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Streszczenie: MikroRNA (miRNA) to grupa matych, 21-23-nukleotydowych, niekodujacych czaste-
czek RNA, ktore w postaci dojrzalej reguluja ekspresj¢ gendw na poziomie potranskrypcyjnym. Obecnie
znane jest ponad 3000 miRNA, ktére opisano u kr¢gowcdw i owaddw, ale takze u roslin, grzybow,
organizmdéw jednokomdrkowych oraz wirusow. W ludzkim genomie odkryto dotychczas ponad 470
miRNA, cho¢ prawdopodobnie jest ich okoto 1000. Przyjmuje si¢, ze odgrywaja one rolg w wielu
procesach m.in., takich jak: réznicowanie komérek macierzystych uktadu krwiotworczego, embriogene-
zie, apoptozie, regulacji metabolizmu ksenobiotykdéw, odpornosci, stanach zapalnych, infekcjach wiru-
sowych i bakteryjnych oraz chorobach neurologicznych.

Stowa kluczowe: mikroRNA, uktad odpornosciowy, réznicowanie komorek, infekcje wirusowe i bakte-
ryjne, choroby neurologiczne.

Summary: MicroRNA (miRNA) is a group of small, 21-23-nucleotide-long, non-encoding RNA particles,
which in the mature form regulate gene expression at the post-transcription level. Presently, over 3000
miRNAs are known, described in vertebrates and insects, but also in plants, fungi, unicellular organism
and viruses. In the human genome, so far over 470 miRNAs have been discovered, although it is assumed
that there are about 1000. Assumed that they play a role in many processes, such as differentiation of
stem cells of the hematopoetic system, embryogenesis, apoptosis, regulation of the xenobiotics' metabo-
lism, immunity, inflammations, viral and bacterial infections, as well as neurological diseases.

Key words: microRNA, immune system, cell differentiation, viral and bacterial infections, neurological
diseases.

WSTEP

RNA uwazany jest za jeden z glownych czynnikdéw kontrolujacych proces ekspre-
sji informacji genetycznej. Badania w ostatnich latach doprowadzily do opisania kilku
typoéw kroétkich regulatorowych RNA — srRNA (ang. small regulatory RNA) biora-
cych udzial w wyciszaniu genow na etapie potranskrypcyjnym w przypadku miRNA
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lub transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym w przypadku siRNA. Obecnie srRNA dziela
si¢ na dwie zasadnicze grupy: miRNA (ang. microRNA) (krggowce, owady, rosliny,
grzyby, organizmy jednokomoérkowe, wirusy) oraz krétkie interferujace RNA — siRNA
(ang. small interfering RNA) (zwierzeta, rosliny, grzyby, orzeski). W obrebie
czasteczek siRNA wyrdzniono wyspecjalizowane podgrupy, takie jak: rasiRNA (ang.
repeat-associated small interfering RNA) (rosliny), tasiRNA (ang. trans-acting small
interfering RNA) (rosliny), egzogenne siRNA (zwierzgta, rosliny, grzyby), ha-siRNA
(ang. heterochromatin-associated small interfering RNA) (rosliny, grzyby), nat-siRNA
(ang. natural antisense small interfering RNA) (rosliny) oraz scn-siRNA (ang.
SiRNA-like scan (scn) RNA) (orzeski), casiRNA (ang. cis-acting-siRNA) (ro$liny)
[2,9, 22, 35, 42]. Badania przeprowadzone w ostatnich latach doprowadzity do opisania
kolejnego typu matych czasteczek RNA, ktére nazwano piRNA (ang. piwi-interacting
RNA) (Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Mus musculus).
Czasteczki te o dlugosci 26-31 nukleotydow tworza kompleksy z biatkami PIWI i
stad ich nazwa piRNA. Funkcja piRNA polega na represji translacji i tworzeniu par
przez chromosomy homologiczne [12].

MiRNA stanowia najliczniejsza grupe krétkich regulatorowych RNA. Po raz
pierwszy czasteczki te opisano w latach dziewigcédziesiatych podczas prowadzenia
badan nad etapami rozwoju nicienia Caenorhabditis elegans. Wowczas odkryto,
ze u Caenorhabditis elegans za prawidlowe przechodzenie z pierwszego stadium
larwalnego w drugie i czwartego stadium w posta¢ dojrzata, odpowiadaja krotkie
czasteczki RNA lin-4 i let-7 nazwane nieco pdzniej miRNA [35]. Nastgpnie miRNA
poznano u muszki owocowej (Drosophila melanogaster), ryb (Danio rerio) oraz
myszy (Mus musculus) [1]. Zasugerowany we wczesnych latach dziewigédzie-
siatych mechanizm atenuacji translacji w wyniku oddzialywania antysensownego
RNA i mRNA, zostal potwierdzony w 1998 roku, kiedy to Andrew Z. Fire i Craig
C. Mello odkryli zjawisko interferencji RNA—RNAIi (ang. RNA interference) [10],
za co uhonorowano ich w 2006 r. Nagroda Nobla w zakresie biologii i medycyny.
W tym samym czasie trzy zespoly niezaleznych badaczy stwierdzily wszechobecnos¢
czasteczek miRNA, ktdre réznily sie sekwencja nukleotydowa, profilem ekspres;ji i
braly udzial w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow [29].

Obecnie znanych jest ponad 3000 miRNA, ktore opisano u kreggowcow i owa-
dow, ale takze u roslin, grzybow, organizméw jednokomdrkowych oraz wirusow [22].
Przyjmuje sie, ze w ludzkim genomie jest ich okoto 1000, a dotychczas
scharakteryzowano ich tylko ponad 470 [22]. Reguluja one 30% genéw ludzkiego
genomu, bioragc udzial w prawidlowym rozwoju komorek [29]. Wykazano, ze okoto
2% znanych genow u ludzi koduje miRNA z tym, ze jeden rodzaj miRNA moze
by¢ odpowiedzialny za regulacj¢ okoto 200 gendéw [20]. MiRNA to czasteczki
wielofunkeyjne, ktére u ssakdw odgrywaja ogromna role w bardzo wielu procesach
fizjologicznych i patologicznych. Do tych proceséw zaliczamy réznicowanie komorek
macierzystych uktadu krwiotwoérczego, w hematopoezie, w tym erytropoezie,
megakariocytopoezie, roéznicowaniu komoérek miesni szkieletowych, embriogenezie,
neurogenezie, angiogenezie, egzocytozie, apoptozie, regulacji metabolizmu kseno-
biotykow, regulacji sekrecji insuliny, réznicowaniu adypocytow i komoérek mono-
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nuklearnych, odpornosci, stanach zapalnych, nowotworach, chorobach sercowo-
naczyniowych, infekcjach wirusowych i bakteryjnych oraz chorobach neurologicznych
[1,3,5,6,7,8, 11, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 17, 26, 27, 28, 30, 31, 32,
33, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 43, 45, 46, 47, 48]. U muszki owocowej podwyzszona
ekspresja miRNA prowadzi do przerostu skrzydet i oczu, natomiast brak ekspresji
tej czasteczki, powoduje powstanie osobnikow o zredukowanej liczbie komorek [1].
U roslin mikroRNA bierze udzial migdzy innymi w rozwoju kwiatow i nadawanie
lisciom odpowiedniego ksztattu [44].

Nomenklatura poszczegdlnych miRNA sktada si¢ z przedrostka ,,miR” oraz
numeru identyfikacyjnego, np. miR-7, miR-20. Jezeli dwa rdézne prekursory
wytwarzaja takie samo miRNA, to wtedy okresla je si¢ miR-218-1 i miR-218-2.
Dodatkowymi, matymi literami alfabetu oznacza si¢ te miRNA, ktére nieznacznie
roznia si¢ sekwencja nukleotydowa: miR-99a, miR-99b. Zadarza sie, ze czasteczka
prekursorowa moze by¢ podstawa do wytworzenia dwoch miRNA, kazde z innego
ramienia: miR-7d i miR-7d*. Czasteczka czg¢sciej powstajaca jest pozbawiona gwiaz-
dki. W nazwie czasteczki moze tez zawieraé si¢ informacja dotyczaca ramienia, z
ktorego ona powstaje: miR-324-3p i miR-324-5p. W przypadku pierwszych odkrytych
czasteczek mikroRNA (lin-4, let-7) przedrostek ,,miR” zastepuje odpowiednio ,,lin”
lub ,let” i nazwy te nie zostaly zmienione po wprowadzeniu zasad jednolitej
nomenklatury miRNA, ze wzgledu na tradycje [34].

BIOGENEZA I MECHANIZM DZIALANIA mikroRNA

Geny dla miRNA maja rézna lokalizacj¢, mieszcza si¢ w intronach i/lub w
egzonach gendéw strukturalnych lub w obszarach migdzygenowych [22]. Geny
kodujace mikroRNA moga wystepowaé pojedynczo lub tworza policistronowe
skupiska, majace wspolne sekwencje regulatorowe [22]. Wigekszos¢ gendéw dla
mikroRNA jest transkrybowana przez polimeraze II, a powstajacy produkt transkryp-
cji jest nazwany pri-miRNA [29]. Poczatkowo pri-miRNA przyjmuje strukture
nieregularnej spinki do wlosow, sktadajacej si¢ z petli i dwuniciowego trzonu [4, 43].
U zwierzat spinki do wlosow maja dhugosé ok. 80 nukleotydow [43]. W dojrzewanie
pri-miRNA zaangazowane sa dwa enzymy z rodziny rybonukleaz III: Drosha i Dicer.
Bezposrednio na terenie jadra komorkowego pri-miRNA podlega wstepnej obrobce,
zaleznej od enzymu Drosha. Biatko to ma dwie domeny RNazy III (RIIID) i domene
wiazaca dwuniciowe RNA. Enzym Drosha oddziatuje z bialkiem DGCRS (ang.
DiGeorge syndrome Critical Region 8), ktore ma dwie domeny wigzace dwu-
niciowe RNA [9, 29]. Przypuszcza si¢, ze biatko DGCR8 uczestniczy w rozpozna-
waniu pri-miRNA, przed jego wiazaniem z enzymem Drosha. Enzym Drosha i biatko
DGCRS tworza razem funkcjonalny jadrowy kompleks enzymatyczny nazwany
Microprocesorem [29]. Nastepnie w wyniku rybonukleazowej aktywnosci RNazy
IIT (prawdopodobnie na terenie jaderka) dochodzi do skrocenia czasteczki RNA przy
3'i 5" koncu [9]. Powstaje w ten sposob produkt o dtugosci okoto 70 nukleotydow,
ktory okreslany jest jako pre-miRNA. Pre-miRNA, w polaczeniu z jadrowym
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biatkiem transportowym — eksportyna 5, przechodzi do cytoplazmy, gdzie odbywa
si¢ dalsza obrdbka czasteczki prekursorowej [29].

W powstawaniu dojrzatej czasteczki miRNA uczestniczy enzym Dicer oraz powiazane
z nim biatka Argonaut (AGO) i TRBP (ang. tramsactivating response RNA-binding
protein) [4]. Dicer jest enzymem zaleznym od ATP, wykazujacym silne powinowactwo
do dsRNA, ktére maja dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3'. W komorkach
czlowieka wystepuje glownie na obszarze cytoplazmy i siateczki Srodplazmatycznej [29].
Dicer jest duzym biatkiem (ok. 200 kDa), zawierajacym szes¢ domen: domeng
odpowiedzialng za wiazanie dsRNA, dwie katalityczne domeny o aktywnosci RNazy
III (RIID), domene PAZ, odpowiedzialng za wiazanie innych biatek (np. bialka z rodziny
Agronaut), jak rowniez domeng helikaza-ATPaza oraz DUF283 [29]. Biatka AGO dziela
si¢ na dwie podrodziny Ago i Piwi. Eukariotyczne biatka AGO maja wielkos¢ ok. 100
kDa i sa zasadowe. Maja one dwie domeny: PAZ, ktora wiaze RNA i PIWI wykazujaca
aktywnos¢ endorybonukleazy [4]. Enzym Dicer rozpoznaje dwuniciowy pre-miRNA i
rozcina ten dupleks w okolicy podstawy petli [4, 29]. W wyniku takiego dziatania powstaja
dwuniciowe RNA o dlugosci 22 nukleotydow, pozostajace w kompleksie RISC. Kompleks
ten rozpoznaje ni¢ przewodnia dupleksu RNA, ktéra po degradacji nici drugiej staje si¢
dojrzaltym miRNA. W jego obrebie wystepuje konserwatywna, 7-nukleotydowa sekwencja
na koncu 5', ktora jest bardzo istotna dla wigzania docelowego mRNA. Dojrzale miRNA
zostaje wlaczone w efektorowy kompleks RISC i wraz z nim moze rozpoznawa¢ mRNA
genu docelowego i wplywaé na poziom jego ekspresji w dwojaki sposob [29]. W
przypadku pelnej komplementarnosci nukleotydowej miRNA z mRNA endonukleaza Dicer
hydrolizuje mRNA (mRNA zostaje rozcigte w polowie regionu sparowanego z miRNA),
za$ sam miRNA pozostaje niezmieniony i moze ponownie uczestniczy¢ w rozpoznawaniu
i degradacji kolejnych transkryptow mRNA [29]. W efekcie nastgpuje obnizenie poziomu
okreslonego transkryptu i syntezy bialka, ktore koduje. Ten sposob wyciszania genow
nazwano potranskrypcyjnym wyciszaniem genéw — PTGS (ang. Post-Transcriptional
Gene Silencing) i w bardzo niewielkim stopniu wystepuje on w komorkach zwierzecych.
Z kolei regulacja ekspresji genow przez hamowanie translacji nie zalezy od pelnej
komplementarnosci pomigdzy miRNA a docelowym mRNA. Zahamowanie syntezy
biatka nastgpuje po przylaczeniu miRNA do rejonu 3' UTR mRNA [4]. Zwykle poziom
transkryptow nie ulega zmianie, poniewaz sa one przechowywane lub degradowane w
znajdujacych si¢ na terenie cytoplazmy ciatkach P. W ten sposob dokonuje sie regulacji
ekspresji genow zwierzgcych. W podobny sposob dochodzi do degradacji mRNA przez
czasteczki SiRNA (small interfering RNA) [9]. Jednakze réznica polega na tym, ze
czasteczki siRNA moga dzialaé zarowno na etapie potranskrypcyjnym, jak i
transkrypeyjnym. Aby doszto do aktywacji kompleksu RISC, jedna z nici siRNA pozostaje
usunigta (siRNa to czasteczki dwuniciowe), a druga shuzy jako sonda rozpoznajaca
komplementarne czasteczki RNA [9].

mikroRNA a siRNA. Zarowno miRNA, jak i siRNA naleza do grupy matych
niekodujacych czasteczek RNA, bioracych udziat w regulacji ekspresji genow.
Pomimo ze w biogenezie i mechanizmie dziatania miRNa i siRNA istnieje wiele
podobienstw, czasteczki te wykazujq takze roznice przestawione w tabeli 1.



589

BIOLOGICZNA ROLA mikroRNA (miRNA) — NOWE DANE

wAulKodAnysuen BIUBJRIZD
1 yel ‘whulfodLrysueniod ardejo eu oumorez tleperz(q wiulfodArysuenod ardels eu tleperz(q WoIZO
(sup.1y) VNYW 0p VN Houamyas
VNw 03amopao0p op qu (sz2) tzpoyood yokiory z ‘v NI ssoureyuawodwoy zazidod y NYw 03omo[a00p worzod BIUBRIZD
N9z52)skzo op As okmidry ‘suv.j 1 510 Azpepn m eleperz(| okMmm3ar ‘(kqos oz klperizppo o) sup.j Azpepn m eleperzq BULIO |
DS wasyodwoy z euezeimz
aleysozod 1 v NYIS 9soumAiye ez epemmodpo 9iu eupaf oyAL J90I(] T BYSOI(] MOWAZUD B[P
VN W 032m0[200p elouomyas yel ewes eye) 1sof [oumosuas| wojensqns 13l v NYw-uid ooy [aryey m “omuemoredsamu
TOIU B[OUDM YOS JSEIUOJRU £y NYW 0FMO0[900P 191 NJudwd ey amorosdzo anddsAm azsmez WAMOIOTUNMP JAMUOIZAT M
ogomupammodpo op eurejuswo dwoy 1sof eumosuasKiue N ‘mosop op yuids nd£) mojuswdey oporm afnddysim
‘loumosuasKyue 1 [oumosuas 1o yosureIuowsduwoy [omopdz1o3nip ozmiyniis 032101 M YN dmordmuoupaf
aufKoxoyrad yoomp z 31s epeps VNYIS ©Yzo9)skz) ‘Qnyp 01 v NYw-ud Auemzeu jdAnysuen Aujomiard
o3ouuddopud 1 yel ‘o3ouusdoz3o euazpoyood 94q
B3ow (1901(] WAZUD ezpemoldozid IUIOPO IMOIUNMP IMOPA)
-09NU-EZ—0T BU VNYSP 10310 ‘(mouagdsuen rfodLrysuen
[omoppimerdomn ‘mouozodsuenonal tlodAnsuen v Ny 03 o3ouua3opud
-omosnam 1foeydar 139y oyel sorowoy m s elemelod 2101Y) eruazpoyood s ‘mowziuedio Awoudd zozid azsmez
VISP — VN Y9z091skz0 yokmoromunmp yoidnp z eleysmod TWAUBMOPOY MUBYZ9)skzd mukokmddisAm ampeinjeu kgl omuazpoyosod
VNS VNI UBEe)

[2h “S€ 6T ‘6 “v] VNIS pue Y NYOIOIU Udamidq SIoUIPI "1 A1dV.L
[2F “S€ 6T 6 “v] VNUIS & VN o Azparu 20uzoy [ VAV




590 B. HUKOWSKA-SZEMATOWICZ, W. DEPTULA

mikroRNA ZWIAZANE Z ROZWOJEM 1 FUNKCJONOWANIEM
UKLADU ODPORNOSCIOWEGO

Badania dowodza, ze u ssakdw czasteczki miRNA reguluja wytwarzanie i
réznicowanie komorek krwi, w tym komorek uktadu odpornosciowego oraz biora udziat
w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej na infekcje [3, 5, 8, 15, 19, 24, 25, 30, 36,
43, 45]. Jak dotychczas dowiedziono, w wyzej opisanych procesach uczestnicza takie
czasteczki miRNA, jak: miRNA-155, grupa miRNA-146, miRNA-150, miRNA-181a,
grupa miRNA-17-92, miRNA-223 oraz miRNA-16, miRNA-196, miRNA-296, miRNA-
351, miRNA-431, miRNA-448 [3, 5, 8, 15, 19, 24, 25, 30, 36, 43, 45].

MiRNA-155 wykazuje wysoka ekspresje w ssaczych komorkach progenito-
rowych linii limfoidalnej, mieloidalnej, w tym granulocytarnej i monocytarnej oraz
megakariocytarnej i erytrocytarnej. Czasteczka ta determinuje réznicowanie limfo-
cytow Thl, Th2 oraz reguluje odpowiedz immunologiczna limfocytow T, a takze
jest niezbedna do produkeji IgG1 [24]. Wysoka ekspresje miRNA-155 wykazano
w granulocytach i monocytach w odpowiedzi na czynniki zapalne oraz w limfocytach
T i B w wyniku ich kontaktu z antygenami bakteryjnymi i wirusowymi [3, 24].
Wykazano, ze stymulacja lipopolisacharydem (LPS) mysich biataczkowych linii
makrofagéw i monocytow prowadzita do zwigkszenia wydzielania cytokiny
prozapalnej TNF-a, czemu towarzyszyta wysoka ekspresja miRNA-155 [36].
Ponadto u tych zwierzat wykazano, ze miRNA-155 reguluje ekspresje genow
kodujacych IL-4, chemokiny — CCLS5 oraz czynnik transkrypcji — C-Maf [43].

Grupe czasteczek miRNA-146 (miRNA-146a, miRNa-146b) po raz pierwszy
opisano w komorkach ssakoéw przy probie ustalenia zwiazku miRNA z odpowiedzia
immunologiczna na zakazenia bakteryjne. Wigkszos$¢ kregowcodw ma po dwie kopie
genu kodujacego miRNA-146 to jest miRNA-146a i miRNA-146b, ktore zlokalizo-
wane sg na oddzielnych chromosomach [3]. Dzi$ juz wiadomo, ze fizjologiczna rola
miRNA-146 zwiazana jest z regulowaniem odpowiedzi immunologicznej na zakazenia
bakteryjne [5]. Okazalo si¢, ze eksponowanie ludzkich monocytéw na lipopolisacharyd,
peptydoglikan oraz cytokiny prozapalne (IL-1, TNF), w bardzo szybkim tempie
indukowalo ekspresje dojrzatych czasteczek miRNA-146 [3, 24]. Takze in vitro
wykazano, wzrost produkcji miRNA-146a w ludzkich komoérkach dendrytycznych w
odpowiedzi na LPS oraz w komorkach B po kontakcie z wirusem Epstein-Barr [3].
Stwierdzono takze, ze podczas hematopoezy ekspresja tej czasteczki jest zréznicowana
w komorkach Thl i Th2, przy czym wigksza obserwowano w komorkach Thl.

MiRNA-150 bierze udzial w hematopoezie u ssakow. Wysoka ekspresje tej
czasteczki obserwowano podczas dojrzewania limfocytéw B i T, ale takze w
dojrzatych formach tych komorek. Natomiast nie wykazano ekspresji tej czasteczki
w komorkach progenitorowych limfocytow T i B. Matg ekspresje¢ miRNA-150
obserwowano w czasie rozwoju megakariocytéw i erytrocytow [3].

MiRNA-181a czuwa u ssakéw nad prawidlowym rozwojem komorek B i T
(CD4+) oraz moduluje odpowiedz komdrek T na antygeny [15]. Najwyzsza ekspresje
tego miRNA obserwowano w komorkach szpiku kostnego, $ledziony i grasicy [3].
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MiRNA-17-92 to grupa, w ktorej sktad wchodza czasteczki miRNA-17,
miRNA-18a, miRNA19a, miRNA19b, miRNA20a, miRNA-92. U wigkszosci kre-
gowcow czasteczki te sg wysoce konserwatywne [24]. U ludzi nadzoruja przemia-
ne komorek pro- i pre- w dojrzate limfocyty B i T. Wysoka ekspresje tej grupy
czasteczek obserwowano w komorkach pre-B i komorkach prekursorowych
limfocytow T, zas mniejsza w dojrzatych limfocytach T i B [24, 45]. U myszy
ekspresje tych czasteczek rejestrowano w roznych tkankach [3].

MiRNA-223 obserwowano u ludzi i myszy zardéwno w stanach fizjologicznych,
jak 1 patologicznych [3]. Szczegdlne znaczenie przypisuje si¢ tym czasteczkom w
rozwoju granulocytéw, poniewaz wyzsza ich ekspresje stwierdzono w komoérkach
progenitorowych linii granulocytarnej niz w dojrzatych granulocytach. Ponadto
wykazano, ze ekspresja tego miRNA wzrasta w granulocytach w odpowiedzi na
stan zapalny [19]. Sugeruje si¢, ze czasteczka ta reguluje dojrzewanie granulocytow
i prawdopodobnie jest niezbedna do ich powstawania [3, 19].

MiRNA-16 — to czasteczki, ktore obserwowano w tkankach i komorkach uktadu
odpornosciowego: monocytach, neutrofilach, limfocytach B i limfocytach T z
receptorem CD4+ i CD8+ [24]. Szerokie wystgpowanie i ekspresja tych czasteczek
moze sugerowaé, ze maja one wazna funkcje i by¢ moze zwigzana jest ona z
zahamowaniem przebiegu cyklu komoérkowego w stanach zapalnych [25].

MiRNA inne — to czasteczki mikroRNA-196, mikroRNA-296, mikroRNA-351,
mikroRNA-431, mikroRNA-448, opisane u ludzi i myszy, ktore indukowane sa przez
IFN-3 i hamuja replikacje wirusa hepatitis typu C [30].

MikroRNA A NOWOTWORY

Potencjalny zwiazek migdzy miRNA a procesem nowotworowym zaczgto braé
pod uwage z chwila stwierdzenia, ze czasteczki te odgrywaja wazna role we
wzroscie i réznicowaniu komorek [20]. Pierwsze badania kliniczne uwzgledniajace
ewentualny udzial tej czasteczki, dotyczytly przewlektej biataczki limfocytarnej B
(PBL-B) u ludzi [20]. W badaniach tych wykazano, ze profil miRNA pozwala na
ustalenie pochodzenia komorek, ale takze pozwala okresli¢ stadium ich rozwoju i
roznicowania. Obserwacje z tego zakresu wykazaly, ze miRNA majg zdolnos¢
regulowania ekspres;ji licznych onkogendéw i genow supresorowych i ze same moga
dziala¢ jako onkogeny i supresory [26]. W warunkach laboratoryjnych dowiedziono,
ze miRNA powoduje obnizenie proliferacji komérek nowotworowych w przypadku
raka prostaty (w liniach komorkowych PC-3) oraz raka szyjki macicy (w liniach
komorkowych Hel.a) [26]. Na podstawie poziomu ekspresji miRNA mozna diagno-
zowa¢ liczne choroby nowotworowe. W przypadku glejakéw obserwowano wzrost
ekspresji miRNA-21, w przypadku nowotwordéw ptuc wzrost miRNA-155 i
miRNA-17-92. Przy chloniaku Burkitta i Hodgkina stwierdzono wzrost ekspresji
miRNA-155 [26]. Nieco inny obraz stwierdzono w przypadku raka jelita grubego —
obnizenie ekspresji miRNA-143 i miRNA-145; a w przypadku raka piersi — obnizenie
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ekspresji miRNA125-1, miRNA125-2 i miRNA-145 i wzrost miRNA-21. Wyniki tych
badan wskazuja, ze w przyszitosci bedzie mozliwe zastosowanie miRNA w leczeniu
chorob nowotworowych, a ich zastosowanie opierac si¢ bedzie na kilku strategiach
[6]. Moze to by¢ synteza sztucznych miRNA komplementarnych do mRNA
okreslonego genu. W takiej sytuacji zadaniem syntetycznych miRNA byloby wyciszenie
ekspresji genu odpowiedzialnego za dang chorobe. Inna strategia to zastosowanie tzw.
antagomirow, czyli syntetycznych oligonukleotydéw komplementarnych do okreslonego
miRNA. Idea takiego leczenia polega na modyfikacji aktywnosci okreslonych biatek,
posrednio poprzez wyciszanie genéw miRNA regulujacych ich ekspresje [6].
Najnowsze badania [28] wskazuja, ze czasteczki miRNA sa takze zaangazowane w
przerzuty nowotworow i ich funkcja w tym procesie moze by¢ dwojaka. Z jednej
strony moga dziata¢ jako aktywatory przerzutdéw, a z drugiej strony moga hamowaé
ten proces. Takie dziatanie obserwowano przy: biataczkach, nasieniakach, chloniakach,
glejakach, raku piersi, trzustki, sledziony, prostaty, okreznicy i jajnika [28]. Stwierdzono
takze, ze miRNA-373, 520c, 155, 21, 10b aktywuja proces przerzutow, zas
czasteczki miRNA-9, 340, 34b, 34c, 148a, 126, rodzina miRNA-200, 206, 335, 146a,
146b, 29c; rodzina let-7, miRNA-101 oddzialuja hamujaco. Rozwaza si¢ takze
wykorzystanie czasteczek miRNA w klinice nie tylko jako ,.broni” w terapii przy
przerzutach nowotwordw, ale takze jako markerow nowotworowych [28]. W tym
momencie warto wspomnie¢ o badaniach [7, 11, 23, 27, 32, 48], ktore moga
zapoczatkowa¢ nowy nurt terapeutyczny w leczeniu nowotwordw. Obiektem tych
badan byly czasteczki siRNA skierowane przeciwko genom kodujacym elementy
kompleksu telomerazy, enzymu wykazujacego duza aktywnos$¢ w komorkach
nowotworowych. W przeprowadzonych badaniach udalo si¢ uzyska¢ znaczny spadek
syntezy i aktywnosci telomerazy. Nastapito to w wyniku dziatania czasteczek siRNA
na rozne podjednostki telomerazy, co powodowalo zahamowanie proliferacji komorek
nowotworowych. Najczesciej byta to podjednostka katalityczna o aktywnosci odwrotnej
transkryptazy, tzw. hTERT (ang. human telomerase reverse transcriptase), rzadziej
czasteczka RNA stanowigca matryce dla wydtuzania jednoniciowego fragmentu
telomeru, tzw. hTR (ang. Auman telomerase RNA) [23, 27]. Skutecznos¢ takiego
postepowania wykazano w przypadku komorek raka prostaty (PC3, DU145) [11], szyjki
macicy [7], zotadka (SGC7901) [31], watroby (SMMC-7721) [31], pecherza
moczowego (T24) [31], krtani (Hep2) oraz glejakéw (US7MG) [48].

MikroRNA A WYBRANE INFEKCJE WIRUSOWE I CHOROBY
NEUROLOGICZNE

Wykazano, ze miRNA jest rowniez kodowane przez wirusy majace materiat
genetyczny w postaci dsDNA (tab. 2), chociaz mozliwos¢ kodowania miRNA przez
inne wirusy nie jest wykluczona [30, 37]. Wirusowe miRNA moze interferowaé z
mRNA komorek zakazonych, regulujac w ten sposdb ekspresje genow. Wykazano
[14, 33], ze miRNA kodowane przez ludzki herpeswirus KSHV (ang. Kaposi's-
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sarcoma-associated herpes virus), okreslane jako miR-K12-11, funkcjonujace jako
ortolog komoérkowego miRNA-155, umozliwiajac replikacj¢ tego wirusa przez
obnizenie ekspresji genéw odpowiedzialnych za wzrost i apoptoze komorek. Ponadto
wysoka ekspresje miRNA-155 obserwowano takze w przebiegu zakazenia wirusem
EBV (ang. Epstein-Barr virus) [46].

W badaniach przeprowadzonych in vitro wykazano, ze miRNA hamuje replikacje
wirusa HIV-1 (ang. human immunodeficiency virus-1) w obwodowych jedno-
jadrzastych komorkach krwi pochodzacej od ludzi zainfekowanych tym wirusem, a
takze w przetrwalych, zakazonych liniach komoérkowych [37]. Okazalo si¢ takze,
ze wirus HIV-1 ma zdolno$¢ hamowania ekspresji miR-17/92, poniewaz taka
supresja jest niezbedna do jego efektywnej replikacji [37]. Badania Hunga i wsp.
[17] wykazaly, ze komdorkowe miRNA (miRNA-28, miRNA-125b, miRNA-150,
miRNA-223 i miRNA382) hamuje ekspresje wirusa HIV-1 w spoczynkowych
limfocytach T (CD4+). W wyniku zwigzania miRNA z regionem 3'-UTR mRNA
wirusa HIV-1 dochodzi do zahamowania translacji biatek wirusowych Tat i Rev.
Jak uwazaja badacze, nieefektywna ekspresja biatka Tat w spoczynkowych limfocy-
tach T (CD4+), odgrywa kluczowa role w utrzymaniu latencji wirusa HIV-1.
Kolejne badania nad wirusem HIV [47] wskazaly, ze hamowanie jego ekspresji w
spoczynkowych limfocytach T (CD4+) mozna przeprowadzi¢ stosujac specyficzne
inhibitory anty-miRNA. Podczas badan nad wirusem PFV-1 (ang. primate foamy
virus-1) [1] zarejestrowano, ze ludzkie komdérkowe miRNA-32 efektywnie ograni-
czaja replikacje tego wirusa w zakazonych liniach komoérkowych Hela. Z drugiej
jednak strony wirus ten nabyt zdolnos¢ blokowania wyciszania gendw w drodze
interferencji RNA, co realizuje przez kodowanie biatka TAS, ktore jest supresorem
miRNA w komérkach ssakéw [1]. U ludzi wykazano, ze wytwarzany i uwalniany
w odpowiedzi na zakazenie wirusem HCV interferon typu 1 indukuje ekspresj¢ wielu
czasteczek miRNA: miRNA-196, miRNA-296, miRNA-351, miRNA-431, miRNA-
448, ktoére moga hamowac replikacje tego wirusa [30]. Badania naukowcdw z Danii
i USA donosza o opracowaniu nowej metody walki z wirusowym zapaleniem watroby
typu C [21]. Przedmiotem ich badan stata si¢ czasteczka miRNA-122, ktora w duzej
ilosci wystepuje w watrobie. Pierwsze eksperymenty na hodowlach komdrkowych
tego narzadu wskazaty, ze miR-122, przylacza si¢ do wirusa HCV, umozliwiajac mu
namnazanie si¢ w komodrkach watroby. Zainspirowani tym faktem naukowcy
postanowili przeprowadzi¢ podobne doswiadczenie na szympansach z przewlekltym
wirusowym zapaleniem watroby typu C. Zwierzgtom podawano lek opracowany na
bazie kwasu nukleinowego — SPC3649, ktory miat blokowaé¢ w watrobie miRNA-
122. Po trwajacej trzy miesigce kuracji okazalo sig, ze u zwierzat, ktorym podawano
lek w wiekszej dawce (5 mg/kg masy ciala), liczba wiruséw w komodrkach watroby,
jak i we krwi spadta az 350 razy, objawy choroby cofnely sie, a efekt ten utrzymywat
si¢ przez kolejne miesiace. W chwili obecnej trwaja juz pierwsze testy preparatu
SPC3649 z udzialem ludzi, jednak jak na razie maja one na celu sprawdzenie
bezpieczenstwa leku [21]. Niedawno wykazano réwniez udzial czasteczek miRNA
w przebiegu latentnej infekcji wirusem HSV-1 (ang. herpes simplex virus-1) [38].
W stanie latencji ekspresja wszystkich gendéw tego wirusa zostaje zatrzymana, z
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wyjatkiem transkrypcji genu dla LAT (transkrypt latencyjny). Dzi§ juz wiadomo,
ze w komorkach zainfekowanych HSV-1, transkrypt LAT funkcjonuje jako
prekursor miRNA i koduje cztery glowne typy miRNA (mir-H2-3p, mir-H4-3p, mir-
H2-5p, mir-H4-5p) [38].

Badania z 2008 i 2009 roku wykazaty, ze miRNA ma réwniez zwiazek z takimi
chorobami, jak choroba Parkinsona [40] i Alzheimera [16, 41]. Wykazano [40], ze
istnieje scisty zwiazek migdzy polimorfizmem czynnika FGF20 (ang. fibroblast
growth factor 20) i miRNA-433 a ryzykiem wystapienia choroby Parkinsona. W
mozgu ludzi zdrowych zanotowano wysoka ekspresje miRNA-433, ktdrej nie obser-
wowano w innych narzadach (serce, watroba, §ledziona). Wykazano, ze miRNA-
433 przez wiazanie si¢ z transkryptem mRNA genu FGF20 zawierajacym allel C
dziala jako negatywny regulator translacji FGF20, jezeli natomiast ten sam transkrypt
wiaze si¢ z miRNA-433, lecz w obszarze zawierajacym allel T, to dochodzi do
wysokiej translacji FGF20 do biatka. Z kolei wzrost translacji FGF20 prowadzi do
nadprodukceji toksycznej postaci neuronalnego biatka a-synukleiny, pierwotnie
uwazanego za bezposrednig przyczyne choroby Parkinsona [40]. Przeprowadzone
badania sugeruja takze, ze miRNA-107 moze by¢ zaangazowane w rozwdj choroby
Alzheimera [16, 41]. U pacjentow z ta choroba obserwowano znaczacy spadek
poziomu miRNA-107 i wyrazny wzrost ekspresji genu BACE1 (ang. Famyloid
prekursor protein-cleaving enzyme 1) [16, 41].

PODSUMOWANIE

Na podstawie przytoczonych faktow mozna stwierdzi¢, ze czasteczki miRNA sa
obecnie uwazane za ,,material” o ogromnym potencjale biologicznym, w tym takze
aplikacyjnym. W przysztosci bedzie mozna wykorzysta¢ je w leczeniu choréb o
etiologii wirusowej i bakteryjnej, a przede wszystkim (na podstawie ich ekspresji)
monitorowaé i zapobiega¢ chorobom nowotworowym.
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