pierwszy epizod objawéw ze strony ukladu
nerwowego wynikajacy z poczatku choroby demielinizacyj-
nej osrodkowego ukladu nerwowego nazywany jest zespo-
tem klinicznie izolowanym (ang. clinically isolated syndrome,
CIS). Posta¢ RRMS dotyczy na poczatku choroby ok. 85-90%
przypadkéw. W 2015 r. zaproponowano nowe definicje dla
przebiegu choroby opierajace sie o analize aktywnosci cho-
roby (na podstawie czestosci rzutéw choroby i wynikéw
badan obrazowych) oraz progresji choroby [40].

SM dotyczy gtéwnie miodych ludzi; posta¢ RRMS naj-
czesciej jest diagnozowana pomiedzy 20 a 40 rokiem zycia,
natomiast PPMS érednio o dekade pdzniej. Choroba ta,
bedac jedna z czestszych przyczyn niepelnosprawnosci w
populacji 0s6b pracujacych, jest waznym problemem spo-
tecznym. Dotyka ona ok. 2,5 mIn ludzi na calym $wiecie.
Czestos¢ wystepowania SM uzalezniona jest od szerokosci
geograficznej, np. w krajach Ameryki Péinocnej i Europie
wynosi >100/100 tys. mieszkaricéw, natomiast we Wschod-
niej Azji i Afryce Subsaharyjskiej 2/100 tys. mieszkaricéw
[41]. Czestsze zachorowania odnotowuje sie¢ w szeroko-
Sciach geograficznych o klimacie chlodnym i umiarkowa-
nym niz w strefie zwrotnikowej i podzwrotnikowej), np.
w Pélnocnej Ameryce i Europie. Polska nalezy do grupy
krajow o wysokiej zapadalnosci na te chorobe - szacuje sie,
ze obecnie cierpi na nig od 50 do 60 tysiecy ludzi. Na SM
czesciej choruja kobiety niz mezczyzni. Czesto§¢ wystepo-
wania choroby w zaleznosci od plci (K:M) w postaci RRMS
wynosi 2-3:1; natomiast w postaci PPMS 1,1:1. W ostatnich
latach obserwuje sie stopniowy procentowy wzrost zacho-
rowalnosci wéréd kobiet, jednak dotyczy to jedynie postaci
RRMS [41].

Istotny jest fakt, ze w chwili obecnej w momencie roz-
poznania choroby trudno jest jednoznacznie przewi-
dzie¢ rokowania co do jej dalszego przebiegu, ciezkosci
i progresji objawoéw. Stad wiele badan dotyczylo poszuki-
wan markeréw umozliwiajacych przewidywanie przebiegu
SM. Duzym wyzwaniem jest odkrycie markeréw immuno-
logicznych, ktére pozwola na indywidualizacje terapii. Po-
szukiwanie biomarkeréw choroby jest komplikowane przez
fakt, ze doktadna przyczyna SM nie jest poznana. Uwaza
sig, ze jest to choroba wieloczynnikowa, ktéra powstaje przy
udziale czynnikéw genetycznych, srodowiskowych i epi-
genetycznych. Badania genetycznej predyspozycji do SM
wykazaly poligenowy charakter podatnosci na zachorowa-
nie. Wiekszos¢ z nich wskazywala na zwiazek SM z gena-
mi kodujacymi molekuty zaangazowane w kontrole reakcji
immunologicznych. Najistotniejszy z nich dotyczyl wply-
wu kombinacji genéw HLA DRB1*15 (ang. human leukocyte
antigen DR beta *15) i HLA-A*02 (ang. human leukocyte antigen
A*02) [42]. Pierwszy z nich zwieksza ryzyko SM, natomiast
drugi ma dzialanie ochronne. Wprowadzenie badan asocja-
cyjnych calego genomu (ang. genome-wide association study,
GWAS) umozliwito odkrycie ponad 200 polimorfizméw po-
jedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism,
SNP) dotyczacych genéw innych niz gtéwnego kompleksu
zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex,
MHC) potencjalnie warunkujacych podatnoé¢ na stward-
nienie rozsiane. Wiele z tych polimorfizméw znajdowalo sie
w poblizu genéw zwigzanych z mechanizmami immunolo-
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gicznymi. Charakteryzuja sie one jednak niskim stopniem
asocjacji [43].

Czynniki $rodowiskowe zaangazowane w patogeneze
SM byly i sa przedmiotem licznych analiz. Wiele z nich
przyniosto jednak sprzeczne wyniki. Aktualnie uwaza sie,
Ze najsilniejszymi czynnikami, ktérych efekt potwierdzono
w metaanalizach sa przebyta infekcja wirusem Epsteina-
-Barr (EBV), a takze palenie papieroséw [42], aczkolwiek
nikotyna ma dziata¢ ochronnie [44]. Inne dane wskazuja na
czynniki niskiej ekspozycji na storice oraz niedoboru wita-
miny D3. W ostatnim czasie wyniki badan dotyczacych sto-
sowania witaminy D u pacjentéw z SM sa jednak negatyw-
ne [45]. Ponadto do czynnikéw srodowiskowych predyspo-
nujacych do wystgpienia SM zalicza sie otylos¢ stwierdzana
w wieku dzieciecym i mlodzieficzym, w szczegélnosci u
plci zeniskiej, zmianowa prace, nadmierng konsumpcje soli,
stres i wiele innych [42].

Mimo ze etiologia choroby wcigz nie jest w pelni pozna-
na wiadomo, ze uszkodzenia OUN, do ktérych dochodzi w
SM, zaleza od zaburzonych proceséw immunologicznych
prowadzacych do reakcji autoimmunologicznej skierowa-
nej przeciwko antygenom mielinowym, takim jak biatko
zasadowe mieliny (MBP), bialko proteolipidowe mieliny
(PLP), glikoproteina zwigzana z mieling (MAG), czy mie-
linowe biatko oligodendrocytéw (MOG). Autoimmunolo-
giczne zapalenie moézgu i rdzenia (ang. experimental auto-
immune encephalomyelitis, EAE) jest najczesciej stosowanym
modelem eksperymentalnym imitujacym SM [46]. Wywo-
tuje sie je u genetycznie predysponowanych myszy poprzez
immunizacje antygenami mieliny. Badania na myszach z
EAE wskazuja na udzial swoistych dla mieliny limfocytow
Th1 CD4+ i Th17 CD4+ wytwarzajacych prozapalne cytoki-
ny (IFN-y, IL-2, TNF-B, TNF-a) w patogenezie tej jednostki
chorobowej. Uwaza sig, ze limfocyty Th1 i Th17 inicjuja re-
akcje autoimmunologiczng w SM.

Autoreaktywne limfocyty T CD4+ odgrywaja szczegol-
nie wazna role w poczatkowej fazie choroby [47]. Komérki
T izolowane od pacjentéw z SM, swoiste wzgledem antyge-
néw mieliny stanowia heterogenna populacje komérek w
poréwnaniu do oséb zdrowych. Czestosc ich wystepowania
u pacjentéw z SM jest wieksza niz u 0s6b niechorujacych na
SM [48]. Subpopulacje komoérek T réznig sie pod wzgledem
profilu wydzielanych cytokin. Aktywacja komérek T CD4+
zachodzi na obwodzie i by¢ moze jest wynikiem krzyzowej
reakgji, np. w trakcie wczedniejszych infekcji wirusowych,
cho¢ doktadny mechanizm nie jest poznany. W SM docho-
dzi do nadmiernej aktywacji podtypu komérek Thl, ktére
wydzielaja prozapalne cytokiny IL-2 (ang. interleukin 2),
IFN-y (ang. interferon gamma), TNFP (ang. tumor necrosis fac-
tor-beta), IL-12 (ang. interleukin 12) oraz Th17 produkujacych
IL-17 (ang. interleukin 17). Wraz z limfocytami B i monocyta-
mi infiltruja one OUN, gdzie dochodzi do dalszej ich akty-
wacji oraz uszkodzenia mieliny.

Szczegoblnie interesujacym podtypem komoérek T pomoc-
niczych bioracych udzial w patogenezie SM sa komorki
Th17. Wykazuja one ekspresje czynnika transkrypcyjnego
dla receptora kwasu retinowego zwigzanego z receptorem
alfa (ang. retinoic acid receptor-related orphan receptor alpha,
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ROR-a) i dla receptora kwasu retinowego zwigzanego z re-
ceptorem gamma-t (ang. retinoic acid receptor-related orphan
receptor gamma t, ROR-yt). Ich rozwdj jest niezalezny od
czynnikéw warunkujacych rozwdéj limfocytéow Thl i Th2.
Produkuja one gtéwnie IL-17 i sg silnym czynnikiem propa-
gujacym rozwéj autoimmunologicznej demielinizacji [49].

W ostatnich latach zwraca sie szczegdlng uwage na udziat
komorek B, a szczegélnie komoérek B pamieci i odpowiedzi
humoralnej w patogenezie SM [50]. Limfocyty B, komoérki
plazmatyczne i immunoglobuliny sa typowymi skladni-
kami ognisk demielinizacji u pacjentéow z SM. Charakte-
rystyczny w tej chorobie wzrost stezenia immunoglobulin
w plynie mézgowo-rdzeniowym oraz ich oligoklonalny
charakter bez towarzyszacego wzrostu tego parametru w
surowicy $wiadczy o ich syntezie wewnatrz osrodkowego
ukladu nerwowego. Limfocyty B pelnia role komoérek pre-
zentujacych antygen, co jest szczegélnie istotne dla OUN,
gdzie srodowisko immunologiczne jest ubogie w komoérki o
takich mozliwosciach. Limfocyty B dostarczaja réwniez sy-
gnaty kostymulacyjne autoreaktywnym limfocytom T [51].
Na ich role w SM wskazuje takze rozw6j wtérnej tkanki
limfoidalnej w obrebie opon mézgowych chorych z wtérnie
postepujacym SM.

Coraz wiecej danych wskazuje na istotna role mechani-
zmoéw epigenetycznych w rozwoju SM. Zidentyfikowane
czynniki epigenetyczne w stwardnieniu rozsianym obej-
muja: metylacje DNA, modyfikacje bialek histonowych oraz
funkcjonowanie mikroRNA. Czasteczki miRNA sa uwaza-
ne za jedne z najwazniejszych czynnikow regulacji posttran-
skrypcyijnej i biora udzial w bardzo wielu podstawowych
procesach biologicznych. Uwaza si¢, ze miRNA moga od-
grywac kluczowa role w modulowaniu funkcji ukladu im-
munologicznego oraz w regulacji funkcji komérek immuno-
kompetentnych, ze znaczacym wplywem na rozwdj reakcji
autoimmunologicznych [52]. miRNA odgrywaja istotna
role we wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej.
Wykazano zwiazek niektérych miRNA (w szczegolnosci
miRNA-21, miRNA-146a/b, miRNA-301a i miRNA-155)
w regulacji proceséw autoimmunologicznych i zapalnych
[53]. Poniewaz regulacja ekspresji miRNA jest procesem
bardzo dynamicznym i ztozonym, coraz wiecej dowodéw
wskazuje na znaczenie kolejnego wyzszego poziomu me-
chanizmu regulacyjnego zwigzanego z funkcjami miRNA.
Coraz wiecej danych wskazuje, Ze moze nim by¢ aktywnosé
nowej unikalnej grupy czasteczek - kolistych RNA.

KOLISTE RNA A FUNKCJE UKEADU
ODPORNOSCIOWEGO

SM jest choroba zwigzang z dysfunkcja ukladu odpor-
nosciowego. Takze rola kolistych RNA byla analizowana w
kontekscie ich wplywu na uktad odpornoéciowy. Odkryto,
ze ekspresja circRNA jest specyficzna dla typu komoérek he-
matopoetycznych i zmienia si¢ podczas ich réznicowania
[12,54]. Odmienna ekspresje circRNA obserwowano w ko-
morkach linii limfoidalnej i mieloidalnej, a takze dojrzatych
komoérek obu tych linii. Biorgc pod uwage sume wszystkich
wykrytych circRNA w danej komorce, najwyzsza ekspresje
circRNA w procesie hematopoezy wykazywaty limfocyty,
cho¢ ekspresja poszczegélnych circRNA w komérkach B, T
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CD 4+, T CD 8+ oraz komoérkach NK byta podobna. Sto-
sunek circRNA do formy liniowej réznil sie w zaleznosci
od typu komorki i byl najwiekszy w zréznicowanych ko-
morkach limfoidalnych. Najwieksza liczbe réznych koli-
stych RNA sposréd wszystkich komoérek krwiotwoérczych
wykryto w plytkach krwi (ok. 47 tys. sposréd ok. 59 tys.
analizowanych) oraz erytrocytach (ok. 27 tys.) [54]. Anali-
za obecnosci circRNA w dojrzewajacych komérkach szpiku
wykazala, ze w przeciwienistwie do liniowych form RNA
ekspresja circRNA byla stabilna lub zwigekszona.

Analizowano takze role kolistych RNA w procesie im-
munosenescencji, polegajacej na stopniowym pogarszaniu
sie funkcji uktadu odpornosciowego wraz ze starzeniem or-
ganizmu. Proces ten zwiazany jest z stopniowa utrata cza-
steczki kostymulujacej CD28 z powierzchni limfocytéw T
CD8(+). Na podstawie analiz limfocytow CD28(+)/CD28(-)
CD8(+) wykazano, ze circRNA_100783 ulega istotnie wiek-
szej ekspresji u 0s6b w wieku podesztym w poréwnaniu do
kontrolnej grupy dorostych [55].

Role kolistych RNA badano takze w kontekscie cho-
réb autoimmunologicznych. Ujawniono zréznicowang
ekspresje kolistych RNA w komoérkach PBMC pacjentéw
z reumatoidalnym zapaleniem stawoéw. Potwierdzona
zwigkszona ekspresja dotyczyla hsa_circ_0092285 i hsa_
circ_0058794, natomiast zmniejszona hsa_circ_0088088 oraz
hsa_circ_0038644, w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie-
ktore z nich, np. hsa_circ_0038644 powstaja z genéw zwia-
zanych z aktywnoscia immunogenna [56]. Inne badania po-
twierdzily nadekspresje hsa_circ_104871, hsa_circ_003524,
hsa_circ_101873 i hsa_circ_103047 [57] oraz zmniejszona
ekspresje hsa_circ_0044235 oraz hsa_circ_0000396 i hsa_
circ_0130438 w komérkach PBMC u chorych na RZS [58].

Udowodniono, ze u pacjentéw z cukrzyca typu 2 do-
chodzi do zwigkszenia ekspresji czasteczki circ ANKRD36
w komoérkach PBMC. Poziom ten dodatnio korelowat IL-6,
ktora wykazuje dziatanie prozapalne [59].

W badaniach pacjentéw z toczniem uktadowym stwier-
dzono istotnie obnizony poziom hsa_circ_0045272 w ko-
morkach T oraz jego zwiazek z regulacja wydzielania IL-2
[60]. Analiza ekspres;ji kolistych RNA w komérkach PBMC
ujawnita zmniejszong ekspresje hsa_circ_0044235 oraz hsa_
circ_0068367 u chorych z toczniem. Ponadto stwierdzono
podwyzszony poziom hsa_miRNA-892a, z ktérym miejsca
wigzace posiada hsa_circ_0044235, co przemawia za efek-
tem ,gabki dla miRNA”. Dodatkowo hsa_circ_0044235 ko-
relowalo z poziomem przeciwcial przeciwko dwuniciowe-
mu DNA (dsDNA) oraz przeciwko rybosomalnemu biatku
P (ARPA) [61].

Interesujace dane dotycza badani nad rola circRNA w
rozwoju nowotworéw ukladu krwiotwérczego i chtonnego
[62]. W ostrej bialaczce szpikowej stwierdzano zwiekszona
ekspresje circ-VIM, circ-PVT1, circ-DLEU2, circ-ANAPC?7,
circ-PAN3 (u chorych z oporng na leczenie/nawracajaca
postacia choroby), natomiast zmniejszong ekspresje hsa_
circ_0004277, circ-HIPK3. Do circRNA, ktére ulegaja nade-
kspresji w przewleklej bialaczce szpikowej mozemy zali-
czy¢ m. in. hsa_circ_0080145, ktéry pelni funkcje gabki dla

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



miR-29b. Natomiast obecnosé circ-BA9.3 korelowata z opor-
noécia na jeden z rodzajoéw leczenia (inhibitorami kinazy ty-
rozynowej) poprzez zwigkszenie poziomu biatka onkogenu
BCR-ABL1. Circ-CBFB dziala jak gabka dla miR-607 i jest
niezaleznym czynnikiem prognostycznym w przewleklej
biataczce limfocytowej. Profilowanie circRNA u chorych z
réznymi typami nowotworéw wywodzacych sie z komoérek
B (chioniakiem z komorek plaszcza, szpiczakiem mnogim,
chtoniakiem grudkowym, chioniakiem rozlanym z komo-
rek B) ujawnily zréznicowana ekspresje circRNA w tych
grupach chorych [62]. W chioniaku Burkitta (ang. Burkitt
lymphoma, BL) stwierdzono natomiast zwiekszona ekspre-
sje circRNA ZDHHC11 i ZDNN11, majgcych wiele miejsc
wigzania dla miR-150. Komoérki chioniaka charakteryzuja
sie takze wysoka ekspresja genu MYC. Przypuszcza sie, ze
wyzej wspomniane circRNA w zdrowych komérkach moga
hamowa¢ nadmierng proliferacje przez wigzanie miR-150 i
powodujac protoonkogenng represje MYC. Przeciwnie, w
BL zwiekszenie regulacji circRNA ZDHHC11 i ZDNN11B
stymuluje proliferacje, co moze mie¢ zwiagzek z patogeneza
choroby [63].

Koliste RNA biora takze udziat w odpowiedzi przeciw-
wirusowej. Poczatkowo mechanizm ich dzialania przeciw-
wirusowego faczono gléwnie z mechanizmem wigzania
i blokowania miRNA. Na przyklad u kurczat odpornych
na zakazenie wirusem biataczki ptasiej stwierdzono nade-
kspresje dwunastu circRNA i wszystkie z nich byly celem
dla miRNA zaangazowanych w modulowanie funkcji ko-
morek B. Podobnie w zakazeniu karpi reowirusem GCRV
(ang. grass carp reovirus) stwierdzano zréznicowana ekspre-
sje 41 kolistych RNA [64]. Posiadaly one miejsca wiazania
dla miRNA, ktérych geny docelowe pelnity funkcje zwiaza-
ne z reakcjami immunologicznymi.

Interakcje circRNA-miRNA-mRNA nie sg jedynym me-
chanizmem, w ktérym uczestnicza koliste RNA w trakcie
aktywnosci przeciwwirusowej. Jednym z proceséw nieza-
leznych od miRNA jest aktywacja przez circRNA receptora
RIG-I (ang. retinoid acid-inducible gene-I), jednego z kluczo-
wych elementéw nieswoistej odpornosci w zakazeniach wi-
rusowych. Inny mechanizm przeciwwirusowego dziatania
kolistych RNA jest zwigzany ze wzmozeniem mechanizmu
zaleznego od LPS przez circRasGEF1B [65].

Stwierdzono takze udzial circRNA w regulacji odpo-
wiedzi nieswoistej przy udziale kinazy biatkowej R za-
leznej od dsRNA (ang. dsRNA-dependent protein kinase
R, PKR). Koliste RNA w warunkach fizjologicznych wig-
za sie¢ z PKR blokujac przez to jego dzialanie. Natomiast
po wystapieniu infekcji wirusowej dochodzi do degradacji
circRNA przez RNAze L i uwolnienia oraz aktywacji PKR.
U pacjentéw z toczniem ukladowym ten mechanizm jest
uposledzony, co ma zwigzek ze zmniejszong ekspresja
circRNA oraz nieprawidlowa, nadmierna aktywacja PKR
[66].

Na aktywnos¢ circRNA w przeciwwirusowej od-
powiedzi immunologicznej mozna spojrze¢ takze
z innej perspektywy. Moéwia o tym doniesienia do-
tyczace wplywu infekcji wirusowej na biogeneze
circRNA. W warunkach fizjologicznych biatka NF90
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i NF110 ulatwiaja/ promuja powstawanie circRNA poprzez
stabilizacje ich sekwencji w jadrze komérkowym. Infek-
cgja wirusowa powoduje natomiast szybkie uwolnienie
i transport NF90/NF110 do cytoplazmy, a nastepnie wiaza-
nie z wirusowym mRNA. Proces ten powoduje zmniejsze-
nie ekspresji circRNA w jadrze komérkowym [21].

W przebiegu infekcji po wniknieciu do komoérki wirus
stara si¢ zapanowac nad procesami komérkowymi produ-
kujac wlasne miRNA, ktére wyciszaja geny odpowiedzial-
ne za obrone przeciwwirusowa. Wirusowe circRNAs moga
takze neutralizowa¢ miRNA gospodarza i wzmagaé przez
to produkcje bialek sprzyjajacych ekspansji wirusa. Prze-
ciwny mechanizm polega na produkcji przez gospodarza
circRNA bezposrednio blokujacych wirusowe miRNA. Wy-
kryto wiele circRNA bedacych gabkami dla wirusowych
miRNA. Szczegoélnie interesujace z punktu widzenia pato-
genezy SM jest odkrycie, ze circRNA hsa_circ_002048 po-
siada 36 miejsc wiazacych miRNA-BART20-5p, ktore jest
kodowane przez EBV [67].

mikroRNA W SM

Jednym z najbardziej znaczacych odkry¢ w ostatnich la-
tach na polu epigenetyki byla identyfikacja miRNA. Wyka-
zano zwiazek niektérych miRNA z regulacja autoimmuno-
logicznej demielinizacji w eksperymentalnym autoimmu-
nologicznym zapaleniu mézgu i rdzenia u myszy (EAE), a
takze u chorych na SM.

miR-326 silnie koreluje z nasileniem choroby u pacjen-
tow z SM i umyszy z EAE. Wyciszenie aktywnosci miR-326
u myszy spowodowalo zmniejszenie puli komérek Th17 i
wyraznie fagodniejszy rozwéj EAE, natomiast jego nade-
kspresja prowadzita do zwigkszenia liczby komoérek Th17 i
ciezkiego przebiegu EAE. Stwierdzono takze, ze w komor-
kach PBMC infiltrujagcych OUN dochodzi do znacznej na-
dekspresji miR-155 [53]. Zmniejszenie ekspresji miR-155 w
limfocytach T CD4+ powodowalo znaczny wzrost odporno-
$ci na mozliwoé¢ wywotania EAE, co wiazato sie z hamowa-
niem aktywnosci komoérek Thl i Th17. Stwierdzono takze,
ze miR-155-3p kontroluje rozwéj komérek Th poprzez szlak
zwigzany z dwoma biatkami szoku cieplnego 40: Dnaja2
and Dnajb1 [68].

miR-124 reguluje funkcje mikrogleju oraz aktywacje mo-
nocytoéw i makrofagéw. Stwierdzono, Ze ulega ono zmniej-
szonej ekspresji w mikrogleju aktywowanym w czasie EAE.
Obwodowe podawanie miR-124 powodowalo ogélnoustro-
jowa dezaktywacje makrofagéw, zmniejszenie aktywacji
specyficznych dla mieliny limfocytéw T i wyraZne hamo-
wanie choroby. Natomiast blokowanie miR-124 w mikro-
gleju i makrofagach prowadzito do aktywacji tych komoérek
in vitro i in vivo [69].

Stwierdzono takze, ze w komérkach jednojadrzastych
infiltrujacych OUN dochodzi do nadekspresji m. in. miR-
-301a, ktéry kontroluje rozwdj komorek Th17 poprzez szlak
IL-6/23-STAT3. Zwigkszenie ekspresji miR-301a powodo-
walo wyrazZne nasilenie choroby, natomiast jego blokowa-
nie - ostabienie objawoéw [53].
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Analizy miRNA u pacjentéw z SM dokonywano w préb-
kach ptynu mézgowo-rdzeniowego, surowicy, osoczu, krwi
pelnej, PBMC i plakach demielinizacyjnych [70]. Wykazano
odmienny wzorzec ekspresji miRNA, zaré6wno zwiekszo-
nej, jak i zmniejszonej, u pacjentéw z SM w poréwnaniu do
grup kontrolnych. Poziomy niektérych z nich istotnie r6zni-
ty sie u chorych w zaleznosci od stadium lub postaci choro-
by. Ujawniono, ze poziomy miR-92a-1* i miR-145 réznicuja
pacjentéw z postacia RRMS od chorych z postacia SPMS
i 0s6b zdrowych. Natomiast oznaczenia jednej z rodzin
miRNA - let-7 odrézniaja chorych z postacia SPMS od
0s6b zdrowych, a takze chorych z postacia RRMS od SPMS
[71]. Badano takze korelacje pomiedzy poziomami miRNA
i progresja niepelnosprawnosci. Siegel i in. [72] przeanali-
zowali 900 miRNA u pacjentéw z SM i grupy kontrolnej i
zidentyfikowali specyficzny wzoér ekspresji miRNA w su-
rowicy, ktéry obejmowat szes¢ miRNA, ulegajacych zwiek-
szonej ekspresji u chorych z SM (miR-614, miR-572, miR648,
miR-1826, miR-422a, miR-22) i jedno miRNA ulegajace w
tej grupie zmniejszonej ekspresji (miR-1979). Inna grupa
badaczy [73] poréwnywata profil miRNA u chorych z po-
stacia PPMS. Ujawniono istotny spadek miR-223 i miR-15b
w grupie PPMS. W kolejnym badaniu [74] miRNA-145 w
PBMC chorych z SM w remisji ulegal zwigekszonej ekspre-
sji, miR-660 i miR-939 oznaczane w osoczu w grupie cho-
rych wykazywaly spadek stezenia, natomiast poziom let-
-7d w PBMC korelowal ze stezeniem prozapalnej cytokiny
IL-1B. Ponadto zaobserwowano, ze stezenie miRNA moze
ulec zmianie w odpowiedzi na leczenie SM, np. fingolimod
zmniejsza stezenie miR-150 w osoczu, podczas gdy natali-
zumab zwieksza je.

Prowadzone liczne badania wyrazZnie wskazuja odmien-
na ekspresje miRNA w grupie chorych z SM. Mimo to pré-
by zidentyfikowania klinicznie uzytecznego biomarkera
miRNA jak dotad nie zakonczyly sie sukcesem. Jednym z
powodow jest niska powtarzalnos$é wiekszosci wynikéw w
réznych analizowanych grupach. W zwiazku z tym istnieje
szansa, ze brakujgcym ogniwem w tych analizach, a takze
potencjalnym biomarkerem o istotnym znaczeniu okaza sie
czasteczki kolistych RNA, ktére w sposob istotny kontroluja
ekspresje miRNAs i determinujg ich dziatanie.

KOLISTE RNA W SM

Mimo ze pojawia sie coraz wiecej danych wskazujacych
na kluczowe role kolistych RNA w OUN oraz komérkach
ukladu odpornosciowego, rola tych czasteczek w patoge-
nezie SM pozostaje nadal w duzej mierze nieznana. Do tej
pory jedynie kilka wstepnych doniesieri dotyczylo tego te-
matu. W pierwszym z nich opisywano role circRNA w dys-
regulacji alternatywnego splicingu genu GSDMB (ang. Gas-
dermin B) u chorych z SM [75]. Zidentyfikowano nowe izo-
formy tego genu, a takze eksonowe koliste RNA hsa_circ-
RNA_0106803, ktérego ekspresja u pacjentéw z SM jest
2,8-krotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej. W kolejnym
badaniu tej samej grupy [76] stwierdzono zwiekszona eks-
presje (2,7-krotnie) genu INRNA MALAT1I u chorych z SM,
a takze jego wplyw na proces back-splicingu oraz alterna-
tywnego splicingu genéw zwigzanych z SM: IL7R (ang. in-
terleukin-7 receptor) i SP140 (ang. SP140 Nuclear Body Protein).
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W badaniu Iparraguirre i in. [77] potwierdzono zmniej-
szong ekspresje hsa_circ_0005402 i hsa_ circ_0035560 w ko-
morkach PBMC chorych z SM. Ta sama tendencja byta ob-
serwowana u os6b na wczesnym etapie choroby u pacjentéw
z CIS. Obie te czasteczki kodowane sa przez gen ANXA2
zlokalizowany na chromosomie 15.

Kolejne badanie bioinformatyczne dotyczyto zmiennosci
genetycznej w SM w obrebie genéw niekodujacych. Ujaw-
niono w sumie 482 circRNA w regionach zawierajacych
SNP zwigzanych z SM w poréwnaniu ze $redniq 194+/-65.
Nastepnie oceniano dane sekwencjonowania RNA w liniach
komoérkowych SH-SY5Y i Jurkat - wykorzystywanych do
analizy funkcji neuronéw i limfocytéw T. Zidentyfikowano
18 circRNA (w tym dwa nowe) wywodzacych sie z elemen-
tow zawierajacych SNP zwiazanych z SM, co sugeruje ich
mozliwy udzial w podatnosci na te chorobe [78].

Jedno z badari dotyczylo analizy ekspresji circRNA w
egzosomach z plynu mézgowo-rdzeniowego u pacjentéw
z chorobami demielinizacyjnymi (SM i zesp6l Guillaine’a-
-Barre’go). Potwierdzono zwigekszong ekspresje dwoch ko-
listych RNA hsa_circRNA_0087862 i hsa_circRNA_0012077
[79].

Wykazano takze, Ze profilowanie kolistych RNA w
komérkach PBMC pozwala na znamienne zréznicowa-
nie ekspresji circRNA u chorych z RRMS w stosunku do
zdrowych ochotnikéw [80]. W grupie pacjentéw z rzu-
tem choroby po fazie walidacji w niezaleznej kohorcie
zidentyfikowano trzy czasteczki circRNA: hsa_circR-
NA_101348, hsa_circRNA_102611 i hsa_circRNA_104361
ulegajace zwiekszonej ekspresji. Dalsze analizy bioin-
formatyczne ujawnily grupe czasteczek miRNA, ktore
wykazywaly specyficzne miejsca wigzania dla circRNA
o zwiekszonej ekspresji, tworzac podstawe biologicz-
nego dziatania circRNA jako ,gabek” dla miRNA. Ko-
lejne analizy bioinformatyczne i bezposrednie pomiary
transkryptéw bialkowych wykazaly, iz kompleksy circ-
RNA-miRNA zwigkszaly ekspresje trzech mRNA: AK2
(ang. adenylate kinase 2), IKZF3 (ang. IKAROS Family Zinc
Finger 3), CBX5 (ang. chromobox 5). Dwa z nich zwigzane
sg Scisle z funkcja limfocytow B. Mutacje w genie AK2 wia-
za sie z hamowaniem aktywacji limfocytéw B i produkcji
przeciwcial, natomiast gen IKZF3 odpowiada za funkcje
dojrzatych komoérek B w ukladzie immunologicznym i jest
niezbedny do wytwarzania komérek plazmatycznych szpi-
ku kostnego

Wszystkie te dane wskazuja, ze circRNA moga przyczy-
nia¢ sie do patogenezy SM oraz innych choréb neuroim-
munologicznych. Koliste RNA charakteryzuje szczegélnie
wysoka ekspresja w moézgu, a ponadto cechuja sie duza
stabilnoscig, co dodatkowo popiera powyzsza teze o ich
mozliwej istotnej roli w SM i innych patologiach oérodko-
wego ukladu nerwowego. Dalsze badania w tym kierunku
daja nadzieje na wykrycie zwigzku circRNA z istotnymi
mechanizmami autoimmunologicznymi prowadzacymi do
wystapienie SM, co powinno umozliwi¢ dalszy postep w
poznaniu przyczyn tej choroby. Jednoczesnie unikalna wta-
sciwosc circRNA, polegajaca na ich wyjatkowej stabilnosci,
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stanowi doskonaty materiat do ich wykorzystania jako no-
wych biomarkeréw diagnostycznych i prognostycznych.
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ABSTRACT

In recent years non-coding RNAs have received increasing attention as an important epigenetic mechanism, with particular role of micro
RNAs. As the regulation of miRNA expression is highly dynamic and complex, growing evidence suggests the existence of another higher
level of regulatory mechanism involved in miRNA activity - circular RNAs (circRNAs). circRNAs represent novel, unique class of endoge-
nous ncRNAs controlling the expression and function of miRNA. They are called natural miRNA “sponges”. Accumulating evidence reveals
circRNAs role in physiological and pathological processes including CNS and immune regulation. Previous studies implicated miRNAs in
regulation of autoimmune demyelination in MS. Multiple sclerosis is a chronic neurological inflammatory demyelinating disorder of the
central nervous system. While the etiology of MS is still not fully understood, accumulating evidence suggests that it is a multifactorial entity
with significant involvement of autoimmune processes.
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