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STRESZCZENIE

MikroRNA to krétkie czgsteczki kwasu rybonukleinowego regulujace ekspre-
sje gendéw. Wykazano udzial réznych rodzajéw mikroRNA w patogenezie ja-
skry. Wiekszo$¢ z nich wplywa na beleczkowanie w kacie przesaczania, powo-
dujac nadmierne odktadanie sie macierzy zewnatrzkomoérkowej i blokowanie
drogi odplywu cieczy wodnistej. Czasteczki mikroRNA zmieniajg kurczliwos¢
komérek beleczkowania, powoduja spadek jego przepuszczalnosci i wzrost
ci$nienia wewnatrzgatkowego. Uczestniczg w regulacji apoptozy komérek be-
leczkowania i komérek zwojowych siatkdwki. Czasteczki mikroRNA moga by¢
biomarkerami jaskry, a w przyszto$ci sta¢ sie celem terapii genowej.

Stowa kluczowe: mikroRNA, jaskra, beleczkowanie, stres oksydacyjny

ABSTRACT

MicroRNAs are short ribonucleic acid molecules that regulate gene expres-
sion. The involvement of various types of microRNAs in the pathogenesis of
glaucoma has been proved. Most of them affect trabecular meshwork in the
anterior chamber angle, causing excessive deposition of extracellular matrix
and blockage of the aqueous humor outflow. MicroRNAs affect the contractili-
ty of the trabecular meshwork cells, decreasing its permeability and increasing
intraocular pressure. They participate in the regulation of apoptosis of trabec-
ular meshwork cells and retinal ganglion cells. MicroRNAs may be potential
biomarkers for glaucoma and, in the future, a target for gene therapy.
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WSTEP

MikroRNA (miRNA) to krétkie czasteczki kwasu rybo-
nukleinowego, zbudowane z 21-23 nukleotydéw. Zgod-
nie z aktualna wiedza geny kodujace miRNA stanowia ok.
2% genomu czlowieka. Ich funkcja jest regulacja ekspresji
genéw na poziomie potranskrypcyjnym, ktéra moze doty-
czy¢ nawet 30% gendw strukturalnych. Tak znaczny wplyw
na genotyp wynika z tego, ze jedna czasteczka miRNA
potrafi oddzialywac¢ na kilkaset gendéw. Regulacja ekspre-
sji genéw odbywa sie na zasadzie interferencji, czyli ich
wyciszania lub wylaczania poprzez blokowanie translacji
miRNA [1]. MikroRNA moga pelni¢ funkcje zaréwno ge-
néw supresorowych, jak i onkogendéw [2]. Geny supreso-
rowe, zwane takze antyonkogenami, kontroluja procesy
wzrostu oraz podzialu komérek. Utrzymuja ich prawidlo-
wa liczbe w organizmie poprzez hamowanie proliferacji lub
aktywacje apoptozy, czyli procesu zaprogramowanej $mier-
ci komoérki. Onkogeny powoduja niekontrolowane namna-
zanie sie i przezywanie komorek [3].

MIKRORNA W CHOROBACH

Czasteczki miRNA zostaly odkryte w 1993 r. w nicieniu
Caenorhabditis elegans [4]. Wydarzenie to zapoczatkowato
intensywne badania majace na celu poznanie ich znacze-
nia w procesach fizjologicznych, jak réwniez w patogenezie
choréb.

Przykladem procesu fizjologicznego zachodzacego z udzia-
tem miRNA jest starzenie. Sklada sie na nie zesp6t dyna-
micznych zmian na poziomie strukturalnym i czynnoscio-
wym organizmu, zachodzacych pod wplywem czasu oraz
czynnikéw s$rodowiskowych [5]. Wykazano, ze istotng
funkcje w tym zjawisku petni miR-17-5p, ktére reguluje cykl
komérkowy, proliferacje i apoptoze. W doswiadczalnych
modelach starzenia ekspresja miR-17-5p maleje, natomiast
jest zwiekszona we krwi pacjentéw z nowotworami, utrzy-
mujac przezycie komérek nowotworowych [6]. MikroRNA
uczestniczy w rozwoju wielu innych choréb zwiazanych
z wiekiem, w tym choroby wienicowej, udaru mézgu, zawatu
serca, nadci$nienia tetniczego, cukrzycy i osteoporozy [7].
Zmiany ekspresji miRNA wykazano takze w postepujacych
chorobach neurodegeneracyjnych, ktérych wspdlng ceche
stanowi utrata komdrek nerwowych. Wsrdd tych schorzen
znajduja si¢ choroba Alzheimera, choroba Parkinsona,
stwardnienie zanikowe boczne, stwardnienie rozsiane, pla-
sawica Huntingtona, a takze jaskra. Do miRNA zwiazanych
z neurodegeneracja naleza: rodzina miR-29, miR-21-5p,
miR-132-3p, miR-124-3p, miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-
-223-3p oraz miR-9-5p [8].

Od czasu zidentyfikowania pierwszego miRNA w tkankach
oka w 2003 r. przez Lagos-Quintana i wsp. potwierdzono
zaburzenia miRNA w licznych chorobach oczu, m.in. w ja-
skrze, za¢mie, zwyrodnieniu plamki zwigzanym z wiekiem,

retinopatii cukrzycowej, dystrofii Fuchsa, a takze w nowo-
tworach takich jak siatkéwczak i czerniak blony naczynio-
wej [9, 10]. Udowodniono réwniez dysregulacje miRNA
w chorobach ogdlnoustrojowych z objawami ocznymi, np.
w chorobie Gravesa-Basedowa, chorobie Behceta, zespole
Vogta-Koyanagiego-Harady i zespole Sjogrena [11-14].
Udzial miRNA w rozwoju tak réznorodnych chordéb po-
twierdza regulacje przez te czasteczki licznych genéw w or-
ganizmie. Geny te uczestnicza w procesach réznicowania
i wzrostu komorek, proliferacji, apoptozy, jak réwniez od-
powiadaja za metabolizm komoérkowy, przekazywanie sy-
gnaléw i funkcjonowanie komoérek macierzystych [15].
Badania po$wiecone miRNA sg wazne dla zrozumienia
wielu zlozonych szlakéw metabolicznych prowadzacych
do zaburzen wzroku. Stwarzaja mozliwosci wykorzystania
miRNA jako biomarkeréw molekularnych o wartosci pre-
dykcyjnej, diagnostycznej oraz prognostycznej. Wyznacza-
ja takze nowy kierunek terapii w okulistyce, ktéry w przy-
szlo$ci moze sie sta¢ powszechny.

JASKRA

Jaskra jest jedna z najwazniejszych przyczyn nieodwracal-
nej utraty widzenia. Szacuje sig, ze na jaskre choruje ok.
80 mln 0s6b na $wiecie, a wérdd nich 11 mln cierpi na obu-
oczng $lepote [16]. Patogeneza jaskry nie zostala w pelni
poznana. Udowodniono zwigzek podwyzszonego ci$nienia
wewnatrzgatkowego (CWG) z apoptoza komoérek zwojo-
wych siatkéwki. Wystepuje jednak réwniez jaskra, w kto-
rej wartosci CWG sa w granicach normy, a neuropatia
postepuje. Swiadczy to o dzialaniu innych mechanizméw
uszkadzajacych nerw wzrokowy. Moga one wynikac z uwa-
runkowan genetycznych i zaburzen naczyniowych [17].
Wartos¢ CWG zalezy od réwnowagi miedzy produkcja cie-
czy wodnistej przez cialo rzeskowe a jej odplywem trzema
niezaleznymi drogami: przez beleczkowanie, droga naczy-
niéwkowo-twardéwkowa oraz przez teczéowke [18].

MIKRORNA W JASKRZE

MikroRNA reguluje liczne procesy fizjologiczne w galce
ocznej. Wplywa m.in. na utrzymanie réwnowagi cieczy
wodnistej, prawidlowe dzialanie beleczkowania oraz ko-
morek zwojowych siatkéwki. Jednak za sprawa réznych
czynnikéw, np. stresu oksydacyjnego, stresu mechanicz-
nego lub niedokrwienia, miRNA moze indukowa¢ zmiany
patologiczne, przyczyniajace sie do rozwoju jaskry. Struk-
tury docelowe miRNA znajduja sie zaréwno w przednim,
jak i tylnym odcinku gatki ocznej. Ponadto wykazano inter-
akcje miedzy tymi odcinkami, w ktdrej uczestniczy miRNA.
Zaleznie od przyjetego kryterium wyrdznia sie rézne typy
jaskry. Badania przeprowadzone u pacjentdw z jaskra pier-
wotna otwartego kata (JPOK) i jaskra w zespole pseudo-
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eksfoliacji (JPEX) wykazuja, ze poszczegélne typy charak-
teryzuje odmienna ekspresja miRNA. W jednym z badan
w JPOK wystepowala istotna regulacja w gére miR-518d
i miR-143 oraz regulacja w d6f miR-660 w poréwnaniu
z grupa kontrolna [19]. W innej prébie zidentyfikowano
trzy rézniagce miRNA miedzy badanymi z JPOK a grupa
kontrolng (miR-125b-5p, miR-302d-3p, miR-451a), piec¢
réznigcych miRNA miedzy osobami z JPEX a grupa kon-
trolna (miR-122-5p, miR-3144-3p, miR-320a, miR-320e,
miR-630) oraz jedno rézniace miRNA miedzy uczestnika-
mi z JPOK a tymi z JPEX (miR-302d-3p). Udowodniono, ze
miR-122-5p reguluje trzy geny zwiazane z jaskra: OPTN,
TMCOL i transformujacego czynnika wzrostu 8, (TGF-3,
transforming growth factor §3)) [20]. Potrzebne sa dalsze
badania, ktére pozwola ustali¢ dokladna funkcje innych
czasteczek miRNA w patogenezie jaskry, a takze okresli¢
potencjalne biomarkery w réznych typach tej choroby.

BELECZKOWANIE

Najwiekszy udzial w odprowadzaniu cieczy wodnistej z ko-

mory przedniej oka ma beleczkowanie, ktére taczy ostroge

twardéwki i linie Schwalbego oraz pokrywa wnetrze kanatu

Schlemma. Beleczkowanie jest awaskularng tkanka faczna

o zlozonej budowie architektonicznej. Mozna w nim wy-

réznic trzy warstwy filtrujace:

+ naczyniéwkows, zbudowang z plytek kolagenu i elasty-
ny, utozonych luzno i pokrytych komérkami beleczko-
wania

+ rogéwkowo-twardéwkowa, zawierajaca pakiety perfo-
rowanych plytek z komérkami beleczkowania

+ $rédbtonkowy.

Ciecz wodnista przeplywa z komory przedniej przez cze-
$ci naczyniéwkowa i rogéwkowo-twardéwkows, ktére wy-
tapuja resztki komérkowe i reaktywne formy tlenu (RFT),
zanim dotrg one do warstwy srédblonkowej. Warstwa
srédblonkowa beleczkowania generuje opér, ograniczaja-
cy odplyw cieczy wodnistej do $wiatla kanalu Schlemma
i ukfadu zylnego [21].

Komorki beleczkowania otacza macierz zewnatrzkomér-
kowa (MZ), ktéra wypelnia przestrzenie miedzy ptytkami
warstwy rogéwkowo-twardéwkowej a wewnetrzna $ciana
kanatu Schlemma. W sktad MZ wchodza: kolagen, elasty-
na, glikozaminoglikany, proteoglikany oraz glikoproteiny.
Macierz zewnatrzkomoérkowa ma najwiekszy udziat w wy-
twarzaniu oporu odplywu cieczy wodnistej. Dokladne me-
chanizmy tego procesu nie sg znane, wiadomo jednak, ze
duza role odgrywa w nim blona podstawna, na ktérej leza
komdrki $ciany wewnetrznej kanatu Schlemma. Blona pod-
stawna zawiera kolagen typuIiIV, laminine oraz integryne.
Interakcja miedzy lamining a integryna zapewnia adhezje
komoérek kanatu Schlemma do blony podstawnej i MZ.

MikroRNA w patogenezie jaskry
K. Gasiriska, E. Kosior-Jarecka, T. Zarnowski

Dzieki temu jest zachowana ciaglos¢ bariery, co pozwala
na utrzymanie odpowiedniego oporu odplywu cieczy wod-
nistej w zaleznosci od CWG. Potwierdzono, ze MZ moze
ulega¢ remodelingowi w zaleznosci od stanu komérek be-
leczkowania. Ich mechaniczne rozciaganie pod wplywem
podwyzszonego CWG zwigksza aktywno$¢ metaloprote-
inaz w MZ, wplywajaca na poziom ekspresji licznych bia-
tek MZ. Wykazano, ze hamowanie metaloproteinaz skut-
kuje zmniejszeniem odplywu cieczy wodnistej, natomiast
ich wysoka aktywnos¢ nasila odplyw cieczy wodnistej.
Komoérki beleczkowania wydzielaja takze do MZ tenascy-
ne C i a-aktyne mieéni gladkich. W zdrowych tkankach
ich aktywno$¢ jest niska, natomiast ro$nie w beleczkowa-
niu u pacjentéw z jaskra. Prowadzi to do nadmiernego gro-
madzenia sie kolagenu i innych bialek w MZ. Potwierdzono
réwniez tworzenie pogrubiatych plytek przez wiékna ela-
styczne. W efekcie tego MZ staje sie bardziej gesta i sztyw-
na i powoduje zwiekszenie oporu odplywu cieczy wodni-
stej i wzrost CWG [22]. W doswiadczalnym modelu jaskry
posteroidowej wykazano, ze pod wplywem deksametazonu
dochodzilo do zwigkszenia syntezy i odkladania biatek MZ.
Fibronektyna — gléwny regulator struktury MZ — uczest-
niczyla w indukgji stresu retikulum endoplazmatycznego
komorek beleczkowania, ktéry moze si¢ przyczynia¢ do
dysfunkcji beleczkowania i wzrostu CWG [23].

STRES OKSYDACYJNY

Stan zaburzonej réwnowagi miedzy RFT a antyoksydan-
tami komérkowymi okresla sie jako stres oksydacyjny. Re-
aktywne formy tlenu to pochodne tlenu czasteczkowego,
wykazujace duza reaktywno$é. W niskich stezeniach sa
niezbedne w wielu procesach metabolicznych organizmu,
uczestnicza w proliferacji, apoptozie, przekazywaniu sy-
gnalu do komérek oraz w ekspresji genéw [24]. Gléwne
zrédlo RFT stanowi fosforylacja oksydacyjna zachodzaca
w mitochondrialnym fadcuchu oddechowym, ktéra do-
starcza ponad 90% energii dla organizmu w postaci ATP
(adenozynotrifosforanu). Reaktywne formy tlenu po-
wstaja réowniez z udzialem oksydazy dinukleotydu niko-
tynoamidoadeninowego (NADPH) podczas gwaltownie
przebiegajacych przemian tlenowych w fagocytach, co
umozliwia zwalczanie bakterii i wiruséw w organizmie.
Wiele innych oksydaz bierze udzial w wytwarzaniu RFT
m.in. w retikulum endoplazmatycznym i peroksysomach
[25]. Aby utrzymac homeostaze w organizmie, konieczne
jest unieszkodliwianie nadmiaru RFT przez antyoksydanty.
Do najwazniejszych antyoksydantéw komérkowych naleza:
cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa zawierajaca
miedz i cynk, mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa
zawierajaca mangan, katalaza, peroksydaza glutationowa
ireduktaza glutationowa. Stres oksydacyjny moga wywola¢
liczne nakfadajace sie na siebie czynniki, w tym nadmierna
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produkcja RFT, zaburzenia mitochondriéw oraz ostabienie
systeméw antyoksydacyjnych. Ponadto obecno$¢ stresu
oksydacyjnego dodatkowo nasila produkcje RFT. Do nad-
miernego wytwarzania RFT dochodzi w warunkach fizjo-
logicznego starzenia sie organizmu, jak rowniez w ostrych
lub przewleklych stanach patologicznych. Na skutek tego
dochodzi do uszkodzenia DNA, biatek strukturalnych i en-
zymatycznych oraz lipidéw. Szczegélnie podatne na uszko-
dzenia oksydacyjne jest mitochondrialne DNA (mtDNA),
poniewaz znajduje si¢ w poblizu wewnetrznej blony mi-
tochondrialnej i ma stabsze systemy naprawcze. Mutacje
mtDNA powoduja zaburzenia w taicuchu oddechowym
i dalszg niekontrolowang produkcje RET [24].

BELECZKOWANIE A STRES OKSYDACYJNY

Beleczkowanie to najbardziej narazona na stres oksydacyj-
ny struktura w przednim odcinku oka, poniewaz nie jest
bezposrednio eksponowane na $wiatfo i ma stabsza obrone
antyoksydacyjng [26]. U pacjentéw z jaskra wykazano zna-
czaco mniejszy potencjal antyoksydacyjny w poréwnaniu
z grupg kontrolna [27]. Reaktywne formy tlenu wytwarzane
w procesach metabolicznych i zapalnych sa obecne w cie-
czy wodnistej, ktéra ma kontakt z beleczkowaniem. Gdy
dojdzie do zaburzenia homeostazy i powstania stresu oksy-
dacyjnego, pojawiaja si¢ uszkodzenia mtDNA, bialek i lipi-
déw komorek beleczkowania. Prowadzi to do ich apoptozy
lub zmian strukturalnych beleczkowania, zwlaszcza w MZ,
co utrudnia odplyw cieczy wodnistej i skutkuje wzrostem
CWGaG [28].

MIKRORNA W BELECZKOWANIU

Beleczkowanie znajduje si¢ w kacie teczéwkowo-rogéw-
kowym i odpowiada za odplyw cieczy wodnistej z komory
przedniej oka do zyt nadtwardéwkowych. Zwiekszona syn-
teza i odkladanie bialek MZ powoduja dysfunkcje belecz-
kowania. Badania wykazaly, ze zaburzenia MZ stanowig
gtéwny czynnik hamujacy odplyw cieczy wodnistej i powo-
dujacym wzrost CWG [29].

Na funkcje MZ wplywaja rézne rodzaje miRNA. W jednym
z badan wykazano, ze ekspresja miR-183 ro$nie w warun-
kach stresu oksydacyjnego wywotanego przez H,O,. Stres
oksydacyjny jest wykorzystywany do tworzenia do$wiad-
czalnego modelu jaskry, poniewaz wywoluja go spadek
przeplywu tlenu i stan hipoksji komoérek beleczkowania
spowodowane zmniejszeniem predkosci przeplywu krwi
u pacjentéw z jaskra. Czasteczki miR-183 hamuja aktyw-
no$¢ receptora (integryny pB,), uczestniczacego w inter-
akcjach komérek z bialkami MZ. Nadmierna ekspresja
miR-183 powoduje zaburzenie fizjologii beleczkowania,
przez co prowadzi do rozwoju jaskry [30].

MikroRNA-29b reguluje negatywnie ekspresje licznych ge-
néw zwiazanych z synteza i odkladaniem MZ w komérkach
beleczkowania. Ekspresja miR-29b maleje w warunkach
przewleklego stresu oksydacyjnego, powodujac wzmozo-
na produkcje bialek widknistych (kolagen, fibrylina) oraz
niewl6knistych (laminina), bedgcych skladnikami MZ.
Powoduje to wzrost gestosci i sztywnosci MZ oraz utrud-
nia odplyw cieczy wodnistej. Spadek ekspresji miR-29b
aktywuje takze biatka odpowiadajace za remodeling MZ.
Wskutek tych proceséw zaburzona staje sie homeostaza
MZ, co sprzyja utracie komérek beleczkowania i prowadzi
do wzrostu CWG [31].

Wykazano, ze TGF-p, jest znaczaco podwyzszony w cie-
czy wodnistej pacjentéw z JPOK. Transformujacy czyn-
nik wzrostu P, zmniejsza ekspresje miR-29b i zwigksza
miR-29a, co pobudza synteze i odkladanie MZ [32, 33].
Kolejnym przykladem miRNA, ktére odgrywa wazna role
w patomechanizmie jaskry, jest miR-144-3p. Jego eks-
presja jest mniejsza u chorych na JPOK w poréwnaniu
z grupg kontrolna. MikroRNA-144-3p dziata hamujaco na
wielofunkcyjne biatko MZ — fibronektyne — ktére pelni
funkcje strukturalng oraz uczestniczy w przekazywaniu sy-
gnalu do wnetrza komérek. Zwiekszona aktywnos¢ fibro-
nektyny sprzyja odktadaniu MZ i blokowaniu beleczkowa-
nia [34].

Beleczkowanie jest wrazliwe na dzialanie sit mechanicz-
nych. Wahania CWG powoduja jego odksztalcanie: rozcia-
ganie przy wzroscie i obkurczanie przy spadku CWG. Pro-
wadzi to do zmian w morfologii komérek beleczkowania
oraz uwalniania z nich TGF-,, ktéry zwigksza ilo$¢ kola-
genu w MZ, a tym samym podwyzsza op6r odplywu cieczy
wodnistej.

Transformujacy czynnik wzrostu B, jest przetwarzany do
formy aktywnej przez enzym furyne. W hamowaniu tego
procesu bierze udzial miR-24, ktérego ekspresja ro$nie
w czasie przewleklego stresu mechanicznego. Wykazano
réwniez, ze TGF-B, zwigksza ekspresje miR-24 [35].
MikroRNA moze wywiera¢ wplyw na komoérki beleczkowa-
nia, ktére odgrywaja wazna role w regulacji CWG. Mikro-
RNA-200c podany do komory przedniej oka powodowal
znaczacy spadek CWG, podczas gdy jego inhibicja z udzia-
fem wektora adenowirusowego skutkowala wzrostem
CWG. Wykazano wysoka ekspresje miR-200c w komor-
kach beleczkowania oraz jego oddzialywanie na kurczli-
wos¢ tych komérek. Komorki beleczkowania dzieki swoim
wlasciwo$ciom podobnym do cech migsni gladkich moga
rozluznia¢ sie lub kurczy¢ w odpowiedzi na czynniki bio-
logiczne badz farmakologiczne. Skurcz komdrek zmniejsza
przestrzenie miedzykomoérkowe, a tym samym przepusz-
czalno$¢ beleczkowania i odplyw cieczy wodnistej; ich
rozluznienie wywoluje efekt odwrotny. MikroRNA-200c
wykazuje dzialanie rozluzniajace na komérki beleczkowa-
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nia poprzez regulacje w dét réznych biatek regulatorowych,
receptoréw i enzyméw, co prowadzi do spadku CWG [36].
Znane s3 rowniez inne miRNA wplywajace na kurczliwos¢
komdrek beleczkowania. Wykazano, ze ekspresja miR-143
i miR-145 w beleczkowaniu jest ok. 1001000 razy wyzsza
niz np. w komérkach $rédbtonka naczyniéwki. Doswiad-
czalne usuniecie tych miRNA powodowato ok. 19-procen-
towy spadek CWG, wynikajacy z ok. dwukrotnego wzrostu
odplywu cieczy wodnistej. Opisywane czasteczki reguluja
kurczliwos¢ komdrek beleczkowania poprzez wplyw na
biatka kurczliwe — aktyne i miozyne. Moga réwniez od-
dzialywa¢ na kurczliwos¢ komoérek miesni gladkich w na-
czyniach. W doswiadczalnym modelu usuniecie miR-143
i miR-145 powodowalo ok. 19-procentowy spadek ci$nie-
nia skurczowego krwi [37]. Obnizanie ukltadowego ci$nie-
nia krwi moze korelowac z redukcja CWG, aczkolwiek do-
ktadny mechanizm tego zjawiska nie zostal poznany [38].
Przypuszcza sie, ze uczestniczg w nim hormony krazace we
krwi, np. wazopresyna, ktérych poziom zmienia sie u cho-
rych na nadci$nienie tetnicze [39].

W analizie ekspresji miR-17-5p wykorzystano stres oksyda-
cyjny wywotany przez H,O,. Okazalo sig, ze H,O, zmniejsza
ekspresje miR-17-5p w komérkach beleczkowania, co ha-
muje ich proliferacje i pobudza apoptoze. W mechanizmie
tym bierze udzial specyficzne bialko supresorowe. Wzrost
ekspresji miR-17-5p pobudza biatka antyapoptyczne Bcl-2
(B-cell lymphoma-2) i Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra
large) oraz hamuje bialko proapoptyczne Bax (B-cell lym-
phoma-associated X protein), chronigc komoérki beleczko-
wania przed apoptoza [40].

CZYNNIKI USZKADZAJACE KOMORKI ZWOJOWE
SIATKOWKI

Stres oksydacyjny

Reaktywne formy tlenu moga dziala¢ cytotoksycznie
w sposéb bezposredni wewnatrz komérek zwojowych
siatkowki, uszkadzajac gtéwnie mitochondria, lub tez kra-
zy¢ w istocie pozakomoérkowej i prowadzi¢ do zaburzen
dotychczas zdrowych komoérek zwojowych siatkéwki.
Utrata komoérek zwojowych siatkéwki nastepuje w dro-
dze apoptozy lub autofagii. Autofagia to proces rozkladu
i recyklingu skladnikéw komérki, zachodzi w lizosomach
ijest niezbedna do utrzymania homeostazy i przezycia ko-
morki. Dodatkowo nasila ja stres oksydacyjny. Reaktywne
formy tlenu powstaja takze w komérkach glejowych, ktére
pelnia funkcje ochronne i odzywcze dla komdrek zwo-
jowych siatkéwki. Narastanie uszkodzen oksydacyjnych
w komoérkach glejowych w polaczeniu z niewydolnoscia
ich system6w naprawczych powoduja dysfunkcje gleju
i ostabienie ochrony komdrek zwojowych siatkéwki przed
uszkodzeniami [41].

MikroRNA w patogenezie jaskry
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Stres mechaniczny

Do waznych czynnikéw neurodegeneracji jaskrowej nalezy
mechaniczny ucisk z powodu podwyzszonego CWG, kto-
ry zaburza transport aksonalny i dostarczanie neurotrofin
[42]. Neurotrofiny to biatka syntetyzowane i wydzielane
przez komoérki nerwowe. Uczestnicza w tworzeniu synaps
oraz reguluja réznicowanie, dojrzewanie i przezycie neuro-
néw [43]. Niewystarczajaca ilo$¢ neurotrofin przyczynia sie
do apoptozy komdrek zwojowych siatkéwki [42].

Niedokrwienie

Zmniejszony przeplyw krwi w siatkéwce, ktéry powo-
duje niedobdr tlenu i sktadnikéw odzywczych, uszka-
dza komorki zwojowe siatkdéwki. Ponadto wykazano,
ze reperfuzja, czyli przywrécenie przeplywu krwi po
okresie niedokrwienia, wywoluje oksydacyjne i zapalne
uszkodzenie komorek. Redukcja przeptywu krwi w siat-
kéwce wystepuje nie tylko przy podwyzszonym CWG,
lecz takze w jaskrze normalnego ci$nienia [28]. Wynika
to z ogblnoustrojowej dysregulacji naczyniowej obecnej
w przebiegu m.in. nadci$nienia i niedoci$nienia tetnicze-
go, hipotonii nocnej, zespotéw naczynioskurczowych,
zaburzenia krzepniecia krwi, cukrzycy, hiperlipidemii
i nadczynnosci tarczycy [44]. Stopniowe uszkadzanie
komérek zwojowych siatkéwki i ich apoptoza prowadza
do nieodwracalnych zmian zanikowych w nerwie wzro-
kowym i postepujacych ubytkéw w polu widzenia [42].

MIKRORNA W KOMORKACH ZWOJOWYCH SIATKOWKI

Komorki zwojowe siatkéwki odbieraja bodzce wzroko-
we z fotoreceptoréw za posrednictwem komoérek dwu-
biegunowych i amakrynowych. Aksony komérek zwojo-
wych siatkéwki tworza warstwe wldkien nerwowych, z kté-
rych powstaje nerw wzrokowy. Uszkodzone komérki tego
typu nie moga sie regenerowac, co prowadzi do neuropatii
nerwu wzrokowego i utraty widzenia [45].

Badania wykazaly, ze miRNA uczestniczy w regulowaniu
funkcji komdrek zwojowych siatkéwki. W warunkach stre-
su oksydacyjnego wywotanego przez H,O, nastgpowata
regulacja w gére miR-100 i apoptoza komoérek zwojowych
siatkdwki. Z kolei regulacja w dét miR-100 za posrednic-
twem wektoréw lentiwirusowych chronita przed apoptoza
i pobudzata wzrost aksonéw komoérek zwojowych siatkdw-
ki. W tym procesie obserwowano aktywacje receptora dla
biatka wydzielanego przez neurony - neurotroficznego
czynnika pochodzenia mézgowego [46]. Czynnik ten jest
jedna z gtéwnych neurotrofin, wykazuje dzialanie troficz-
ne wobec neuronéw oraz wplywa na tworzenie dendrytéw
i aksonéw [47]. W fizjologicznych warunkach komoérki
zwojowe siatkowki otrzymuja neurotrofiny z komorek
glejowych siatkéwki (komoérek Miillera) i ze wstecznego
transportu aksonalnego z mézgu. Wysokie CWG zaburza
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wsteczny transport neurotrofin w rejonie tarczy nerwu
wzrokowego, co zwieksza podatno$¢ komoérek zwojowych
siatkowki na uszkodzenia spowodowane przez czynniki fi-
zyczne lub chemiczne [48]. Wykazano réwniez interakcje
miedzy miR-100 a receptorem insulinopodobnego czynni-
ka wzrostu. Regulacja w dot tego receptora chroni przed
apoptoza komérek zwojowych siatkéwki [46].

W tabeli 1 zestawiono czasteczki miRNA wraz z miejscem
ekspresji i wplywem, jaki wywieraja w patogenezie jaskry.

1

Ciecz wodnista jest wydzielana przez komoérki nabfonka
bezbarwnikowego ciala rzeskowego do komory tylnej gal-
ki ocznej, nastepnie przeplywa przez Zrenice do komory
przedniej i jest drenowana na zewnatrz gatki ocznej, skad
trafia do krazenia ogélnoustrojowego. W komunikacji mie-
dzy przednim a tylnym odcinkiem gatki ocznej uczestni-
czy droga naczyniéwkowo-twardéwkowa odplywu, w kté-
rej ciecz wodnista opuszcza komore przednia na drodze
dyfuzji przez przestrzenie miedzykomdrkowe miedzy

Rola mikroRNA w patogenezie jaskry.

mikroRNA Miejsce ekspresji Czynnik docelowy Wplyw
miR-183 beleczkowanie integryna 3, fizjologia beleczkowania
miR-29 beleczkowanie biatka MZ homeostaza MZ
miR-144-3p beleczkowanie fibronektyna homeostaza MZ
miR-24 beleczkowanie furyna homeostaza MZ
miR-200c beleczkowanie biatka komdrek beleczkowania kurczliwo$¢ komorek beleczkowania

miR-143 miR-145 beleczkowanie

biatka komorek beleczkowania

kurczliwos¢ komorek beleczkowania

miR-17-5p beleczkowanie

biatko supresorowe, Bcl-2, Bcl-xL, Bax

apoptoza komorek beleczkowania

miR-100 siatkdwka

receptory komorek zwojowych siatkdwki

apoptoza komdrek zwojowych siatkdwki

Bax — B-cell lymphoma-associated X protein; Bcl-2 — B-cell lymphoma-2; Bcl-xL — B-cell lymphoma-extra large; MZ — macierz zewnatrzkomérkowa.

KOMUNIKACJA MIEDZY PRZEDNIM A TYLNYM
ODCINKIEM GALKI OCZNE)

Beleczkowanie i blaszka sitowa, przez ktéra nerw wzro-
kowy opuszcza galke oczna, maja wspdlna, neuroektoder-
malng embriogeneze. O molekularnym polaczeniu miedzy
przednim a tylnym odcinkiem gatki ocznej swiadczy obec-
no$¢ w cieczy wodnistej u pacjentéw z jaskra neuropep-
tydéw wydzielanych przez neurony [49]. Neuropeptydy
petnia funkcje przekaznikéw informacji miedzy neuronami
oraz reguluja ich fizjologie. Moga takze modulowac eks-
presje genéw [50]. Wykazano réwniez réznice w skltadzie
bialkowym cieczy wodnistej w réznych chorobach oka,
zaréwno przedniego, jak i tylnego odcinka, co moze suge-
rowac istnienie szlaku komunikacyjnego miedzy tymi od-
cinkami [51]. U chorych na jaskre bialka sa uwalniane do
cieczy wodnistej z uszkodzonych przez stres oksydacyjny
komérek beleczkowania. W cieczy wodnistej u chorych
na JPOK udowodniono zwiekszong aktywnos$¢ nestyny,
kinazy bialkowej A oraz kompleksu biatkowego zwigza-
nego z aktyna [42]. W innym badaniu w grupie z jaskra
pierwotna zamknietego kata (JPZK) w poréwnaniu z ba-
danymi z zaéma wykazano zwiekszona ekspresje bial-
ka uczestniczacego w reakcji zapalnej — aneksyny Al,
a zmniejszona ekspresje biatka zwiazanego z adhezja ko-
morek — kadheryny 4 [52].

wléknami mieénia rzeskowego, nastepnie do przestrzeni
nadnaczyniéwkowej, kanatéw twardéwki i spojéwkowych
naczyn limfatycznych. Wykazano, ze nawet duze czasteczki
moga przenika¢ do przestrzeni nadnaczyniéwkowej i tyl-
nej czesci gatki ocznej. W jednym z badan wykorzystano
albuminy znakowane radioaktywnie, ktére wykryto w rejo-
nie nerwu wzrokowego [53]. By¢ moze istnieje niepoznany
jeszcze mediator, ktéry przewodzi sygnaly z przedniego od-
cinka gatki ocznej do siatkéwki w okolicach tarczy nerwu
wzrokowego.

MIKRORNA Z EKSPRESJA W PRZEDNIM I TYLNYM
ODCINKU GALKI OCZNE)

Uszkodzone przez stres oksydacyjny komorki beleczkowa-
nia uwalniajg, oprdcz bialek, takze czasteczki miRNA, kté-
re dzialaja na beleczkowanie oraz reguluja aktywacje ko-
morek glejowych bedaca istotnym procesem w patogenezie
jaskry [42]. Wsr6d aktywowanych komérek glejowych znaj-
duja sie: astrocyty, komdrki Miillera i komérki mikrogle-
ju. Czynnikami wyzwalajacymi ich aktywacje sa podwyz-
szone CWG@G i niedokrwienie siatkéwki. Komérki glejowe
reaguja na stres zmianami w rozmieszczeniu i morfologii
— zmniejszaja wielko$¢ ciata komérkowego, tworza ciensze
odgalezienia oraz zwiekszaja liczbe polaczen miedzyko-
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morkowych. Dochodzi takze do ekspresji réznych cytokin
lub aktywnos$ci fagocytarnej, co wplywa na uszkadzanie
komérek zwojowych siatkéwki oraz ich apoptoze. Szcze-
golna role odgrywa mikroglej, ktory znajduje sie w pobli-
zu wszystkich elementéw komérek zwojowych siatkéwki:
dendrytéw, synaps, ciat komérkowych i aksonéw. Udowod-
niono, ze u pacjentéw z jaskra aktywowane komorki mi-
krogleju gromadzg sie w rejonie tarczy nerwu wzrokowego,
ktéra jest miejscem poczatkowego uszkodzenia aksonal-
nego [54]. W innym badaniu wykazano, iz w warunkach
podwyzszonego ci$nienia hydrostatycznego i niedokrwie-
nia dochodzi do uwalniania z komérek glejowych czynnika
martwicy nowotworu o (TNF-a, tumour necrosis factor a)
i tlenku azotu, ktére dziataja cytotoksycznie na komérki
zwojowe siatkdwki, indukujac ich apoptoze [55].

Wsr6d miRNA uwalnianych do cieczy wodnistej z uszko-
dzonych komoérek beleczkowania znajduja sie miR-21,
miR-450, miR-107 oraz miR-149.

Wykazano, ze miR-21, ktérego ekspresja rosnie pod wply-
wem RFT, ogranicza apoptoze komdrek beleczkowania
oraz hamuje aktywacje mikrogleju poprzez szlaki kinazy
zewnatrzkomoérkowej i czynnika jadrowego.
MikroRNA-450 wplywa na cze$¢ kurczliwa beleczkowania,
aktywujac czynnik miogeniczny, ktéry obserwuje sie w cie-
czy wodnistej u pacjentéw z jaskra. Czynnik ten uczestni-
czy w kontroli réznicowania mioblastéw oraz ma w nich
dzialanie proapoptyczne, przez co reguluje kurczliwo$¢ ko-

MikroRNA w patogenezie jaskry
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morek beleczkowania. Poza tym miR-450 jest aktywatorem
komorek glejowych.

W warunkach hipoksji rosnie ekspresja miR-107 w komor-
kach $rédblonkowych beleczkowania, co zapobiega ich
apoptozie. MikroRNA-107 indukuje natomiast apoptoze
komorek glejowych, a takze hamuje ich aktywacje z udzia-
tem specyficznego biatka — nestyny.

MikroRNA-149 kontroluje szlaki zwigzane z metabo-
lizmem mitochondriéw, ktére ulegaja znacznym uszko-
dzeniom w jaskrze. Jego dzialanie odbywa sie za posred-
nictwem cytokin (TNF-a, interleukiny 6) oraz enzymow
(metaloproteinazy 9, syntazy tlenku azotu) [42]. TNF-a,
ktérego poziom w cieczy wodnistej w przebiegu jaskry
jest podwyzszony, przyczynia sie do aktywacji mikrogleju,
utraty oligodendrocytéw nerwu wzrokowego i nastepczej
utraty komorek zwojowych siatkéwki [56]. Interleukina 6,
wytwarzana przez komérki mikrogleju siatkéwki w odpo-
wiedzi na podwyzszone CW@, chroni komoérki zwojowe
siatkowki przed apoptoza [57]. Zwiekszenie aktywnosci
metaloproteinazy 9 ulatwia odplyw cieczy wodnistej po-
przez zmiany w biatkach MZ, a takze wywoluje apoptoze
komoérek zwojowych siatkéwki [58]. Nadprodukeja tlenku
azotu przez syntaze tlenku azotu przyczynia sie do powsta-
wania zmian neurodegeneracyjnych na drodze apoptozy
komérek zwojowych siatkéwki [59].

W tabeli 2 zestawiono czasteczki miRNA wraz z miejscem
ekspresji i wplywem, jaki wywieraja w patogenezie jaskry.

2
Rola mikroRNA z ekspresja w przednim i tylnym odcinku gatki ocznej w patogenezie jaskry.
mikroRNA Miejsce ekspresji Czynnik docelowy Wptyw
beleczkowanie - apoptoza komorek beleczkowania
miR-21 siatkowka kinazaczzivr;/:iqkt ;;I;(::,;’)yrkowa, aktywacja mikrogleju
) beleczkowanie czynnik miogeniczny kurczliwo$¢ komorek beleczkowania
miR4%0 siatkowka - aktywacja gleju
beleczkowanie - apoptoza komérek beleczkowania
miR-107 siatkdwka - apoptoza komérek glejowych
siatkowka nestyna aktywacja gleju
siatkowka TNF-a aktywacja mikrogleju
siatkowka TNF-a oligodendrocyty
) siatkdwka interleukina 6 apoptoza komodrek zwojowych siatkéwki
miR149 beleczkowanie metaloproteinaza 9 homeostaza MZ
siatkdwka metaloproteinaza 9 apoptoza komérek zwojowych siatkdwki
siatkdwka syntaza tlenku azotu apoptoza komodrek zwojowych siatkéwki

MZ — macierz zewnatrzkomérkowa; TNF-a — tumour necrosis factor a.
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MIKRORNA W TERAPII GENOWE)

Dzieki postepowi technologii terapia genowa znajduje
coraz szersze zastosowanie w leczeniu chordéb o podlozu
genetycznym. Polega ona na modyfikacji ekspresji genéw
lub wprowadzaniu nowych genéw do organizmu. Jako
wektory materialu genetycznego wykorzystuje sie wirusy
— gléwnie retrowirusy, adenowirusy i lentiwirusy — oraz
plazmidy, czyli struktury komérkowe pochodzace z bak-
terii. Zaleznie od oczekiwanego efektu materialem gene-
tycznym sa czasteczki DNA lub RNA. Stosuje sie dwie
metody dostarczania zmodyfikowanych wektoréw do or-
ganizmu: in vivo oraz ex vivo. W metodzie in vivo preparat
genowy podaje sie bezposrednio do naczyn krwiono$nych
lub konkretnej tkanki badZz narzadu. Metoda ex vivo po-
lega na pobraniu komérek z organizmu, ktére podczas
hodowli w laboratorium sa poddawane modyfikacji gene-
tycznej, a nastepnie namnazane i wprowadzane ponownie
do ciata pacjenta [60].
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Pismiennictwo

PODSUMOWANIE

Badania potwierdzaja udzial miRNA w patogenezie jaskry,
a takze wielu innych choréb okulistycznych, m.in.: za¢my,
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem, retinopatii
cukrzycowej, dystrofii Fuchsa, siatkéwczaka i czerniaka
blony naczyniowej [10]. W zwigzku z tym miRNA wydaje
sie potencjalnym celem terapii genowej. Jednak z uwagi na
to, ze jeden rodzaj miRNA moze regulowac ekspresje wielu
genow, a z kolei wiele rodzajéw miRNA moze dziatac na je-
den gen, powstaje niezwykle zlozona sie¢ interakeji, w kto-
ra ingerencja bez wystarczajacej wiedzy moglaby przynies¢
niekorzystne skutki. Dlatego potrzebne sa dalsze bada-
nia, ktére pozwola lepiej pozna¢ mechanizmy dzialania
miRNA i jego funkcje w organizmie, a w przyszlosci opra-
cowac skuteczna i bezpieczna terapie genowa.
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