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Signaling pathways associated with interleukins 12 and 23

and epigenetic mechanism of sequential-specific regulation of
expression of related genes by miRNAs as molecular markers
for assessing the potential of anti-cytokine therapies

Sciezki sygnalizacyjne zwiazane z interleuking 12 i 23 oraz epigenetyczny
mechanizm sekwencyjnie specyficznej regulacji ekspresji zwigzanych z nimi genow
przez czasteczki miRNA jako molekularne markery oceny potencjatu terapii
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ABSTRACT

The molecular targeted therapy is focused on blocking the activity of
specific cytokines and the signalling cascades they activate. In the treat-
ment of psoriasis, this type of therapy is based on treatment with an-
ti-tumor necrosis factor drugs, anti-IL-12/23, anti-IL-17, inhibitors of
JAK kinases. Interleukins 12 and 23 interact with the receptors to trig-
ger the JAK/STAT signalling pathway, the end products of which are
other cytokines, e.g. tumour necrosis factor, IL-17, interferon y. These
cytokines affect both IL-12/23 shaping their concentration profile, as
well as trigger other signalling paths themselves. Gene expression is
regulated by DNA methylation, miRNA molecules and histone protein
modifications. The miRNA seems to be a promising model of a molecu-
lar marker system. Understanding the interrelationships between indi-
vidual signalling pathways associated with IL-12 and IL-23 and the role
of epigenetic mechanisms to regulate their expression is important for
the development and implementation of new diagnostic-therapeutic
schemes and the further development of personalized medicine.

STRESZCZENIE

Terapia ukierunkowana molekularnie skoncentrowana jest na blo-
kowaniu aktywnosci okredlonych cytokin i aktywowanych przez
nie kaskad sygnatowych. W tuszczycy opiera sie ona na leczeniu
wieloma grupami lekéw (leki anty-TNF, anty-IL-12/23, anty-IL-17,
inhibitory kinaz JAK). Interleukiny 12 i 23 poprzez interakcje z re-
ceptorami uruchamiajg Sciezke sygnalizacyjna JAK/STAT, ktorej
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koricowymi produktami sg inne cytokiny, takie jak czynnik mar-
twicy nowotworu, interleukina 17, interferon y. Cytokiny te wpty-
waja zaréwno na interleukiny 12 i 23, ksztaltujac ich profil stezen,
jak i uruchamiaja inne $ciezki sygnalizacyjne. Ekspresja genéw jest
regulowana poprzez metylacje DNA, czgsteczki miRNA oraz mody-
fikacje biatek histonowych. MiRNA sa obiecujacym modelem mole-
kularnego systemu markerowego. Zrozumienie wzajemnych zalez-
noéci miedzy poszczegélnymi Sciezkami sygnatowymi zwigzanymi
z interleukinami 12 i 23 oraz rola epigenetycznych mechanizmoéw
regulacji ich ekspresji jest istotne dla opracowywania i wdrazania
nowych schematéw diagnostyczno-terapeutycznych oraz dalszego
rozwoju medycyny spersonalizowane;.

Key words: signaling pathways, epigenetic, molecular marker, anti-cy-
tokine therapies, inflammatory process.

Stowa kluczowe: ciezki sygnalizacyjne, epigenetyka, marker moleku-

larny, terapie antycytokinowe, stan zapalny.

INTRODUCTION

WPROWADZENIE

An anti-cytokine therapy is a kind of treatment
strategy directed towards molecular targets. It be-
comes increasingly more important thanks to devel-
opment of molecular biology methods, genetic engi-
neering, and individual approach towards patients as
well as their diseases. This type of treatment is associ-
ated with blocking an activity of a given cytokine or
particular component of a signalling cascade. Conse-
quently, a factor level important in a given disease is
lowered down to a level observed under physiologi-
cal conditions [1].

Psoriasis is an example of a disease in whose treat-
ment drugs inactivating cytokines are used: tumour
necrosis factor (TNF), and interleukins (IL) 12, 23, 17
(IL-12, IL-23, IL-17). Thus, there exist the following
anti-cytokine drugs: ustekinumab (anti-IL-12/23
(p40)), infliximab, etanercept, adalimumab, certoli-
zumab pegol, golimumab (anti-TNF), ixekizumab,
secukinumab, and brodalumab (anti-IL-17) [2, 3].

Biological drugs constitute a group of biologically
active substances such as: peptides and proteins that
have been prepared by applying molecular biology
and genetic engineering techniques. Currently, sev-
eral groups of biological drugs are available: recom-
binant human proteins, fusion proteins, and mono-
clonal antibodies [4, 5].

Molecular targeted therapies are used in oncology
[6, 7], Crohn’s disease [8], psoriasis, and autoimmune
arthritis [9, 10].
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Terapia antycytokinowa to rodzaj strategii lecze-
nia ukierunkowanego na cele molekularne. Zyskuje
ona na znaczeniu ze wzgledu na rozwéj metod bio-
logii molekularnej i inzynierii genetycznej, a takze
indywidualne podejscie do pacjenta i jego choroby.
Ten rodzaj leczenia wigze sie z blokowaniem dziata-
nia okreslonej cytokiny lub okreslonej sktadowej ka-
skady sygnatowej. W konsekwencji poziom czynnika
istotnego w danej chorobie obniza si¢ do poziomu
obserwowanego w warunkach fizjologicznych [1].

Luszczyca jest przykladem choroby, w ktoérej lecze-
niu wykorzystuje sie leki inaktywujace cytokiny, takie
jak czynnik martwicy nowotworu (TNF), interleukiny
12, 23, 17 (IL-12, IL-23, IL-17). W zwigzku z tym wy-
réznia sie leki antycytokinowe, takie jak ustekinumab
(anty-1L-12/23 (p40)), infliksymab, etanercept, adalimu-
mab, certolizumab pegol, golimumab (anty-TNF), ikse-
kizumab, sekukinumab, brodalumab (anty-IL-17) [2, 3].

Mianem lekéw biologicznych okreéla sie grupe
substancji biologicznie czynnych, takich jak peptydy,
bialka, ktére zostaty przygotowane dzieki technikom
biologii molekularnej i inzynierii genetycznej. Aktual-
nie dostepnych jest kilka grup lekéw biologicznych -
rekombinowane biatka ludzkie, biatka fuzyjne, prze-
ciwciata monoklonalne [4, 5].

Terapie skierowang na cele molekularne stosuje
sie m.in. w onkologii [6, 7], chorobie Le$niowskiego-
-Crohna [8], luszczycy i autoimmunologicznych za-
paleniach stawow [9, 10].
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SIGNIFICANCE OF MOLECULAR LESIONS IN
PSORIASIS AND DEVISING NEW DIAGNOSTIC
AND THERAPEUTIC ALGORITHMS

The course of psoriasis is observed to involve
changes in cytokine concentration profiles, includ-
ing interleukins: IL-12, IL-17, IL-23, IL-6, TNF, trans-
forming growth factor p (TGF-B) [11], and biogenic
amines, e.g. histamine [12]. Immunocompetent cells’
presence in psoriasis, e.g. fibroblasts, keratinocytes,
and vascular endothelial cells [11, 12], make recog-
nition and comprehension of molecular phenomena
associated with this disease necessary to diagnose
and treat psoriasis successfully.

Given the above, seeking new molecular markers
that would allow for determining treatment efficacy
and notice the lack of adequate response to the ap-
plied therapeutic strategy at an early stage, regardless
of the therapy or drug type, is of the essence [4, 5, 13].

The aim of the paper is to analyse regularities be-
tween significant factors in psoriasis and signalling
pathways activated by them [14-19]. Furthermore,
the role of epigenetic mechanism of gene expression
regulation by miRNA, which could constitute an in-
dependent marker system in diagnostics and assess-
ment of treatment efficacy, will be discussed [16, 19].

Molecular markers are perfectly integrated into
the aforementioned idea of individualized treatment
and early detection of adequate loss of drug sensitiv-
ity, because molecular changes precede phenotypical
changes [14, 20, 21].

Our previous works regarded the role of cy-
tokines: TNF [15], IL-12/23 [16], IL-17 [17], TGF-B
[14, 18], histaminergic system [19], and the role of
miRNA in pathogenesis of inflammatory diseases [16,
19]. Apart from analysing a single signalling pathway,
another important matter is seeking mutual depend-
encies between signalling cascades activated by par-
ticular cytokines and recognizing mechanisms of ex-
pression regulation of their genes [22]. Searching for
mutual connections between cytokines and signalling
pathways is significant in psoriasis, where changes in
concentration profiles of a wide range of cytokines are
observed [11, 12]. In our last work we emphasized the
occurrence of expression correlation between IL-12/23
and histamine receptors: HRH1-4 [23].

A comparison of issues mentioned herein will
contribute to improving existing anti-cytokine ther-
apeutic strategies and devising new diagnostic and
therapeutic schemes. Such a thorough analysis will
allow for recognizing a complex nature of influences,
and showing that interference into expression profile
of one cytokine and a signalling pathway activated by
it by applying a given anti-cytokine drug will result
in changing the concentration of other cytokines and
the activity of signalling cascades that they activate. It
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ZNACZENIE ZMIAN MOLEKULARNYCH

W LUSZCZYCY | OPRACOWYWANIU NOWYCH
ALGORYTMOW DIAGNOSTYCZNO-
-TERAPEUTYCZNYCH

W przebiegu tuszczycy stwierdza sie zmiany pro-
filu stezen cytokin, m.in. IL-12, IL-17, IL-23, IL-6, TNF,
transformujacego czynnika wzrostu p (TGF-p) [11],
amin biogennych, np. histaminy [12]. Udzial w lusz-
czycy komoérek immunokompetentnych oraz np. fibro-
blastéw, keratynocytéw, komoérek srédbtonka naczyn
[11, 12] powoduje, Ze poznanie i zrozumienie moleku-
larnych zjawisk zwigzanych z ta choroba stanowi ele-
ment konieczny do skutecznej diagnostyki i leczenia.

Z tego wzgledu niezwykle istotne jest poszukiwa-
nie nowych molekularnych markeréw, ktére nieza-
leznie od rodzaju terapii i wyboru leku pozwolity-
by okresli¢ efektywnos$¢ leczenia oraz na wczesnym
etapie wychwyci¢ brak adekwatnej odpowiedzi na
stosowana strategie terapeutyczna [4, 5, 13].

Celem niniejszej pracy jest analiza zaleznosci mie-
dzy czynnikami odgrywajacymi wazng role w tusz-
czycy i aktywowanymi przez nie szlakami sygna-
towymi [14-19]. Oméwiona zostanie réwniez rola
epigenetycznego mechanizmu regulacji ekspresji ge-
néw przez czasteczki miRNA, ktére moglyby stano-
wié samodzielne systemy markerowe w diagnostyce
i ocenie skutecznosci terapii [16, 19].

Molekularne markery idealnie wkomponowuja
sie we wspomniang idee indywidualizacji leczenia
i wczesnej detekcji adekwatnej utraty wrazliwosci
na lek ze wzgledu na to, Ze zmiany molekularne wy-
przedzaja zmiany fenotypowe [14, 20, 21].

Poprzednie nasze prace dotyczyly roli cytokin
TNF [15], IL-12/23 [16], IL-17 [17], TGF-p [14, 18],
ukladu histaminergicznego [19] oraz roli czasteczek
mikroRNA (miRNA) w patogenezie choréb o pod-
tozu zapalnym [16, 19]. Oprocz analizy pojedynczej
Sciezki sygnalowej waznym zagadnieniem jest poszu-
kiwanie wzajemnych zaleznosci miedzy kaskadami
sygnalizacyjnymi aktywowanymi przez poszcze-
goélne cytokiny i poznanie mechanizméw regulacji
ekspresji ich genéw [22]. Poszukiwanie wzajemnych
zwigzkoéw pomiedzy cytokinami i szlakami sygnato-
wymi jest istotne w luszczycy, gdzie obserwuje sie
zmiany profilu stezen szerokiego panelu cytokin
[11, 12]. W ostatniej naszej pracy zwroéciliSmy uwage
na wystepowanie wspolzaleznosci ekspresji miedzy
IL-12/23 a receptorami histaminowymi HRH1-4 [23].

Zagadnienia poruszane w niniejszej pracy przyczy-
nig sie do udoskonalenia dotychczasowych antycytoki-
nowych strategii terapeutycznych oraz opracowywania
nowych schematéw diagnostyczno-terapeutycznych.
Taka catosciowa analiza pozwoli dostrzec zlozony
charakter oddziatywar oraz zobrazuje, ze ingerencja
w profil ekspresji jednej cytokiny i uruchamianego
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will translate into better understanding of molecular
changes that are at the bottom of psoriasis and occur
during treatment of this disease.

In Poland biological treatment is dedicated to pa-
tients with moderate or severe psoriasis. Contrain-
dications to commence a biological therapy include:
hypersensitivity to a given drug or its components,
pregnancy, and lactation. Moreover, immunosup-
pressive aspect of the treatment should also be taken
into account as it translates into a possible occurrence
of more frequent exacerbation of concurrent diseases
such as liver and bile duct diseases, hepatitis, circu-
latory insufficiency, HIV infections, collagenoses, or
occurrence of infections caused by: Nocardia sp., Pneu-
mocystis carinii, Coccidioides immitis, Histoplasma cap-
sulatum, Aspergillus sp., Listeria monocytogenes [4, 5].

IL-12- AND IL-23-ACTIVATED SIGNALLING
PATHWAY

Interleukin 12 (IL-12) is composed of subunits p35
and p40, whereas IL-23 is composed of p19 and p40.
Thereby, p40 is a common subunit for both interleu-
kins.

Interleukins are expressed by: monocytes, mac-
rophages, keratinocytes, Langerhans cells, and skin
fibroblasts [24-27]. Interleukin-12 biosynthesis may
occur in two ways. The first one is associated with
participation of Toll-like receptors, and the second
one is associated with influence of CD40 ligand and
its CD40 receptor, what leads to differentiation of
lymphocyte Th, population to Th, [24].

Tumour necrosis factor (TNF) and interferon y
(IFN-y) contribute to an increased IL-12 expression,
whereas histamine [28], IL-10, IL-11, and IL-13 con-
tribute to inhibition of IL-12 biosynthesis [24]. Inter-
leukin-23 function in shaping an immunological re-
sponse is associated with its influence through IL-23
receptor onto a differentiated subpopulation of Th,,
lymphocytes. Transformation of Th lymphocyte pop-
ulation into Th,, phenotype takes places under the
influence of joint IL-6 and TGF-p activity. IL-23 influ-
ences only such a differentiated lymphocyte popula-
tion and contributes to changes in expression profiles
of other cytokines, especially IL-17 [29, 30].

A signalling cascade activated directly by an inter-
action of IL-12 and IL-23 with receptors is JAK/STAT
signalling pathway. The first stage of the cascade
involves phosphorylation and activation of JAKs,
which later phosphorylate STAT proteins. Thanks
to that, in the subsequent stage proteins from STAT
family are transported from cytoplasm into cell nu-
cleus, where they play a role of transcription factors,
while influencing expression patterns of a number of
cytokines, mainly IFN-y, TNF, and IL-17 [16, 24].
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przez nig szlaku sygnalowego poprzez zastosowanie
danego leku antycytokinowego skutkuje zmiang steze-
nia innych cytokin i aktywnoscig uruchamianych przez
nie kaskad sygnatowych. Przelozy sie to na lepsze zro-
zumienie zmian molekularnych lezacych u podstaw
tuszczycy i zachodzacych podczas jej leczenia.

W Polsce leczenie biologiczne przeznaczone jest dla
pacjentéw z tuszczyca o nasileniu od umiarkowanego
do ciezkiego, u ktérych w wyniku terapii konwencjo-
nalnej. Przeciwwskazaniami do rozpoczecia terapii
biologicznej sa: nadwrazliwos¢ na dang substancje
czynna lub pozostate skladniki leku, cigza, okres lak-
tacji. Nalezy réwniez uwzgledni¢ immunosupresyjny
aspekt leczenia, co przeklada sie na mozliwos¢ czest-
szego wystepowania zaostrzeni choréb wspétwystepu-
jacych, takich jak choroby watroby i drég zéiciowych,
wirusowe zapalenie watroby, niewydolnoé¢ krazenia,
zakazenie wirusem HIV, kolagenozy czy zakazenia
wywolane przez Nocardia sp., Pneumocystis carinii, Coc-
cidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Aspergillus sp.,
Listeria monocytogenes [4, 5].

SCIEZKA SYGNALIZACYJNA AKTYWOWANA
PRZEZ IL-12 1 IL-23

Interleukina 12 (IL-12) zbudowana jest z podjed-
nostki p35 oraz p40, a IL-23 z podjednostek p19 i p40.
Wsp6élna dla obu interleukin podjednostka jest p40.

Interleukiny sa eksprymowane przez monocy-
ty, makrofagi, keratynocyty, komoérki Langerhansa,
fibroblasty skory [24-27]. Biosynteza IL-12 moze sie
odbywac na dwa sposoby. Pierwszy zwigzany jest
z udzialem receptoréw Toll-podobnych, natomiast
drugi - z oddziatywaniem ligandu CD40L z recep-
torem CD40, co prowadzi do réznicowania populacji
limfocytéw Th,do Th, [24].

Czynnik martwicy nowotworu (TNF) oraz interfe-
ron y (IFN-y) przyczyniaja sie do wzmozenia ekspresji
IL-12, podczas gdy histamina [28], IL-10, IL-11, IL-13 -
do zahamowania biosyntezy IL-12 [24]. Funkcja IL-23
w ksztattowaniu odpowiedzi immunologicznej wigze
sie z jej oddzialywaniem poprzez receptor IL-23R na
zréznicowang subpopulacje limfocytéw Th,, Prze-
ksztalcenie subpopulacji limfocytéw Th,do fenotypu
Th,, zachodzi pod wplywem wspoélnego dziatania IL-6
i TGF-B. Dopiero na tak zréznicowang populacje lim-
focytow wptywa IL-23, co powoduje zmiany profilu
ekspresji innych cytokin, zwlaszcza IL-17 [29, 30].

Kaskada sygnalizacyjng bezposrednio aktywowa-
na poprzez interakcje IL-12 i IL-23 z receptorami jest
Sciezka sygnalowa JAK/STAT. Pierwszy etap kaska-
dy obejmuje fosforylacje oraz aktywacje kinaz JAK,
ktére nastepnie fosforyluja biatka STAT. Dzieki temu
w kolejnym etapie nastepuje transport bialek z ro-
dziny STAT z cytoplazmy do jadra komérkowego,
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Consequently, a “vicious circle” appears, in which
activation of one signalling pathway influences ex-
pression profile of other cytokines, intensifies inflam-
mation, and prevents its inhibition [31].

TUMOR NECROSIS FACTOR-ACTIVATED
SIGNALLING CASCADES

Tumor necrosis factor (TNF) shows biological ac-
tivity as a homotrimer when it is in a soluble (sTNF)
or transmembrane (tmTNF) form [32]. Especially
macrophages, monocytes, T- and B-lymphocytes
as well as synoviocytes exhibit an ability to secrete
the aforementioned cytokine. Initiation of signalling
pathways, in which TNF participates, takes place
through TNFR1 and TNFR2.

TNFR1 expression is observed on the surface
of all karyocytes; it shows affinity to soluble TNF
and transmembrane TNF. TNFR2 is found on the
surface of fibroblasts, endothelial cells, monocytes
or macrophages; it shows affinity to transmem-
brane TNF. Apart from transmembrane receptors,
TNF interacts with soluble receptors: sSTNFR55 and
sTNFR?75 [32, 33].

Interaction of TNF with TNFR1 results in an acti-
vation of caspase pathway, programmed cell death,
and the MAP kinase cascade. Then, the reaction of
TNF with TNFR2 leads to activating nuclear factor
kB (NF-xB) signalling cascade [33].

Triggering of a death pathway is associated with
activation of caspase-3, -6, and -7 (effector caspases)
as well as caspase-8 and -10 (initiator caspases) [34].
Caspases represent cysteine proteases [35]. Dysfunc-
tions of a caspase signalling pathway results in an
inhibition or intensified activity of biological pro-
cesses important for maintaining homeostasis of an
organism [34].

Activation of NF-xB proteins may occur in a clas-
sic way (as a result of TNF, IL-1, LPS stimulation) or
alternative (through CD40, LTB, BAFF receptor) [36,
37]. Cytoplasm contains a biologically inactive NF-
kB form that is connected to an inhibitor of nuclear
factor xB. Under the influence of stimulating factors,
active NF-xB forms emerge that are subsequently
transported into a cell nucleus, where they influence
an expression profile of other genes while acting as
transcription factors [36].

Moreover, TNF activates JNK (jun N-terminal pro-
tein kinase) through TRADD (TNFR-associated death
domain) - RIP (receptor-interacting protein) - TRAF2
(TNF-associated factor 2) complex by stimulating
a MAP kinase complex [38].
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gdzie odgrywaja role czynnikéw transkrypcyjnych,
co wplywa na wzdr ekspresji licznych cytokin, glow-
nie IFN-y, TNF i IL-17 [16, 24].

Konsekwencja jest powstanie btednego kota,
w ktérym aktywacja jednego szlaku sygnalowego
wplywa na profil ekspresji innych cytokin, wzmac-
niajac stan zapalny i uniemozliwiajac jego zahamo-
wanie [31].

KASKADY SYGNALOWE AKTYWOWANE PRZEZ
CZYNNIK MARTWICY NOWOTWOROW

Czynnik martwicy nowotworéw (TNF) cechuje
sie aktywnoscia biologiczna jako homotrimer, bedac
w formie rozpuszczalnej (soluble TNF - sTNF) oraz
zwiazanej z btong komoérkowaq (transmembrane TNF
- tmTNF) [32]. Przede wszystkim makrofagi, mono-
cyty, limfocyty T i B oraz synowiocyty majg zdolnoé¢
do sekrecji wspomnianej cytokiny. Inicjacja szlakow
sygnalowych, w ktérych uczestniczy TNF, odbywa
sie poprzez receptory TNFR1 i TNFR2.

Ekspresje TNFR1 obserwuje sie na powierzchni
wszystkich komoérek jadrzastych i wykazuje on powi-
nowactwo do formy rozpuszczalnej i transbtonowej
TNF, podczas gdy TNFR2 wystepuje na powierzchni
fibroblastow, komérek srédbtonka, monocytéw oraz
makrofagéw i ma powinowactwo do postaci trans-
btonowej TNEF. Poza receptorami blonowymi TNF
wchodzi w interakcje z rozpuszczalnymi formami
receptorow - sTNFR55 i sTNFR75 [32, 33].

Interakcja TNF z TNFR1 skutkuje aktywacja szla-
ku kaspaz i uruchomieniem programowanej $mierci
komorki oraz kaskady kinaz MAP. Z kolei oddziaty-
wanie TNF z TNFR2 prowadzi do aktywacji kaskady
sygnalizacyjnej czynnika nuklearnego B (nuclear fac-
tor kB - NF-kB) [33].

Uruchomienie szlaku $§mierci wigze sie z aktywa-
cja kaspaz 3, 617 (kaspazy efektorowe) oraz kaspaz 8
110 (kaspazy inicjatorowe) [34]. Kaspazy to przedsta-
wiciele proteaz cysteinowych [35]. Zaburzenie szlaku
sygnalizacyjnego kaspaz skutkuje zahamowaniem lub
wzmozong aktywnoscig proceséw biologicznych waz-
nych dla utrzymania homeostazy organizmu [34].

Aktywacja bialek NF-xB moze zachodzi¢ klasycz-
nie (w wyniku stymulacji TNF, IL-1, LPS) lub alter-
natywnie (przez receptor CD40, LT, BAFF) [36, 37].
W cytoplazmie wystepuje zwigzana z inhibitorem ja-
drowego czynnika xB (IxB) nieaktywna biologicznie
forma NF-xB. Pod wptywem czynnikéw stymuluja-
cych powstaja aktywne formy NF-xB, ktore sa nastep-
nie transportowane do jadra komoérkowego, gdzie -
dziatajac jako czynniki transkrypcyjne - wplywaja na
profil ekspresji innych genéw [36].
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INTERLEUKIN 7 AND IL-17-INITIATED
SIGNALLING PATHWAYS

So far, six IL-17 isoforms have been recognized
and characterized: IL-17A, 1L-17B, IL-17C, IL-17D,
IL-17E (also known as IL-25), and IL-17F; howev-
er, IL-17A is described best. It may occur as a ho-
modimer or heterodimer in connection with IL-17F.
Cells that show an ability to express IL-17 are Th,,
lymphocytes that developed as a result of Th, sub-
population differentiation, in which IL-6 and TGF-$
participated. Interleukin-23, in turn, influences Th,,
lymphocytes, and intensifies secretion of IL-17 [39].
Interleukin-17 contributes to an increase in the lev-
el of expression of granulocyte colony-stimulating
factor and macrophages, IL-6, and vascular growth
factor [40, 41], while falling into the pattern of a “vi-
cious circle” [31].

Interleukin-17 promotes a signalling cascade
with NF-xB and mitogen-activated protein kinases
(MAPK). TRAF6 (tumour necrosis factor receptor as-
sociated factor 6), which together with E3 ubiquitin
ligase activates NF-xB and MAPK, plays a key role
for the aforementioned pathways [40, 42].

A past analysis indicated that IL-12 and IL-23
activity is not limited only to JAK/STAT signalling
pathway, but encompasses a significantly wider
range of interfluent signalling pathways. Thus, it is
important to look into cytokine-activated signalling
cascades holistically, including IL-12 and IL-23. How-
ever, not only should signalling pathways and con-
nections between them be taken into consideration,
but also mechanisms participating in regulation of
gene expression of the analysed components should
be considered.

EPIGENETIC MECHANISMS OF REGULATING
GENE EXPRESSION

Gene expression is regulated at various levels
[43], whereas epigenetic regulation of gene expres-
sion is becoming more and more significant [44, 45].
It involves: methylations, sequential-specific regula-
tion of expression by miRNA, and post-translational
modifications of histones. The first process occurs
most often in DNA regions rich in dinucleotide CG
(CpG islands) found within promoter sequences of
genes [43, 46]. Then, the second mechanism is associ-
ated with specific qualities of oligonucleotide (19-23
nt) miRNA sequences that bind with target mRNA
[47]. Post-translational modifications of histones, in
turn, are associated with e.g. acetylation, methyla-
tion, phosphorylation, ubiquitination, and sumoyl-
ation [48].
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Ponadto TNF za posrednictwem kompleksu
TRADD (TNEFR associated death domain) - RIP (receptor-
interacting protein) - TRAF2 (INF-associated factor 2)
poprzez pobudzenie kompleksu kinaz MAP uczestni-
czacego w regulacji $mierci komorki aktywuje kinaze
JNK (jun N-terminal protein kinase) [38].

INTERLEUKINA 17 | INICJOWANE PRZEZ NIA
SCIEZKI SYGNALIZACY]NE

Dotychczas poznano i scharakteryzowano szeé¢
izoform IL-17: IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E
(znana réwniez jako IL-25) oraz IL-17F, jednak izo-
forma IL-17A jest najlepiej scharakteryzowana. Moze
wystepowac jako homodimer lub heterodimer w po-
faczeniu z IL-17F. Komoérkami posiadajacymi zdol-
nos¢ ekspresji IL-17 s limfocyty Th,,, ktére powstaty
w wyniku réznicowania subpopulacji Th, w czym
uczestnicza IL-6 i TGF-f. Z kolei IL-23, oddziatujac
na limfocyty Th,, nasila sekrecje IL-17 [39]. Interleu-
kina 17 przyczynia sie do wzrostu poziomu ekspresji
czynnika wzrostu kolonii granulocytéw i makrofa-
goéw, IL-6, naczyniowego czynnika wzrostu [40, 41],
wpisujac sie w schemat blednego kota [31].

Interleukina 17 promuje kaskade sygnatowa
z udzialem NF-kB oraz kinaz aktywowanych mitoge-
nami MAPK. Istotng role we wspomnianych szlakach
odgrywa czynnik TRAF6 (tumor necrosis factor receptor
associated factor 6), ktory razem z ligaza ubikwityny
E3 aktywuje NF-xB oraz MAPK [40, 42].

Dotychczasowa analiza wskazuje, ze aktywnos¢ IL-
-12 i IL-23 nie ogranicza sie tylko do Sciezki sygnatowej
JAK/STAT, ale obejmuje znacznie szerszy panel wza-
jemnie przenikajacych sie szlakéw sygnalizacyjnych.
Z tego wzgledu istotne jest holistyczne rozpatrywanie
kaskad sygnatowych aktywowanych przez cytokiny,
w tym przez IL-12 i IL-23. Nalezy jednak bra¢ pod uwa-
ge nie tylko Sciezki sygnalizacyjne i powigzania miedzy
nimi, lecz takze mechanizmy uczestniczace w regulacji
ekspresji genéw analizowanych skladowych.

EPIGENETYCZNE MECHANIZMY REGULAC]I
EKSPRES|I GENOW

Ekspresja genéw jest regulowana na réznych po-
ziomach [43], przy czym aktualnie epigenetyczna
regulacja ekspresji genéw zyskuje na znaczeniu [44,
45]. Zalicza si¢ do niej: metylacje, zjawisko sekwen-
cyjnie specyficznej regulacji ekspresji przez czastecz-
ki miRNA oraz potranslacyjne modyfikacje bialek
histonowych. Pierwszy proces zachodzi najczesciej
w rejonach DNA bogatych w dinukleotyd CG (wyspy
CpGQ), zlokalizowanych w obrebie sekwencji promo-
torowych genéw [43, 46]. Natomiast drugi mecha-
nizm zwiazany jest ze specyficznymi wilasciwoscia-
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MIRNA — A NEW CLASS OF MOLECULAR
MARKERS

MiRNA are used and examined thoroughly as
supplemental molecular markers, what emphasizes
their role and meaning in routine diagnostics and the
process of genetic information flow [49-51].

A feature that advocates the use of miRNA as
markers of treatment efficacy and disease diagnostics
is their stability, and high resistance to ribonuclease
(RNase), pH changes and temperature [52]. Moreo-
ver, an analysis of their expression may be assessed
on the basis of a basic tool of molecular biology -
RT-qPCR or microarrays [16, 19, 53]. MiRNA expres-
sion is tissue-specific although an influence on their
expression is conditioned by the type of cell, pace of
metabolism, pathophysiological changes associated
with the disease, and activated or fading out signal-
ling pathways in the cell [54, 55]. Also, an occurrence
of correlation between a disease advancement and
miRNA expression profile [56] should be taken into
account, what constitutes an unquestionable advan-
tage of using these molecular as molecular indicators.

MiRNA are used as markers in diagnostic and
therapeutic schemes for psoriasis, including efficacy
assessment of anti-cytokine therapy [57-60].

Pivarcsi et al. observed a change in expression of
38 miRNA after 12 weeks of etanercept therapy and
emphasized a potential use of miRNA as biomark-
ers of response to treatment [61]. Then, Fujioka et al.
determined the influence of infliximab onto miRNA
expression profile. They concluded that expression
of let-7d, let-7e, miR-28-5p, miR-221, and miR-224
undergoes statistically significant changes (p < 0.05).
Simultaneously, they suggested that let-7d and let-
7e would be the best markers of adequate response
to treatment involving infliximab [62]. Changes of
miRNA expression profile were also observed with
adalimumab. Researchers highlighted the possibili-
ty for potential introduction of miRNA as molecu-
lar markers for treatment efficacy, and the time af-
ter which it would be reasonable to examine their
concentrations [63]. Finally, miR-320a-c and miR-9,
which is credited with a key role in differentiating
T-lymphocytes to Th,, phenotype, are promising mol-
ecules that could be used as markers of response to
treatment involving anti-IL-12/23 and anti-IL-17 [64].

CONCLUSIONS

Introducing modern treatment methods that are
“tailor-made” and molecular targeted requires simul-
taneous development and introduction of new molec-
ular markers into routine diagnostics. The complexity
of reactions between particular signalling pathways
and role of epigenetic mechanisms in regulation of
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mi kilkunastonukleotydowych (19-23 nt) sekwencji
miRNA - wigzania si¢ z docelowym mRNA [47].
Potranslacyjne modyfikacje biatek histonowych maja
zwiazek np. z ich acetylacja, metylacja, fosforylacja,
ubikwitynacja, sumoilacja [48].

MIRNA JAKO NOWA KLASA MARKEROW
MOLEKULARNYCH

Czasteczki miRNA wykorzystuje sie i intensywnie
bada jako uzupelniajace markery molekularne, co pod-
kreéla ich role i znaczenie w rutynowej diagnostyce oraz
procesie przeplywu informacji genetycznej [49-51].

Cecha przemawiajaca za mozliwosciag wykorzy-
stania miRNA jako markeréw skutecznosci leczenia
i w diagnostyce chorob jest ich stabilnosé, wysoka od-
pornoé¢ na dzialanie rybonukleaz (RNaz), zmian pH
i temperatury [52]. Ponadto analiza ich ekspresji moze
by¢ oceniona za pomocg podstawowych narzedzi bio-
logii molekularnej, takich jak reakcja RTqPCR czy tech-
nika mikromacierzy [16, 19, 53]. Ekspresja miRNA jest
tkankowo specyficzna, cho¢ wptywa na nig réwniez ro-
dzaj komoérki, tempo jej metabolizmu, zmiany patofizjo-
logiczne zwigzane z choroba, a takze aktywowane lub
wyciszane szlaki sygnalizacyjne w komérce [54, 55]. Na-
lezy pamietac takze o wystepowaniu zaleznosci miedzy
zaawansowaniem choroby a profilem ekspresji miRNA
[56], co stanowi niewatpliwa zalete wykorzystania tych
czasteczek jako indykatoréw molekularnych.

MiRNA sa wykorzystywane jako markery w sche-
matach diagnostyczno-terapeutycznych tuszczycy,
m.in. do oceny skutecznosci terapii antycytokino-
wych [57-60].

Pivarcsi i wsp. zaobserwowali zmiane ekspresji
38 miRNA po 12 tygodniach terapii etanerceptem, co
wskazuje na potencjalne uzycie czasteczek miRNA
jako biomarkeréw odpowiedzi na leczenie [61]. Fujio-
ka i wsp. okreslali wptyw infliksymabu na profil eks-
presji miRNA. Stwierdzili, ze ekspresja czasteczek let-
-7d, let-7e, miR-28-5p, miR-221 i miR-224 zmienila si¢
istotnie statystycznie (p < 0,05). Sugeruja oni jedno-
czesnie, ze sposréd wymienionych czasteczki let-7d
i let-7e bylyby najlepszymi markerami adekwatnej
odpowiedzi na leczenie infliksymabem [62]. Zmiany
profilu ekspresji czasteczek miRNA zaobserwowano
takze pod wplywem adalimumabu. Badacze zwra-
caja uwage nie tylko na mozliwo$¢ wprowadzenia
miRNA jako markeréw molekularnych skutecznosci
leczenia, lecz takze na czas, po ktérym zasadne byto-
by badanie zmian ich stezeri [63]. Obiecujacymi cza-
steczkami, ktére moglyby zosta¢ wykorzystane jako
markery odpowiedzi na leczenia anty-IL-12/23 oraz
anty-IL-17, sa czasteczki miR-320a-c i miR-9, ktérym
przypisuje sie wazna role w réznicowaniu limfocy-
tow T do fenotypu Th,, [64].
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gene expression should be taken into account. It
appears that an analysis of changes in gene tran-
scriptional activity of genes and miRNA constitutes
a promising diagnostic and therapeutic tool in pro-in-
flammatory diseases, including psoriasis.

A better recognition and comprehension of re-
actions at the molecular level are a key to develop-
ing new therapeutic strategies and it will allow for
a more thorough analysis of phenotype lesions ob-
served in patients prior, during, and after the treat-
ment termination or change, with regard to molecular
changes conditioning lesions at the phenotype level.

PODSUMOWANIE

Wprowadzenie nowoczesnych metod leczenia
opartych na modelu ,terapii szytej na miare”, ukie-
runkowanej molekularnie wymaga jednoczesnego
opracowywania i wprowadzania do rutynowej dia-
gnostyki nowych markeréw molekularnych. Nalezy
pamietac o zlozonosci oddziatywarn miedzy poszcze-
golnymi szlakami sygnalizacyjnymi oraz uwzgled-
niac role mechanizméw epigenetycznych w regulacji
ekspresji genéw. Wydaje sie, ze analiza zmian aktyw-
noéci transkrypcyjnej genéw oraz miRNA stanowi
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