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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Utrzymanie homeostazy organizmu zalezne jest od prawidtowego funkcjonowania poszczegdl-
nych uktadéw czynnosciowych, co z kolei jest wynikiem sprawnej komunikacji pomigdzy ele-
mentami kazdego z systemdw, a nierzadko réwniez pomigdzy uktadami. Komunikacja ta reali-
zowac si¢ moze miedzy sasiadujacymi komoérkami, jak réwniez na odlegtosé, droga endokrynna.
Jako przekazniki informacji funkcjonuja czasteczki biatkowe, takie jak hormony, neuroprzekaz-
niki i cytokiny. Obecnie wiadomo tez, Zze regulacja funkcjonowania komoérki odbywacé si¢ moze
ponadto za posrednictwem krétkich odcinkéw RNA. Mechanizm odkryty relatywnie niedawno,
zdazyt juz doczekacd sig tysigcy publikacji opisujacych jego role zaréwno w prawidlowym funk-
cjonowaniu organizmu, jak i w patogenezie m.in. nowotwordw i schorzefi autoimmunizacyjnych.

Kroétkie regulacyjne RNA (sTRNA) moga powstawac na bazie genomu (zaréwno eksonéw jak i in-
tronéw) danej komérki, badz by¢ do niej wprowadzane z zewnatrz. U ssakéw, dzigki swej komple-
mentarnosci do docelowych mRNA i kooperacji z biatkami rodziny Ago/PIWI, z ktérymi tworza
efektorowe kompleksy rybonukleoproteinowe, sTtRNA kontroluja ekspresj¢ genéw na poziomie
potranskrypcyjnym, poprzez zahamowanie translacji mRNA badZ degradacje transkryptu.

SrRNA kontroluja wszystkie etapy rozwoju i funkcjonowania komérek uktadu immunologiczne-
g0, poczawszy od komérek pnia uktadu hematopoetycznego po aktywowane komérki efektorowe,
tak odpowiedzi wrodzonej jak i adoptywnej. Ponadto pewne populacje komdrek regulatorowych
wplywaja na funkcje innych komoérek endokrynnie, poprzez uwalnianie czastek interferujacego
RNA.

interferencja RNA « miRNA ¢ immunoregulacja  limfocyty regulatorowe

Summary

The functioning of an organism depends on the precise control mechanisms, constantly adjusted
to the actual state. Therefore, there is a need for efficient communication between both adjacent
and distant cells, which may be executed by proteins such as hormones, neurotransmitters and cy-
tokines. Recently another means of regulation has emerged — short regulatory RNAs (sTRNAs).
Although discovered only a couple of years ago, the mechanism of RNA interference has alre-
ady become a topic of thousands of publications, defining its roles in both physiological and pa-
thological processes, such as cancerogenesis and autoimmunization.

* Praca powstala dzigki wsparciu finansowemu ze sSrodkéw MNiSW nr N N401 09231/2076 dla KB, a takze ze Srodkéw
na badania statutowe K/ZDS/001429 dla KB oraz stypendium doktoranckiego dla Emilii Sikory.
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RNAs regulating cell function may be coded in its genome (both exons and introns) or be intro-
duced from the external environment. In mammals microRNAs (miRNAs) cooperate with prote-
ins from the Ago/PIWI family to form effector ribonucleoprotein complexes, and owing to their
complementarity to the target mRNA, control genes’ expression at the posttranscriptional level,
either through the suppression of mRNA translation or through mRNA degradation.

SrRNAs are crucial regulators throughout the development of immune cells, starting from hema-
topoietic stem cells, up to the effector cells of the adaptive immune response. Moreover, some of
the regulatory cells perform their function by releasing miRNAs, which are then transported to
the target cells, possibly enclosed in the exosomes.
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1. Wstep

Wiedza na temat budowy i funkcji RNA w komércee cia-
gle ulega pogtebieniu. Dotychczasowy repertuar funkcji —
mRNA jako transkryptu genu, tRNA — transportera amino-
kwaséw w cytoplazmie czy budulcowej roli rybosomalnych
RNA (rRNA) nie obejmuje catosci funkcji sprawowanych
przez RNA. Elementy transkrybowane na bazie eksonéw,
a takze niekodujacych odcinkéw DNA (intronéw, dawniej
uwazanych za Smieciowa posta¢ RNA), obecnie stanowia
przedmiot przelomowych badan nad regulacyjna funkcja
kwasow rybonukleinowych.

Od czasu odkrycia zjawiska hamowania ekspresji genéw
przez dwuniciowy RNA (dsRNA) — interferencji RNA
(RNAI) i przyznania Nagrody Nobla uczonym amerykan-
skim Andrewowi Z. Firemu i Craigowi C. Melli (2006), ob-
serwujemy lawinowy wzrost publikacji podejmujacych te-
matyke regulacji z udziatem krétkich, niekodujacych RNA.

Nadal poszerzana jest wiedza na temat sposobu realizowa-
nia funkcji RNAi. Zaproponowany poczatkowo stosunkowo
prosty mechanizm regulacyjny polegajacy na komplemen-
tarnym przylaczaniu interferujacego RNA do odpowied-
niej nici mRNA, co prowadzi do enzymatycznej degrada-
¢ji transkryptu i w konsekwencji zahamowania translacji
biatka, nie jest juz jedynym. Publikowane sg doniesienia
o coraz to nowych funkcjach niekodujacych RNA: w regu-
lacji ekspresji gendw (a wigc wptywajacych na metabolizm,
wzrost 1 réznicowanie komorek), udziale w obronie przeciw-
wirusowej czy w hamowaniu rozprzestrzeniania si¢ rucho-
mych elementéw genetycznych, takich jak transpozony [72].

W pracy oméwiono problematyke niekodujacych RNA,
bedacych fizjologicznymi regulatorami ekspresji genow.
W wigkszosci naleza one do klasy microRNA (miRNA),
a geny je kodujace stanowia okoto 1% ludzkiego geno-
mu [12]. U cztowieka opisano dotad 1424 r6znych miR-
NA [53]. Ocenia sig, ze regulacji tej podlega nawet 30%

mRNA kodujacych biatka [45]. Dlatego, w zwiazku z sze-
rokim zakresem dziatania regulacyjnych RNA, poszuku-
je sie ich wptywu na procesy chorobowe, nowotworzenie
i schorzenia autoimmunizacyjne.

Artykut jest préba podsumowania aktualnego stanu wiedzy
na temat regulacji funkcjonowania uktadu immunologicz-

nego przez interferencyjny, dwuniciowy RNA

2. SzLAKI REGULACYINE WYKORZYSTUJACE SRRNA

Mate, regulacyjne RNA (small regulatory RNA — srRNA)
podzielono na wiele klas, rézniacych si¢ biogeneza, du-
goscia i struktura, modyfikacjami chemicznymi taficucha
(obecnos¢ urydyny badz fosforylacja konica 5°, O-metylacja
konica 3’), czy w koricu sposobem w jaki realizuja swa
funkcje.

Obecnie rozréznia si¢ dwa gléwne szlaki regulacyjne wy-
korzystujace krétkie RNA — miRNA i intereferencji RNA
(RNAI) [22]. Szlak miRNA, realizowany z udziatem miR-
NA, odpowiada za regulacj¢ ekspresji genéw podczas
rozwoju i funkcjonowania organizmu. Funkcja ta zwykle
realizowana jest przez miRNA o niecatkowitej komple-
mentarnosci do docelowych mRNA. Efektem oddziatywa-
nia migdzy tymi czastkami jest najczesciej supresja trans-
lacji mRNA, cho¢ w pewnych warunkach oddziatywanie
z miRNA prowadzi¢ moze do wzmozenia translacji [78].
Interferencja RNA natomiast powstata w toku ewolucji
jako mechanizm obrony przeciwwirusowej i kontroli eks-
presji materiatu genetycznego zawartego w transpozonach.
Czastka regulujaca jest tu siRNA (small interfering RNA),
a czynnikiem decydujacym o uruchomieniu tego szlaku
jest catkowita komplementarnos¢ interferujacego RNA do
wyciszanego mRNA. Zahamowanie ekspresji biatka wy-
nika w tym przypadku z degradacji transkryptu mRNA.

Oprécz wyzej opisanej regulacji na poziomie potranskryp-
cyjnym (post-transcriptional gene silencing — PTGS),
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RNA moze kontrolowa¢ ekspresje genéw na poziomie
transkrypcji (transcriptional gene silencing — TGS) —
przez epigenetyczne modyfikacje materialu genetyczne-
go. Interferujacy RNA oddziatujac z RNA-polimeraza za-
lezna od RNA i z metylotransferaza histonowa promuje
metylacje histonéw, co prowadzi do wyciszenia centrome-
rowego DNA i/lub formowania heterochromatyny, ktéra
nie podlega transkrypcji [58]. Mechanizm ten zaobser-
wowano u drozdzy, roslin i muszek owocowych, lecz do
tej pory brak jednoznacznych doniesieri na temat jego roli
u ssakow. Wprawdzie opublikowano wyniki [36] opisuja-
ce regulacje transkrypcji genéw (doktadnie podjednostki
RNA polimerazy III) przez miR-320 w hodowlach ludz-
kich komoérek, jednak mozliwos¢ realizacji TGS za po-
Srednictwem endogennych RNA u ludzi pozostaje nadal
kwestig sporna.

Wspomniane wyzej rézne mechanizmy wyciszenia do-
celowego mRNA, polegajace na zahamowaniu translacji,
degradacji transkryptu czy zmianie struktury chromaty-
ny, determinowane sa rodzajem efektorowego kompleksu
biatkowo-rybonukleinowego (RNP), z ktérym dana klasa
srRNA oddziatuje. I tak rozcigcie docelowej nici RNA od-
bywa si¢ z udziatem kompleksu RISC (RNA-induced silen-
cing complex), zahamowanie translacji wymaga komplek-
su miRNP (microribonucleoprotein), a regulacja ekspres;ji
genu przez wptyw na strukturg chromatyny jest realizowa-
na w kooperacji z kompleksem RITS (RNA-induced trans-
criptional gene silencing) [52].

Gtéwnym komponentem RNP jest biatko z rodziny
Argonaute/Piwi (Ago/Piwi). Ma ono budowe domenowa,
a poszczegdlne domeny petlnig istotne funkcje w realiza-
cji interferencji RNA. Sasiadujaca z domeng N-koricowa
domena PAZ oraz Srodkowa MID, odpowiadaja za wig-
zanie odpowiednio 3’ i 5” korica interferujacego RNA.
Domena C-koricowa, Piwi, wykazuje aktywnos¢ RNazy
H [75], a wigc jest endonukleaza swoista dla dsSRNA [68].
Poszczegblne biatka z rodziny Argonaute wykazuja nieco
odmienne funkcje. W badaniach na Drosophila wykaza-
no, ze miRNA sa preferencyjnie wiazane przez Agol, co
hamuje translacjg, natomiast siRNA uruchamiaja degra-
dacje mRNA dzigki oddzialujagcemu z nimi Ago2 [21].
U ssakéw rodzina Argonaute obejmuje osiem biatek, po-
dzielonych na dwie podrodziny: Ago oraz Piwi (wystgpu-
jace w komorkach zarodka) [26,48]. SIRNA sa preferen-
cyjnie wigzane przez Agol lub Ago2, natomiast miRNA
wykorzystywaé moze kazde z czterech Ago [70].

3. STRUKTURA 1 BIOGENEZA SRRNA

Oprécz wspomnianych wezesniej kryteriow podziatu srR-
NA na klasy, jako dodatkowe wymieni¢ mozna struktu-
r¢ odcinka prekursorowego. W zaleznosci od niej wy-
ré6zniamy dwie giéwne kategorie. Pierwsza, obejmujaca
miRNA (micro RNA) i siRNA (small interfering RNA),
to RNA wywodzace si¢ z odcinkéw dwuniciowego RNA.
Do drugiej naleza m.in. piRNA (Piwi-interacting small
RNA) i niektére rasiRNA (repeat-associated-siRNA),
a ich prekursorem sa transkrypty prawdopodobnie inne
niz dwuniciowe [18]. Ze wzgledu na przypuszczalnie nie-
wielkie znaczenie u ssakéw dwoch ostatnich klas, poniz-
szy artykut dotyczy¢ bgdzie miRNA oraz w mniejszym
stopniu siRNA.

3.1 miRNA

miRNA charakteryzuja sie¢ dtugoscia migedzy 20 a 23nt, a ich
formy prekursorowe (pri-miRNA) zakodowane sa w geno-
mie. Geny je kodujace moga stanowi¢ odrgbne jednostki
transkrypcyjne, ale najczgsciej sa elementem intronéw ge-
néw kodujacych biatka. Od kilku lat wskazuje si¢ ponadto na
dodatkowe Zrédlo miRNA, tzw. mirtony. Sa to krétkie intro-
ny, z ktérych miRNA generowane jest w sposéb charaktery-
styczny dla mRNA, a wigc w wyniku splicingu, niezalezne-
go od enzymow katalizujacych syntezg pozostalych miRNA
[56]. Pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA), o dlugo-
Sci mogacej przekracza¢ 1000nt [12], generowany jest przez
RNA polimerazg II w jadrze, a nastgpnie podlega katalitycz-
nej obrébee przez enzymy z klasy RNaz II1. Na pierwszym
etapie, katalizowanym przez rybonukleaz¢ Drosha, powsta-
je 60—70-nukleotydowy pre-miRNA, o strukturze spinki do
wloséw, a wigc zawierajacej fragment dwuniciowy. Jest on
transportowany do cytoplazmy w sposéb aktywny (w obec-
nosci GTP) [4] z udzialem kompleksu biatkowego o aktyw-
nosci GTP-azy i zawierajacego receptor dSRNA. U ssakéw
biatkiem tym jest eksportyna 5 (Xpo5) [86]. W cytoplazmie
rybonukleaza Dicer generuje dwuniciowy RNA, zawierajacy
na konicu 3* dwa niesparowane nukleotydy. Jest on 19-23-nu-
kleotydowym dupleksem, od ktérego jedna z nici (tzw. miR-
NA*) jest nastgpnie uwalniana i zwykle degradowana przez
biatko ze wspomnianej wyzej rodziny Ago/Piwi, Ago2 [por.
ryc. 3]. Druga nié, czyli dojrzaly miRNA, tworzy hybryde
z kompleksem efektorowym RNP, ktéra skanuje ni¢ mRNA
w poszukiwaniu docelowej sekwencji, przynajmniej czgscio-
wo komplementarnej do miRNA, w czym uczestniczy impor-
tyna P [54]. CzgSciowa komplementarnos¢ warunkuje mozli-
wos¢ wielokierunkowego dziatania jednego odcinka miRNA.
Do prawidlowego potaczenia migdzy miRNA a mRNA nie-
zbedna jest tylko komplementarnos¢ tzw. seed regionu, od-
cinka o dlugosci 6-7 nukleotydéw na 5” koricu miRNA do
elementéw rozpoznajacych miRNA (miRNA recognition
elements — MREs) na 3’ koincu mRNA [37]. Wiazanie to
zalezy jednak od wielu innych czynnikéw, takich jak obec-
nos¢ i interakcje migdzy wieloma MREs, drugorzedowa
struktura docelowego mRNA, sekwencje AU czy blisko§¢
kodonu “STOP” [47]. W zaleznos$ci od stopnia dopasowa-
nia miRNA do mRNA rézne sa mechanizmy jego dziatania.
Oddziatywanie miRNA-mRNA na zasadzie czgsciowej kom-
plementarno$ci prowadzi do zmniejszenia ekspresji biatka
przez zahamowanie translacji, po czym moze dochodzi¢ do
degradacji mRNA, niezaleznej od sekwencji nukleotyddéw,
w ciatkach P (processing bodies) [15]. Proponowane sa r6z-
ne hipotezy dotyczace mechanizmu samej supresji translacji.
Moze ona by¢ skutkiem bezposredniego wigzania czapecz-
ki m7G mRNA przez miRNP, co przez kompetycj¢ z czyn-
nikiem inicjujacym elF4E zmniejsza efektywnos¢ syntezy
biatka lub blokuje potaczenie podjednostek rybosoméw [15].
Inne mozliwosci inhibicji to destabilizacja mRNA przez jego
deadenylacje, zahamowanie translacji juz po jej rozpoczeciu
badz przedwczesna dysocjacja rybosoméw [52]. Rzadziej,
w przypadku catkowitej komplementarnosci miRNA do do-
celowego RNA, nastgpuje swoiste wzgledem sekwencji roz-
cigcie oraz degradacja mRNA, w ktérym to procesie, jak juz
wspomniano, udziat bierze katalityczny komponent RNP,
Ago2 [48] (ryc. 1).

Trzeba zaznaczy¢, ze miRNA moze kontrolowac ekspresje
zar6wno pojedynczych, kardynalnych dla danego procesu
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biatek, jak i catych grup biatek (np. zb¢dnych na danym
etapie rozwoju organizmu). Moze tez oddzialywac na eks-
presje posrednio, przez kontrolg czynnikéw transkrypcyj-
nych, a takze przez wplyw na regulatory alternatywnego
splicingu pre-mRNA.

3.2. siRNA

Druga znaczaca klasa krétkich regulacyjnych RNA sg siR-
NA. Przewaznie sa one dostarczane do komorki z zewnatrz
(jako czastki wirusowe lub syntetyczne, wprowadzane eks-
perymentalnie) i wtaczane do szlaku aktywacji supresji na
etapie katalizowanym przez rybonukleazg Dicer w cytopla-
zmie. siRNA pochodzenia endogennego charakteryzowano
jako typowe dla roslin i Caenorhabditis elegans, aczkol-
wiek pojawity si¢ doniesienia o ich wystgpowaniu i funk-
cjonowaniu w mysich oocytach [81]. Powstaty z udzialem
Dicer dupleks siRNA sktada si¢ z nici antysensownej, tzw.
guide strand, ktéra odpowiada za jego supresyjna aktyw-
no$¢ oraz nici sensownej, passenger strand.

3.3. tsRNA

Niedawno odkryto istnienie nowej klasy niekodujacych
RNA, s3 to tzw. tsSRNA (tRNA-derived small RNA) [27].

Wywodza sig one z transkryptéow tRNA, a w ich powstawa-
niu nie bierze udziatu rybonukleaza Drosha. Generowany
przez polimerazg III transkrypt tRNA podlega obréb-
ce przez RNazy P i Z, tnace odpowiednio jego koniec 5’
i 3”. tsRNA dzielg si¢ na dwie klasy. tsRNA II jest pro-
duktem uwalnianym w wyniku cigcia przez RNaze Z,
a tsRNA I powstaja w cytoplazmie, w wyniku obrébki doj-
rzatego tRNA przez rybonukleazg Dicer. Obie klasy wy-
stepuja w cytoplazmie, gdzie moga wchodzi¢ w interakcje
z bialkami Argonaute. Wskazuje to na ztozonos¢ szlakéw
wyciszania przez RNA oraz mozliwos¢ kompetycji mig-
dzy poszczegdlnymi klasami krétkich RNA o komponen-
ty tych szlakéw, co implikuje nowe mozliwosci regulacji
ich dziatania [27].

4. NomenkLaTura MIRNA

Ze wzgledu na ciagty postep badan nad microRNA — u czto-
wieka opisano juz ponad tysiac miRNA — zaistniata po-
trzeba wprowadzenia ujednoliconego systemu nazewnictwa
tych czastek, a takze utworzenia wiarygodnej bazy, kata-
logujacej juz opisane microRNA. Zapewnia to dynamicz-
nie rozwijajaca si¢ miRBase, dostgpna za posrednictwem
sieci internetowej (http://microrna.sanger.ac.uk/). Zostata
podzielona na trzy dzialy, skrétowo opisane nizej [23].
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MiRBase Registry stuzy nadawaniu nazw nowym miR-
NA, po przyjeciu do druku publikacji po raz pierwszy je
opisujacych. Nowo odkryte miRNA podlega weryfikacji
poprzez klonowanie genéw je kodujacych lub na podstawie
doswiadczalnych dowodéw ich ekspresji i funkcjonowa-
nia. Zgodnie z oficjalnag nomenklatura nazwe konkretnego
miRNA poprzedza trzyliterowy przedrostek, oznaczaja-
cy gatunek, u ktérego opisuje si¢ dany miRNA (np. hsa
— Homo sapiens — dla ludzkich, mmu — Mus musculus —
dla mysich miRNA). Sekwencje dojrzatego microRNA
oznaczane sa jako ‘miR’, jego prekursora za$ (pre-miR-
NA) —,,mir”, po czym nastgpuje oznaczenie liczbowe (np.
miR-150), przy czym numer tego samego miRNA pozo-
staje niezmienny bez wzgledu na gatunek, u ktérego wy-
stepuje. Niewielkie r6znice w budowie miRNA moga by¢
zaznaczone np. dodaniem na koricu litery lub liczby (np.
miR-13a, miR-13b). W przypadku powstawania dwéch
réznych miRNA z jednego odcinka dsRNA wprowadza
si¢ dodatkowe oznaczenia — np. miR-17-5p dla miRNA
powstajacego na bazie nici 5°, a miR-17-3p dla powstaja-
cego na bazie nici 3°. Ponadto zaréwno dojrzatym odcin-
kom miRNA jak i ich prekursorom — pre-miRNA w miR-
Base nadawane sa niezmienne numery (np. odpowiednio:
MIMATO0000029 i MIO000015), co umozliwia poprawna
identyfikacje w przypadku zmiany nazwy samego miR-
NA, spowodowanej nowymi odkryciami.

Baza miRBase Sequence stanowi zbiér sekwencji wszyst-
kich opisanych dojrzatych miRNA, zawiera takze prawdo-
podobna sekwencje odpowiedniego pre-miRNA i infor-
macje dotyczace jego odkrycia, struktury i funkcji. Baza
kataloguje zaréwno dojrzate miRNA, do§wiadczalnie zba-
dane i opisane (z odno$nikami do prac Zrédtowych), jak
i miRNA homologiczne do tych opisanych doswiadczal-
nie u innych gatunkéw (na podstawie m.in. podobiefistwa
sekwencji, cech pre-miRNA, konserwatyzmu dojrzatego
miRNA). W przypadku organizméw o zsekwencjonowa-
nych genomach dostarczane sa réwniez informacje na temat
pozycji badanego miRNA w genomie (dokladne potoze-
nie w zakresie intronu badZ eksonu). Czgsto tez uzysku-
jemy odnosnik do informacji na temat sekwencji docelo-
wych dla interesujacej nas czastki miRNA.

Trzecia sktadowa miRBase jest microCosm, platforma
umozliwiajaca okreslenie sekwencji docelowych dla ba-
danych miRNA. Dopasowywanie miRNA-mRNA odby-
wa si¢ z uzyciem algorytmu miRanda [23].

5. Miepzykomorkowy TRANSPORT SRRNA

Kolejnym przedmiotem zainteresowania sa sposoby mig-
dzykomorkowego przekazywania informacji zawartych
w kwasie rybonukleinowym [3]. U C. elegans odkryto gen
Sid-1, kodujacy biatko przezbtonowe, tworzace por trans-
portujacy dsRNA [82]. Homologi tego genu opisano tak-
ze u ludzi i innych ssakéw, brak ich jednak u Drosophila
melanogaster. Jednoczesnie opisano dziatanie pozako-
morkowego dsRNA u tej muszki, co moze sugerowad, ze
transportujace biatko przezbtonowe nie jest jedynym spo-
sobem mig¢dzykomoérkowego przenoszenia informacji za-
wartej w RNA [11]. Mozliwa jest komunikacja przez na-
norurki, taczace cytoplazmy sasiadujacych komérek. Rurki
te mogtyby hipotetycznie transportowac pgcherzyki endo-
somalne zawierajace kwasy nukleinowe.

5.1. Transport za posrednictwem pecherzykow
btonowych

Egzosomy i mikropgcherzyki wydzielane przez, jak sig
wydaje, wszystkie komdrki sa uznawane za wazny kompo-
nent komunikacji migdzykomorkowe;j. Ich Zrédlem moga
by¢ prawdopodobnie wszystkie komoérki, w tym zaréw-
no komérki macierzyste i leukocyty, jak i ptytki krwi oraz
komérki guza nowotworowego [3]. Realizuja one swo-
ja funkcje przez transport bioaktywnych lipidéw, biatek
oraz mRNA. Zaczgto je nawet nazywac ,.fizjologicznymi
liposomami”, o mozliwym wykorzystaniu w celach tera-
peutycznych. Komunikacja poprzez wydzielanie kwaséw
rybonukleinowych upakowanych w pecherzykach btono-
wych (egzosomach) zostata juz opisana m.in. dla zarod-
kowych komoérek macierzystych, mastocytow i komorek
z tkanki guza. Zarodkowa komdrka macierzysta wydzie-
la egzosomy zawierajace swoiste mRNA, transportowane
nastgpnie do komoérek progenitorowych uktadu hematopo-
etycznego i stymulujace w nich okre§lone zmiany fenoty-
powe [62]. Opisano tez mikropgcherzyki wydzielane przez
tkanke guza, transportujace mRNA do monocytéw w bez-
posrednim sasiedztwie guza, aktywujace je do wydziela-
nia cytokin nasilajacych wzrost guza i ttumiacych odpo-
wiedZ immunologicznag [1]. Odkryto réwniez, ze mRNA
zawarte w egzosomach wydzielanych przez mastocyty
stanowi okreslony, wyselekcjonowany zestaw rybonukle-
otydéw. Ten material genetyczny ulega ekspresji nawet
w znacznie oddalonych komoérkach-biorcach, wywotujac
w nich okreslone zmiany fenotypowe. Co wigcej, egzoso-
my te zawieraja tez czastki miRNA [77]. Postawiono hi-
poteze, ze mikropecherzyki obecne we krwi obwodowe;j
w warunkach fizjologicznych zawieraja miRNA, co zwia-
zane jest z ich funkcja w komunikacji pomigdzy komor-
kami réznych tkanek i indukcji w nich zmian ekspresji ge-
néw [30]. Mikropecherzyki izolowane z osocza ludzkiej
krwi pochodzity gtéwnie z ptytek krwi, ale tez z fagocy-
téw jednojadrowych, a w mniejszym stopniu z limfocytéw
T, neutrofili i komérek endotelialnych. Przeprowadzone
profilowanie miRNA wyizolowanego z mikropecherzy-
kéw w poréwnaniu do tego izolowanego z jednojadrowych
komorek krwi obwodowej (peripheral blood mononucle-
ar cells — PBMC) wykazato pewne réznice w poziomie
ekspresji poszczegdlnych czastek miRNA. Gtéwne miR-
NA wykryte w mikropgcherzykach krwi obwodowej to:
miR-223, -484, -191, -146a, -16, -26a, -222, -24, -126,1-32,
natomiast w PBMCs: miR-150, -146b, -19b i -20a. Oprécz
tych r6znic zauwazono, ze pewne miRNA (miR-223,-484,
-191, -146a, -16 i -26a) sa wspdlne dla mikropgcherzykéw
i PBMC. Mozliwe, ze miRNA w mikropgcherzykach jest
transportowane do $cisle okreslonych tkanek. miRNA prze-
wazajace w mikropgcherzykach pod wzgledem swej funk-
cji zwiazane byly z regulacja hematopoezy i réznicowania
komorek [30]. Nie do konica poznane sa jeszcze mecha-
nizmy kontrolujace tworzenie i wydzielanie egzosomdw.
Istnieja sugestie, ze pecherzyk tworzac si¢ ,,porywa’” przy-
padkowa czes$¢ cytoplazmy; inne méwia o regulacji two-
rzenia pecherzykow przez sam proces kolejnosci tworzenia
endosomoéw (endosomal trafficking). Selekcja miRNA do
mikropecherzyka moze si¢ odbywac z udzialem ciatek P
(P-bodies), ktére w cytoplazmie komorki sa umiejscowio-
ne w sasiedztwie miRNA [30]. Dostarczono tez dowodow
na mozliwos¢ migdzykomorkowego transportu miRNA za
posrednictwem mikropgcherzykow. Inkubowano egzosomy
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Tabela 1. Wptyw interferencji RNA na funkcjonowanie uktadu immunologicznego; przyktady réznych punktéw uchwytu miRNA

. _— Funkgja czastki - "
miRNA Komorki (Czastka docelowa docelowej Inaczenie interferegji
miR17~92 limfocyty Ti B BIALKO PROAPOPTOTYCZNE stymulacja apoptozy  regulacja rozwoju limfocytow

Bim TiB
miR17-5p, monocyty Podjednostka CZYNNIKA wzrost ekspresji receptora regulacja dojrzewania
miR20a, TRANSKRYPCYJNEGO dla M-CSF i réznicowania monocytéw
miR106 AML1
miR181a limfocyty T ENZYMY negatywna regulacja regulacja aktywnosci
fosfatazy (f. tyrozynowe: SHP-2, PTPN22,  szlaku aktywadji TCR przez limfocytow T
DUSP5, DUSP6) defosforylacje biatek
miR146a, makrofagi CZASTKI ZWIAZANE Z RECEPTORAMI transdukcja sygnatu requlacja nieswoistej
miR146b CYTOKIN aktywadji zapalnej odpowiedzi immunologicznej
IRAK1, IRAK 2, TRAF6 po stymulacjiTLR-2,4,5
miR16 monocyty CYTOKINY bogate w sekwencje AU odpowiedz zapalna kontrola wydzielania cytokin
neutrofile TNF-q, IL-8, IL6 prozapalnych
limfocyty T
limfocyty B

AML-1 - acute myeloid leukaemia-1 (znany tez jako RUNX1); M-CSF — macrophage colony-stimulating factor; IRAK-1— interleukin-1 receptor-associated

kinase 1; TRAF-6 — TNF receptor-associated factor 6.

wydzielane przez zarodkowe komérki macierzyste (ESMVs)
z mysimi zarodkowymi fibroblastami (MEFs), uprzednio
poddanymi napromieniowaniu Y (zahamowanie rozwoju).
Poréwnanie poziomu miRNA w MEFs z tym w MEFs in-
kubowanych z ESMVs wykazalo wzrost stezenia miR-290,
miR-291-3p, miR-292-3p, miR-294 i miR-295, co sugero-
wato ich migdzykomorkowy transfer. Trzeba jednak do-
da¢, ze nie wszystkie badane miRNA byty przenoszone
z ta samg efektywnoscia, najbardziej znaczace efekty ob-
serwowane byty dla miRNA wystgpujacych obficie w za-
rodkowych komérkach macierzystych, ale nie w MEFs.
Prawdopodobnie wigc transfer miRNA jest procesem ak-
tywnym, podlegajacym regulacji przez biatka obecne w mi-
kropegcherzykach badz przez receptory na powierzchni ko-
morek-biorcow. Kontrola moze by¢ réwniez realizowana
przez swoiste komérkowo nukleazy — tak wigc stezenie
,,wszedobylskiego” miR-16, w przeciwienstwie do miR-
NA charakterystycznego dla zarodkowych komérek macie-
rzystych, w mysich zarodkowych fibroblastach jest utrzy-
mywane na okreslonym poziomie [87].

Ostatnie badania sugeruja ponadto, ze miRNA transpor-
towany mi¢dzy komérkami w mikropgcherzykach jest ak-
tywny biologicznie [88]. Testowano mikropecherzyki wy-
dzielane przez komoérki ludzkiej linii MON/Mf (THP-1).
W odpowiedzi na bodZce zapalne komdrki te selektyw-
nie upakowywaty i wydzielaly w pecherzykach miR-150.
MikroRNA to peini swa funkcj¢ poprzez supresj¢ czynni-
ka transkrypcyjnego c-Myb, odgrywajacego role w regu-
lacji proliferacji, réznicowania i migracji komorek [83].
Celem zdefiniowania wptywu miR-150 przekazywanego
w pecherzykach, inkubowano THP-1 z ludzkimi komor-
kami Srédbtonka (HMEC-1). W komorkach tych zaob-
serwowano znaczny wzrost miR-150, ktéry nie korelowat
ze wzrostem pre-miR 150, z czego wnioskowaé mozna, ze
jest to skutkiem internalizacji pgcherzykéw, a nie pobu-
dzenia ekspresji endogennego miR-150. Egzogenny miR-
150 zmniejszat ekspresje c-Myb w komoérkach-biorcach,

wymiernym wynikiem tego bylo zwigkszenie zdolnosci
migracji HMEC-1.

6. RoLa MIRNA w REGULACII FUNKCJONOWANIA UKLADU
IMMUNOLOGICZNEGO

Supresja (za posrednictwem syntetycznych antagomiréw —
sekwencji antysensownyh dla miRNA, swoistych inhibito-
row dziatania miRNA) lub nadekspresja (przez transfekcje
syntetycznego miRNA badz ekspresj¢ pre-miRNA z pla-
zmidéw lub wektoréw wirusowych) okreslonych miRNA
oraz badania na organizmach knock-outowych (pozbawio-
nych genéw dla danych miRNA) umozliwiajg scharakte-
ryzowanie funkcji poszczegdlnych czastek regulacyjnego
RNA, a w konsekwencji poznawane sa sekwencje dla nich
docelowe, mechanizm aktywacji supresji, sposob jej reali-
zacji. Dostrzegane sa zwigzki migdzy zaburzonym dzia-
taniem immunoregulacji przez RNA a procesami nowo-
tworzenia i autoimmunizacji. W przysztosci planuje sig
szerokie terapeutyczne wykorzystanie sztucznie syntety-
zowanych, swoistych siRNA.

W ostatnim czasie opisywane jest wieloptaszczyznowe od-
dziatywanie miRNA na elementy uktadu odpornosciowe-
go czlowieka. MiRNA jest waznym regulatorem rozwo-
ju, réznicowania i apoptozy poszczegdlnych linii komérek
uktadu immunologicznego, bierze udziat w kontroli zaréw-
no odpornosci wrodzonej jak i nabytej. Dotychczas opi-
sano ponad 100 odrebnych miRNA regulujacych ekspre-
sj¢ genéw w komorkach uktadu immunologicznego [54].

Funkcja miRNA w uktadzie immunologicznym realizu-
je si¢ gtéwnie przez wplyw na czynniki transkrypcyjne,
biatka proapoptotyczne, elementy szlakéw zwiazanych
z transdukcja sygnatu, a w mniejszym zakresie na kofak-
tory i modulatory chromatyny (tab. 1). Biatka pozostaja-
ce pod kontrolag miRNA sg najwazniejszymi dla proceséw
komoérkowych, stad nawet niewielka zmiana ich poziomu
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Ryc. 2. Wptyw miRNA na rozwéj i funkcjonowanie
komérek uktadu immunologicznego. Na
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powoduje znaczace skutki biologiczne. Ponadto jeden miR-
NA moze kontrolowa¢ wiele r6znych mRNA (najczegsciej
bioracych udziat w jednym szlaku regulacyjnym), a jed-
no mRNA moze mie¢ miejsca wiazace kilka ré6znych miR-
NA [84], co wskazuje na plejotropizm jako cechg regulacji
przez miRNA. Istnieje wigc mozliwos¢ kompensacji zabu-
rzen dziatania jednego z miRNA kontrolujacych ekspresje
danego odcinka mRNA przez inne o tym samym punkcie
uchwytu. Kontrola przez miRNA charakteryzowana jest
takze tzw. ,,efektem dawki”. Zgodnie z tym efektem, skut-
ki nieprawidtowosci w funkcjonowaniu poszczegélnych
miRNA kontrolujacych dany proces maja rézne nasilenie,
a w przypadku defektu wigcej niz jednego miRNA moga
si¢ kumulowaé. miRNA czgsto sa tez ze soba powigzane
w funkcjonalne grupy (klastery), kontrolujace wiele skta-
dowych jednego procesu badzZ pojedyncze sktadowe kil-
ku powiazanych ze soba szlakéw. Odrgbne miRNA moga
takze ulegac koekspresji i kontrolowa¢ dany proces w spo-
s6b kooperacyjny [84].

Nizej pokrétee scharakteryzowano gtéwne obszary aktyw-
nosci miRNA w uktadzie immunologicznym [47].

6.1. Wplyw miRNA na rozwoj komorek ukladu
immunologicznego

MiRNA pehnig istotng funkcje w regulacji rozwoju, réz-
nicowania i apoptozy komoérek uktadu immunologiczne-
2o [2] (ryc. 2). Do czastek odgrywajacych znaczna role
w rozwoju limfocytéw T i B nalezg takie miRNA jak miR-
150, miR-181a i klaster miR17~92. MiRNA biorace udziat
w regulacji rozwoju komérek immunologicznych wykazuja
zréznicowana ekspresj¢ w grasicy i szpiku. Mechanizm ich
dziatania czgsto opiera si¢ na wptywie na czynniki trans-
krypcyjne lub biatka proapoptotyczne. Ich ekspresja ak-
tywuje przezywalnos¢ komoérek, co w przypadku soma-
tycznych mutacji i amplifikacji miRNA moze prowadzi¢
do ekspansji okreslonej populacji komérek, wzrostu praw-
dopodobienstwa akumulacji mutacji i transformacji nowo-
tworowej (biataczki i chtoniaki) [85].

Nalezace do policistronowego klasteru miR-17~92 czastki,
takie jak miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1,

miR-92-1, biora udzial w regulacji rozwoju limfocytéw B.
Limfocyty pre-B wykazuja wysoka ekspresje miR-17~92, co
nasila ich proliferacje przez inhibicj¢ czastki supresorowej
Pten oraz hamuje ich apoptoze przez zmniejszenie steze-
nia proapoptycznego biatka Bim [79,85]. Zaobserwowano,
ze region chromosomu 13, w ktérym znajduja si¢ geny ko-
dujace te miRNA ulega zwielokrotnieniu w chioniakach
z limfocytéw B [57], a nadekspresja tych genéw u myszy
wywotuje ten nowotwor [28]. Badania na organizmach KO
z usunigtymi genami klasteru miR-17~92 i rybonukleazy
Dicer pozwolity stwierdzié, ze nieprawidlowosci w rozwo-
ju limfocytow B pojawiaja si¢ na etapie przejscia z fazy
pro-B do pre-B [39,79]. Organizmy z tym defektem wy-
kazuja zmniejszong przezywalnos¢, zwiazana z hipoplazja
ptuc i wada zastawki migdzykomorowej [79].

Role pozytywnego regulatora rozwoju limfocytéw B od-
grywa réwniez miR-181. Stymuluje on réznicowanie ko-
morki prekursorowej szeregu limfoidalnego w kierun-
ku limfocyta pro-B [10]. Dodatkowo miR-181 wptywa na
odpornos$¢ nabyta [46], wywierajac aktywujacy wplyw na
funkcje limfocytéw T (por. 6.2.1).

Na rozwdj limfocytéw B znaczacy wptyw ma ponadto miR-
150, regulujacy poziom czynnika transkrypcyjnego c-Myb.
Jego zwigkszona ekspresja blokuje rozwdj tych komoérek
na etapie pro-B, zmniejszona zas wiaze si¢ z rozwojem
przewlektej biataczki limfocytarnej [89].

Uzyskano réwniez dowody na udziat miR-17~92 w roz-
woju limfocytéw T. Stymulacja tego klasteru, tak w przy-
padku wspomnianych wczesniej limfocytéw B, jak i T,
prowadzi do rozwoju choréb limfoproliferacyjnych i au-
toimmunizacji, przy czym wykazuje si¢ nie tylko wzrost
liczby aktywowanych limfocytéw B, lecz takze — nawet
bardziej znaczny — wzrost liczby aktywowanych limfocy-
téw T CD4* 1 w mniejszym stopniu T CD8* [85]. Promocja
réznicowania na etapie pre- do pro- zaréwno w linii B jak
i T jest wynikiem nasilonej proliferacji oraz przezywalno-
Sci (przez supresje biatek proapoptotycznych) komorek.

Giéwnym miRNA kontrolujacym rozwdj, réznicowanie
i funkcje komérek mieloidalnych jest miR-223. Jego mate
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stezenie obserwowane jest w komorkach zarodkowych i pro-
genitorowych uktadu hematopoetycznego, a nasilona eks-
presja w komérkach progenitorowych linii mieloidalnej,
ze wzrostem stgzenia w miar¢ réznicowania si¢ komorek.
Wskazuje to, ze miR-223 jest regulatorem granulopoezy
[10,34]. U myszy pozbawionych genu miR-223 spodzie-
wano si¢ wigc braku granulocytéw. Wykazano u nich jed-
nak dwukrotny wzrost liczby granulocytéw (w stosunku do
zwierzat wild type), przy czym komorki te wykazywaty
zwigkszona reaktywnosé, co powodowato zmiany zapal-
ne, prowadzace do uszkodzenia tkanki ptuc oraz rozwoju
ostrego stanu zapalnego w obrgbie watroby, migs$ni i ne-
rek [34]. Dziatanie miR-223 realizowane jest przez supre-
sj¢ czynnika transkrypcyjnego mef2c, promujacego pro-
liferacje prekursoréw linii mieloidalnej lub receptora IGF
[34]. Zablokowana translacja mef2c prowadzi do rozregu-
lowania mielopoezy.

MiR-17-5p, miR-20a, miR-106a, nalezace do klasteru miR-
17~92, sg aktywnymi regulatorami réznicowania i dojrze-
wania monocytéw. Pozostaja one w petli ujemnego sprze-
zenia zwrotnego z biatkiem AML-1. Biatko to jest wiazaca
DNA podjednostka czynnika transkrypcyjnego, zwigksza-
jacego na monocytach ekspresj¢ receptora M-CSF, a tak-
ze innych cytokin (IL-3, GM-CSF) [19].

6.2. Wplyw miRNA na funkcjonowanie komorek
ukladu immunologicznego

Opisany wyzej wptyw miRNA na rozwdj komérek uktadu
immunologicznego jest posrednim czynnikiem reguluja-
cym immunologiczna odpowiedZ wrodzona jak i nabyta.
Ponadto istnieja inne poziomy kontroli odpowiedzi odpor-
nosciowej organizmu przez miRNA [2] (ryc.2).

6.2.1. Wplyw miRNA na odpornos¢ wrodzona

Za regulacj¢ odpornosci wrodzonej odpowiadaja m.in.
miR-146 i miR-155. Aktywacja nieswoistej odpowiedzi im-
munologicznej prowadzi do gwaltownych zmian ich eks-
presji. Funkcja tych mikroRNA jest regulacja ostrej odpo-
wiedzi zapalnej (uwalniania IL-8 i RANTES). Dzieje si¢

to na skutek zahamowania ekspresji bialek zwigzanych
z przekazywaniem sygnatu w toku odpowiedzi immu-
nologicznej po aktywacji TLR, badZ poprzez bezposred-
ni wplyw na translacje¢ biatek mediatoréw zapalenia (np.
IL-8, TNF-a, RANTES).

Wykazano, ze aktywacja TLR-2, -4, -5 przez fragmenty
Scian komdrkowych bakterii lub grzybéw, badz ekspozycja
komorki na cytokiny prozapalne (IL-103, TNF-o) powoduje
wzrost ekspresji miR-146a i b. Jako punkty uchwytu dla tych
miRNA zaproponowano biatka powiazane z receptorami
IL-1 (IRAK1, IRAK?2) i TNF (TRAF6). Wnioskowa¢ moz-
na, ze wzrost ekspresji miR-146 prowadzi¢ bedzie do spadku
ekspresji tych molekul, a wigc na skutek ujemnego sprze-
zenia zwrotnego hamowac¢ aktywacje TLR. Zwigkszenie
ekspresji miR-146a obserwuje si¢ jednak tylko przy znacz-
nym stezeniu IL-1, kiedy jest to niezbedne dla zapobieze-
nia nadmiernemu rozprzestrzenianiu ostrego stanu zapal-
nego [60]. MiR-146a petni wigc rol¢ w rozwoju tolerancji
na endotoksyny; ekspozycja na LPS prowadzi do spadku
wrazliwosci komérek immunologicznych i obniZzenia sekre-
¢ji cytokin prozapalnych przy kolejnym z nim kontakcie.

Stymulacja TLR-2 badZ TLR-4 ich odpowiednimi liganda-
mi: lipoproteing i lipopolisacharydem powoduje tez wzrost
ekspresji miR-155 w monocytach i makrofagach. Poziom
miR-155 w tych komdrkach wzrasta réwniez po rozpozna-
niu nukleotydéw bakteryjnych lub wirusowych przez TLR-3
i TLR-9. W przeciwienstwie do miR-146a, miR-155 nasila
(por. nizej) wydzielanie cytokin prozapalnych i podatnosé
na szok septyczny [74]. Czastka ta jest tez stymulatorem
proliferacji granulocytéw i monocytéw. Utrzymujace sig
podwyzszone stgzenie tego miRNA w komoérkach szpiku
kostnego po stymulacji LPSem moze prowadzi¢ do eks-
pansji komérek typu granulocyt/monocyt i rozwoju ostrej
biataczki szpikowej. Moze to sugerowac, ze istotny zwia-
zek migdzy stanem zapalnym a nowotworzeniem ma swoja
przyczyneg w chronicznie nasilonej ekspresji miR-155 [55].

Doda¢ nalezy, ze cho¢ pewne miRNA moga mie¢ dziatanie
onkogenéw (miR17~92, miR155), inne (miR15a, miR16,
miR29ab, miR181b), poprzez supresj¢ onkogenéw i biatek
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utatwiajacych przezywanie komérek nowotworowych, dzia-
1aja jak supresory nowotwordw [12,54].

Jak wczesniej wspomniano, w trakcie biogenezy miRNA
jego komplementarna ni¢ jest najczesciej degradowana.
Wykazano jednak, ze regulacja stgzenia cytokin prozapal-
nych po stymulacji TLR-7 plazmocytoidalnych komoérek
dendrytycznych jest wynikiem kooperacji migdzy miR155
a jego partnerem, miR155* (ryc. 3). Zaobserwowano, ze
poziom miR155%* jest najwyzszy w czwartej godzinie od
stymulacji, co koreluje ze wzrostem wydzielania IFN-ov/f3.
Jest to spowodowane supresja kinazy hamujacej szlak ak-
tywacji TLR, IRAKM, przez miR155%*. Ekspresja miR155
natomiast nasila si¢ znacznie wolniej, osiagajac maksimum
po dwunastu godzinach od stymulacji, w chwili ogranicza-
nia toczacej si¢ odpowiedzi zapalnej. MiR155 hamujac
translacje czastki adaptorowej TAB2, niezbgdnego elemen-
tu szlaku aktywacji TLR, przyczynia si¢ do zmniejszenia
wytwarzania IFN-o/f [90]. Trzeba réwniez zaznaczyé, ze
w badanym modelu na 174 wykrytych miRNA przypadto
33 miRNA*, z czego w 9 przypadkach nie towarzyszy-
ly im odpowiednie czastki RNA, co wskazuje, ze chociaz
miRNA wystgpuje w przewadze, to miRNA* moze unik-
naé degradacji i bra¢ istotny udziat w regulacji syntezy
biatek, czgsto w kooperacji z komplementarnym miRNA.

Ponadto opisano takze miRNA bedace konstytutywnym re-
gulatorem stanu zapalnego — miR-16. Duze stgzenie tego
mikroRNA obserwowany jest w wielu tkankach i komor-
kach zaangazowanych w stan zapalny: monocytach, neu-
trofilach, a takze limfocytach B, limfocytach T CD4+, jak
i T CD8*. Jego dzialanie realizuje si¢ przez szybka de-
gradacj¢ bialek mediujacych stan zapalny, takich jak IL-
6, IL-8, TNF-a. Jest to mozliwe dzigki podobieristwu bu-
dowy tych cytokin: bogatych w sekwencje AU struktur na
ich koricu 3’, komplementarnych do sekwencji na 5 kon-
cu miR-16 [33].

6.2.2. Wplyw miRNA na odpornosé¢ adoptywna

Regulacja immunologicznej odpowiedzi nabytej przez
RNA realizuje si¢ m.in. przez wspomniane wyzej miR-155
i miR-181a. Wplywaja one na wytwarzanie przeciwciat,
uwalnianie mediatoréw zapalenia, a w koricu odgrywaja
role w rozwoju i réznicowaniu komdrek immunologicz-
nych (por. 6.1). W przeciwienistwie jednak do odpornosci
wrodzonej nie ma dowoddéw na to, ze aktywacja szlakéw
TCR i BCR wptywa na odpowiedz limfocytéw T i B po-
przez zmiany ekspresji odpowiednich miRNA.

Oprécz wspomnianej wezesniej roli miR-155 w regulacji
odpowiedzi wrodzonej, petni on réwniez gtéwna rolg w re-
gulacji odpowiedzi limfocytéw T i B. Jego nadekspresje
obserwuje si¢ w chloniakach pochodzenia B limfocytar-
nego, co nasuneto przypuszczenia, ze miR-155 jest regu-
latorem rozwoju tych komérek [17]. Badania na myszach
knock-out dla tego miRNA wykazaty znaczne niedobory
odpornosciowe, ujawniajace si¢ obnizona ochrona prze-
ciwbakteryjna. Ma to zwiazek z wptywem miR-155 na
funkcje limfocytéw B: wytwarzanie IgG1 o duzym powi-
nowactwie oraz na rozwdj pamigci immunologicznej komé-
rek B [73,80]. Ponadto miR-155 wptywa na r6znicowanie
limfocytéw T. Jego punktem uchwytu jest czynnik trans-
krypcyjny IL-2, cytokiny podstawowej dla réznicowania

w kierunku Th1. Brak miR-155 promuje rozw6j naiwnych
komérek T w kierunku typu Th2 i zwiazane z tym wytwa-
rzanie takich cytokin jak IL-4, IL-5, IL-10. Nastgpstwem
jest nieprawidtowe dziatanie limfocytéw T w ostrej odpo-
wiedzi zapalnej, wyrazajace si¢ zmniejszong sekrecja IL-2
i IFN-a w odpowiedzi na antygen [64].

Aktywujacy wptyw na funkcje limfocytéw T wywiera miR-
-181a. Poprzez zahamowanie aktywnosci fosfataz, w tym
tych bedacych negatywnymi regulatorami szlaku aktywa-
cji TCR, nasila sygnat aktywacji TCR i obniza prég akty-
wagcji limfocytéw T [46].

6.2.3. Udzial miRNA w realizacji funkcji komérek
supresyjnych

Integralnos¢ mechanizméw generujacych miRNA w lim-
focytach regulacyjnych (supresyjnych) warunkuje ich sku-
tecznos¢ w kontrolowaniu odpowiedzi immunologicznej.
Wykazano, ze selektywny knock-out rybonukleazy Dicer
w komorkach Treg Foxp3+ prowadzi do ich dysfunkcji,
co ujawnia si¢ odblokowaniem kontroli limfocytéw efek-
torowych i systemowa aktywacja reakcji autoimmunolo-
gicznych [91]. Badania te wskazuja, ze funkcja limfocy-
téw supresyjnych jest zwiazana z miRNA, nie dajq jednak
odpowiedzi, jaki jest jej mechanizm — czy miRNA wytwo-
rzone w danej komorce dziataja w jej obrebie, regulujac
aktywnos$¢ supresyjna, czy tez sa eksportowane poza ko-
morki i na zasadzie parakrynnej lub endokrynnej wptywaja
hamujaco na komérki docelowe. OdpowiedZ na to pytanie
da¢ moga ostatnie badania Bryniarskiego i wsp.

Zespo6t ten prowadzi badania nad supresja komdrkowej od-
powiedzi immunologicznej przez interferencyjny, nisko-
czasteczkowy RNA. Przedmiotem zainteresowania jest
nadwrazliwos¢ kontaktowa (CS), bedaca postacia nad-
wrazliwosci typu péZznego (DTH).

Mechanizm CS, jak kazdy inny mechanizm immunolo-
giczny, niesie ze soba ryzyko uszkodzenia zdrowych tka-
nek organizmu, a wigc musi pozostawaé pod kontrolg ob-
wodow regulacyjnych. Poczatkowo uznawano, ze funkcje
t¢ realizuje specjalna klasa limfocytéw T, tzw. limfocy-
ty supresyjne (Ts) o fenotypie CD8*. Obecnie wiadomo,
ze jako komorki supresyjne moga dziataé takze limfocy-
ty CD8*CD28-, CD4*CD25*, CD4*CD25", komérki NKT,
a takze monocyty i makrofagi. Moga one dziata¢ zaréwno
w procesie sekrecji cytokin o charakterze hamujacym (np.
TGF-B), cytotoksycznosci wzgledem komérek docelowych,
jak i poprzez indukcje ich apoptozy [59,76].

Stosujac mysi model nadwrazliwosci kontaktowej na hapte-
ny Bryniarski i wsp. wykazali, ze limfocyty wgziow chton-
nych i §ledzion zwierzat poddanych dozylnemu oraz na-
stgpujacemu po nim naskérnemu uczuleniu okreslonym
haptenem uwalniajg tzw. czynnik supresyjny limfocytéw
T (TsF) [5]. Ma on zdolno$¢ hamowania funkcji efek-
torowych limfocytéw reakcji CS — supresji reakcji aler-
gicznej. Kompletny TsF sklada si¢ z dwéch komponen-
tow [61]. Sktadowa powstajaca po naskérnej immunizacji
myszy haptenem ma swoisto$¢ antygenowa, a wytwarza-
na jest przez limfocyty B1 i jest przeciwciatem IgM lub
jego fragmentem [71]. Druga sktadowa, odpowiadajaca za
wiasciwe dziatanie regulacyjne, indukowana jest dozylnym
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podaniem znakowanych haptenem syngenicznych erytro-
cytéw. Metoda enzymatycznej degradacji stwierdzono, ze
supresyjny komponent TsF stanowi RNA. TsF inkubowa-
ny in vitro z haptenowoswoistymi uczulonymi limfocytami
efektorowymi powoduje, przy transferze tych komoérek do
naiwnych myszy [5], zmniejszenie reakcji nadwrazliwosci
kontaktowej 0 50-90%. Przez zastosowanie chromatogra-
fii na kolumnach Qiagen uzyskano czysty, aktywny RNA
czynnika, TsF QRNA. Czynnik supresyjny wrazliwy jest
na trawienie RNaza A, traktowany DNaza natomiast za-
chowuje swe dziatanie, a izolat DNA nie wykazuje zad-
nych wiasciwosci supresyjnych [5]. Kolejnym krokiem
byto poznanie struktury RNA w TsFQRNA. Jego aktyw-
nos¢ znoszona jest przez RNazg III, co §wiadczy o tym, ze
jest to dwuniciowy kwas rybonukleinowy. Rozdziat elek-
troforetyczny TSFQRINA na sekwencyjnym zelu poliakry-
lamidowym doprowadzit do uzyskania pigciu prazkow,
z ktérych dwa (stanowiace faktycznie jeden duzy), wyka-
zuja aktywno$¢ immunosupresyjna. Szczegétowe badania
wykazaty, ze ten supresyjny odcinek RNA ma 75-80 za-
sad [6], a analiza bioinformatyczna wskazuje, ze badana
czastka moze by¢ miR150 lub jego prekursor [Askenase
i wsp., dane nieopublikowane]. WykazaliSmy, ze egzoso-
my wyizolowane z supernatantow komorek wytwarzajacych
TsF maja whasciwosci supresyjne. Podsumowujac, badany
przez nas TsF moze by¢ czastka krotkiego, regulacyjnego
RNA (miR150), transportowanego z komérki supresyjnej
do efektorowej w postaci egzosomow [7].

6.3. Transfer factor

Mimo ze wigkszo$¢ prac charakteryzujacych miRNA zo-
stala opublikowana w ostatnich latach, przestanki o mozli-
wosci regulacji odpowiedzi immunologicznej przez RNA
pojawily sie juz w latach piecdziesiatych XX w. Opisano
wtedy tzw. transfer factor (TF), czynnik izolowany z leu-
kocytéw zwierzat uczulonych, zdolny do przenoszenia in-
formacji immunologicznej (w tym wypadku nadwrazliwo-
Sci kontaktowej) na osobniki naiwne. Oznacza to, ze juz
pierwszy kontakt z antygenem osobnika, ktéry uprzednio
otrzymat TF umozliwia wywotanie u niego wtérnej od-
powiedzi immunologicznej. Zjawisko to byto odtwarzal-
ne w wielu reakcjach typu komérkowego, np. w uczuleniu
biatkami bakteryjnymi czy haptenami [32,41]. Wykazano,
ze transfer factor jest odporny na trawienie DNaza, trzust-
kowa RNaza (rozktadajaca jednoniciowy RNA) i trypsy-
na [42], a takze ze jest czastka na tyle mata, ze przechodzi
przez btong dializacyjna, nie moze wigc by¢ ani biatkiem,
ani czastka je kodujaca [43]. Kolejnym krokiem byty prace
Dresslera i Rosenfelda z lat siedemdziesiatych. Badali oni
transfer factor uzyskiwany w systemie podwdjnego naskor-
nego uczulenia Swinek morskich haptenami: DNCB (dini-
trochlorobenzen) i OCBC (ortodichlorobenzen). Czynnik
ten wykazywatl aktywnos¢ w przenoszeniu nadwrazliwo-
$ci kontaktowej na naiwnych biorcéw, wywotujac u nich
odpowiedZ wtérna juz po pierwszym kontakcie z antyge-
nem. Co wazne, nie wykazano reaktywnosci krzyzowej —
transfer factor od zwierzat uczulonych DNCB przekazy-
wat wrazliwo§¢ na DNCB, ale nie na OCBC i na odwr6t
— reakcja ta byta wigc swoista antygenowo. Ponadto nasi-
lenie wtdérnej reakcji immunologicznej u biorcéw TF byto
zalezne od dawki tego czynnika [65]. W kolejnych testach
badacze starali sie ustali¢ budowe chemiczng TF [16].
Ustalili, ze jego aktywnos¢ nie jest znoszona przez DNazg,

trzustkowa RNaze i T1 RNazg (oba te enzymy rozktada-
jajednoniciowy RNA) oraz proteazg¢. Natomiast trawienie
RNaza III (swoista dla dwuniciowych RNA) powodowa-
fo brak oczekiwanej aktywnosci TF, co nasungto wniosek,
ze przynajmniej w czg¢sci, TF sktada si¢ z niskoczastecz-
kowego, dwuniciowego RNA. Badania termowrazliwosci
czynnika przyniosty tego potwierdzenie; TF ulegat inak-
tywacji w temperaturze 90°C, a wigc charakterystycznej
dla rozktadu dwuniciowego RNA. Juz wtedy sugerowano,
ze dziatanie kwasu rybonukleinowego moze si¢ realizowaé
przez jego komplementarno$¢ do represoréw transkryp-
cji biatka badz do okreslonego odcinka DNA, aktywujac
jego transkrypcje.

W latach 70. 1 80. ub.w. przeprowadzono wiele badan nad
mozliwoscia terapeutycznego dziatania TF. Czynnik ten,
o odpowiedniej swoistosci antygenowej, wykorzystywa-
no do leczenia schorzen, w patogenezie ktérych zasadni-
cze znaczenie ma nieprawidlowa funkcja limfocytéow T,
m.in. choréb grzybiczych (kandydozy), wirusowych (HSV,
Varicella zoster), parazytoz (leiszmanioza), a w koricu
nowotworéw (melanoma, osteosarkoma) [20]. Niemniej
jednak, na skutek niedostatecznego rozwoju immunolo-
gii w tamtym okresie badania te nie wywotaty wigkszego
oddzwigku, a w zwigzku z niemoznoscig sprecyzowania
mechanizmu dziatania TF byty traktowane jako swego ro-
dzaju ciekawostka i nie doczekaty si¢ gruntownego zbada-
nia ani kontynuacji [66].

6.4. Rola w infekcjach wirusowych

Czastki miRNA odgrywaja tez znaczna rolg w interakcjach
wirus—gospodarz. Istnieja hipotezy zaktadajace, ze interfe-
rencja RNA wyksztalcita si¢ jako mechanizm obronny ko-
morki przed wirusami o genomie w postaci dwuniciowe-
go RNA. Opublikowano wiele prac dowodzacych wptywu
miRNA gospodarza na cykl zyciowy wirusa, jego tropizm
i patogenez¢ choréb wirusowych. Przyktadem moze by¢
miR-32, ktéry zmniejszajac st¢zenie bialek wirusa PFV-1
(primate foamy virus type 1) niezbednych mu do replikacji
skutecznie ja hamuje [44]. Niestety w toku ewolucji wie-
le wiruséw wyksztalcito mechanizmy chroniace je przed
dziataniem interferujacych RNA gospodarza [25] (np. przez
wytwarzanie biatek zaburzajacych funkcje czynnikéw zaan-
gazowanych w dojrzewanie miRNA), badZ wrecz zaczeto
wykorzystywac je na swoja korzys¢ (np. wirus HCV, wy-
korzystujac interakcje z miR-122 propaguje swoja repli-
kacje [35]). Ponadto wirusy wytwarzaja wiasne miRNA,
ktore sa istotnym czynnikiem umozliwiajacym im unik-
nigcie odpowiedzi immunologicznej organizmu. Na przy-
ktad ludzki wirus cytomegalii (HCMV) wytwarza czastke
miR-UL112, ktéra zmniejsza ekspresjg liganda (MICB) re-
ceptora aktywujacego komérke NK (NKG2D), co pozwa-
la na uniknigcie eliminacji komérek zainfekowanych CMV
przez komérki NK [69].

7. POTENCIALNE ZASTOSOWANIE TERAPEUTYCZNE

Opisana wyzej fizjologiczna rola miRNA w regulacji eks-
presji genéw to jednak nie jedyny sposéb ujawniania re-
gulacyjnego dziatania RNA. Zjawisko to szeroko wyko-
rzystywane jest jako narzedzie badawcze, umozliwiajace
poznanie funkcji genéw. Okreslenie sekwencji genu po-
zwala na skonstruowanie komplementarnego do niego
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odcinka siRNA, a interakcja tych czastek prowadzi do wy-
faczenia dziatania genu, co ma okreslone i mozliwe do za-
obserwowania skutki. W znacznej mierze przyczynito si¢
to do poszerzenia stanu wiedzy m.in. na temat funkcjono-
wania uktadu immunologicznego, zaréwno jego kompo-
nentu wrodzonego jak i swoistego (szczegétowy przeglad
odkry¢ w tej dziedzinie por. [50]).

7.1. Terapeutyczne wykorzystanie srRNA

RNAi moze mie¢ potencjalnie nieograniczone zastoso-
wanie w terapii, zaréwno choréb metabolicznych, gene-
tycznych, infekcyjnych (w tym wirusowych), jak i aler-
gicznych, autoimmunizacyjnych oraz nowotworowych.
Wymaga to jednak m.in. polepszenia wlasnosci farma-
kodynamicznych RNA i zmniejszenia dziatan niepozada-
nych jego podania [8,40].

7.2. Ograniczenia metodyczne
7.2.1. Stabilno$¢ i selektywne dostarczenie

RNA jest wyjatkowo niestabilny w ptynach ustrojowych,
podatny na degradacje przez wszechobecne rybonukleazy
i fagocytoze w uktadzie RES, podlega filtracji i wydalaniu
przez nerki. Znaczny problem stanowi ponadto efektywne
dostarczenie siRNA do komérki docelowej. Zaréwno roz-
miar jak i ujemny tadunek tej czastki stanowia przeszko-
de w pokonywaniu btony komdérkowej. Kolejne wyzwanie
stawia koniecznos¢ dziatania RNAi w $cisle okreslonych
komérkach. Wazny jest tez odpowiednio dtugi czas zaha-
mowania ekspresji genu. Do tej pory zaproponowano wie-
le rozwiazan, od bezposredniego dostarczenia siRNA do
komorki, przez propozycje upakowania tego RNA w na-
noczastki przypominajace liposomy, po dalsze chemicz-
ne i biologiczne modyfikacje, a w konicu uzycie wektoréw
wirusowych [13]. Podejmowane préby chemicznych mo-
dyfikacji siRNA [40] maja na celu gtéwnie zwigkszenie
jego stabilnosci, odpornos$ci na dziatanie rybonukleaz (np.
przez wprowadzenie podstawien fosforotiolowych lub syn-
tetycznych analogéw kwaséw nukleinowych, LNA — loc-
ked nucleic acids), ale réwniez utatwienie przechodzenia
przez btony komoérkowe (dodanie grup lipofilowych, np.
kwas6w litocholowych, pochodnych cholesterolu [49]),
badzZ tez umozliwienie obserwacji ich dystrybucji w komér-
ce (wyznakowanie markerami fluorescencyjnymi). Nalezy
oczywiscie pamigtaé, ze wprowadzane modyfikacje nie
moga wptywac na aktywnos¢ supresyjna danego siRNA.
Jednym z pryncypidw jest zachowanie fosforylacji grupy
hydroksylowej na koricu 5° guide strand, co jest niezbgd-
ne do wejscia siRNA na szlak RNAi [51]. Wektory wiru-
sowe stosuje si¢ wtedy, gdy istotne jest utrzymanie efektu
wyciszenia danego genu, np. w chorobach metabolicznych
badz przewlektych infekcjach. Obecnie stosuje si¢ trzy ich
typy: wektory retrowirusowe, adenowirusowe i wirusy ade-
nosatelitarne [40]. Geny kodujace strukture spinkowa siR-
NA, po uprzednim ich zaopatrzeniu w odpowiednie promo-
tory, wprowadzane sa do odpowiednio zmodyfikowanych
genetycznie, niepatogennych czastek wiruséw i za ich po-
Srednictwem wprowadzane do komorki. Takie rozwigzanie
oprdcz zalet ma tez oczywiscie wady, wsrod nich poten-
cjalng immunogennos¢, stymulowanie mutacji w genomie
wirusa przez wprowadzenie do niego obcych gendéw, czy
cytotoksycznos¢ [8].

7.2.2. Dzialania niepozadane

Oprdécz probleméw z samym dostarczeniem interferujace-
go RNA, nalezy stawi¢ czota interferencji — zarowno gu-
ide jak i passenger strand — z genami innymi niz docelowy
(tzw. off-target effects). Jest to skutkiem wysokiej komple-
mentarnosci seed region siRNA do fragmentéw 3> mRNA
réznych gendw (zjawisko plejotropizmu, por. 3.1). Zjawisku
temu zapobiega¢ mozna wprowadzajac chemicznie zmo-
dyfikowane rybonukleotydy do siRNA. Jak juz wspomnia-
no, manipulacje te nie moga znosi¢ jego aktywnosci regu-
lacyjnej, stad tez tatwiej jest znieS¢ efekty off-target nici
sensownej, ktéra nie odpowiada za wtasciwe dziatanie
siRNA. W przypadku nici antysensownej rozwiazaniem
moze by¢ metylacja rybozy drugiego nukleotydu, co wy-
starcza do zapobiezenia nieoczekiwanej interferencji i po-
zostaje bez wptywu na zamierzone dziatanie siRNA [31].

7.2.3. Interferencja ze szlakami fizjologicznymi

Dodatkowo wprowadzone do komoérki sztuczne interferuja-
ce RNA moze zaklécaé dziatanie fizjologicznych miRNA.
Tor RNAI, jak kazdy inny szlak metaboliczny czy regula-
cyjny, charakteryzuje wysycalnos¢. siRNA wspéizawod-
niczy z miRNA o wiagzanie do eksportyny 5 oraz do RNP
[9]. Ma to powazne implikacje; wywoluje zaburzenie fi-
zjologicznej regulacji ekspresji genéw, a takze moze do-
prowadzié¢ do §mierci organizmu [24].

7.2.4. Stymulacja odpowiedzi interferonowej

Poczatkowo zaktadano, ze tylko dwuniciowe RNA (dsR-
NA) o dlugosci powyzej 30 nukleotydéw moze poprzez re-
ceptory TLR pobudza¢ odpowiedZ interferonowa komorki.
Udowodniono jednak, ze siRNA stymuluje reakcj¢ immuno-
logiczna za posrednictwem kinazy biatkowej R [67], a praw-
dopodobnie takze po rozpoznaniu przez TLR-3 i TLR-7.
Trzeba zaznaczy¢, ze rozpoznaniu przez TLR podlegaja
siRNA zawierajace okreslone motywy, co umozliwia od-
powiednie ich projektowanie, by nie pobudzi¢ odpowiedzi
interferonowej. Wykazano, ze 2’-O-metylacja sensownej
nici siRNA wystarcza do uniknigcia tego efektu, nie zno-
szac przy tym supresyjnej aktywnosci danego RNA [63].

7.3. Proby Kkliniczne

Pomimo tych nie do korica jeszcze pokonanych trudno-
$ci, w znacznym tempie ro$nie liczba projektow zmierza-
jacych do terapeutycznego wykorzystania RNAi, sposréd
ktérych kilkanascie znajduje si¢ na etapie testow klinicz-
nych [29,40].

Najbardziej zaawansowane (III faza badan klinicznych) sa
prace nad wykorzystaniem siRNA w leczeniu zwyrodnie-
nia plamki z6itej (AMD). W chorobie tej dochodzi do prze-
rostu naczyn krwionosnych za siatkéwka, co prowadzi do
utraty wzroku. Czynnikami utatwiajacymi wykorzystanie
RNAIi w przypadku choréb gatki ocznej sa ograniczona prze-
strzefl oka, mata aktywnos¢ nukleaz oraz mozliwos¢ bez-
posredniego dostarczenia terapeutyku do ciatka szklistego.
Celem jest zablokowanie genu czynnika wzrostu Srédbton-
ka naczyniowego — VEGF, co powinno zahamowa¢ angio-
genezg. Inng strategia leczenia tej choroby jest chemicznie
zmodyfikowany siRNA, blokujacy ekspresj¢ genu receptora
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VEGEF (II faza testow klinicznych). Jednakze oparty na RNAi
mechanizm dziatania ww siRNA zostal poddany w watpli-
wos¢ [40]. Uwaza sig, ze ich efekty nie sa spowodowane
interferencja RNA, ale prawdopodobnie nieswoista akty-
wacja TLR-3 przez RNA, prowadzaca do indukcji IFN-y
i IL-12, co skutkuje zmniejszeniem ekspresji VEGF [38].

Duze nadzieje poktada si¢ takze w mozliwosci wykorzysta-
nia siRNA w terapii choréb wirusowych (por. 6.4). W kregu
zainteresowan badaczy pozostaja m.in. infekcje wirusami
RSV, HIV-1, HBV, HCV, SARS-koronawirus, czy wirusa-
mi grypy i polio [40]. Ze wzgledu na unikanie przez wirusy
odpowiedzi immunologicznej organizmu, w tym réwniez
RNAI, nalezy wykorzystywac siRNA skierowane przeciw
biatkom niezbgdnym wirusom (np. cis-acting replication
element — CRE), ktérych mutacja bytaby dla wirusa zgub-
na. Mozna réwniez stosowa¢ RNA blokujace biatka go-
spodarza potrzebne wirusowi. W drugiej fazie badan kli-
nicznych znajduje si¢ siRNA skierowany przeciw genowi
biatka nukleokapsydu RSV, niezbgdnego wirusowi do re-
plikacji. Latwos¢ donosowego, selektywnego dla uktadu
oddechowego podania siRNA przy braku dziatar niepo-
zadanych [14] oraz aktywnos¢ antywirusowa (II faza ba-
dan) sugeruja zasadno$¢ tego rozwiazania.

W terapii nowotworéw wskazuje si¢ na kilka poten-
cjalnych punktéw dziatania RNAi [40]. Odpowiednio

PismiennicTwo

zaprojektowane siRNA moga wycisza¢ onkogeny (za-
hamowanie proliferacji komérek nowotworowych), geny
odpowiedzialne za angiogeneze i przerzutowanie czy za
opornos¢ wielolekowa MDR (zwigkszenie podatnosci na
chemioterapig¢). W badaniach klinicznych testowany jest
siRNA przeciw antygenowi glejaka wielopostaciowego,
tenascin-C. Zastosowanie tego RNA zapobiegato wzno-
wie po operacyjnym usunigciu guza u chorych z tym no-
wotworem [92].

Innym podejsciem jest supresja fizjologicznych miRNA.
Na przyktad blokada miR-122, zaangazowanego w repli-
kacje HCV w watrobie za pomoca anty-miRNA (w postaci
LNA), stanowi nowa mozliwos¢ terapii infekcji tym wiru-
sem [8]. Co ciekawe, miR-122 wptywa réwniez na stgze-
nie cholesterolu w surowicy i potencjalnie jego supresja
moze obniza¢ hipercholesterolemig. Ta wielokierunkowos¢
dziatania regulacyjnych RNA sklania jednakze do rozwaz-
nego ich stosowania.

Opisane w pracy mechanizmy regulacyjne wykorzystujace
krétkie odcinki RNA stanowia coraz czgsciej zauwazany
element kontroli funkcjonowania uktadu immunologiczne-
go. Poznanie mechanizméw rzadzacych interferencja RNA
oraz mozliwoscia przekazywania rybonukleinowych sygna-
16w regulacyjnych migdzy komoérkami jest istotne zarow-
no z naukowej, jak i klinicznej perspektywy.
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