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Chronic inflammatory airway diseases, including asthma, are a significant health prob-
lem and previous treatment methods seem to be insufficient. There is a lack of effective
therapies which are adjusted to treat all classes in terms of severity, and it is probably
caused by insufficient understanding of molecular mechanisms involved in its occur-
rence. Small non-coding microRNA molecules in response to environmental factors lead

Stowa kluczowe: to modulate gene expression. They regulate many processes associated with physiologic

® microRNA
e astma oskrzelowa

functions of the immune system. Researches showed crucial role of miRNA in pathoge-
nesis of asthma and the other chronic inflammatory airway diseases. Despite the link of
microRNA with pathogenesis of inflammatory airway diseases, the role of these molecu-
les is still unclear. More detailed knowledge of the impact of miRNA molecules on the
development of bronchial asthma would allow us to better understand the genesis pro-
cess and might influence the effectiveness of the bronchial asthma treatment.

© 2017 Published by Elsevier Sp. z 0.0. on behalf of Polish Society of Allergology.
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luje wiele innych proceséw komoérkowych, do ktérych zali-

Wprowadzenie
Budowa miRNA

mikroRNA sg to mate, niekodujgce czasteczki, tworzace
duza rodzine silnie konserwatywnych RNA, ktére reguluja
post-transkrypcyjne wyciszanie gendéw poprzez interakcje
z docelowymi czgsteczkami mRNA [1]. Wyrézniono mecha-
nizm opierajgcy sie na inhibicji translacji oraz mechanizm
promujacy degradacje docelowego mRNA. Mechanizm pro-
mujacy degradacje funkcjonuje na zasadzie przylgczenia
mikroRNA do komplementarnej sekwencji matrycowego
RNA, a nastepnie jego degradacji. Poza wyzej wymieniong
funkcjg, jaka jest regulacja ekspresji genéw, miRNA kontro-

czamy wzrost i réznicowanie komérek, metabolizm, sygnali-
zacje, jak réwniez wplyw na procesy chorobowe powigzane
z nowotworami i stanami zapalnymi [2—4]. Dtugo$¢ endogen-
nych czasteczek miRNA to okoto 22 nukleotydy, a sam proces
powstawania czgsteczek mikroRNA sklada sie z szeregu $cisle
okreslonych etapéw [5].

Biogeneza czgsteczek mikroRNA

Biogeneza miRNA ma swdj poczatek w jadrze komérkowym.
Pierwotne transkrypty miRNA (pri-miRNA) tworzone sg po-
przez dziatanie polimerazy RNA II, tak dochodzi do wytworze-
nia ,oczapeczkowanych” i poliadenylowanych transkryptéw,
ktére w nastepnych procesach ulegajg dalszym przeksztal-
ceniom [6]. Kolejny etap obejmuje dzialanie swoistego
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kompleksu enzymatycznego, w ktérego sktad wchodzi
bialko DGCR8 oraz RNaza III, Drosha o wtasciwosciach
endonukleolitycznych. Proces ten obejmuje reakcje katali-
tycznego ciecia docelowej czasteczki pri-miRNA, co skut-
kuje powstaniem zhybrydyzowanego odcinka RNA, az do
jednoniciowych obszaréw petli. Dlugo$¢ powstalego pre-
miRNA to okolo 70 nukleotydéw [7]. Struktura ta czesto
okreslana jest, jako tzw. spinka do wloséw (ang. hairpin).
Prowadzi to do powstania prekursorowej czgsteczki miRNA
(pre-miRNA), ktéra nastepnie transportowana jest do cyto-
plazmy. Transport prekursorowych form miRNA do cyto-
plazmy mozliwy jest dzieki aktywnoSci transportera, kté-
rym jest eksportyna-5 oraz jadrowego biatka Ran-GTP [7].
Kolejny etap dojrzewania prekursorowego miRNA obejmuje
dziatanie endorybonukleazy, ktorg jest kompleks enzyma-
tyczny DICER. Etap ten sklada sie z serii katalitycznych
cie¢, ktory finalnie prowadzi do powstania duplekséw RNA
o dtugosci ~21 nukleotydéw [6, 7]. W powstalym dupleksie
miRNA/miRNA* (miRNA* oznacza ni¢, ktéra ulega degrada-
cji) tylko jedna z nici zostaje preferencyjnie wigczona do
biatkowego kompleksu (RISC), druga ni¢ zostaje zdegrado-
wana [7].

Proces wlgczenie preferowanej czgsteczki miRNA do
kompleksu RISC poprzedza wigzanie sie molekuly miRNA
z biatkiem AGO2 (biatko wchodzace w sktad kompleksu
RISC) [8].

Wilaczenie jednej z molekut miRNA do kompleksu jest
$cisle kontrolowane, wybdr determinowany jest lokalng
stabilnoécig termodynamiczng dupleksu miRNA/miRNA¥,
nié, ktérej koniec 5 jest mniej stabilnie sparowany, zostaje
wlgczona do kompleksu RISC [7]. Tak powstaty kompleks
miRNA-AGO2-RISC zdolny jest do preferencyjnej represji
docelowego genu. Dzieki obecnosci tzw. seed region mozli-
we jest przewidywanie celu dla poszczegélnych miRNA.
Region ten charakteryzuje sie calkowitg bgdz czeSciows
komplementarnosciag do sekwencji docelowego mRNA [7, 9].
Dlugo$é¢ seed region to okolo 6 nukleotydéw, ktére poprzez
wystepowanie komplementarnych zasad tacza sie z nukleo-
tydami docelowego mRNA w pozycji 2-7 od konca 5 miRNA
[10]. Seed region to stosunkowo krétka sekwencja, istnieje
zatem mozliwo$é, aby jedna czasteczka miRNA regulowatla
ekspresje wiecej niz jednego genu. Zaklada sie, ze komplet
ludzkich miRNA moze wplywacé na ekspresje nawet jednej
trzeciej genéw kodujacych biatka [9].

Mechanizm kontroli ekspresji genéw przez czgsteczki miRNA
Dwa szlaki represji genéw przez mikroRNA =zalezne sg
przede wszystkim od stopnia komplementarnosci -
w przypadku, gdy miRNA nie wykazuje rozlegtej komple-
mentarnoséci w stosunku do docelowego mRNA, kompleks
RISC wraz z miRNA prowadzi do inhibicji translacji. Sche-
mat stopniowego dojrzewania pierwotnych transkryptéw
miRNA z uwzglednieniem lokalizacji komérkowej oraz pro-
wizoryczny podziat dziatania kompleksu RISC przedstawia
rycina 1.

Astma oskrzelowa

Astma oskrzelowa jest to przewlekla, heterogeniczna choro-
ba drég oddechowych o charakterze zapalnym. Choroba ta

zazwyczaj charakteryzuje sie kaszlem, duszno$ciami, $wi-
szczgcym oddechem oraz czeSciowo odwracalng obturacjg.
Liczba o0séb chorych na astme oskrzelowg to okoto 300
milionéw na calym Swiecie [11]. Astma oskrzelowa stanowi
jedna z najczestszych przewleklych choréb uktadu oddecho-
wego zaréwno u dzieci, jak i dorostych [12]. Przypuszcza sie,
ze w roku 2025 liczba chorych na astme oskrzelowa wynosi¢
bedzie 400 milionéw [11]. Stopienn nasilenia objawdw jest
zmienny w czasie i wynika przede wszystkim z ograniczen
przeplywu wydychanego powietrza, co stanowi ceche
charakterystyczng dla choréb obturacyjnych uktadu odde-
chowego [6, 11,]. Do czynnikéw wplywajgcych na nasilenie
objawow zaliczy¢ mozna ekspozycje na alergen, aktyw-
noé¢ fizyczng, infekcje wirusowe drég oddechowych czy tez
zmiane warunkéw pogodowych [11]. Leczenie astmy osk-
rzelowej opiera sie gtéwnie na zastosowaniu glikokortyko-
steroidéw droga wziewna, $32-miemetykéw krétko i dlugo-
dziatajacych oraz lekéw antyleukotrienowych [13]. Dziatanie
przeciwzapalne glikokortykosteroidéw w duzej mierze opiera
sie na aktywacji (cytozolowych receptoréw glikokokortyko-
steroidowych, ktére po zwigzaniu z ligandem ulegajg trans-
lokacji do jadra komérkowego. Docelowym miejscem dzialania
dla ww. receptoréw jest jadro komérkowe [14]. Wyrdznia
sie dwa mechanizmy dzialania; transaktywacje oraz trans-
represje [15]. Wiele genéw posiada w obszarze promotora
sekwencje, ktéra w odpowiedzi na obecno$¢ aktywowanych,
homodimerycznych receptoréw dla glikokortykosteroidéw,
indukuje ekspresje gendw, ktérych produkty biatkowe wyka-
zujg dziatanie przeciwzapalne, proces ten okreslamy mianem
transaktywacji [15]. Transrepresja to proces, ktéry finalnie
prowadzi do represji gendéw pro-zapalnych, Dodatkowo do
molekularnego mechanizmu glikokortykosterodiéw zaliczy¢
mozna rekrutacje deacetylazy histonowej HDAC2 [16].
Zwigkszona aktywno$¢ deacetylazy histonowej prowadzi do
represji gendw poprzez ograniczenie dostepu czynnikéw
transkrypcyjnych do docelowych sekwencji regulatorowych
[16]. Istotny problem kliniczny stanowig przypadki ciezkiej,
niewrazliwej na kortykosteroidy astmy oskrzelowej, ktérej
wystepowanie czesto powigzane jest z infekcjami bakteryj-
nymi oraz wirusowymi [14]. Powszechnie izolowang bakterig
od pacjentdw z ostrg, steroidooporng astma oskrzelowsg jest
Heamophilus influenzae [14]. Co wiecej, infekcje bakteryjne
jak i wirusowe, wplywajg réwniez na zaostrzenie objawdw
astmy oskrzelowej. Do zaostrzenia dochodzi w przypadku
infekcji drég oddechowych np. wirusem grypy, wirusem RSV
czy tez rinowirusem [3, 14]. Swiszczacy oddech spowodowany
infekcjg rinowirusowsg u dzieci w pierwszych trzech latach
zycia stanowi najsilniejszy czynnik ryzyka, jezeli chodzi
o rozwdj astmy wieku dzieciecego [17].

Komérki nablonkowe drég oddechowych tworza bariere
miedzy gospodarzem, a Srodowiskiem zewnetrznym, co za
tym idzie stanowia pierwsze miejsce kontaktu z alergenami,
zanieczyszczeniami powietrza oraz mikroorganizmami.
Wynika to przede wszystkim z faktu, iz na powierzchni
komoérek nablonka znajduje sie wiele receptoréw odpowie-
dzialnych za interakcje z patogenami, takimi jak rinowirusy,
ktérych rola w patogenezie astmy oskrzelowej wydaje
sie by¢ istotna. W przypadku alergenéw, do interakcji
z komoérkami uktadu immunologicznego dochodzi poprzez
wigzanie z receptorami rozpoznajacymi wzorce molekularne
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Ryc. 1 - Schemat przedstawiajacy biogeneze i zasade dzialania miRNA
Fig. 1 — Scheme presenting biogenesis and mechanisms of miRNA action

na powierzchni komérek nabtonka oddechowego, badz bez-
posrednio poprzez interakcje z komoérkami dendrytycznymi
[18, 19]. Nablonek drég oddechowych odgrywa zatem klu-
czowg role w inicjacji proceséw zapalnych, podczas ktérych
dochodzi do produkcji interferonéw, cytokin czy ten chemo-
kin [4, 20].

Istotny wydaje sie fakt, ze liczba chorych na $wiecie
dramatycznie wzrasta, a doktadny mechanizm molekularny
tej choroby jest nadal nie do konca poznany. Stanowi to
prawdopodobnie najwiekszy problem, jezeli chodzi o astme
oskrzelowg, dlatego tez poznanie mechanizméw na pozio-
mie molekularnym pozwoliloby na opracowanie nowych
i przede wszystkim skuteczniejszych strategii terapeutycz-
nych. Dodatkowo nalezy wspomnieé, ze astma oskrzelowa
nadal pozostaje chorobg nieuleczalng, ktéra finalnie prowa-
dzi do trwalego uposledzenia czynnosci ukladu oddecho-
wego [21].

Aktualny stan wiedzy ukazuje znaczgcg role miRNA
W procesie patogenezy astmy oskrzelowej poprzez uczest-
nictwo w regulacji/modulacji wielu proceséw z tym zwigza-
nych [1, 2, 6, 22, 23]. Mimo to dokladna rola miRNA jest
relatywnie stabo poznana. Celem pracy jest przedstawienie
krytycznego przegladu na temat relacji pomiedzy obecnoscig
specyficznych miRNA a astmg oskrzelowg. Dalsze prace nad
miRNA, ktére beda stanowily krok w przéd, w poznaniu roli
miRNA mogg znaczgco wplynaé na lepszg diagnostyke
astmy oskrzelowej, a przede wszystkim poprawe komfortu
zycia pacjentéw dotknietych tg choroba.

Wptyw czynnikéw Srodowiskowych i genetycznych na astme
oskrzelowq

Przewlekly stan zapalny oskrzeli spowodowany jest przede
wszystkim wzrostem liczby komérek tucznych, wzrostem
stezenia immunoglobulin klasy E oraz naciekiem eozynofi-
16w [24]. Patogeneza astmy dalej pozostaje niejasna, przy-
puszcza sie, ze jej wystepowanie indukowane jest wielo-
czynnikowo. Do czynnikéw tych zalicza sie funkcjonowanie
ukladu odpornosciowego, czynniki srodowiskowe oraz pre-
dyspozycje genetyczne [25]. Wybrane czynniki wplywajgce
na wystepowanie astmy oskrzelowej przedstawia rycina 2.
Przykltadami cytokin wytwarzanych przez limfocyty Th2,
ktére uczestniczag w patogenezie astmy oskrzelowej, sg
przede wszystkim: IL-4, IL-5, IL-9 IL-13 oraz GM-CSF [26, 27].
Jednym z przykladéw jest nadekspresja efektorowej inter-
leukiny 13, jest to kluczowa cytokina syntetyzowana przez
aktywowane limfocyty Th2 [28]. Odpowiedz Th2-zalezna jest
typowa odpowiedzig w przypadku astmy oskrzelowej. IL-13
odgrywa role w patogenezie astmy, jak i w indukcji zapale-
nia drég oddechowych o podlozu alergicznym, charaktery-
zujacym sie naciekiem komoérek zapalnych, hipersekrecja
§luzu, nadwrazliwoscig drég oddechowych czy tez hiperpla-
zjag miesnidwki gladkiej [29]. Wyzej wymienione procesy
zalezne sg gtéwnie od zmian stopnia ekspresji genéw na
poziomie mRNA jak i biatka, wliczajac w to przede wszyst-
kim zmiany w stezeniu cytokin i chemokin. U pacjentéw
z umiarkowanie ciezkg astmg oskrzelowg dochodzi do
zwigkszonej odpowiedzi ze strony limfocytéw Th1l i/lub
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Ryc. 2 - Wieloczynnikowy patomechanizm astmy oskrzelowej
Fig. 2 — Multifactor pathomechanism of bronchial asthma

Th17, przewaza neutrofilowy charakter stanu zapalnego [30].
Istniejg doniesienia, ktére wskazujag na zmienny stopien
ekspresji miRNA w réznych modelach zapalenia drég odde-
chowych. Przykltadem moze by¢ model indukowanego zapa-
lenia drég oddechowych u bitransgenicznych myszy [29].
W modelu dochodzi do ekspresji transgenu kodujgcego
IL-13 w komérkach pluc, ekspresja indukowana jest uzyciem
doksocykliny. Wyniki wskazuja, ze dochodzi nawet do
trzykrotnej nadekspresji niektérych genéw kodujacych
miRNA. Przykladami molekutl, ktére w wyniku nadekspre-
sji kodujacych je gendéw zwiekszaja swoje stezenie, sa
m.in.. miRNA-21, miRNA-142, miRNA-483, miRNA-709,
miRNA-706. Pomimo Zze otrzymywane eksperymentalne
modele astmy oskrzelowej indukowane sg w odmienny spo-
sob, to ostatecznie pod wzgledem fenotypowym modele te
sg do siebie bardzo podobne [24].

Model steroidoopornej astmy oskrzelowej

Przyktadem, ktéry jednoznacznie ukazuje, jak znaczaca role
odgrywa miRNA w astmie oskrzelowej, jest praca Richarda
Y. Kim i wsp. [14]. Celem autoréw bylo opracowanie
reprezentatywnego mysiego modelu ciezkiej, steroidoopor-
nej astmy oskrzelowej, blizsze poznanie mechanizméw
patogennych oraz okreslenie potencjalnie nowych metod
leczenia. U podloza steroidoopornej astmy oskrzelowej lezy
wiele czynnikéw, do ktérych zaliczy¢ mozna: odpowiedz
uktadu immunologicznego, uposledzone funkcjonowanie re-
ceptoréw dla glikokortykosteroidéw, jak i wzrost stopnia
ekspresji genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne [14, 31].

Astme oskrzelowa indukowano owalbuming u myszy BALB/c,
zaostrzenie objawéw i/lub niewrazliwo$¢ na leczenie steroi-
dami osiggnieto poprzez zainfekowanie myszy bakterig Chla-
mydia maridarum oraz Haemophilus influenzae. W przypadku
infekcji Chlamydia maridarum dochodzi do supresji eozynofilo-
wej odpowiedzi zapalnej na rzecz zwigkszenia odpowiedzi
typu neutrofilowego. Promuje to odpowiedZz Th1/Th17-zalezng
zamiast dominujacej wcze$niej odpowiedzi Th2-zaleznej [14].
Model ciezkiej, steroidoopornej astmy oskrzelowej typu
neutrofilowego indukowany owalbuming oraz dodatkowo
wspolistniejaca infekcja Chlamydia maridarum prowadzi
do wzrostu ekspresji miRNA-21 w komérkach ptuc
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Sal/SPG).

Rola infekcji bakteryjnych i wirusowych w indukcji SSIAAD

Istotny jest réwniez fakt zwiekszenia ekspresji miRNA-21
w przypadkach, gdzie nie dochodzitlo do odpowiedzi uktadu
immunologicznego [14]. Do zwiekszenia ekspresji miRNA-21
dochodzi réwniez w przypadku modelu niealergicznego,
infekowanego przy uzyciu Chlamydia maridarum, bez ekspo-
zycji na owalbumine [14]. Wzrost ekspresji miRNA-21 powig-
zany jest ze wzrostem czynnikéw Th1 i/lub Th17-zaleznych,
do ktérych zalicza sie np. IL-17, IL-6, STAT1, IFNyy, TNF [14].
Whnioskowaé zatem mozna, ze miRNA-21 jest czynnikiem
indukowanym przez infekcje i moze wplywaé na Srodowisko
ptuc przed ekspozycja na alergen, ktérym byta owalbumina
[14]. Hloéciowy PCR tkanki ptucnej szczepu C57BL/6, u ktérego
indukowano alergiczne zapalanie drég oddechowych, oraz
infekowanego C. maridarum wykazal wzrost ekspresji miRNA-
21. Dowodzi to, ze wzrost ekspresji miRNA-21 indukowany
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alergicznym zapaleniem drég oddechowych nie jest specy-
ficzny szczepowo, moze zatem dotyczy¢ kazdego innego
szczepu [14]. Ponadto modele Ova/Cmu wykazujg obni-
zong ekspresje bialek, takich jak PTEN, NR3C1 oraz HDAC2
w poréwnaniu do modelu bez infekcji C. maridarum
(Ova/SPG) [14].

Wpltyw miRNA-21 na aktywnos¢ Sciezki sygnatowej PISK/AKT
Wyzej wymienione czynniki powigzane sg z odpowiedzig
PI3K-zalezng oraz odpowiedzig posredniczacg w dziataniu
steroidéw. W celu okre$lenia, czy wywotane infekcjg zmiany
w ekspresji bialek (PTEN, NR3C1, HDAC2) zwigzane s3 ze
zwiekszong aktywnos$cig szlaku PI3K, oznaczono poziom
ufosforylowanej formy biatka AKT. Aktywacja szlaku PI3K
prowadzi do fosforylacji i aktywacji czasteczki efektorowej,
ktérg jest AKT [32]. Wyniki wskazujg na wzrost jadrowej
frakcji ufosforylowanych form AKT (pAKT) na skutek trans-
lokacji do jadra komorkowego [14]. Zredukowany poziom
HDAC2 oraz wzrost liczby czasteczek pAKT w odpowiedzi
na indukowang ekspresje miRNA-21 ukazuje znaczgcg role
w procesie regulacji wrazliwosci na steroidy w przypadku
zapalenia drég oddechowych [14]. Dlatego u myszy
z indukowang ciezka, steroidooporng, alergiczng chorobg
drég oddechowych (SSIAAD) zwiekszong aktywno$¢ kinazy
PI3K, obnizZone stezenie bialek HDAC2 oraz atenuacje genu
NR3C1 powigzaé¢ mozna z ekspresja miRNA-21 w stopniu
przewyzszajagcym stopien fizjologiczny. Biatko kodowane
przez gen NR3C1 stanowi receptor dla glikokortykosteroidéw
- rézne formy polimorficzne tego receptora czy tez jego
obnizona ekspresja wplywa na efektywno$¢ terapii
u pacjentéw chorych na astme oskrzelowg leczonych gliko-
kortykosteroidami [33]. Hamowanie miRNA-21 poprzez
zastosowanie specyficznego leku Antagomir (Ant-21) pozwo-
lito na przywrécenie fizjologicznego stezenia biatka PTEN
oraz HDAC2, lecz nie dochodzilo do przywrécenia fizjolo-
gicznego stopnia ekspresji genu NR3C1 [14]. Przywrdcenie
parametréw do prawidlowych wartoéci nie bylo zalezne od
zastosowania deksametazonu (DEX), poniewaz zar6éwno
w grupie, w ktorej stosowano deksametazon, jak i w grupie
bez (réwnolegle stosowanie Ant-21), dochodzi do przywréce-
nia parametréw fizjologicznych biatka PTEN, jak i HDAC2.
Dotyczy to zaré6wno modelu SSIAAD wyindukowanego po-
przez infekcje C. maridarum, jak i modelu wyindukowanego
poprzez zastosowanie Haemophilus influenzae. W celu zbada-
nia powigzan pomiedzy infekcja wirusowa a stopniem eks-
presji miRNA-21 na modele steroidooporne wyprowadzono
dwa modele, do ktérych wyindukowania uzyto wirusa grypy
(A/PR/8/34 HIN1) oraz syncytialnego wirusa nablonka odde-
chowego (RSV). W przeciwienstwie do modelu Ova/Cmu,
gdzie dochodzitlo do zmian w catkowitej liczbie leukocytéw
w drogach oddechowych, oba modele wirusowe nie wyka-
zujg znaczacych zmian w catkowitej liczbie leukocytow.
Cechg charakterystyczng dla obu typéw infekcji (bakteryjnej
i wirusowej) jest stan zapalny z dominacjg eozynofilow,
czeSciowo badz calkowicie niewrazliwy na leczenie steroi-
dami, jak i nadwrazliwo$é drég oddechowych, ktéra réwniez
przejawia cechy steroidoopornosci. Wyprowadzenie nowego,
eksperymentalnego modelu ciezkiej, steroidoopornej, aler-
gicznej choroby drég oddechowych pozwolilo na blizsze
poznanie proceséw, ktére przyczyniajg sie do wystepowania

steroidoopornych przypadkéw astmy oskrzelowej. Wyniki
jednoznacznie wskazujg na role infekcji bakteryjnych, jak
i wirusowych w procesie ksztaltowania sie¢ steroidoopor-
nosci. Dane przedstawione przez twoércow artykulu wska-
zuja, ze ciezka, steroidooporna, alergiczna choroba drég
oddechowych indukowana zaréwno poprzez infekcje bakte-
ryjne (C. maridarum, H. influenzae) i wirusowe (wirus grypy,
syncytialny wirus nablonka oddechowego) ma wspdlng
ceche, ktérg jest o§ miR-21/PI3K/pAKT/HDAC2 [14]. Zastoso-
wanie specyficznych wzgledem miR-21 oligonukleotydéw
prowadzacych do obnizenia stezenia oraz niespecyficznego
inhibitora LY294002 o wysokim powinowactwie wzgledem
kinazy PI3K pozwolilo na zobrazowanie wpltywu nadekspre-
sji miRNA-21 indukowanej infekcjg na rozwoj steroidoopor-
nosci. Translokacja jgdrowa pAKT indukowana aktywacjg
PI3K prowadzi do obnizenia aktywnosci deacetylazy histo-
nowej 2, co bezposrednio przyczynia sie do opornosci na
leczenie steroidami [14].

Wplyw czgsteczek statych na modulacje miRNA oraz mRNA

Na modulacje ekspresji miRNA w piynach ustrojowych,
komérkach ukladu odpornosciowego, jak i w komérkach
drég oddechowych wplywajg réwniez czynniki Srodowi-
skowe, takie jak zanieczyszczenia powietrza. Role czasteczek
stalych w modulacji stezenia miRNA w komoérkach drég
oddechowych przedstawia praca naukowa Christophera
F. Ridera i wsp. [4]. Celem pracy bylo okreslenie korelacji
pomiedzy zmiang ekspresji gendéw oraz modulacja miRNA
a ekspozycja na alergen czy tez czasteczki stale (PMjgs).
Material badawczy stanowil plyn pozyskany z ptukania
oskrzelowo-pecherzykowego (BALF) od pacjentéw z cecha-
mi atopii, 48 h po ekspozycji na alergen i/lub czasteczki
stale (300 pg PM, s/m°) [4]. Po okresie 4 tygodni pacjentom
podano kolejng dawke alergenu do segmentéw pluc, ktore
w poczatkowych etapach doswiadczenia nie byly narazone
na dzialanie alergenu. Dokonano podziatu na nastepujace
grupy: czasteczki stale/alergen (DEA), czasteczki stale/roz-
twor soli fizjologicznej (DES), filtrowane powietrze/alergen
(FAA) oraz filtrowane powietrze/roztwér soli fizjologicznej
(FAS).

We wszystkich trzech poréwnywanych grupach (DEA,
DES, FAA) dochodzi do modulacji 5 réznych czasteczek
miRNA. Do najwiekszej modulacji dochodzi w przypadku
grupy DES, wzrostu stezenia 11 czgsteczek miRNA, spadek
obejmowat 15 réznych miRNA [4]. W przypadku grupy FAA
doszlo do wzrostu 7 miRNA oraz spadku 10 miRNA [4].
W grupie DEA mimo ekspozycji na czasteczki stale oraz
alergen doszlo do modulacji stezenia dla 19 czasteczek
miRNA, wzrost ekspresji dla 12 czgsteczek oraz spadek
ekspresji w przypadku 7 czgsteczek miRNA [4]. Niemniej
jednak po przeprowadzeniu testu FDR (False Discovery Rate)
dla wartosci q < 0,2, tylko 5 czgsteczek miRNA spelniato
wymog postawiony przez oprogramowanie analityczne [4].
Do miRNA z grupy DEA, ktére spelnialy ten wymog,
zaliczy¢ mozna: miR-183-5p, miR-324-5p, miR-132-3p, miR-
331-3p oraz miR- 28-3p [4]. W przypadku grup narazonych
na czgsteczki stale, 6 miRNA posiadalo wartosci p < 0,05,
lecz zadne z wartosci q dla miRNA nie spelniatlo wymogu
q < 0,2. Obojetny nie pozostaje réwniez wplyw czasteczek
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stalych i/lub alergenéw na zmiany ekspresji gendw [4].
Zjawisko falszywie dodatnich wynikéw obserwowano takze
w przypadku modulowanych czgsteczek mRNA. Przeprowa-
dzenie testu FDR dla grupy narazonej na dzialanie alergenu
(FAA) pozwolito na wyodrebnienie czgsteczek mRNA bedg-
cych produktami transkrypcji nastepujgcych genéw: NFKBIZ,
STAT5A, TSFSF12, AHR, CXCL1, CXCL2, IFNGR1, FKBP5 czy tez
CDKNIA. Ze wzgledu na role, jaka pelni produkt biatkowy
genu CDKN1A, jego represja przez indukowang alergenem
czasteczke miR-132-3p moze przyczynia¢ sie do ztuszczania
sie komorek nablonka oskrzeli.

Podsumowujac, wywnioskowa¢ mozna, zZe wystepuje
zalezno$¢ pomiedzy ekspozycja na dany czynnik Srodowi-
skowy a modulacjg stezenia miRNA oraz ekspresja gendw
w nablonku drég oddechowym 48 godzin po ekspozycji [4].
Nie obserwujemy jednak korelacji pomiedzy narazeniem na
czasteczki stale i alergen jednocze$nie a istotng zmiang
w ekspresji miRNA czy tez mRNA [4]. Réznica pomiedzy
wynikamy dla grup DES oraz FAA moze wynikaé ze sposobu
narazenia, a tym samym sily dzialania danego czynnika.
Zalozeniem inhalacji bylo osiggniecie przez czgsteczki stale
docelowych segmentéw pluc, w przypadku alergenéw nara-
Zenie osiggnieto poprzez bezposrednig aplikacje roztworu
do obszaréw docelowych, co moze mie¢ znaczacy wplyw na
prezentowane wyniki.

Wplyw krqzqcych miRNA na parametry czynnosSciowe pluc

Krazace w osoczu miRNA budzg coraz to wieksze zaintere-
sowanie jako potencjalne biomarkery chorobowe, postuzy¢
mogg réwniez do kontrolowania, jak i wykrywania wielu
zaburzen, takich jak progresja czy tez rozwo6j nowotworéw
[30]. Dalsze badania nad rolag krazgcych miRNA jako
potencjalnych biomarkeréw przyczynia sie do lepszego
poznania mechanizméw z tym zwigzanych, a co za tym idzie
efektywniejszego zastosowania wiedzy w praktyce diagnos-
tyczno-klinicznej. Praca badawcza prowadzona przez Alvin T.
Kho i wsp. [2] jednoznacznie przedstawia wspdizaleznosé
pomiedzy zmiang parametréw czynnosciowych pluc a wyste-
powaniem specyficznych czgsteczek miRNA. Materiat bada-
wczy stanowila surowica pobrania od 160 pacjentdw rasy
kaukaskiej, objetych Programem Ochrony Dzieci z Astmg
Oskrzelowg [2]. Za kryteria zmian w funkcjonowaniu pluc
obrano parametry, takie jak; FEV1/FVC, FEV1% oraz FVC%.
Dodatkowo okreslono podzbiér miRNA wzgledem powigza-
nia FEV1/FVC i czasteczek mikroRNA ze specyficznoscig
plciows. Przeprowadzone dotychczas badania na ograniczo-
nym pod wzgledem wielko$ci materiale pozwolily na powia-
zanie z ogblnej puli 30 krazgcych miRNA. Wyodrebniono 4,
ktére wykazuja asocjacje z astmg oskrzelowg [1, 34].
Zrédlem krazacych czasteczek mikroRNA w przypadku cho-
réb o podiozu zapalnym jest przede wszystkim zbiér akty-
wowanych komérek ukladu odporno$ciowego oraz uszko-
dzone na skutek odpowiedzi immunologicznej tkanki [35].
Detekcji poddano 738 rdznych czgsteczek mikroRNA
niebedacych czasteczkami metabolizmu podstawowego
(non-housekeeping microRNAs) [2]. W analizowanych prébkach
wykryto 108 (14,6%) czasteczek miRNA, ktére wystepowaly
u 75% badanych pacjentéw pediatrycznych z astmg oskrze-
lowa [2].

Wspoélzaleznos¢ miedzy krazacym miRNA a FEV1/
FVG, FEV1% oraz FVGC%.

Parametrem, ktéry po wykonaniu testu korelacji liniowej
uzyskal najwiekszg liczbe powigzanych czasteczek, byt para-
metr FEV,/FVC. Liczba krazacych miRNA powigzanych
z parametrem FEV1/FVC wynosita 22 czasteczki na 108
badanych (20,4%). Powigzanie z parametrem FEV1% wykazy-
waly 4 krazace miRNA, w przypadku FVC% wspoéizaleznosé
wykazalo 8 krazacych czgsteczek miRNA [2]. Najsilniejsze
powigzanie wzgledem parametru FEV1/FVC wykazywata
czgsteczka miR-15b-5p, obserwujemy dwukrotng zmiane
w ekspresji miRNA, silny wplyw czgsteczki miR-15b-5p
wynika prawdopodobnie z silnie negatywnego wplywu tej
czasteczki na parametr FVC [2]. Analogicznie dla parametru
FEV1% czasteczka wykazujaca najsilniejszg asocjacje byta
czasteczka miR-27b-3p, za$ dla parametru FVC% - miR-320a
[2]. W przypadku FEV1/FVC, 12 czasteczek miRNA wykazuja-
cych asocjacje z tym parametrem znajduje naukowe uzasad-
nienie w wybranych pracach naukowych, ktére przedstawiajg
predyspozycje do wystepowania astmy oskrzelowej wzgledem
wybranych czasteczek miRNA (Panganiban i wsp. [34], Suoja-
lehto i wsp., [36], Williams i wsp. [37]) [2]. Warto réwniez
zaznaczy¢, ze wspolzaleznoé¢ pomiedzy funkcjonowaniem
ptuc a parametrem FEV1/FVC moze by¢ determinowana
plciowo [2]. Analiza 22 miRNA wykazujgcych powigzanie
z parametrem FEV1/FVC dokonana przez Alvin T. Kho i wsp.
prezentuje powigzanie 9 krazacych czasteczek miRNA
(40,9%) z plcig meska, w przypadku osobnikéw plci zeniskiej
asocjacje wykazujg tylko 3 czgsteczki miRNA (13,6%) [2].

Krgzgce miRNA jako potencjalne regulatory szlakéw
sygnatowych

Krazace czgsteczki miRNA wykazuja réwniez wplyw na
szlaki sygnalowe, réznicowanie komoérek czy tez wigzanie
sie poszczegélnych biatek [2, 14]. Rycina 3 obrazuje upro-
szczony schemat powigzan pomiedzy wybranymi czgstecz-
kami miRNA oraz biatkami $ciezek sygnatowych.

EV jako czqgsteczki posredniczqce w komunikacji
miedzykomérkowej

Obojetna nie pozostaje réwniez komunikacja pomiedzy
komérkami, ktéra wykorzystuje fakt wydzielania przez
komoérki pecherzykéw zewngtrzkomoérkowych (EV) [3]. Do
komunikacji pomiedzy komoérkami moze dochodzi¢ na
obszarze catego ukladu oddechowego, wliczajac w to zaréw-
no komoérki tworzgce gérne drogi oddechowe, jak i komérki
drobnych drég oddechowych [3]. miRNA zawarte w peche-
rzykach zewngtrzkomérkowych regulujg ekspresje genéw
w komoérkach docelowych. Do wymiany informacji pomie-
dzy komorkami dochodzi zaréwno w stanach fizjologicz-
nych, jak i w przypadku stanéw patologicznych, jakimi sg
infekcje drég oddechowych, w tym infekcje powodowane
rinowirusem [3]. Zalozeniem pracy badawczej prowadzonej
przez Marie ]J. Gutierrez i wsp. bylo okreslenie podstawo-
wego profilu (puli) czgsteczek mikroRNA wydzielanych
w EV, w nablonku drég oddechowych oraz okreslenie jak
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Fig. 3 — Scheme of chosen miRNA particles interactions with pathway-signaling proteins

infekcja rinowirusem (RV) wplywa na zmiane profilu wydzie-
lanych czgsteczek miRNA [3]. Materialem badawczym byla
wydzielina z gérnych drég oddechowych pozyskana od dzieci
w wieku < 3 lat z potwierdzong infekcja rinowirusowsg
(n=10). Grupe kontrolng stanowily dzieci zgodne z grupag
badawcza pod wzgledem wieku, nie bedace w trakcie infekcji
rinowirusowej (n=10) [3]. Wyniki otrzymane z wydzieliny
gérnych drég oddechowych poddano walidacji za pomoca
badania in vitro na ludzkim modelu nabtonka drég oddecho-
wych, poprzez pozyskanie wydzieliny z wierzchniej strony
pierwotnych komoérek nablonka oskrzeli (HBEC) [3]. Badania
in vitro na ludzkiej linii komoérkowej (HBEC) pozwolilo na
pozyskanie reprezentatywnej, czystej od zanieczyszczen $ro-
dowiskowych prébki, okreslajgcej jednolity profil mikroRNA [
3]. Celem walidacji bylo wykluczenie kontaminacji probki
czasteczkami $rodowiskowymi, ktérych obecnosé mogla
wynika¢ z nieuniknionych, naturalnych proceséw fizjologicz-
nych (wymiana gazowa) badz wynikaé z wprowadzenia czas-
teczek Srodowiskowych podczas pobierania prébek [3]. Wyni-
ki uzyskane z analizy miRNA dla grupy kontrolnej pozwolily
na identyfikacje 7 potencjalnie istotnych mikroRNA wchodza-
cych w sktad podstawowej puli miRNA wydzielanych
w drogach oddechowych [3]. Kryterium uznania danej czas-
teczki miRNA za istotng statystycznie byla wartos¢ odchyle-
nia standardowego (SD) wieksza od 3 (>SD). Do czasteczek
spelniajgcych ten warunek zaliczamy: hsa-miR-630, hsa-miR-
302d-3p, hsa-miR-320e, hsa-miR-612, hsa-miR-378e, hsa-miR-
25-3p, hsa-miR- 188-5p [3].

Korelacja w puli miRNA pomiedzy badanym materiatem a linig
HBEC

Poréwnanie wynikéw in vivo z wynikami otrzymanymi
z linii komoérkowej HBEC (in vitro) wskazuje na jednoznaczne

podobienstwo w przypadku czterech czasteczek miRNA
(hsa-miR-630, hsa-miR-302d-3p, hsa-miR-320e, hsa-miR-
612), co pozwala uznaé¢ je za czasteczki bazowe [3]. Co
ciekawe, w przypadku linii komérkowej kryterium wlaczenia
danej czgsteczki miRNA jako istotnej spelniajg réwniez
czasteczki: hsa-miRNA-21-5p, hsa-let-7a-5p, hsa-miR-192-5p
oraz hsa-miR-4454, czego nie obserwujemy w przypadku
proébek in vivo [3]. WartoSci stezenia miRNA uzyskane dla
poszczegblnych pacjentéw w przypadku badan in vivo réznig
sie od siebie, wynika to przede wszystkim z dynamicznosci
zakresu miRNA w zaleznosci od stanu fizjologicznego orga-
nizmu, a nawet plci [2, 3].

Modelowanie analityczne dla wybranych czgsteczek miRNA
Analiza bioinformatycza w kierunku ustalenia powigzan
pomiedzy miRNA a potencjalnym oddzialywaniem na
komérke wykazala wplyw gléwnie na ekspresje gendw,
$mier¢ lub przezycie komoérki oraz wptyw na funkcjono-
wanie, jak i utrzymanie komorki [3]. Analityczne modelo-
wanie wybranych miRNA w programie IPA zidentyfikowalo
kilka czgsteczek docelowych, ktére uczestniczg m.in.
w remodelingu nablonka drég oddechowych oraz réznico-
waniu komoérek mezenchymalnych poprzez regulacje cza-
steczki efektorowej szlaku PI3K, ktérg jest kinaza biatkowa
B (AKT) [3]. Dodatkowo do czgsteczek wytypowanych przez
program IPA zaliczy¢ mozna transforumujgcy czynnik
wzrostu B (TGFB) oraz grupe kinaz aktywowanych mitoge-
nami (MAPK) [3]. Wnioskujemy zatem, ze wybrane czg-
steczki miRNA w analizowanej puli wplywaja na podsta-
wowe procesy zachodzgce w komérkach nabtonkowych, co
za tym idzie, odpowiadajg réwniez za réwnowage parame-
tréw wewnetrznych komérki [3].
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Wplyw infekcji rinowirusowej na profil wydzielanych miRNA
w drogach oddechowych

Whbrew zalozeniom, infekcja rinowirusem nie wplywa diame-
tralnie na zmiane stezenia wydzielanych miRNA w drogach
oddechowych [3]. Réznica pomiedzy wynikami u pacjentéw
z infekcjg rinowirusem a wynikami dla zdrowych pacjentéw
dotyczy przede wszystkim znaczgcego wzrostu stezenia
dwoéch czagsteczek; hsa-miR-155-5p oraz hsa-miR- 21-5p.
Obecno$¢ czagsteczki hsa-miR-21-5p obserwujemy zaréwno
w przypadku pacjentdw z infekcja RV, jak i w przypadku
linii komoérkowej HBEC [3]. Nalezy réwniez zaznaczyé, ze
w przypadku oséb zdrowych nie dochodzi do ekspresji
czgsteczki hsa-miR-21-5p. Na uwage zasluguje czasteczka
hsa-miR-155-5p ze wzgledu na jej odmienno$é co do
wystepowania [38]. Potencjalnie 81 genéw wykazuje asocja-
cje z czasteczkg miRNA-155-5p w trakcie infekcji rinowiru-
sowej [3]. Obserwujemy wzrost ekspresji genéw DPP7 oraz
NAMPT, spadek ekspresji obejmuje geny IL-8 oraz TNFAIP2
[3]. Zmiany w ekspresji docelowych genéw dla czagsteczki
hsa-miR-155 zaleZne sg réwniez od czasu post-ekspery-
mentalnej infekcji rinowirusem [3]. Spadek ekspresji po 8 h
od eksperymentalnej infekcji rinowirusem obserwujemy
w przypadku genéw ANKFY1, MATR3, SOCS1 czy tez MECP2
[3]. Wzrost ekspresji genéw docelowych dla czgsteczki miR-
155-5p obejmuje: SOC1, CCL2, ICAM1 czy tez MYDS8S8, eks-
presji jest obserwowany po 48 h od ekspozycji.

Podsumowanie

Czasteczki mikroRNA odgrywajg kluczowa role w procesie
patogenezy i uczestniczg w zaostrzeniu astmy oskrzelowej,
czego dowodem sg wyniki przedstawiane w artykutach stano-
wigcych podstawe tejze pracy przegladowej. Modyfikacja
ekspresji genéw w nablonku drég oddechowych indukowana
obecnoscig specyficznych czgsteczek miRNA odgrywa klu-
czowg role w procesie powstawania stanéw zapalnych, remo-
delingu czy tez utrzymaniu homeostazy. Narastajaca wsrod
pacjentéw niewrazliwosé na leczenie steroidami budzi zainte-
resowanie i stwarza wiele probleméw ze wzgledu na fakt, ze
glikokortykosteroidy stanowig podstawe leczenie pacjentéw
z astma oskrzelowg [13]. Dotychczas blednie powigzywano
niewrazliwo$¢ na leczenie steroidami z uposledzonym funk-
cjonowaniem receptoréw dla glikokortysteroidéow. Okazuje sie
jednak, ze mechanizm nabywania niewrazliwo$ci powigzany
jest z indukowang przez zakazenia ekspresjg czgsteczek miR-
21, ktére prowadzg do wzrostu aktywnosci szlaku sygnato-
wego PI3K/AKT, przyczyniajgc sie tym samym do spadku
ekspresji HDAC2 [14]. Dalsze prace w kierunku okreslenia
bardziej szczegbtowej roli miR-21 pozwolg na lepsze poznanie
proceséw prowadzacych do wystepowania przypadkéow ste-
roidoopornosci wéréd pacjentéw chorujgcych na astme osk-
rzelowg. Wnioskujemy zatem, ze czasteczka miRNA- 21,
ktérej ekspresja indukowana jest zakazeniami zaréwno bak-
teryjnymi, jak i wirusowymi, stanowi potencjalny cel terapeu-
tyczny dla niestandardowych terapii ukierunkowanych na
steroidooporme przypadki astmy oskrzelowej. Jak juz wczes-
niej wspomniano, infekcje wirusowe przyczyniajg sie do
wystepowania astmy oskrzelowej w wieku dzieciecym, wply-
wajg réwniez na zaostrzenie objawéw astmy oskrzelowej [3].

W przypadku infekcji rinowirusowych uwage skupia czas-
teczka miR-155 ze wzgledu na wystepowanie tylko
w przypadkach infekcji gérnych drég oddechowych. miR-155-
5p wykazuje wspdlzaleznosc¢ z regulacja ekspresji docelowych
gendéw, lecz powigzanie to wymaga blizszego poznania. Iden-
tyfikacja krazacych czasteczek miRNA w ludzkim organizmie,
ktére wykazujg jednoznaczng asocjacje ze zmiang parame-
tréw okreslajacych funkcjonalno$é uktadu oddechowego,
pozwoli na lepsze kontrolowanie ww. parametréw
u pacjentéw z astmg oskrzelows, wlacznie z efekty-
wniejszym 1 wczedniejszym wykrywaniem postepujacych
zmian w funkcjonalnosci uktadu oddechowego. Przypuszczaé
mozna, ze wraz z coraz lepszym poznaniem tych wspdtzalez-
nosci czgsteczki mikroRNA zdobedg miano biomarkeréw.

Précz wyzej wymienionych czynnikéw biologicznych
wplyw na modulacje ekspresji czasteczek miRNA majg
réowniez czynniki Srodowiskowe, takie jak czgsteczki stale,
ktérych zrédlem sg np. silniki Diesla [4]. Obecno$¢ czaste-
czek stalych w $rodowisku przyczynia sie do wzrostu
ekspresji czasteczek miRNA, takich jak: miR-21, miR-30e czy
tez miR-144 [4]. Wspdlzaleznos¢ pomiedzy ekspresjg wybra-
nych miRNA a ekspozycjg na czgsteczki state prowadzi do
wystepowania stresu oksydacyjnego w nablonku drég odde-
chowych, wydzielania cytokin oraz rekrutacji komérek uktadu
immunologicznego zaangazowanych w proces powstawania
stanu zapalnego [4].

Podsumowujgc powyzsze przyklady, bez wahania stwier-
dzi¢ mozna, ze czgsteczki miRNA odgrywajg krytyczng role
w astmie oskrzelowej. Kazda z wyzej wymienionych czaste-
czek miRNA ze wzgledu na swoje wlasciwosci czy tez procesy,
ktére indukuje w rézny sposéb, wplywa na poszczegdlne
aspekty zwigzane z astma oskrzelows. Dokladniejsze pozna-
nie kazdej z wyzej wymienionych czgsteczek miRNA pozwoli
na skuteczniejsze zapobieganie wystepowaniu astmy oskrze-
lowej, jak i jej kontrole. Co wiecej wplynie to na wzrost
skuteczno$ci leczenia, a co za tym idzie poprawe komfortu
zycia pacjentéw dotknietych ta choroba.
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