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				Rola kolistych RNA w stwardnieniu rozsianym i innych schorzeniach neuroimmunologicznych

			

		

		
			
				Streszczenie

				Jednym ze szczególnie znaczących odkryć na polu epigenetyki w ostatnich latach była identyfikacja małych niekodujących cząsteczek RNA – mikroRNA (miRNA). Ponieważ regulacja ekspresji miRNA jest procesem bardzo dynamicznym i złożonym, coraz więcej dowodów wskazuje na znaczenie kolejnego wyższego poziomu mechanizmu regulacyjnego miRNA. Uważa się, że może nim być aktywność nowej unikalnej grupy cząsteczek – koli-stych RNA (ang. circular RNA, circRNA). Nazywane one są „naturalnymi gąbkami dla miR-NA”. Udowodniono, iż circRNA odgrywają rolę w wielu procesach fizjologicznych i patolo-gicznych ośrodkowego układu nerwowego oraz układu immunologicznego. Wcześniejsze badania wykazały związek niektórych miRNA z regulacją autoimmunologicznej demielini-zacji u chorych na stwardnienie rozsiane (SM). Najnowsze doniesienia dokumentują istotną rolę jaką mogłyby odgrywać koliste RNA w różnych chorobach neuroimmunologicznych, w szczególności w patogenezie stwardnienia rozsianego. SM jest przewlekłą zapalno-demie-linizacyjną chorobą ośrodkowego układu nerwowego, której etiologia nie jest w pełni po-znana, wiadomo jednak, że mechanizmy odpowiedzialne za jej rozwój w znacznym stopniu zależą od procesów autoimmunologicznych.

				Koliste RNA – biosynteza, budowa, funkcje

				Koliste RNA (ang. circular RNA, circRNA) to unikalna klasa endogennych RNA, które od niedawna na nowo przykuwają uwagę naukowców. Po raz pierwszy zostały one opisane przez Sanger i in. w 1976 r. jako chorobotwór-cze wiroidy roślinne [1]. W 1979 r. udowodniono, że także eukariotyczne RNA mogą istnieć w formie kolistej. Pierwszym opisanym circRNA wykrytym u ludzi był wirus zapalenia wątroby typu delta (HDV). Odkryte w latach 90. kolejne cząsteczki, w tym DCC (ang. Deleted in Colorectal Carcinoma) i ETS-1 ulegały eks-presji na poziomach dużo niższych niż ich liniowe izoformy. Dlatego też począt-kowo circRNAs były uznawane jako efekt błędu przetwarzania RNA, niemający znaczenia biologicznego [2].

				Następnie odkryto, że kolisty transkrypt Sry (ang. sex-determining region Y)u myszy ulega znacznie większej ekspresji niż odpowiadająca mu forma linio-wa. Kolejne dwie dekady umożliwiły zidentyfikowanie kilku kolejnych koli-stych transkryptów genów: cytochromu P450 2C24, cytochromu P450 2C18, ludzkiej dystrofiny, INK4/ARF, Fmn. Jednak dopiero wprowadzenie wysoko-przepustowych metod badania całych transkryptomów w drugiej dekadzie na-szego stulecia spowodowało wykrycie tysięcy kolistych RNA i wyraźny wzrost zainteresowania tymi cząsteczkami [3-6].

				CircRNA klasyfikowane są jako podgrupa długich niekodujących RNA, choćw ostatnim czasie pojawiły się doniesienia, że niektóre z nich mogą kodować białka [7]. CircRNA to zamknięte wiązaniami kowalencyjnymi okręgi, pozba-wione wolnego końca 5’ i 3’. Powstają w wyniku niekanonicznego splicingu, zwanego back-splicingiem, polegającego na łączeniu miejsca donorowego 5’ (downstream) z miejscem akceptorowym 3’ (upstream) [8,9]. Taka budowa tych cząsteczek powoduje, że są one odporne na działanie RNazy R – egzonukleazy, która degraduje prawie wszystkie liniowe formy RNA. Dzięki temu circRNA wykazują się dużą stabilnością – ich okres półtrwania w komórce przekracza 48 godzin i jest znacznie dłuższy niż mRNA (tj. 10 godzin) [3]. Cząsteczki te mogą być jednak wrażliwe na działanie takich enzymów jak RNaza A, RNaza T1 i RNaza T2. Doniesienia niektórych badaczy wskazują, że stabilność circRNA w osoczu jest porównywalna do tej stwierdzanej w komórkach [3]. Pojedyncza pra-ca raportuje ich szybką, w ciągu ok. 15 sekund, degradację w surowicy, prawdo-podobnie w związku z obecnością RNazy A. Stąd szczególna rola ochronna eg-zosomów, które znacznie zwiększają stabilność circRNA w surowicy i ułatwiają ich transport do innych tkanek i narządów [10]. Szczególna stabilność kolistych 
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				RNA sprawia, że są one dobrymi kandydatami do zastoso-wania jako biomarkery.

				Cząsteczki te różnią się zarówno pod względem spo-sobu powstawania, struktury, właściwości, jak i pełnionej funkcji. circRNA można podzielić na trzy typy: eksono-we (ecircRNA), intronowe (ciRNA) oraz eksonowo-intro-nowe (EIcircRNA) (Ryc. 1). Największą grupę stanowią EcircRNA. Zbudowane są one wyłącznie z jednego lub wię-cej (zwykle do pięciu) eksonów [4]. Długość ecircRNA może wynosić od setek do tysięcy nukleotydów (nt), podczas gdy ich średnia szacunkowa długość wynosi około 547 nt. Więk-szość ecircRNA znajduje się w cytoplazmie [11], w przeci-wieństwie do dwóch pozostałych podtypów (ciRNA oraz EIcircRNA), które głównie lokalizują się w jądrze komór-kowym. Z jednego genu może powstawać więcej niż jedno koliste RNA zbudowane z eksonów i/lub intronów.

				Koliste RNA charakteryzują się wysoką specyficznością w zależności od rodzaju komórek czy też różnych stanów patologicznych, co jest kolejnym argumentem świadczą-cym, że są dobrymi potencjalnymi biomarkerami w różnych stanach chorobowych.

				Do tej pory wykryto tysiące cząsteczek circRNA u szere-gu przedstawicieli Eucaryota należących do różnych, czę-sto odległych filogenetycznie, grup taksonomicznych [6]. Wiele spośród circRNA pojawia się w konkretnym stadium rozwojowym organizmu [4]. Część z nich jest zachowana ewolucyjnie (głównie eksonowe circRNA), choć niektóre są typowe dla danego gatunku.

				Większość kolistych transkryptów jest tkankowo-specy-ficzna. Zaobserwowano, że dochodzi do znacznie większej akumulacji kolistych RNA w komórkach wolno dzielących się, np. w mózgu, w porównaniu do szybko dzielących się, np. w wątrobie [12]. Analogicznie, znacznie mniejszej 

			

		

		
			
				ekspresji ulegają circRNA w komórkach nowotworowych w porównaniu do komórek zdrowych. Tłumaczone jest to mechanizmem dzielenia puli kolistych RNA pomiędzy komórki potomne [12-14]. Obserwowano także zjawisko akumulacji circRNA związanej z wiekiem, co ma związek z przewagą komórek w fazie postmitotycznej u starszych organizmów.

				Największa kumulacja kolistych RNA ma miejsce w mózgu i kolejno: we krwi obwodowej (szczególnie wy-soką ekspresję kolistych RNA wykazują płytki krwii erytrocyty), w zdrowych organach, guzach nowotworo-wych oraz liniach komórkowych [15]. Także badania You [16] potwierdziły największą ekspresję circRNA w mózgu w porównaniu do jądra, płuc, serca i wątroby. Obecność circRNA stwierdza się także w innych płynach ustrojowych, np. ślinie, moczu. Poza tym duże ilości kolistych RNA wy-kryto w egzosomach [10].

				Koliste RNA obok długich niekodujących RNA (lnRNA) i pseudogenów zaliczane są do grupy competing endogenous RNAs (ceRNAs) i nazywane są „naturalnymi gąbkami dla miRNA”. Uważa się, że niektóre z nich mogą regulować funkcję mikroRNA (miRNA) i odgrywają rolę w kontroli transkrypcji. Ponadto, circRNA mają zdolność łączenia się z białkami wiążącymi RNA (ang. RNA-binding proteins, RBPs) i biorą udział w regulacji translacji [17].

				Szczególnie interesującą funkcją circRNA jest ich inte-rakcja z miRNA. miRNA to małe, jednoniciowe, niekodu-jące cząsteczki RNA o długości 21-23 nukleotydów. Regu-lują one ekspresję genów poprzez wstrzymanie translacji oraz destabilizację transkryptów, z którymi się wiążą. Re-gulacja ekspresji białek w mechanizmie tzw. wyciszania genów polega na specyficznej, determinowanej sekwen-cyjnie interakcji pomiędzy docelowym, kodującym białko informacyjnym RNA (mRNA) oraz miRNA. Uważa się, że 

			

		

		
			
				Rycina 1. Powstawanie różnych typów kolistych RNA w mechanizmie backsplicingu [81].
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				prawie jedna trzecia ludzkiego mRNA może być celem dla miRNA. Cząsteczki circRNA działając jak „gąbki” wpły-wają na ilość wolnych miRNA wiążąc część z nich, pełnią przez to funkcję posttranskrypcyjnych regulatorów ekspre-sji genów (Ryc. 2). Pojedyncza cząsteczka circRNA może wiązać się z kilkoma miRNA, jednocześnie posiadając kilka miejsc wiązania z poszczególnymi miRNA.

				Najlepiej poznaną cząsteczką spośród circRNA jest CDR1as (ang. cerebellar degeneration-related protein 1 antisen-se). Posiada ona 70 miejsc wiązania miR-7, będąc efektywną „naturalną gąbką” dla miR-7, stąd jej inna nazwa to ciRS-7 (ang. circular RNA sponge for miR-7). ciRS-7 wpływa na ak-tywność docelowego genu. U gatunku ryby Danio pręgo-wany (Danio rerio) występowanie ciRS-7 powoduje upośle-dzenie rozwoju śródmózgowia analogiczne do wyciszenia genu dla miR-7 [4]. ciRS-7 jest także wykrywany w znacz-nych ilościach w ludzkim mózgu [18]. Uważa się, że miR-7 uczestniczy w wielu szlakach onkogennych, ale może także wpływać na ograniczenie ekspansji guza.

				Specyficzny dla jądra kolisty transkrypt kodowany przez mysi gen Sry to kolejny przykład wykrytego circRNA. Od-powiedzialny jest za determinację płci i posiada 16 miejsc wiążących dla miR-138 [19].

				Uważa się, że mechanizm „gąbek” nie jest zjawiskiem typowym dla wszystkich circRNA i prawdopodobnie doty-czy jedynie ograniczonej liczby tych cząsteczek. Wiele ana-lizowanych circRNA posiada jedno lub kilka miejsc wiążą-cych miRNA. Otwartym pytaniem pozostaje czy circRNA degradują czy jedynie blokują cząsteczki miRNA. Część badań bowiem wskazuje, że zwiększona ekspresja circRNA wiąże się ze zmniejszeniem ekspresji miRNA, natomiast inni badacze raportują brak wpływu circRNA na poziom docelowych miRNA [20].

			

		

		
			
				Koliste RNA wchodzą także w różnorodne interakcje z białkami. Część z nich wiąże się z białkami w cytoplazmie lub jądrze, wpływając na ich funkcje w procesach biologicz-nych – promując lub hamując ich działanie. Na przykład koliste RNA circPOLR2A oraz circDHX34 pełnią funkcję molekularnego rezerwuaru dla NF90 (ang. nuclear factor 90) i NF110 (ang. nuclear factor 110), które ulegają uwolnie-niu i aktywacji w trakcie infekcji wirusowej [21]. Niektóre circRNA natomiast ułatwiają transport białek z cytoplazmy do jądra komórkowego.

				Kolejną niedawno odkrytą funkcją niektórych kolistych RNA jest biosynteza białka. Początkowo sądzono, że z uwa-gi na brak czapeczki (cap) i ogona poli-A circRNA nie mogą ulegać translacji. Prowadzone analizy ujawniły jednak, że w przypadku niektórych kolistych RNA może dochodzić do biosyntezy białka w mechanizmie niezależnym od cza-peczki. Sekwencjami do niej niezbędnymi są otwarta ram-ka odczytu (ang. open reading frame, ORF) oraz wewnętrzne miejsce wiązania rybosomu (ang. internal ribosome entry site, IRES). Przykładami kolistych RNA, które stanowią matrycę dla biosyntezy białka są: circ-ZNF609, circ-FBXW7, SHPRH oraz circMbl3 [20].

				Inne funkcje kolistych RNA obejmują regulację trans-krypcji oraz alternatywnego splicingu, a także regulację ekspresji genów rodzicielskich [22]. Przykładem jest gen dystrofiny (DMD), który został zidentyfikowany jako locus kodujące powstawanie kilku produktów kolistego RNA. Wykazano, że zmiany sekwencji DMD odpowiedzialne za rozwój dystrofinopatii powodują nasilenie powstawania circRNA, co promuje powstawanie nieaktywnych trans-kryptów mRNA dla DMD i wpływa na ciężkość objawów chorobowych [23].
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				Rycina 2. Mechanizm działania circRNA jako „gąbek” dla miRNA [81].
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				Koliste RNA a funkcje mózgu

				Zainteresowanie potencjalnym znaczeniem kolistych RNA w funkcjonowaniu układu nerwowego zapocząt-kowane zostało przez odkrycie, że najwyższą ekspresję circRNA spośród wszystkich organów wykazuje mózg [13]. Rozkład circRNA w mózgu charakteryzuje się zróżnicowa-niem zarówno pod względem lokalizacji (w odniesieniu do budowy makro- i mikroskopowej) jak i stadium rozwoju (pre- i postnatalnego). Udowodniono to m. in. analizując profil circRNA w sześciu punktach czasowych rozwoju embrionalnego mózgu świni na podstawie analizy tkanek z pięciu różnych lokalizacji (jądra podstawy, pień mózgu, móżdżek, kora mózgu, hipokamp). Największą ekspresję circRNA wykryto w korze mózgu (w stadium E60) oraz w móżdżku (w stadium E115). ciRS-7 wykazywało zmienną ekspresję w zależności od lokalizacji i etapu rozwoju – ule-gając zwiększonej ekspresji w stadium E115 w móżdżku, natomiast zmniejszonej ekspresji w stadium E60 w korze mózgu [24]. You i in. [16] zidentyfikowali natomiast grupę circRNA, które ulegają odmiennemu wzorcowi ekspresji w komórkach hipokampu myszy w różnych stadiach rozwo-ju embrionalnego i postnatalnego. Zmiana ekspresji wielu z nich była czasowo skorelowana z początkiem synaptoge-nezy. Cząsteczki circRNA, które ulegały stale nadekspresji podczas rozwoju hipokampu (circDlgap1, cicrMyst4, circ-Klhl2, circAagab) pochodziły z genów kodujących białka związane z funkcją synaps, a także charakteryzowały się inną kinetyką wzrostu niż ich liniowe odpowiedniki. Zaob-serwowano także, że aktywność neuronów może zmienić wzór ekspresji kolistych RNA. W odpowiedzi na działanie antagonisty receptora GABA-A (bikukuliny) obserwowano zwiększoną ekspresję 37 circRNA, w tym circ_Homer1_a [16].

				Najlepiej zbadaną cząsteczką kolistego RNA jest CDR1as. Jest ona wysoce specyficzna dla mózgu. W innych tkankach i organach ulega znacznie mniejszej ekspresji lub nie wykrywa się jej wcale. Posiada ona m. in. ok. 70 miejsc wiązania miR-7 o niepełnej komplementarności oraz 1 miejsce wiązania z miR-671 o prawie całkowitej komplementarności. Badania in vivo na myszach ujawniły wysoki stopień ekspresji CDR1as w neuronach, głównie pobudzających, ale nie stwierdzono obecności tej cząsteczki w komórkach glejowych takich jak oligodendrocyty i astrocyty [25]. U myszy pozbawionych locus genu CDR1as (CDR1as KO; CDR1as knockout) poziom miR-7 był obniżony we wszystkich czterech badanych ob-szarach mózgu, natomiast miR-671 ulegał zwiększonej eks-presji w móżdżku, korze i opuszce węchowej. Efekt ten był wysoce specyficzny. W innych tkankach pozamózgowych, z wyjątkiem rdzenia kręgowego, nie stwierdzano tej pra-widłowości. Ponadto u myszy CDR1as KO stwierdzono dysfunkcję transmisji synaptycznej w neuronach pobudza-jących. Na podstawie behawioralnego testu hamowania impulsu (ang. prepulse inhibition, PPI) obserwowano u tych osobników zaburzenia hamowania aktywności ruchowejw odpowiedzi na nagły dźwięk, będącego przejawem upo-śledzonego bramkowania sensomotorycznego, czyli osła-bionej zdolności do filtrowania niepotrzebnych informacji. Zaburzenia neuropsychiatryczne o podobnym charakterze opisywano w schizofrenii (pod postacią zaburzeń myślenia i zaburzeń koncentracji uwagi), zaburzeniu obsesyjno-kom-

			

		

		
			
				pulsyjnym, chorobie afektywnej dwubiegunowej, zespole Tourette’a, zespole stresu pourazowego, chorobie Hunting-tona i zespole Aspergera [25].

				Działanie circRNA w mózgu może być ogniwem jeszcze bardziej złożonych zależności. Przykładem może być sieć interakcji czterech różnych niekodujących RNA (ncRNAs): długiego niekodującego RNA (lnRNA) Cyrano, kolistego RNA Cdr1as oraz dwóch mikroRNA: miR-7 i miR-671. Czą-steczka Cyrano dzięki miejscu wiązania do miR-7 o dużym powinowactwie powoduje wiązanie i destrukcję tej czą-steczki. Obniżenie poziomu miR-7 zapobiega blokowaniu przez tę cząsteczkę CDR1as – kolistego RNA istotnego dla regulacji aktywności neuronów. To powoduje akumulację CDR1as w mózgu. Przy braku ekspresji Cyrano nadmiar miR-7 powoduje niszczenie CDR1as w cytoplazmie, potę-gowane przez zwiększone cięcie transkryptu kolistej czą-steczki przez miR-671 (w mechanizmie zależnym od białka Argonaute) [26].

				Badania nad rolą circRNA w patologii ośrodkowego układu nerwowego (OUN) są wciąż na wczesnym etapie i dokładne mechanizmy ich działania nie są w pełni poznane. Jak dotąd uzyskano dane na temat ich roli w kilku patolo-giach układu nerwowego (Tabela 1). Analizowano między innymi ich potencjalny wpływ na rozwój chorób neurozwy-rodnieniowych. Uważa się, że CDR1as może uczestniczyć w patogenezie choroby Alzheimera (ang. Alzheimer’s dis-ease, AD) [27] i choroby Parkinsona (ang. Parkinson’s disease, PD) [28]. Stwierdzono istotne obniżenie poziomu ciRS-7 w hipokampach pacjentów ze sporadyczną postacią choroby Alzheimera w porównaniu do grupy kontrolnej dobranej pod względem wieku. miR-7 bierze udział w regulacji en-zymu wiążącego ubikwitynę E2A (ang. ubiquitin-conjuga-ting enzyme E2A, UBE2A), który jest niezbędny do usuwania β-amyloidu. Lukiw i in. [29] stwierdzili odmienną ekspresję ciRS-7, miR-7 oraz UBE2A u pacjentów z AD. Na podsta-wie uzyskanych wyników wysunięto hipotezę, że niedobór ciRS-7 i przez to zmniejszone wiązanie miR-7 w mechani-zmie „gąbki”, a zarazem zwiększona ilość wolnych cząste-czek miR-7 spowodowała zmniejszoną ekspresję mRNA m. in. odpowiedzialnego za ekspresję UBE2A. Dane te zostały potwierdzone obserwacją, że zwiększona ekspresja ciRS-7 zmniejszyła produkcję β-amyloidu in vitro [30]. Sugeruje się także, że ciRS-7 może odgrywać rolę w szlaku zależnym od miR-7 w patogenezie choroby Parkinsona. Stwierdzono, że miR-7 hamuje ekspresję α-synukleiny (SNCA) w modelu tej choroby. Obserwowano, że proces ten był spotęgowany w komórkach HeLa pozbawionych cirRS-7 [31]. Inna obser-wacja dotyczyła circSNCA, które także może wiązać miR-7, przez co zwiększa ekspresję mRNA SNCA w modelu PD, a także w efekcie hamuje procesy autofagii i wzmaga apopto-zę - procesy typowe dla postępu neurodegeneracji. Ponadto stwierdzano zmniejszoną ekspresję SNCA i circSNCA po zastosowaniu pramipeksolu.

				Rolę circRNA opisywano także w chorobach naczynio-wych mózgu. Nadekspresja circDLGAP4, który posiada miejsca wiązania z miR-143, wiązała się wyraźnie łagod-niejszymi objawami oraz mniejszym obszarem ogniska nie-dokrwiennego oraz mniej nasilonym uszkodzeniem bariery krew-mózg w mysim modelu udaru mózgu [32]. Z kolei 
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				wyciszenie genu circHECTD1 usprawniało aktywację astro-cytów i zmniejszało obszar uszkodzenia neuronów u my-szy. Nadekspresję tego kolistego RNA stwierdzono także u pacjentów z udarem niedokrwiennym mózgu [33]. Badania przy użyciu mikromacierzy pozwoliły na identyfikację licz-nych circRNA ulegających odmiennej ekspresji w mysich modelach niedokrwienia mózgu [34].

				Także badanie znaczenia circRNA w patogenezie guzów mózgu przyniosło interesujące wyniki. Zaobserwowano, że zwiększona ekspresja cZNF292 indukuje proliferację komó-rek glejaka [35]. Z kolei nadekspresja circ-TTBK2 sprzyja zezłośliwieniu guza. Natomiast w komórkach glioblasto-ma stwierdzano obniżoną ekspresję innego kolistego RNA, circ-FBXW7, a także korelację z przeżyciem pacjentów. Co ciekawe, koduje ono białko FBXW7-185aa, które zmniejsza okres półtrwania c-Myc poprzez destabilizację jego wiąza-nia z USP-28 z c-Myc. Dzięki temu spowalnia proliferację komórek glioblastoma.

				U pacjentów z lekooporną padaczką skroniową stwier-dzono zmniejszoną ekspresję circ_0067835 w próbkach kory płata skroniowego oraz jego aktywność jako „gąbki” dla miR-155. Poziom tego kolistego RNA korelował ze stanem klinicznym, m. in. z częstością napadów [50]. Inna analiza ujawniła związek tego typu padaczki z nadekspresją circ--EFCAB2 oraz zmniejszoną ekspresję circ-DROSHA [36].

			

		

		
			
				Analizowano także potencjalną rolę circRNA w pato-genezie depresji i schizofrenii. Potwierdzono obniżoną ekspresję hsa_circRNA_103636 w jednojądrzastych komór-kach krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) u chorych z epizodem dużej depresji, a także istotne jej zmniejszenie po ośmiotygodniowej terapii [37]. Analiza profilu circRNA u chorych ze schizofrenią ujawniła zmniejszoną ekspresję hsa_circRNA_104597 u pacjentów z noworozpoznaną chorobą. Po ośmiotygodniowym lecze-niu przeciwpsychotycznym obserwowano natomiast nad-ekspresję tego circRNA [38].

				Stwardnienie rozsiane

				Wiele danych wskazuje na rolę niekodujących RNA w patogenezie schorzeń neuroimmunologicznych, w szcze-gólności stwardnienia rozsianego. Stwardnienie rozsiane (łac. sclerosis multiplex, SM; ang. multiple sclerosis, MS) jest przewlekłą chorobą zapalną ośrodkowego układu nerwo-wego o niewyjaśnionej etiologii, w przebiegu której do-chodzi do uszkodzenia mieliny w istocie białej jak i szarej mózgu i rdzenia kręgowego [39]. Jest to choroba o zróżni-cowanym obrazie patologicznym i klinicznym. Zgodnie z aktualną klasyfikacją możemy wyróżnić trzy postacie SM: rzutowo-remisyjną (ang. relapsing-remitting MS, RRMS), wtórnie postępującą (ang. secondary progressive MS, SPMS) oraz pierwotnie postępującą (ang. primary progressive MS, 

			

		

		
			
				Tabela 1. Rola circRNA w patologiach układu nerwowego
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				PPMS) [40]. Pierwszy epizod objawów ze strony układu nerwowego wynikający z początku choroby demielinizacyj-nej ośrodkowego układu nerwowego nazywany jest zespo-łem klinicznie izolowanym (ang. clinically isolated syndrome, CIS). Postać RRMS dotyczy na początku choroby ok. 85-90% przypadków. W 2015 r. zaproponowano nowe definicje dla przebiegu choroby opierające się o analizę aktywności cho-roby (na podstawie częstości rzutów choroby i wyników badań obrazowych) oraz progresji choroby [40].

				SM dotyczy głównie młodych ludzi; postać RRMS naj-częściej jest diagnozowana pomiędzy 20 a 40 rokiem życia, natomiast PPMS średnio o dekadę później. Choroba ta, będąc jedną z częstszych przyczyn niepełnosprawności w populacji osób pracujących, jest ważnym problemem spo-łecznym. Dotyka ona ok. 2,5 mln ludzi na całym świecie. Częstość występowania SM uzależniona jest od szerokości geograficznej, np. w krajach Ameryki Północnej i Europie wynosi >100/100 tys. mieszkańców, natomiast we Wschod-niej Azji i Afryce Subsaharyjskiej 2/100 tys. mieszkańców [41]. Częstsze zachorowania odnotowuje się w szeroko-ściach geograficznych o klimacie chłodnym i umiarkowa-nym niż w strefie zwrotnikowej i podzwrotnikowej), np. w Północnej Ameryce i Europie. Polska należy do grupy krajów o wysokiej zapadalności na tę chorobę – szacuje się, że obecnie cierpi na nią od 50 do 60 tysięcy ludzi. Na SM częściej chorują kobiety niż mężczyźni. Częstość występo-wania choroby w zależności od płci (K:M) w postaci RRMS wynosi 2-3:1; natomiast w postaci PPMS 1,1:1. W ostatnich latach obserwuje się stopniowy procentowy wzrost zacho-rowalności wśród kobiet, jednak dotyczy to jedynie postaci RRMS [41].

				Istotny jest fakt, że w chwili obecnej w momencie roz-poznania choroby trudno jest jednoznacznie przewi-dzieć rokowania co do jej dalszego przebiegu, ciężkościi progresji objawów. Stąd wiele badań dotyczyło poszuki-wań markerów umożliwiających przewidywanie przebiegu SM. Dużym wyzwaniem jest odkrycie markerów immuno-logicznych, które pozwolą na indywidualizację terapii. Po-szukiwanie biomarkerów choroby jest komplikowane przez fakt, że dokładna przyczyna SM nie jest poznana. Uważa się, że jest to choroba wieloczynnikowa, która powstaje przy udziale czynników genetycznych, środowiskowych i epi-genetycznych. Badania genetycznej predyspozycji do SM wykazały poligenowy charakter podatności na zachorowa-nie. Większość z nich wskazywała na związek SM z gena-mi kodującymi molekuły zaangażowane w kontrolę reakcji immunologicznych. Najistotniejszy z nich dotyczył wpły-wu kombinacji genów HLA DRB1*15 (ang. human leukocyte antigen DR beta *15) i HLA-A*02 (ang. human leukocyte antigen A*02) [42]. Pierwszy z nich zwiększa ryzyko SM, natomiast drugi ma działanie ochronne. Wprowadzenie badań asocja-cyjnych całego genomu (ang. genome-wide association study, GWAS) umożliwiło odkrycie ponad 200 polimorfizmów po-jedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism, SNP) dotyczących genów innych niż głównego kompleksu zgodności tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC) potencjalnie warunkujących podatność na stward-nienie rozsiane. Wiele z tych polimorfizmów znajdowało się w pobliżu genów związanych z mechanizmami immunolo-

			

		

		
			
				gicznymi. Charakteryzują się one jednak niskim stopniem asocjacji [43].

				Czynniki środowiskowe zaangażowane w patogenezę SM były i są przedmiotem licznych analiz. Wiele z nich przyniosło jednak sprzeczne wyniki. Aktualnie uważa się, że najsilniejszymi czynnikami, których efekt potwierdzono w metaanalizach są przebyta infekcja wirusem Epsteina--Barr (EBV), a także palenie papierosów [42], aczkolwiek nikotyna ma działać ochronnie [44]. Inne dane wskazują na czynniki niskiej ekspozycji na słońce oraz niedoboru wita-miny D3. W ostatnim czasie wyniki badań dotyczących sto-sowania witaminy D u pacjentów z SM są jednak negatyw-ne [45]. Ponadto do czynników środowiskowych predyspo-nujących do wystąpienia SM zalicza się otyłość stwierdzaną w wieku dziecięcym i młodzieńczym, w szczególności u płci żeńskiej, zmianową pracę, nadmierną konsumpcję soli, stres i wiele innych [42].

				Mimo że etiologia choroby wciąż nie jest w pełni pozna-na wiadomo, że uszkodzenia OUN, do których dochodzi w SM, zależą od zaburzonych procesów immunologicznych prowadzących do reakcji autoimmunologicznej skierowa-nej przeciwko antygenom mielinowym, takim jak białko zasadowe mieliny (MBP), białko proteolipidowe mieliny (PLP), glikoproteina związana z mieliną (MAG), czy mie-linowe białko oligodendrocytów (MOG). Autoimmunolo-giczne zapalenie mózgu i rdzenia (ang. experimental auto-immune encephalomyelitis, EAE) jest najczęściej stosowanym modelem eksperymentalnym imitującym SM [46]. Wywo-łuje się je u genetycznie predysponowanych myszy poprzez immunizację antygenami mieliny. Badania na myszach z EAE wskazują na udział swoistych dla mieliny limfocytów Th1 CD4+ i Th17 CD4+ wytwarzających prozapalne cytoki-ny (IFN-γ, IL-2, TNF-β, TNF-α) w patogenezie tej jednostki chorobowej. Uważa się, że limfocyty Th1 i Th17 inicjują re-akcję autoimmunologiczną w SM.

				Autoreaktywne limfocyty T CD4+ odgrywają szczegól-nie ważną rolę w początkowej fazie choroby [47]. Komórki T izolowane od pacjentów z SM, swoiste względem antyge-nów mieliny stanowią heterogenną populację komórek w porównaniu do osób zdrowych. Częstość ich występowania u pacjentów z SM jest większa niż u osób niechorujących na SM [48]. Subpopulacje komórek T różnią się pod względem profilu wydzielanych cytokin. Aktywacja komórek T CD4+ zachodzi na obwodzie i być może jest wynikiem krzyżowej reakcji, np. w trakcie wcześniejszych infekcji wirusowych, choć dokładny mechanizm nie jest poznany. W SM docho-dzi do nadmiernej aktywacji podtypu komórek Th1, które wydzielają prozapalne cytokiny IL-2 (ang. interleukin 2), IFN-γ (ang. interferon gamma), TNFβ (ang. tumor necrosis fac-tor-beta), IL-12 (ang. interleukin 12) oraz Th17 produkujących IL-17 (ang. interleukin 17). Wraz z limfocytami B i monocyta-mi infiltrują one OUN, gdzie dochodzi do dalszej ich akty-wacji oraz uszkodzenia mieliny.

				Szczególnie interesującym podtypem komórek T pomoc-niczych biorących udział w patogenezie SM są komórki Th17. Wykazują one ekspresję czynnika transkrypcyjnego dla receptora kwasu retinowego związanego z receptorem alfa (ang. retinoic acid receptor-related orphan receptor alpha, 
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				ROR-α) i dla receptora kwasu retinowego związanego z re-ceptorem gamma-t (ang. retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t, ROR-γt). Ich rozwój jest niezależny od czynników warunkujących rozwój limfocytów Th1 i Th2. Produkują one głównie IL-17 i są silnym czynnikiem propa-gującym rozwój autoimmunologicznej demielinizacji [49].

				W ostatnich latach zwraca się szczególną uwagę na udział komórek B, a szczególnie komórek B pamięci i odpowiedzi humoralnej w patogenezie SM [50]. Limfocyty B, komórki plazmatyczne i immunoglobuliny są typowymi składni-kami ognisk demielinizacji u pacjentów z SM. Charakte-rystyczny w tej chorobie wzrost stężenia immunoglobulin w płynie mózgowo-rdzeniowym oraz ich oligoklonalny charakter bez towarzyszącego wzrostu tego parametru w surowicy świadczy o ich syntezie wewnątrz ośrodkowego układu nerwowego. Limfocyty B pełnią rolę komórek pre-zentujących antygen, co jest szczególnie istotne dla OUN, gdzie środowisko immunologiczne jest ubogie w komórki o takich możliwościach. Limfocyty B dostarczają również sy-gnały kostymulacyjne autoreaktywnym limfocytom T [51]. Na ich rolę w SM wskazuje także rozwój wtórnej tkanki limfoidalnej w obrębie opon mózgowych chorych z wtórnie postępującym SM.

				Coraz więcej danych wskazuje na istotną rolę mechani-zmów epigenetycznych w rozwoju SM. Zidentyfikowane czynniki epigenetyczne w stwardnieniu rozsianym obej-mują: metylację DNA, modyfikację białek histonowych oraz funkcjonowanie mikroRNA. Cząsteczki miRNA są uważa-ne za jedne z najważniejszych czynników regulacji posttran-skrypcyjnej i biorą udział w bardzo wielu podstawowych procesach biologicznych. Uważa się, że miRNA mogą od-grywać kluczową rolę w modulowaniu funkcji układu im-munologicznego oraz w regulacji funkcji komórek immuno-kompetentnych, ze znaczącym wpływem na rozwój reakcji autoimmunologicznych [52]. miRNA odgrywają istotną rolę we wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej. Wykazano związek niektórych miRNA (w szczególności miRNA-21, miRNA-146a/b, miRNA-301a i miRNA-155) w regulacji procesów autoimmunologicznych i zapalnych [53]. Ponieważ regulacja ekspresji miRNA jest procesem bardzo dynamicznym i złożonym, coraz więcej dowodów wskazuje na znaczenie kolejnego wyższego poziomu me-chanizmu regulacyjnego związanego z funkcjami miRNA. Coraz więcej danych wskazuje, że może nim być aktywność nowej unikalnej grupy cząsteczek – kolistych RNA.

				Koliste RNA a funkcje układu odpornościowego

				SM jest chorobą związaną z dysfunkcją układu odpor-nościowego. Także rola kolistych RNA była analizowana w kontekście ich wpływu na układ odpornościowy. Odkryto, że ekspresja circRNA jest specyficzna dla typu komórek he-matopoetycznych i zmienia się podczas ich różnicowania [12,54]. Odmienną ekspresję circRNA obserwowano w ko-mórkach linii limfoidalnej i mieloidalnej, a także dojrzałych komórek obu tych linii. Biorąc pod uwagę sumę wszystkich wykrytych circRNA w danej komórce, najwyższą ekspresję circRNA w procesie hematopoezy wykazywały limfocyty, choć ekspresja poszczególnych circRNA w komórkach B, T 

			

		

		
			
				CD 4+, T CD 8+ oraz komórkach NK była podobna. Sto-sunek circRNA do formy liniowej różnił się w zależności od typu komórki i był największy w zróżnicowanych ko-mórkach limfoidalnych. Największą liczbę różnych koli-stych RNA spośród wszystkich komórek krwiotwórczych wykryto w płytkach krwi (ok. 47 tys. spośród ok. 59 tys. analizowanych) oraz erytrocytach (ok. 27 tys.) [54]. Anali-za obecności circRNA w dojrzewających komórkach szpiku wykazała, że w przeciwieństwie do liniowych form RNA ekspresja circRNA była stabilna lub zwiększona.

				Analizowano także rolę kolistych RNA w procesie im-munosenescencji, polegającej na stopniowym pogarszaniu się funkcji układu odpornościowego wraz ze starzeniem or-ganizmu. Proces ten związany jest z stopniową utratą czą-steczki kostymulującej CD28 z powierzchni limfocytów T CD8(+). Na podstawie analiz limfocytów CD28(+)/CD28(-) CD8(+) wykazano, że circRNA_100783 ulega istotnie więk-szej ekspresji u osób w wieku podeszłym w porównaniu do kontrolnej grupy dorosłych [55].

				Rolę kolistych RNA badano także w kontekście cho-rób autoimmunologicznych. Ujawniono zróżnicowaną ekspresję kolistych RNA w komórkach PBMC pacjentów z reumatoidalnym zapaleniem stawów. Potwierdzona zwiększona ekspresja dotyczyła hsa_circ_0092285 i hsa_circ_0058794, natomiast zmniejszona hsa_circ_0088088 oraz hsa_circ_0038644, w porównaniu do grupy kontrolnej. Nie-które z nich, np. hsa_circ_0038644 powstają z genów zwią-zanych z aktywnością immunogenną [56]. Inne badania po-twierdziły nadekspresję hsa_circ_104871, hsa_circ_003524, hsa_circ_101873 i hsa_circ_103047 [57] oraz zmniejszoną ekspresję hsa_circ_0044235 oraz hsa_circ_0000396 i hsa_circ_0130438 w komórkach PBMC u chorych na RZS [58].

				Udowodniono, że u pacjentów z cukrzycą typu 2 do-chodzi do zwiększenia ekspresji cząsteczki circANKRD36 w komórkach PBMC. Poziom ten dodatnio korelował IL-6, która wykazuje działanie prozapalne [59].

				W badaniach pacjentów z toczniem układowym stwier-dzono istotnie obniżony poziom hsa_circ_0045272 w ko-mórkach T oraz jego związek z regulacją wydzielania IL-2 [60]. Analiza ekspresji kolistych RNA w komórkach PBMC ujawniła zmniejszoną ekspresję hsa_circ_0044235 oraz hsa_circ_0068367 u chorych z toczniem. Ponadto stwierdzono podwyższony poziom hsa_miRNA-892a, z którym miejsca wiążące posiada hsa_circ_0044235, co przemawia za efek-tem „gąbki dla miRNA”. Dodatkowo hsa_circ_0044235 ko-relowało z poziomem przeciwciał przeciwko dwuniciowe-mu DNA (dsDNA) oraz przeciwko rybosomalnemu białku P (ARPA) [61].

				Interesujące dane dotyczą badań nad rolą circRNA w rozwoju nowotworów układu krwiotwórczego i chłonnego [62]. W ostrej białaczce szpikowej stwierdzano zwiększoną ekspresję circ-VIM, circ-PVT1, circ-DLEU2, circ-ANAPC7, circ-PAN3 (u chorych z oporną na leczenie/nawracającą postacią choroby), natomiast zmniejszoną ekspresję hsa_circ_0004277, circ-HIPK3. Do circRNA, które ulegają nade-kspresji w przewlekłej białaczce szpikowej możemy zali-czyć m. in. hsa_circ_0080145, który pełni funkcję gąbki dla 

			

		

	
		
			
				Postępy Biochemii 68 (3) 2022	295

			

		

		
			
				miR-29b. Natomiast obecność circ-BA9.3 korelowała z opor-nością na jeden z rodzajów leczenia (inhibitorami kinazy ty-rozynowej) poprzez zwiększenie poziomu białka onkogenu BCR-ABL1. Circ-CBFB działa jak gąbka dla miR-607 i jest niezależnym czynnikiem prognostycznym w przewlekłej białaczce limfocytowej. Profilowanie circRNA u chorych z różnymi typami nowotworów wywodzących się z komórek B (chłoniakiem z komórek płaszcza, szpiczakiem mnogim, chłoniakiem grudkowym, chłoniakiem rozlanym z komó-rek B) ujawniły zróżnicowaną ekspresję circRNA w tych grupach chorych [62]. W chłoniaku Burkitta (ang. Burkitt lymphoma, BL) stwierdzono natomiast zwiększoną ekspre-sję circRNA ZDHHC11 i ZDNN11, mających wiele miejsc wiązania dla miR-150. Komórki chłoniaka charakteryzują się także wysoką ekspresją genu MYC. Przypuszcza się, że wyżej wspomniane circRNA w zdrowych komórkach mogą hamować nadmierną proliferację przez wiązanie miR-150 i powodując protoonkogenną represję MYC. Przeciwnie, w BL zwiększenie regulacji circRNA ZDHHC11 i ZDNN11B stymuluje proliferację, co może mieć związek z patogenezą choroby [63].

				Koliste RNA biorą także udział w odpowiedzi przeciw-wirusowej. Początkowo mechanizm ich działania przeciw-wirusowego łączono głównie z mechanizmem wiązania i blokowania miRNA. Na przykład u kurcząt odpornych na zakażenie wirusem białaczki ptasiej stwierdzono nade-kspresję dwunastu circRNA i wszystkie z nich były celem dla miRNA zaangażowanych w modulowanie funkcji ko-mórek B. Podobnie w zakażeniu karpi reowirusem GCRV (ang. grass carp reovirus) stwierdzano zróżnicowaną ekspre-sję 41 kolistych RNA [64]. Posiadały one miejsca wiązania dla miRNA, których geny docelowe pełniły funkcje związa-ne z reakcjami immunologicznymi.

				Interakcje circRNA-miRNA-mRNA nie są jedynym me-chanizmem, w którym uczestniczą koliste RNA w trakcie aktywności przeciwwirusowej. Jednym z procesów nieza-leżnych od miRNA jest aktywacja przez circRNA receptora RIG-I (ang. retinoid acid-inducible gene-I), jednego z kluczo-wych elementów nieswoistej odporności w zakażeniach wi-rusowych. Inny mechanizm przeciwwirusowego działania kolistych RNA jest związany ze wzmożeniem mechanizmu zależnego od LPS przez circRasGEF1B [65].

				Stwierdzono także udział circRNA w regulacji odpo-wiedzi nieswoistej przy udziale kinazy białkowej R za-leżnej od dsRNA (ang. dsRNA-dependent protein kinaseR, PKR). Koliste RNA w warunkach fizjologicznych wią-żą się z PKR blokując przez to jego działanie. Natomiast po wystąpieniu infekcji wirusowej dochodzi do degradacji circRNA przez RNAzę L i uwolnienia oraz aktywacji PKR. U pacjentów z toczniem układowym ten mechanizm jest upośledzony, co ma związek ze zmniejszoną ekspresją circRNA oraz nieprawidłową, nadmierną aktywacją PKR [66].

				Na aktywność circRNA w przeciwwirusowej od-powiedzi immunologicznej można spojrzeć także z innej perspektywy. Mówią o tym doniesienia do-tyczące wpływu infekcji wirusowej na biogenezę circRNA. W warunkach fizjologicznych białka NF90

			

		

		
			
				i NF110 ułatwiają/promują powstawanie circRNA poprzez stabilizację ich sekwencji w jądrze komórkowym. Infek-cja wirusowa powoduje natomiast szybkie uwolnieniei transport NF90/NF110 do cytoplazmy, a następnie wiąza-nie z wirusowym mRNA. Proces ten powoduje zmniejsze-nie ekspresji circRNA w jądrze komórkowym [21].

				W przebiegu infekcji po wniknięciu do komórki wirus stara się zapanować nad procesami komórkowymi produ-kując własne miRNA, które wyciszają geny odpowiedzial-ne za obronę przeciwwirusową. Wirusowe circRNAs mogą także neutralizować miRNA gospodarza i wzmagać przez to produkcję białek sprzyjających ekspansji wirusa. Prze-ciwny mechanizm polega na produkcji przez gospodarza circRNA bezpośrednio blokujących wirusowe miRNA. Wy-kryto wiele circRNA będących gąbkami dla wirusowych miRNA. Szczególnie interesujące z punktu widzenia pato-genezy SM jest odkrycie, że circRNA hsa_circ_002048 po-siada 36 miejsc wiążących miRNA-BART20-5p, które jest kodowane przez EBV [67].

				mikroRNA w SM

				Jednym z najbardziej znaczących odkryć w ostatnich la-tach na polu epigenetyki była identyfikacja miRNA. Wyka-zano związek niektórych miRNA z regulacją autoimmuno-logicznej demielinizacji w eksperymentalnym autoimmu-nologicznym zapaleniu mózgu i rdzenia u myszy (EAE), a także u chorych na SM.

				miR-326 silnie koreluje z nasileniem choroby u pacjen-tów z SM i u myszy z EAE. Wyciszenie aktywności miR-326 u myszy spowodowało zmniejszenie puli komórek Th17 i wyraźnie łagodniejszy rozwój EAE, natomiast jego nade-kspresja prowadziła do zwiększenia liczby komórek Th17 i ciężkiego przebiegu EAE. Stwierdzono także, że w komór-kach PBMC infiltrujących OUN dochodzi do znacznej na-dekspresji miR-155 [53]. Zmniejszenie ekspresji miR-155 w limfocytach T CD4+ powodowało znaczny wzrost odporno-ści na możliwość wywołania EAE, co wiązało się z hamowa-niem aktywności komórek Th1 i Th17. Stwierdzono także, że miR-155-3p kontroluje rozwój komórek Th poprzez szlak związany z dwoma białkami szoku cieplnego 40: Dnaja2 and Dnajb1 [68].

				miR-124 reguluje funkcje mikrogleju oraz aktywację mo-nocytów i makrofagów. Stwierdzono, że ulega ono zmniej-szonej ekspresji w mikrogleju aktywowanym w czasie EAE. Obwodowe podawanie miR-124 powodowało ogólnoustro-jową dezaktywację makrofagów, zmniejszenie aktywacji specyficznych dla mieliny limfocytów T i wyraźne hamo-wanie choroby. Natomiast blokowanie miR-124 w mikro-gleju i makrofagach prowadziło do aktywacji tych komórek in vitro i in vivo [69].

				Stwierdzono także, że w komórkach jednojądrzastych infiltrujących OUN dochodzi do nadekspresji m. in. miR--301a, który kontroluje rozwój komórek Th17 poprzez szlak IL-6/23-STAT3. Zwiększenie ekspresji miR-301a powodo-wało wyraźne nasilenie choroby, natomiast jego blokowa-nie – osłabienie objawów [53].
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				Analizy miRNA u pacjentów z SM dokonywano w prób-kach płynu mózgowo-rdzeniowego, surowicy, osoczu, krwi pełnej, PBMC i plakach demielinizacyjnych [70]. Wykazano odmienny wzorzec ekspresji miRNA, zarówno zwiększo-nej, jak i zmniejszonej, u pacjentów z SM w porównaniu do grup kontrolnych. Poziomy niektórych z nich istotnie różni-ły się u chorych w zależności od stadium lub postaci choro-by. Ujawniono, że poziomy miR-92a-1* i miR-145 różnicują pacjentów z postacią RRMS od chorych z postacią SPMSi osób zdrowych. Natomiast oznaczenia jednej z rodzin miRNA – let-7 odróżniają chorych z postacią SPMS od osób zdrowych, a także chorych z postacią RRMS od SPMS [71]. Badano także korelacje pomiędzy poziomami miRNA i progresją niepełnosprawności. Siegel i in. [72] przeanali-zowali 900 miRNA u pacjentów z SM i grupy kontrolnej i zidentyfikowali specyficzny wzór ekspresji miRNA w su-rowicy, który obejmował sześć miRNA, ulegających zwięk-szonej ekspresji u chorych z SM (miR-614, miR-572, miR648, miR-1826, miR-422a, miR-22) i jedno miRNA ulegające w tej grupie zmniejszonej ekspresji (miR-1979). Inna grupa badaczy [73] porównywała profil miRNA u chorych z po-stacią 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 ulegał zwiększonej ekspre-sji, miR-660 i miR-939 oznaczane w osoczu w grupie cho-rych wykazywały spadek stężenia, natomiast poziom let--7d w PBMC korelował ze stężeniem prozapalnej cytokiny IL-1B. Ponadto zaobserwowano, że stężenie miRNA może ulec zmianie w odpowiedzi na leczenie SM, np. fingolimod zmniejsza stężenie miR-150 w osoczu, podczas gdy natali-zumab zwiększa je.

				Prowadzone liczne badania wyraźnie wskazują odmien-ną ekspresję miRNA w grupie chorych z SM. Mimo to pró-by zidentyfikowania klinicznie użytecznego biomarkera miRNA jak dotąd nie zakończyły się sukcesem. Jednym z powodów jest niska powtarzalność większości wyników w różnych analizowanych grupach. W związku z tym istnieje szansa, że brakującym ogniwem w tych analizach, a także potencjalnym biomarkerem o istotnym znaczeniu okażą się cząsteczki kolistych RNA, które w sposób istotny kontrolują ekspresję miRNAs i determinują ich działanie.

				Koliste RNA w SM

				Mimo że pojawia się coraz więcej danych wskazujących na kluczowe role kolistych RNA w OUN oraz komórkach układu odpornościowego, rola tych cząsteczek w patoge-nezie SM pozostaje nadal w dużej mierze nieznana. Do tej pory jedynie kilka wstępnych doniesień dotyczyło tego te-matu. W pierwszym z nich opisywano rolę circRNA w dys-regulacji alternatywnego splicingu genu GSDMB (ang. Gas-dermin B) u chorych z SM [75]. Zidentyfikowano nowe izo-formy tego genu, a także eksonowe koliste RNA hsa_circ-RNA_0106803, którego ekspresja u pacjentów z SM jest 2,8-krotnie wyższa niż w grupie kontrolnej. W kolejnym badaniu tej samej grupy [76] stwierdzono zwiększoną eks-presję (2,7-krotnie) genu lnRNA MALAT1 u chorych z SM, a także jego wpływ na proces back-splicingu oraz alterna-tywnego splicingu genów związanych z SM: IL7R (ang. in-terleukin-7 receptor) i SP140 (ang. SP140 Nuclear Body Protein).

			

		

		
			
				W badaniu Iparraguirre i in. [77] potwierdzono zmniej-szoną ekspresję hsa_circ_0005402 i hsa_ circ_0035560 w ko-mórkach PBMC chorych z SM. Ta sama tendencja była ob-serwowana u osób na wczesnym etapie choroby u pacjentówz CIS. Obie te cząsteczki kodowane są przez gen ANXA2 zlokalizowany na chromosomie 15.

				Kolejne badanie bioinformatyczne dotyczyło zmienności genetycznej w SM w obrębie genów niekodujących. Ujaw-niono w sumie 482 circRNA w regionach zawierających SNP związanych z SM w porównaniu ze średnią 194+/-65. Następnie oceniano dane sekwencjonowania RNA w liniach komórkowych SH-SY5Y i Jurkat – wykorzystywanych do analizy funkcji neuronów i limfocytów T. Zidentyfikowano 18 circRNA (w tym dwa nowe) wywodzących się z elemen-tów zawierających SNP związanych z SM, co sugeruje ich możliwy udział w podatności na tę chorobę [78].

				Jedno z badań dotyczyło analizy ekspresji circRNA w egzosomach z płynu mózgowo-rdzeniowego u pacjentów z chorobami demielinizacyjnymi (SM i zespół Guillaine’a--Barre’go). Potwierdzono zwiększoną ekspresję dwóch ko-listych RNA hsa_circRNA_0087862 i hsa_circRNA_0012077 [79].

				Wykazano także, że profilowanie kolistych RNA w komórkach PBMC pozwala na znamienne zróżnicowa-nie ekspresji circRNA u chorych z RRMS w stosunku do zdrowych ochotników [80]. W grupie pacjentów z rzu-tem choroby po fazie walidacji w niezależnej kohorcie zidentyfikowano trzy cząsteczki circRNA: hsa_circR-NA_101348, hsa_circRNA_102611 i hsa_circRNA_104361 ulegające zwiększonej ekspresji. Dalsze analizy bioin-formatyczne ujawniły grupę cząsteczek miRNA, które wykazywały specyficzne miejsca wiązania dla circRNA o zwiększonej ekspresji, tworząc podstawę biologicz-nego działania circRNA jako „gąbek” dla miRNA. Ko-lejne analizy bioinformatyczne i bezpośrednie pomiary transkryptów białkowych wykazały, iż kompleksy circ-RNA-miRNA zwiększały ekspresję trzech mRNA: AK2 (ang. adenylate kinase 2), IKZF3 (ang. IKAROS Family Zinc Finger 3), CBX5 (ang. chromobox 5). Dwa z nich związane są ściśle z funkcją limfocytów B. Mutacje w genie AK2 wią-żą się z hamowaniem aktywacji limfocytów B i produkcji przeciwciał, natomiast gen IKZF3 odpowiada za funkcje dojrzałych komórek B w układzie immunologicznym i jest niezbędny do wytwarzania komórek plazmatycznych szpi-ku kostnego

				Wszystkie te dane wskazują, że circRNA mogą przyczy-niać się do patogenezy SM oraz innych chorób neuroim-munologicznych. Koliste RNA charakteryzuje szczególnie wysoka ekspresja w mózgu, a ponadto cechują się dużą stabilnością, co dodatkowo popiera powyższą tezę o ich możliwej istotnej roli w SM i innych patologiach ośrodko-wego układu nerwowego. Dalsze badania w tym kierunku dają nadzieję na wykrycie związku circRNA z istotnymi mechanizmami autoimmunologicznymi prowadzącymi do wystąpienie SM, co powinno umożliwić dalszy postęp w poznaniu przyczyn tej choroby. Jednocześnie unikalna wła-ściwość circRNA, polegająca na ich wyjątkowej stabilności, 
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				stanowi doskonały materiał do ich wykorzystania jako no-wych biomarkerów 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 microRNAs. 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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STRESZCZENIE

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

identyfikacja malych niekodujacych czasteczek RNA - mikroRNA (miRNA). Poniewaz
Tegulacja ekspresji miRNA jest procesem bardzo dynamicznym i zlozonym, coraz wigcej
dowodéw wskazuje na znaczenie kolejnego wyzszego poziomu mechanizmu regulacyjnego
miRNA. Uwaza sig, ze moze nim by¢ aktywnosé 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 oérodkowego tukladu nerwowego oraz wkladu immunologicznego. Wezeéniejsze
badania wykazaly zwiazek niektérych miRNA z regulacja autoimmunologicznej demielini-
Zzacji u chorych na stwardnienie rozsiane (SM). Najnowsze doniesienia dokumentuja istotna
role jaka moglyby odgrywac koliste RNA w réznych chorobach neuroimmunologicznych, w
szczegolnosci w patogenezie stwardnienia rozsianego. SM jest przewlekla zapalno-demie-
linizacyjna choroba osrodkowego ukladu nerwowego, ktérej etiologia nie jest w pelni po-
znana, wiadomo jednak, ze mechanizmy odpowiedzialne za jej rozw6j 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 naukowcsw. Po raz
pierwszy zostaly one opisane przez Sanger i in. w 1976 1. jako chorobotwér-
cze wiroidy roslinne [1]. W 1979 r. udowodniono, ze takze eukariotyczne RNA
moga istniec w formie kolistej. Pierwszym opisanym citcRNA wykrytym u ludzi
byl wirus zapalenia watroby typu delta (HDV). Odkryte w latach 90. kolejne
czasteczki, 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 bledu przetwarzania RNA, niemajacy
znaczenia biologicznego [2].

Nastepnie odkryto, ze kolisty transkrypt Sty (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 transkryptow genow: cytochromu P450 2C24, cytochromu P450 2C18,
Iudzkiej dystrofiny, INK4/ ARF, Fmn. Jednak dopiero wprowadzenie wysoko-
przepustowych metod badania calych transkryptoméw w drugiej dekadzie na-
szego stulecia spowodowalo wykrycie tysiecy kolistych RNA i wyrazny wzrost
zainteresowania tymi czasteczkami [3-6].

CixcRNA Klasyfikowane sa jako podgrupa dlugich niekodujacych RNA, choé
w ostatnim czasie pojawily sie doniesienia, ze niektére z nich moga kodowacé
bialka [7]. CircRNA to zamkniete wiazaniami 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
czasteczek powoduje, ze sa one odporne na dzialanie RNazy R - egzonukleazy,
ktora degraduje prawie wszystkie liniowe formy RNA. Dzieki temu circRNA
wykazuja sie duza stabilnoscia - ich okres poltrwania w komorce przekracza 48
godzin i jest znacznie dluzszy niz mRNA (. 10 godzin) [3]. Czasteczki te moga
by¢ jednak wrazliwe na dzialanie takich enzymow jak RNaza A, RNaza T1I i
RNaza T2. Doniesienia niektérych badaczy wskazuja, ze stabilnos¢ circRNA w
osoczi jest porewnywalna do tej stwierdzanej w komérkach [3]. Pojedyncza pra-
ca raportuje ich szybka, w ciagu ok. 15 sekund, degradacje w surowicy, prawdo-
podobnie w zwiazku z obecnoscia RNazy A. Stad szczegolna rola ochronna eg-
zosoméw, ktére znacznie zwickszaja stabilnosé circRNA w surowicy i ulatwiaja
ich transport do innych tkanek i narzadow [10]. Szczegélna stabilnos¢ kolistych
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