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STRESZCZENIE

Wstep. MicroRNA (miRNA) to krotkie, niekodujace RNA,
ktore regulujg ekspresje genéw na poziomie potransk-
typcyjnym. Czasteczki miRNA odgrywajq istotng role
w regulacji centralnej i obwodowej tolerancji im-
munologicznej, dlatego analiza niekodujacych RNA
w cukrzycy typu 1 (T1D) jest istotnym problemem badaw-
czym. Celem badania byta analiza ekspresji miR-652-5p
w nowo zdiagnozowanych przypadkach cukrzycy typu 1
oraz ocena miejsc wigzania miR-652-5p w potencjal-
nych genach docelowych ADAR i MARCHS.

Metody. Analiza ekspresji miR-652-5p zostata prze-
prowadzona w komérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej dzieci z nowo rozpoznang cukrzyca typu 1
(n = 28) oraz w dobranej pod wzgledem wieku grupie
kontrolnej (n = 28) na podstawie metody PCR w czasie
rzeczywistym. Miejsca wigzania miR-652-5p w genach
docelowych zostaty ocenione z wykorzystaniem uktadu
reporterowego lucyferazy.

Wyniki. Analiza ekspresji wykazata podwyzszony po-
ziom miR-652-5p u pacjentéw z T1D w poréwnaniu
z grupq zdrowych dawcéw (p < 0,05). Ocena miejsc
wigzania w uktadzie reporterowym lucyferazy nie
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wskazata genu ADAR i MARCHS5 jako potencjalnych
gendéw docelowych miR-652-5p.

Whnioski. Przeprowadzone badania wskazaty miR-652-
-5p jako potencjalny biomarker cukrzycy typu 1.

Stowa kluczowe: analiza ekspresji, miR-652-5p,
ADAR, MARCH5

ABSTRACT

Introduction. MicroRNAs (miRNAs) are small non-
coding RNA regulating gene expression at the post-
transcriptional level. miRNAs have emerged as an
important regulators of central and peripheral immune
tolerance, therefore study the RNA molecules in the
context of type 1 diabetes (T1D) pathogenesis is an
important issue. The aim of this study was to inves-
tigate miR-652-5p expression level in the new onset
T1D and an impact on ADAR and MARCH5, potential
target genes.

Material and methods. The miR-652-5p expression was
investigated in the peripheral blood mononuclear cell
of newly diagnosed T1D pediatric patients (n = 28)
and age-matched controls (n = 28) by quantitative
reverse-transcription polymerase chain reaction
(gRT-PCR). miRNA targets were analyzed by luciferase
reporter assays.

Results. Expression analysis revealed upregulation of
miR-652-5p in T1D group compared to non-diabetic
controls (p < 0.05). Luciferase reporter assay did not
indicated ADAR and MARCH5 as miR-652-5p targets.
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Conclusion. Our study revealed miR-652-5p as potential
marker of new onset type 1 diabetes.

Key words: T1D, expression, miR-652-5p, ADAR,
MARCH5

Wstep

Cukrzyca typu 1 (T1D, type 1 diabetes) jest czestg
choroba o podfozu autoimmunologicznym, spowo-
dowang zniszczeniem komoérek beta trzustki produ-
kujacych insuline w procesie, w ktorym uczestniczg
limfocyty T. Patogeneza T1D jest nastepstwem ztozo-
nych oddziatywan miedzy czynnikami genetycznymi,
epigenetycznymi i Srodowiskowymi [1].

Badania sprzezen wykazaty, ze z podatnoscig na
T1D wigzg sie geny HLA klasy Il na chromosomie to 6
(loci 6p21) [2]. Szacuje sig, ze wspotczynnik zgodnosci
w przypadku bliznigt jednojajowych z genotypami HLA
wysokiego ryzyka DR3-DQ2 i DR4-DQ8 oraz dodat-
nim wywiadem rodzinnym dotyczacym T1D wynosi
okoto 50% [3]. Dotychczas zidentyfikowano ponad
50 gendéw innych niz HLA powodujacych podatnos¢
na zachorowanie na cukrzyce, zwigzanych gtéwnie
z wrodzong i nabyta odpowiedzia immunologiczng
(http://www.t1dbase.org). Nalezg do nich gen antyge-
nu 4 cytotoksycznych limfocytéow T (CTLA-4, cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4), gen niereceptoro-
wego biatka fosfatazy tyrozynowej typu 22 (PTPN22,
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22),
gen podjednostki alfa receptora interleukiny 2 (IL2RA,
interleukin 2 receptor subunit alpha) oraz gen sty-
mulowany przez interferon z domena 1 helikazy C
(IFIH1, interferon-induced with helicase C domain 1)
[4-7]. Do czynnikéw srodowiskowych, ktére moga
miec znaczenie w patogenezie i progresji T1D, naleza:
mleko krowie, witamina D, glikotoksyna, mikroflora
jelitowa i enterowirusy [8-11]. Do rozwoju zaburzen
autoimmunologicznych moga réwniez przyczyniaé
sie czynniki epigenetyczne, takie jak metylacja DNA,
modyfikacja histonéw i przekazywanie sygnatéw przez
czasteczki mikroRNA [12, 13]. MikroRNA (miRNA) to
krétkie (ok. 22 nukleotyddéw) niekodujgce czasteczki
RNA regulujace ekspresje genéw na poziomie potran-
skrypcyjnym. Czasteczki miRNA wigzg sie w rejonie
niepodlegajacym translacji 3'UTR genéw docelowych
i zmniejszajg ich ekspresje przez hamowanie translacji
lub degradacje mRNA. Podczas gdy regulacja przez
mMiRNA poszczegdlnych genéw docelowych powoduje
umiarkowane zmiany w ekspresji gendéw, sie¢ oddziaty-
wan miRNA moze wywotywac ogromne zmiany w funk-
cjonowaniu komoérek [14]. Zmiennosc¢ ekspresji gendw
warunkowang wptywem miRNA mozna zaobserwowac
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w uktadzie immunologicznym, gdzie miRNA moduluja
powstawanie i dojrzewanie limfocytéw [15-17]. Dlate-
go deregulacja miRNA, ktére wptywaja na ostateczng
funkcje limfocytéw na poziomie centralnym i obwodo-
wym, moze sprzyja¢ procesom autoimmunologicznym
[18-21]. W ostatniej dekadzie prowadzono intensywne
badania nad mozliwoscig wykorzystania miRNA jako
diagnostycznych i prognostycznych biomarkerow
w T1D [22].

Przeprowadzone wczesniej analizy profilu ekspresji
mMiRNA przy uzyciu macierzy Affymetrix miRNA 4.1
w grupie chorych z nowo rozpoznang T1D wykazaty
nadekspresje miR-652-5p u chorych z ciezka postaciag
choroby autoimmunologicznej [23]. Zaobserwowano
statystycznie istotne zwiekszenie ekspresji miR-652-5p
u chorych, u ktérych w poczatkowym okresie choroby
wystgpita cukrzycowa kwasica ketonowa (DKA, diabetic
ketoacidosis), w poréwnaniu ze zdrowymi osobami
z grupy kontrolnej (p = 0,04; réznica 4,72-krotna).
U chorych bez DKA nie stwierdzono nadekspresji miR-
-652-5p. Celem badania byto zweryfikowanie za pomo-
ca qRT-PCR wynikéw badania z zastosowaniem mikro-
macierzy w wiekszej grupie chorych z nowo rozpoznang
T1D oraz zbadanie potencjalnych genéw docelowych
miR-652-5p. W analizie ekspresji wykazano zwiekszong
ekspresje miR-652-5p u chorych na T1D w poréwnaniu
z osobami z grupy kontrolnej niechorujgcymi na cuk-
rzyce (p < 0,05), jednak nie potwierdzono nadekspresji
mMiR-652-5p u chorych z DKA. Ocena uktadu reportero-
wego lucyferazy nie wskazata genéw ADAR i MARCH5
jako genéw docelowych miR-652-5p.

Materiat i metody
Grupy badane

U 28 chorych z nowo rozpoznang T1D ($rednia
wieku + SD 11,21 + 3,3 roku) i 28 zdrowych dawcéw
dobranych pod wzgledem wieku i ptci (Srednia wieku +
SD 10,5 = 4,1 roku) przeprowadzono analize ekspresji
miR-652-5p. Chorych rekrutowano w Klinice Diabe-
tologii i Otytosci Wieku Rozwojowego Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Pozna-
niu. Cukrzyce diagnozowano na podstawie kryteriow
Swiatowe]j Organizacji Zdrowia (WHO, World Health
Organization). Potwierdzeniem autoimmunologicz-
nego podtoza choroby byto stwierdzenie w surowicy
chorych obecnosci autoprzeciwciat przeciw insulinie
(IAA, insulin autoantibody) i/lub dekarboksylazie kwasu
glutaminowego (GADA, glutamic acid decarboxylase
autoantibody), i/lub fosfatazie tyrozynowej (IA-2A,
islet antigen-2 antibody). Kohorte chorych na T1D
podzielono na grupe z ostrym lub umiarkowanym po-
czatkiem choroby w zaleznosci od wystepowania DKA.
W podgrupie chorych z DKA w poczgtkowym okresie
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczna badanej kohorty chorych na cukrzyce typu 1 (T1D)

T1D Ciezki poczatkowy tagodny poczatkowy
n = 28 (%) przebieg T1D przebieg T1D
n =12 (%) n =16 (%)

Pte¢ K/M 4/24 /11 3/13
TWiek, lata 11,21 = 3,33 11,33 = 3,63 11,63 = 3,18
TBMI [kg/m?] 17,33 £ 3,05 17,31 £ 3,18 17,62 = 3,09
THbAk (%) 10,66 + 1,67 10,59 = 1,15 11,16 = 1,86
TPeptyd C [nmol/l] 0,30 + 0,08 0,27 + 0,9 0,32 + 0,08
25-OH-D [ng/ml] 18,19 + 7,68 13,98 + 3,27* 21,73 = 8,76
*DKA 12 (43) 12 (100) 16 (0)
HAA 7 (25) 3 (25) 4 (25)
*GADA 21 (75) 9 (75) 12 (75)
HA2A 23 (82) 11 (92) 12 (75)

K — kobiety; M — mezczyzni; BMI (body mass index) — wskaznik masy ciata; HbA, _ (glycated hemoglobin A, ) — hemoglobina glikowana A, ; 25-OH-D —
25-hydroksywitamina D; DKA (diabetic ketoacidosis) — cukrzycowa kwasica ketonowa; IAA (antibodies to insulin) — przeciwciata przeciw insulinie; GADA

(antibodies to glutamic acid decarboxylase) — przeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego; IA2A (antibodies to islet antigen-2) — przeciw-
ciata przeciw fosfatazie tyrozynowej; parametry kliniczne przedstawiono jako t$rednie = odchylenie standardowe; *liczbe chorych (%);*p < 0,01, wartosci p
obliczono w tescie t dla pomiaréw niezaleznych, podgrupa z ciezkim poczatkowym przebiegiem T1D vs. podgrupa z tagodnym poczatkowym przebiegiem T1D

choroby czesciej niz u 0séb z tagodniejszym przebiegiem
T1D (92% vs. 75%) stwierdzano obecnos¢ IA2A, co su-
geruje szczegodlnie intensywna reakcje immunologiczna
i bardziej nasilong destrukcje komérek beta. U chorych
z ciezkim poczatkowym przebiegiem T1D stwierdzono
réwniez nizsze resztkowe wydzielanie insuliny oceniane
na podstawie stezenia peptydu C w osoczu na czczo,
jednak réznica nie byta istotna statystycznie. Charak-
terystyke kliniczng chorych przedstawiono w tabeli 1.
Aby zminimalizowac zaktécajacy wptyw zaburzen meta-
bolicznych w poczatkowym okresie choroby na ekspresje
mMiRNA, komérki jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC,
peripheral blood mononuclear cells) pobierano u cho-
rych odpowiednio nawodnionych, u ktérych uzyskano
normalizacje ketonemii i dobrg kontrole glikemii, 10
dni po rozpoczeciu leczenia insuling. Probki kontrolne
pozyskano w przychodni pediatrycznej od pacjentow
z ujemnym wywiadem chorobowym i rodzinnym
w kierunku choréb z autoagresji i wolnych od objawéw
zaburzen o podtozu autoimmunologicznym. Badanie
zostato zaakceptowane przez Komisje Bioetyczng przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (decyzja nr 656/15), a wszystkie procedury
przeprowadzono zgodnie z ustaleniami Deklaracji Hel-
sinskiej. Rodzice/opiekunowie prawni mtodszych dzieci
wyrazili pisemng zgode na ich udziat w badaniu.

Analiza ekspresji miRNA

Ekspresje miR-652-5p oceniano za pomocg metody
reakcji PCR w czasie rzeczywistym (qRT-PCR, quantita-
tive reverse-transcription polymerase chain reaction).

W reakcji RT przeprowadzonej za pomocg zestawu
TagMan Advance miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied
Biosystem, Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone)
zgodnie z instrukcjg producenta wykorzystano 10 ng
RNA wyizolowanego z komdérek PBMC. Do przeprowa-
dzenia qRT-PCR uzyto prébek zawierajgcych 5 ul DNA
rozcienczonego w stosunku 1:10 cDNA, testéow TagMan
Fast Advance Master Mix (Applied Biosystem, CA, Stany
Zjednoczone) i TagMan Advance microRNA (Applied
Biosystem, CA, Stany Zjednoczone) o catkowitej objetosci
20 ul. Reakcje PCR przeprowadzono w aparacie BioRad
CFX96 Real Time PCR (BioRad Laboratories, CA, Stany
Zjednoczone). Zastosowano cykliczne zmiany tempera-
tury: wstepna aktywacja glikozylazy N-uracylowej przez 2
minuty w temperaturze 50°C, aktywacja polimerazy przez
20 sekund w temperaturze 95°, a nastepnie 40 cykli po
3 sekundy w temperaturze 95° i 30 sekund w tempera-
turze 60°C. Wszystkie reakcje wykonywano trzykrotnie.
Oznaczono ilosciowo RNU6, mate jagdrowe RNA, w celu
znormalizowania roéznic w poziomach ekspresji RNA.
W celu okreslenia ekspresji miR-652-5p i RNU6 uzyto
odpowiednio zestawdéw TagMan Advance 479132_mir
i NR_002752.2. Srednie wartosci progowe cyklu (Ct,
cycle threshold) oszacowano, uzywajac oprogramowania
BioRad CFX Manager 3.1. Wzgledne poziomy ekspres;ji
obliczono za pomocg wzoru: 274,

Predykcja docelowego genu miRNA

Potencjalne geny docelowe miR-652-5p wyszukano
w atlasie miRWalk2.0 (dostepny pod adresem http:/
www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk).
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Nastepnie geny docelowe miRNA zweryfikowano
pod katem ich potencjalnej roli w odpowiedzi im-
munologicznej i patogenezie T1D. Przeszukano bazy
danych InnateDB (http:/www.innatedb.com) i Gene
Entrez, wpisujac ,,T1D". Za pomocg diagramu Venna
(Venny2.1.0, http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny)
zidentyfikowano 22 geny odpowiedzi immunologicz-
nej. Do dalszych badan wybrano dwa geny zwigzane
z procesami autoimmunologicznymi: ADAR (Adenosine
Deaminase, RNA Specific) [24] i MARCH5 (Membrane
Associated Ring-CH Finger Protein 5) [25]. Sekwencje
miejsc wigzania miRNA w rejonie 3'UTR genéw doce-
lowych zweryfikowano za pomocg oprogramowania
PITA-Segal Lab (https://genie.weizmann.ac.il).

Konstrukty reporteréw

Do oceny wigzania miR-652-5p w genach ADAR
i MARCH5 zastosowano test reporteréw lucyferazy.
Rejony 3’UTR wybranych genéw uzyskano z genomo-
wej bazy danych University of California Santa Cruz
Genome Browser zawierajgcej informacje na temat
genomu ludzkiego w wersji hg38. Fragmenty 1195bp
i 1031bp rejonoéw 3'UTR gendéw odpowiednio ADAR
i MARCHS5 amplifikowano z DNA z linii komorek Jurkat
E6.1 (ATCC®, VA, Stany Zjednoczone) oczyszczonego
przy uzyciu zestawu Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen
Sciences, Stany Zjednoczone). Uzyto 70 ng matryco-
wego DNA w 50 ul mieszaniny reakcyjnej PCR oraz
1 U polimerazy Phusion Hot Start Il DNA Polymerase
(Thermo Scientific, CA, Stany Zjednoczone), buforu 1X
Phusion GC, 200 uM dNTP, 500 nM startera przedniego
i wstecznego. Miejsce restrykcyjne enzymu Sgfl wpro-
wadzono do primera For. Oczyszczone produkty PCR
sklonowano do wektora pGEM-Teasy (Promega, WI, Sta-
ny Zjednoczone). Nastepnie wstawki wycieto, uzywajac
endonukleaz restrykcyjnych Sgfl i Notl (New England
BioLabs, MA, Stany Zjednoczone) i subklonowano do
wektora psiCHECK2 (Promega, WI, Stany Zjednoczone)
za genem reporterowym lucyferazy renilli (RL, Renilla
luciferase). Sekwencje wektoréow potwierdzono przez
sekwencjonowanie.

Test lucyferazowy

Ocene luminescencji w uktadzie reporterowym
lucyferazy przeprowadzono za pomocg systemu
Promega-Dual Luciferase Reporter Assay System (Pro-
mega, WI, Stany Zjednoczone). 0,25 X 108 komérek
Jurkat transfekowano 1 ug wektora psiCHECK2-3'UTR
i 50 pmol MiR-652-5p Mimic lub ujemnym materiatem
kontrolnym (obydwa produkty firmy Ambion, CA, Sta-
ny Zjednoczone), stosujac Neon Transfection System
i nastepujace parametry: 1600 V, 10 ms, 3 impulsy.
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Transfekowane komérki dodano do 500 ul medium
RPMI 1640 z 10% FBS, 0,25% glukozg, 10 mM HEPES,
1 mM pirogronianu sodu i inkubowano w 37°C/5% CO,,.
Transfekcje przeprowadzono w trzech niezaleznych
eksperymentach, za kazdym razem przygotowujac
3 probki. Lizaty komorek wykonano 24 godziny po
transfekgcji. Aktywnos¢ lucyferazy z renilli i ze Swietlika
mierzono dwukrotnie w przypadku kazdej transfekgji
w aparacie GloMax®96 Microplate Luminometer
(Promega, WI, Stany Zjednoczone). Ekspresje lucy-
ferazy renilli znormalizowano do poziomu ekspresji
drugiego genu reporterowego lucyferazy ze swietlika.
Wspotczynnik lucyferaz RL/FL poréwnano z ujemnag
kontrolg (dla ktérej przyjeto wartosc¢ 1,00). Istotnos¢
statystyczng oszacowano za pomocg testu t dla nieza-
leznych pomiaréw.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca
programu GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.,
CA, Stany Zjednoczone). Do zbadania normalnosci
rozktadu danych (rozktad Gaussa) uzyto testu typu
omnibus D’Agostino-Pearsona. Dane o rozktadzie
normalnym przedstawiono jako srednie = SD. Do po-
réwnania zmiennosci w kazdej grupie zastosowano test
F. Istotnos¢ statystycznag réznic pomiedzy wartosciami
srednimi okreslano za pomocg testu t dla zmiennych
niezaleznych z poprawka Welcha. Dane o rozktadzie
niespefniajagcym warunku normalnosci przedstawiono
jako mediany i zakresy miedzykwartylowe. Istotnos¢
statystyczng réznic miedzy medianami szacowano za
pomoca testu Manna-Whitneya. Za statystycznie istotne
przyjeto wartosci p < 0,05.

Wyniki

Analiza ekspresji za pomocg qRT-PCR ujawnifa
statystycznie istotnie wyzszg ekspresje miR-652-5p
u chorych z nowo rozpoznang cukrzycg typu 1 w po-
réwnaniu z osobami z grupy kontrolnej niechorujacymi
na cukrzyce (réznica 1,45-krotna, p = 0,035) (ryc. 1). Po
stratyfikacji chorych w zaleznosci od wystepowania cuk-
rzycowej kwasicy ketonowej w poczatkowym okresie
choroby nie wykazano istotnych réznic w ekspresji miR-
-652-5p w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolnej
(p > 0,05). Ekspresja miR-652-5p u chorych z ciezkim
i tagodnym poczatkiem choroby autoimmunologicznej
byta odpowiednio 1,62- i 1,37-krotnie wieksza niz
u 0s6b z grupy kontrolnej. Ponadto ekspresja miR-652-5p
nie byta statystycznie istotnie zwiekszona u chorych
z DKA w stosunku do wartosci stwierdzonych w grupie
z tagodnym poczatkiem choroby autoimmunologicznej
(p > 0,05, réznica 1,18-krotna) (ryc. 1).
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Rycina 1. Analiza ekspresji miR-652-5p u chorych na cukrzyce typu 1. A. Istotne réznice w ekspresji miR-652-5p miedzy grupa
0s6b z nowo rozpoznang T1D a grupg kontrolng (*p < 0,05); B. Poziom ekspresji miR-652-5p w grupie chorych na T1D straty-
fikowany w zaleznosci od wystepowania cukrzycowej kwasicy ketonowej (DKA) w poczatkowym okresie choroby. Nie stwierd-
zono statystycznie istotnych réznic pod wzgledem ekspresji miR-652-5p miedzy chorymi z DKA a osobami z grupy kontrolnej
i chorymi bez DKA (p > 0,05). Linie poziome oznaczajg mediany z zakresami wartosci; gwiazdki oznaczajg istotnos¢ statystyczna,
wartosci p obliczone w tescie Manna-Whitneya. T1D (type 1 diabetes) — chorzy na cukrzyce typu 1; C (controls) — osoby
z grupy kontrolnej; DKA(+) — kohorta chorych z cukrzycowa kwasica ketonowa (diabetic ketoacidosis) w poczatkowym okresie
choroby; DKA(-) — kohorta chorych bez cukrzycowej kwasicy ketonowej (diabetic ketoacidosis) w poczatkowym okresie choroby

Geny ADAR i MARCHS5 nie sg genami
docelowymi miR-652-5p

W celu wskazania genéw docelowych miR-652-5p
mogacych odgrywad role w zaburzeniach autoimmu-
nologicznych przeprowadzono analize in silico. Z grupy
22 gendéw odpowiedzi immunologicznej wskazalismy
geny ADAR i MARCHS5 do dalszych badan. Sekwencje
3'UTRs tych genéw sklonowano do wektora lucyferazy
psiCHECK2.

Transfekcja psiCHECK2-ADAR lub psiCHECK2-
-MARCHS5 wraz z miR-652-5p Mimic do komérek Jurkat
nie ujawnita istotnych réznic we wzglednej aktywnosci
lucyferazy w poréwnaniu z ujemng prébka kontrolng
(p > 0,05; ryc. 2).

Dyskusja

Zapadalnosc na T1D na Swiecie zwieksza sie 0 2-3%
rocznie, przy czym najwiekszy wzrost zapadalnosci
obserwuje sie wsrédd najmtfodszych dzieci (< 5 lat).

Ostatnio zaobserwowano mniejszy odsetek przypad-
kéw z genotypem HLA wysokiego ryzyka wsrdd osob
Z nowo rozpoznang cukrzyca typu 1, co przy jednoczes-
nym zwiekszeniu zapadalnosci na T1D moze sugerowac
wiekszy udziat czynnikéw srodowiskowych, epigene-
tycznych oraz innych genéw w rozwoju choroby [26].

W ostatnim dziesiecioleciu prowadzono intensyw-
ne prace w celu wyjasnienia roli okreslonych miRNA
w patogenezie T1D, ktére zaowocowaty wskazaniem
miRNA jako biomarkeréw diagnostycznych i progno-
stycznych zaburzen immunologicznych.

W niniejszym badaniu zaobserwowano nadekspre-
sje miR-652-5p u chorych z nowo rozpoznang T1D
w poréwnaniu z osobami zdrowymi. U chorych na T1D
stwierdzono toczacy sie proces autoimmunologiczny,
na co wskazywata obecnos¢ w surowicy przeciwciat
przeciw insulinie (IAA) i/lub dekarboksylazie kwasu
glutaminowego (GADA) i/lub fosfatazie tyrozynowej
(IA-2A). Analiza ekspresji nie wykazata istotnie wyzszej
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Rycina 2. Ocena uktadu reporterowego lucyferazy nie
wskazata genéw ADAR i MARCHS jako potencjalnych genéw
docelowych miR-652-5p. Komérki Jurkat transfekowano wek-
torami reporteréw lucyferazowych zawierajgcymi sekwencje
3'UTRs gendéw ADAR i MARCH5 w obecnosci miR-652-5p Mim-
ic lub ujemnego materiatu kontrolnego. Sredni wspétczynnik
RL/FL (Renilla/Firefly, lucyferaza z renilli/lucyferaza ze swietlika)
z trzech niezaleznych eksperymentow przedstawiono jako
srednie + SD; wartosci uzyskane w ujemnej probce kontrolnej
przyjeto za 1,00 (wartos¢ p w tescie t > 0,05)

ekspresji miR-652-5p u chorych z ciezkg postacig T1D
niz w grupie kontrolnej. Ta obserwacja jest sprzeczna
z wynikami wcze$niejszego badania metoda mikro-
macierzy [23]. Rozbieznos¢ w poziomie ekspresji
miedzy badaniem metoda mikromacierzy a analizg
walidacyjng mozna czesciowo ttumaczy¢ stosunkowo
matg liczebnoscig préby w przypadku kohorty badania
metoda mikromacierzy (chorzy z DKA, n = 7). U chorych
z cukrzycowa kwasicg ketonowa w poczatkowym okre-
sie choroby wystepowat trend w kierunku zwiekszonej
ekspresji miR-652-5p w poréwnaniu z chorymi bez
DKA, jednak réznica nie osiggneta poziomu istotnosci
statystycznej. Nie opisywano wczesniej miR-652-5p
w kontekscie choréb autoimmunologicznych, a moze
to by¢ potencjalny biomarker zachorowania na T1D.
Ograniczeniem niniejszego badania jest mata liczebnos¢
préby, dlatego konieczne jest rozszerzenie badania
na wieksza grupe chorych, aby potwierdzi¢ znaczenie
miR-652-5p jako epigenetycznego czynnika ryzyka T1D.

W badaniach majacych na celu analize ekspresji
miRNA w komérkach PBMC i surowicy dorostych cho-
rych na cukrzyce typu 1 wykryto inne miRNA, ktére
moga miec¢ zwigzek z procesami autoimmunologicz-
nymi [27-29]. Stwierdzono podwyzszong ekspresje
miR-326 w komoérkach PBMC pobranych od chorych
na T1D, u ktérych wystepowaty autoprzeciwciata [29].
W badaniu na myszach zaobserwowano, ze nadekspre-
sja miR-326 w wywotanym eksperymentalnie autoim-
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munologicznym zapaleniu mézgu i rdzenia powoduje
stymulacje réznicowania limfocytéw Th17 [30]. Z kolei
Salas-Perez i wsp. zaobserwowali zmniejszong ekspresje
miR-21a i miR-93 w komdrkach PBMC pobranych od
chorych na T1D [31]. Co ciekawe, analiza in silico jako
ich geny docelowe wskazata geny czasteczek o wtasci-
wosciach proapoptotycznych i prozapalnych: kaspazy
8, kaspazy 7 i IL-8 dla miR-93, a takze geny ligandu Fas,
MTPN, APAF1, IL-12A, IL.-22 i IL-1B dla miR-21.

W najnowszych badaniach wykazano, ze miRNA
moga by¢ stosowane w celu okreslenia stopnia za-
awansowania choroby. Zwracano uwage, ze zmniej-
szenie ekspresji miR-146 w komérkach PBMC koreluje
z trwajacym procesem autoimmunologicznym w wy-
spach trzustkowych oraz wysokimi mianami GADA
w surowicy [28]. Ponadto zaburzenia regulacji miR-
-125b-5p, miR-365a-3p, miR-5190 i miR-770-5p wigzaty
sie z hiperglikemiag u chorych na T1D i mogty przyczy-
nia¢ sie do rozwoju powikfan cukrzycy [32]. Analiza
szlakéw sygnatowych wykazata, ze 50 szlakéw z bazy
danych Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) byto istotnie wzbogaconych przez geny regu-
lowane przez opisane miRNA [32].

Wazna metoda w badaniach majacych na celu
wyjasnienie roli miRNA w patogenezie choréb auto-
immunologicznych jest zidentyfikowanie docelowych
gendéw. Ze wzgledu na potencjalng role nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej w rozwoju cukrzycy
typu 1 wskazano geny ADAR i MARCH5 do dalszych
analiz w uktadzie reporterowym lucyferazy. Mutacje
w genie ADAR wskazywano jako przyczyne zabu-
rzen autoimmunologicznych w zespole Aicardiego-
-Goutiéresa [24, 33, 34]. Podobnie jak u myszy
pozbawionych genu Adar7, obraz choroby u ludzi
jest zwigzany ze zwiekszong ekspresjg gendéw stymu-
lowanych przez interferon [33]. Dominguez-Gutierrez
i wsp. wykazali nadekspresje genu ADAR u chorych na
toczen rumieniowaty uktadowy (SLE, systemic lupus
erythematosus) [35]. Ponadto zmniejszenie ilosci biatka
MARCH5 moze powodowac ciggta agregacje mitochon-
drialnego przeciwwirusowego biatka sygnatowego
(MAVS, mitochondrial antiviral-signaling protein) oraz
nieprawidtowe stezenia interferonu typu | u chorych na
SLE [25]. Ocena miejsc wigzania w uktadzie reportero-
wym lucyferazy nie wskazata genéw ADAR i MARCH5
jako potencjalnych genéw docelowych miR-652-5p.
Dlatego autorzy uwazaja, ze miR-652-5p nie reguluje
ekspresji gendéw ADAR i MARCHS.

Podsumowujac, w przedstawionym badaniu wska-
zano miR-652-5p jako potencjalny biomarker cukrzycy
typu 1. Badania nad miRNA w kontekscie autoagresji
majq istotne znaczenie, poniewaz potrzebne sg dosko-
nalsze biomarkery pozwalajgce wykry¢ rozwijajaca sie
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cukrzyce typu 1 jeszcze przed utratg krytycznej liczby
komoérek beta trzustki.
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