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چکيده
در سال‌هاي اخير، دنياي زيست‌شناسي شاهد کشف مولکول‌هاي جديدي با عملکردهاي شگفت‌انگيز بوده است. يکي از اين مولکول‌ها، RNAهاي حلقوي (CircRNAs) است که جزعي از خانواده بزرگ RNA غير کد کننده (Noncoding RNA) محسوب مي‌شوند. اين RNAها در بافت‌هاي بدن به‌وفور وجود دارند. اين مولکول‌هاي زيستي در سيتوپلاسم يافت مي‌شوند يا در اگزوزوم‌ها ذخيره مي‌شوند، جايي که تحت تأثير اگزونوکلئازهاي RNA سلولي قرار نمي‌گيرند. برخلاف ساير RNAهاي خطي، اين RNAها انتهاي آزاد ندارند. بنابراين، آن‌ها در مقايسه با رونوشت‌هاي خطي از ساختار پايدارتري برخوردار مي‌باشند. اين خصوصيات منحصربه‌فرد آن‌ها را تبديل به کانديداي ايده‌آل جهت استفاده به‌عنوان نشانگرهاي زيستي معطوف ساخته است. امروزه به‌خوبي ثابت شده است که اين RNAهاي منحصريه فرد نقش مهمي در تنظيم بيان ژن ايفا مي‌کنند. علاوه بر اين، مطالعات نشان داده‌اند که RNAهاي حلقوي نقش غيرقابل‌انکاري در طيف گسترده‌اي از فرآيندهاي زيستي مانند تکثير سلولي، آپوپتوز، پيري و غيره بر عهده دارند. درواقع، RNAهاي حلقوي به‌عنوان اسفنج‌هاي ميکرو RNA (MicroRNA sponges) توصيف مي‌شوند. اين مکانيسم RNAهاي حلقوي که به‌طور بالقوه در سرطان‌ها موردمطالعه قرار گرفته است، مي‌تواند به‌عنوان يک نشانگر زيستي مهم در ساير بيماري‌ها به‌ويژه بيماري‌هاي قلبي عروقي (Cardiovascular diseases) در نظر گرفته شود. بررسي حاضر قصد دارد به ارزيابي نقش RNAهاي حلقوي به‌عنوان يک نشانگر زيستي در پيش‌آگاهي بيماري‌هاي قلبي عروقي بپردازد.
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مقدمه
علي‌رغم پيشرفت‌هاي روزافزون در پزشکي، بيماري‌هاي قلبي عروقي همواره يکي از عمده‌ترين عوامل اصلي مرگ‌ومير در سراسر جهان هستند. ارزيابي‌هاي اخير نشان داده‌اند که بيماري‌هاي قلبي عروقي و سرطان مجموعاً مسئول ده‌ها ميليون مرگ در سراسر جهان در سال هستند (1, 2). بر اساس آخرين تخمين‌هاي سازمان جهاني بهداشت (WHO)، بيماري‌هاي قلبي عروقي عامل 9/17 ميليون مرگ‌ومير در سال 2019 بوده است که 32 درصد از کل مرگ‌وميرهاي جهاني را تشکيل مي‌دهد (3). البته اين آمار به‌زودي افزايش خواهد يافت زيرا در زمان همه‌گيري بيماري کرونا ويروس 2019[footnoteRef:4] به دليل مشکلات نشاءت گرفته از آن، شاهد تأخير در تشخيص بيماري‌هاي قلبي عروقي و سرطان بوديم (4). علت بيماري‌هاي قلبي عروقي بيشتر تحت تأثير عوامل ژنتيکي، محيطي و سبک زندگي بيماران است (5). باوجود افزايش روزافزون روش‌هاي نوين در درمان بيماري‌هاي قلب و عروق ازجمله استفاده از سلول‌هاي بنيادي (6) و پچ‌هاي قلبي (7)، بااين‌وجود پيشگيري و تشخيص به‌موقع اين بيماري اولويت اصلي محسوب مي‌گردد.  [4:  Coronavirus disease-2019] 

فرآيند تشخيص مناسب براي بيماري‌هاي قلبي عروقي معمولاً نياز به روش‌هاي شديد و تهاجمي براي فرد دارد. اين فرآيند تشخيصي اغلب توسط چندين متخصص انجام مي‌شود و مي‌تواند شامل چندين تجزيه‌وتحليل نمونه‌هاي بيولوژيکي مانند: خون، ادرار و مدفوع باشد. علاوه بر اين، براي تشخيص صحيح و به‌موقع، آزمايش‌هاي جامع تصويربرداري و فعاليت‌هاي بدني مانند تست ورزش نيز انجام مي‌شود (8). اين روش‌هاي تشخيصي مي‌توانند زمان‌بر و پرهزينه باشند و هزينه‌هاي سرانه مراقبت‌هاي بهداشتي سالانه را به‌طور چشمگيري افزايش دهند. علاوه بر اين، مي‌تواند باعث ايجاد استرس جسمي، روحي و رواني در بيماران شود (8-10). با توجه به اين مسائل، نياز به شناسايي و توسعه نشانگرهاي زيستي پيش‌بيني کننده براي بيماري‌هاي قلبي عروقي وجود دارد. اگر بتوان نشانگرهاي زيستي هشداردهنده اوليه را شناسايي نمود، پزشکان به‌راحتي مي‌توانند آزمايش دوره‌اي را به افراد با ريسک خانوادگي يا محيطي بالا توصيه کنند تا مراحل اوليه بيماري‌هاي قلبي عروقي را قبل از ايجاد بيماري شناسايي کنند. يکي از اين نشانگرهاي زيستي که اخيراً موردتوجه بسياري قرار گرفته است، RNAهاي غير کد کننده به‌ويژه RNAهاي حلقوي هستند. 
مطالعات نشان داده‌اند که حدود 20 درصد از اسيدهاي نوکلئيک موجود در ژنوم انسان به پروتئين‌ها رمزگذاري شده‌اند، در حاليکه حجم زيادي از ژنوم از اسيدهاي نوکلئيک غير کد کننده تشکيل شده است که ماده تاريک[footnoteRef:5] ژنوم در نظر گرفته مي‌شود (11). بااين‌حال، نقش RNAهاي غير کد کننده را نمي‌توان به‌راحتي ناديده گرفت. نقش RNAهاي غير کد کننده در طيف گسترده‌اي از فعاليت‌هاي بيولوژيکي، فيزيولوژيکي و همچنين در بسياري از فرآيندهاي بيماري پاتولوژيک در بدن انسان ثابت شده است (12). اهميت و نقش اساسي RNAهاي غير کد کننده در تنظيم بيان ژن به‌منظور توسعه بافت قلب در مطالعات متعددي شناسايي شده است (13, 14). در سال 1976 براي اولين بار گونه جديدي از RNA کشف شد که تفاوت ساختاري جالبي با ساير RNAها داشت. اين RNAها در ويروس‌هاي گياهي شناسايي شدند و به دليل ويژگي غيرخطي آن‌ها که به دليل اتصال انتهاي ʹ3 به انتهاي ʹ5 و تشکيل يک حلقه پايدار دايره‌اي است، آن‌ها را RNAهاي حلقوي ناميدند (15-17). RNAهاي حلقوي، RNAهاي تک‌رشته‌اي هستند که در سلول‌هاي يوکاريوتي و رونوشت يوکاريوتي يافت مي‌شوند. اين RNAها پايدار هستند و در بين گونه‌ها حفظ مي‌شوند (18). برخلاف RNAهاي خطي که در سلول‌هايي با کلاهک ʹ5 و دم ʹ3 يافت مي‌شوند، RNAهاي حلقوي ساختارهاي حلقه‌اي دارند که در آن انتهاي ʹ5 و ʹ3 به‌صورت کووالانسي به هم متصل شده‌اند (19). بر اساس مکانيسم سنتز، RNAهاي حلقوي را مي‌توان به چهار دسته اصلي طبقه‌بندي کرد. RNAهاي حلقوي اگزونيک[footnoteRef:6]، RNAهاي اينترونيک حلقوي[footnoteRef:7]، RNAهاي حلقوي اگزون-اينترون[footnoteRef:8] و RNAهاي حلقوي بين ژني[footnoteRef:9] (19, 20). پيشرفت‌هاي حاصل‌شده در دهه گذشته با افزايش توانايي فناوري‌هاي توالي يابي RNA، تعداد RNAهاي حلقوي شناسايي‌شده در جهان را افزايش داده است (17, 21, 22).  [5:  Dark matter]  [6:  Exonic circular RNAs]  [7:  Circular intronic RNAs]  [8:  Exon-intron circular RNAs]  [9:  Intergenic circular RNAs] 

امروزه شناسايي و اندازه‌گيري RNAهاي حلقوي با استفاده از طيف وسيعي از فن‌هاي مولکولي ازجمله روش‌هاي بر پايه PCR مانند ligation-based PCR، توالي يابي [footnoteRef:10] RNA و فن‌هاي هيبريداسيون درجا انجام مي‌گردد. با استفاده از طيف وسيعي از اين فن‌هاي مولکولي مي‌توان تجسم و کمي‌سازي RNAهاي حلقوي را در سلول‌ها امکان‌پذير ساخت و بينش‌هايي را در مورد عملکردهاي بيولوژيکي آن‌ها ارائه کرد (23-25). تحقيقات به‌خوبي نشان داده‌اند که RNAهاي حلقوي مي‌توانند با RNAهاي پيام‌رسان براي مکان‌هاي اتصال هدف روي ميکرو RNAها[footnoteRef:11] براي تأثير بر بيان ژن رقابت کنند. اما مکانيسم دقيق عملکرد مولکولي اکثر RNAهاي حلقوي هنوز مشخص نيست. مطالعات نشان داده است که ارتباط منفي بين تکثير سلولي و فراواني RNAهاي حلقوي وجود دارد. اين بدان معني است که بيان RNAهاي حلقوي در سلول‌ها و بافت‌هاي در حال تکثير، ازجمله سلول‌هاي سرطاني، در مقايسه با سلول‌هاي تمايز نهايي کمتر است (26). مطالعات انجام‌شده در سال‌هاي اخير نشان مي‌دهد که RNAهاي حلقوي در بيماري‌هاي مهمي مانند: بيماري‌هاي خودايمني (27)، پارکينسون (28)، بيماري‌هاي گلومرولي (29)، بيماري‌هاي ريوي (30)، سندرم تخمدان پلي کيستيک (31)، و بسياري از سرطان‌ها نقش دارند (32-34) و مي‌تواند به‌عنوان نشانگرهاي زيستي براي شناسايي بيماران استفاده شود.  [10:  RNA-Seq]  [11:  MicroRNAs] 

شواهدي وجود دارد که نشان مي‌دهد RNAهاي حلقوي ممکن است با تعدادي از بيماري‌هاي قلبي عروقي ازجمله بيماري عروق کرونر قلب، انفارکتوس ميوکارد، تصلب شرايين، هيپرتروفي قلب، نارسايي قلبي، کارديوميوپاتي متسع و آريتمي مرتبط باشند (35-37). البته بايد به اين موضوع توجه داشت که استفاده از RNAهاي حلقوي به‌عنوان نشانگر زيستي با چالش‌هايي ازجمله محدوديت‌هاي فني، چالش‌هاي بيوانفورماتيکي، الگوهاي بيان خاص و غيره همراه است. اين چالش‌ها نياز به فن‌هاي تشخيص پيشرفته و درک عميق‌تري از RNAهاي حلقوي را براي استفاده کامل از پتانسيل آن‌ها به‌عنوان نشانگرهاي زيستي در تحقيقات باليني برجسته مي‌کند (38). شواهد موجود نشان مي‌دهد که RNAهاي حلقوي مي‌توانند در توسعه بيماري‌هاي قلبي عروقي و شناسايي آن‌ها نقش داشته باشند، بنابراين، مطالعه دقيق‌تر مکانيسم‌هاي عملکرد و پتانسيل تشخيصي RNAهاي حلقوي در بيماري‌هاي قلبي عروقي، مي‌تواند گامي مهم در جهت توسعه روش‌هاي درماني جديد و بهبود کيفيت زندگي بيماران باشد. هدف بررسي حاضر خلاصه کردن دانش فعلي در مورد جنبه‌هاي بيولوژيکي RNAهاي حلقوي و برجسته کردن پيشرفت تحقيقات فعلي در مورد مکانيسم‌هاي زيربنايي عملکرد RNAهاي حلقوي در بيماري‌هاي قلبي عروقي است. علاوه بر اين، ما قصد داريم توجه محققان و خوانندگان اين مقاله را به استفاده از اين RNAهاي حلقوي به‌عنوان نشانگرهاي زيستي براي بيماري‌هاي قلبي عروقي جلب کنيم.

تشکيل و بيوژنز RNAهاي حلقوي
باوجود توجه بسيار زيادي که اخيراً به RNAهاي حلقوي شده است، کشف آن‌ها به بيش از 40 سال قبل باز مي‌گردد. RNAهاي حلقوي براي اولين بار در نوعي آدنوويروس موشي (15) و در ويروس‌هاي بيماري‌زاي گياهي به نام ويروئيدها (39) کشف شدند. شواهد فيزيکي اوليه وجود شکل دايره‌اي از RNA با تجزيه‌وتحليل ميکروسکوپ الکتروني از بخش سيتوپلاسمي سلول‌هاي يوکاريوتي هلا (HeLa cell) در سال 1979 (40) و بعداً در سال 1986 هنگامي‌که آن‌ها در ويروس هپاتيت دلتا (Hepatitis delta virus (HDV)) شناسايي شدند به دست آمد (41). در اواخر دهه 1990 و دهه 2000، چندين مطالعه ديگر نشان داد که ژن‌هاي توليدکننده RNAهاي حلقوي در سلول‌هاي يوکاريوتي از مگس تا پستانداران ازجمله انسان گسترش يافته است (42). 
مکانيسم دقيق تشکيل RNAهاي حلقوي هنوز به‌طور کامل شناخته نشده است. اما گفته مي‌شود که RNAهاي حلقوي از پيرايش متعارف RNAهاي پيام‌رسان پيش‌ساز (Precursor mRNA)، با واسطه RNA پليمراز II ايجاد شده‌اند (43-45). شکل 1 نماي شماتيکي از سنتز RNAهاي حلقوي را به تصوير مي‌کشد. روند پيرايش پيش‌ساز RNAهاي پيام‌رسان در يوکاريوت‌هاي متعارف توسط ماشين اسپلايسوزومي صورت مي‌گيرد تا اينترون‌ها را حذف کرده و اگزون‌ها را به هم متصل کند، که منجر به تشکيل يک RNA خطي با قطبيت ʹ5-ʹ3 مي‌شود. بيشتر RNAهاي حلقوي در طي فرآيند پيرايش برگشتي (Backsplicing) توليد مي‌شوند که اين فرآيند از ترتيب متعارف ʹ5-ʹ3 پيروي نمي‌کنند و عموماً توسط ماشين اسپلايسوزومي يا توسط ريبوزيم‌هاي گروه I و II کاتاليز مي‌شوند. RNAهاي حلقوي به دليل داشتن پيوندهاي کووالانسي بسته، از همتايان خطي خود متمايز هستند زيرا ساختارهاي انتهايي معمول (مانند کلاهک ʹ5 يا دنباله پلي‌آدنيله را ندارند. مهار اسپلايسوزوم متعارف توسط مهارکننده پيرايش RNAهاي پيام‌رسان پيش‌ساز، سطوح RNAهاي حلقوي و همچنين سطوح رونويسي خطي پيرايش شده را کاهش مي‌دهد که اين موضوع دليلي براي نقش اسپلايسوزوم در بيوژنز RNAهاي حلقوي ارائه مي‌دهد. 
بيان RNAهاي حلقوي هميشه با سطح بيان رونويسي خطي که RNAهاي حلقوي از آن مشتق شده است، همبستگي ندارد، که نشان مي‌دهد بيان RNAهاي حلقوي تنظيم شده است و اسپلايسوزوم بايد بتواند بين پيرايش مستقيم، يعني پيرايش خطي متداول، و پيرايش برگشتي تمايز قائل شود (46, 47). RNAهاي حلقوي ممکن است از اگزون‌ها يا اينترون‌ها به وجود آيند که منجر به تشکيل سه نوع مختلف RNAهاي حلقوي مي‌شود؛ RNAهاي حلقوي اگزوني، اينتروني و اگزون-اينترون. تشکيل RNAهاي حلقوي اگزوني نتيجه پيرايش RNAهاي پيام‌رسان پيش‌ساز است زماني که اهداکننده پيرايش ʹ3 به گيرنده پيرايش ʹ5 متصل شده و يک RNA حلقوي اگزوني را تشکيل مي‌دهد. در برخي موارد، اين اتفاق با يک اگزون واحد رخ مي‌دهد، در حاليکه در موارد ديگر شروع يک اگزون بالادستي به پايان يک اگزون پايين‌دستي پيرايش مي‌شود و RNA مياني حلقوي شده، RNAهاي حلقوي از چندين اگزون توليد مي‌کند. به‌طور جايگزين، اگر اينترون بين اگزون‌ها حفظ شود، رونويسي حلقوي حاصل به‌عنوان RNA حلقوي اگزون-اينترون شناخته مي‌شود. نهايتاً، اين RNAهاي حلقوي اينتروني تشکيل يافته در برابر تجزيه توسط برخي از آنزيم‌ها مقاومت از خود نشان مي‌دهند. RNAهاي حلقوي اينتروني داراي يک پيوند يکتا ʹ5-ʹ2 هستند که آن‌ها را از RNAهاي حلقوي اگزوني متمايز مي‌کند. تشکيل RNAهاي حلقوي اينتروني به توالي‌هاي غني از GU در نزديکي سايت پيرايش ʹ5 و توالي‌هاي غني از C در نزديکي نقطه شاخه‌اي وابسته است. در طي فرآيند، دو بخش ابتدا به يک حلقه متصل مي‌شوند، توالي‌هاي اگزوني و اينتروني در بخش اتصال توسط اسپلايسوزوم بريده مي‌شوند و اينترون‌هاي باقي‌مانده به هم متصل مي‌شوند تا RNA حلقوي اينتروني را تشکيل دهند (48).

[image: ]
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شکل (1): شماتيکي از مراحل بيوژنز RNAهاي حلقوي



نقش و عملکرد RNAهاي حلقوي
تاکنون چندين عملکرد بالقوه به RNAهاي حلقوي نسبت داده شده است. مطالعات نشان داده‌اند که RNAهاي حلقوي مي‌توانند به‌عنوان اسفنج‌هاي ميکرو RNA (MicroRNA sponges) عمل کنند و پيرايش يا رونويسي را تعديل کنند. اين موضوع بيان ژن‌هاي والدين را تنظيم مي‌کند (16, 43, 49). شکل 2 نقش و عملکرد RNAهاي حلقوي را نمايان مي‌سازد. تحقيقات ثابت کرده است که RNAهاي حلقوي به‌عنوان اسفنج‌هاي ميکرو RNA عمل مي‌کنند. بنابراين، وجود يا عدم وجود RNAهاي حلقوي بر فعاليت ميکرو RNAها تأثير مي‌گذارد (50). درواقع، مي‌توان گفت که RNAهاي حلقوي مي‌توانند به‌صورت رقابتي به ميکرو RNAها متصل شوند و در نتيجه منجر به کاهش مولکول‌هاي ميکرو RNA شوند. RNAهاي حلقوي مکان‌هاي اتصال زيادي براي ميکرو RNAها دارند، بنابراين مي‌توانند ميکرو RNAها را مانند يک اسفنج جذب کنند (16, 17). ما مي‌دانيم که ميکرو RNAها بيان ژن را تنظيم مي‌کنند. درواقع، ميکرو RNAها بيان ژن را با جفت شدن جزئي با RNA پيام‌رسان UTR مکمل تنظيم مي‌کنند. همان‌طور که گفته شد، مکان‌هاي اتصال ميکرو RNA در RNAهاي حلقوي وجود دارد. ميکرو RNA جذب‌شده در اسفنج RNAهاي حلقوي نمي‌تواند به RNA پيام‌رسان هدف خود متصل شود و توانايي خود را براي سرکوب بيان ژن از دست مي‌دهد و در نتيجه بيان RNA پيام‌رسان هدف آن افزايش مي‌يابد. بنابراين اين موضوع يکي از نقش‌هاي بسيار مهم RNAهاي حلقوي را در تنظيم بيان ژن نشان مي‌دهد. در سال 2013، گزارش شد که ciRS-7 يا CRD1as، توليدشده از ژن CDR1، حاوي بيش از 70 محل اتصال حفاظت‌شده براي ميکرو RNA-7 است (16, 17). CRD1as RNA به پروتئين Argonaut2 (AGO2) و ميکرو RNA متصل مي‌شود و يک کمپلکس خاموش‌کننده ايجاد مي‌کند که باعث خاموشي ژن مي‌شود (51).
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شکل (2): شماتيک عملکرد RNAهاي حلقوي در سلول، اسفنج‌هاي ميکرو RNA، ترکيب با RBP، ترجمه و تنظيم رونويسي


نقش RNAهاي حلقوي در وقوع و پيش‌آگهي بيماري‌هاي قلبي عروقي
مجموعه‌اي از شواهد براي نقش RNAهاي حلقوي به‌عنوان يک کلاس از RNA غير کد کننده در سطح پس از رونويسي در بيماري‌هاي قلبي عروقي وجود دارد (52, 53). نقش و مکانيسم انواع RNAهاي حلقوي در بيماري‌هاي قلبي عروقي در جدول 1 فهرست شده است. در بسياري از بيماري‌ها ازجمله بيماري‌هاي قلبي عروقي، شاهد تغييراتي در بيان ژن‌ها هستيم. اعتقاد بر اين است که RNAهاي حلقوي مي‌توانند بيان ژن را در بيماري‌هاي قلبي عروقي از طريق يک محور RNAهاي حلقوي-ميکرو RNA-RNA پيام‌رسان تنظيم کنند، RNAهاي حلقوي به‌عنوان اسفنج‌هاي ميکرو RNA يا به‌عنوان آنتاگونيست‌هاي پروتئين عمل مي‌کنند و در چندين فرآيند بيولوژيکي مهم مانند رشد و تقسيم سلولي، مهاجرت سلولي، تمايز و آپوپتوز سلولي و غيره نقش دارند (54, 55). توالي يابي عميق (Deep Sequencing) بافت قلب وجود و بيان RNA حلقوي را در بافت قلب نشان مي‌دهد. در سال 2017 با استفاده از ابزارهاي توالي يابي RNA و بيوانفورماتيک، وجود انواع مختلف RNAهاي حلقوي در قلب به اثبات رسيد. در اين مطالعه مشخص شد که تعداد 15318 RNA حلقوي در قلب انسان و تعداد 3017 RNA حلقوي در قلب موش در طي يک دوره تمايز 28 روزه بيان مي‌شوند (56). مطالعات نشان داده‌اند که تعدادي از RNAهاي حلقوي از ژن‌هاي مرتبط با بيماري‌هاي قلبي عروقي مانند Ryr2، Ttn و Dmd توليد مي‌شوند (57, 58). Zou و همکاران نشان دادند که RNAهاي حلقوي در قلب انسان سالم و بيمار به‌طور متفاوت بيان مي‌شوند، اين موضوع مي‌تواند نقش RNAهاي حلقوي را در توسعه بيماري نشان دهد (59). از سوي ديگر بررسي‌ها نشان داده است مي‌توان RNAهاي حلقوي را به‌عنوان بيومولکول‌هاي شاخص از مايعات بيولوژيک ازجمله بزاق، ادرار، سرم و پلاسما جداسازي نمود و پس از بررسي مولکولي محققان قادر هستند از RNAهاي حلقوي به‌عنوان نشانگرهاي زيستي در پيش‌آگهي بيماري‌هاي قلبي عروقي بهره‌برداري نمايند (شکل 3). وجود RNAهاي حلقوي در اين مايعات امکان نظارت غيرتهاجمي بر وضعيت بيمار را فراهم مي‌کند. مطالعات نشان داده‌اند که RNAهاي حلقوي خاص در بيماران مبتلا به بيماري‌هاي قلبي عروقي در مقايسه با افراد سالم سطوح بياني تغييريافته‌اي را نشان مي‌دهند (60). بررسي‌ها نشان مي‌دهد که RNA حلقوي سطوح بيان پايدار را حتي پس از دوره‌هاي طولاني انکوباسيون خون حفظ مي‌کنند. به‌عنوان‌مثال، در يک مطالعه نشان داد شد که سطح بيان RNA حلقوي در نمونه‌هاي سرمي که در دماي اتاق انکوبه شده بودند تا 24 ساعت ثابت باقي مي‌ماند و تغييرات قابل‌توجه تنها پس از 48 ساعت گزارش شد (61, 62). موضوع پايداري بيشتر RNA حلقوي نسبت به RNAهاي خطي باعث مي‌گردد که استفاده از RNA حلقوي به‌عنوان نشانگر زيستي از اهميت بالايي برخوردار باشد. در اين بخش سعي داريم نقش RNAهاي حلقوي را در نقص‌ها و بيماري‌هاي مهم قلبي ارزيابي کنيم.
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شکل (3): شماتيک استفاده از RNAهاي حلقوي به‌عنوان بيومارکرهاي تشخيصي بيماري‌هاي قلبي



نقش RNAهاي حلقوي در ايسکمي قلبي
ايسکمي قلبي يکي از مهم‌ترين بيماري‌هاي قلب است که در آن جريان ناکافي خون باعث آسيب به بافت قلب مي‌شود. بافت قلب به اکسيژن زيادي نياز دارد، در نتيجه ايسکمي، توليد ATP ميتوکندري از طريق فسفوريلاسيون اکسيداتيو کاهش مي‌يابد. کاهش سطح ATP سلولي باعث اختلال در هموستاز يوني در سلول‌هاي بافت قلب مي‌شود که منجر به تغيير در نفوذپذيري غشاي سلولي، فعال شدن هيدرولازها، پروتئازها و درنهايت آپوپتوز در سلول‌هاي بافت قلب مي‌شود (63, 64). اولين گزارش در مورد نقش RNAهاي حلقوي در ايسکمي توسط Geng و همکاران ثبت شد. در اين ارزيابي، مشخص شد که بيان RNAهاي حلقوي CDR1as در کارديوميوسيت‌هاي هيپوکسيک و در موش‌هاي MI تنظيم مثبت مي‌شود (65). مطالعات يک مسير تنظيمي جديد را نشان داد که شامل NCX1 حلقوي، miR-133a-3p و CDIP1 است. اين مسير در آپوپتوز کارديوميوسيت نقش دارد. با توجه به اين موضوع، براي درمان بيماري ايسکميک قلبي، مي‌توان اين مسير سيگنالينگ را به‌عنوان هدف انتخاب کرد (66). RNA حلقوي در تعديل بيماري‌هاي قلبي عروقي نقش دارند. مشاهدات Werfel و همکاران نشان داد که RNAهاي حلقوي در طول رشد قلب به شدت بيان مي‌شوند (58, 67). تحقيقات بيشتر در سال 2020 نشان داد که قلب انسان سالم بيش از 30 نوع RNA حلقوي را بيان مي‌کند (4). در تحقيقات نشان داده شده است که اتصال ALMS1_6 حلقوي به miR-133 بازسازي قلب را تنظيم مي‌کند (68). در مطالعه‌اي توسط وانگ و همکاران، circRNA قلب که miR-223 را هدف قرار مي‌دهد، از قلب در برابر هيپرتروفي پاتولوژيک و نارسايي قلبي محافظت مي‌کند (69). در يک مطالعه، نشان داده شده است که RNA حلقوي مي‌تواند در فرآيند آپوپتوز سلول‌هاي قلب نقش داشته باشد. در اين مطالعه، مشخص شد که RNA حلقوي مربوط به آپوپتوز (MFACR) باهدف قرار دادن محور سيگنالينگ miR-652-3p-MTP18 و در نتيجه شکافت ميتوکندري، آپوپتوز قلبي را واسطه مي‌کند و در نتيجه باعث ارتقاء پيشرفت انفارکتوس حاد ميوکارد مي‌شود (70).

نقش RNAهاي حلقوي در بيماري عروق کرونر قلب
بيماري عروق کرونر قلب (CAD) به‌عنوان شايع‌ترين نوع بيماري‌هاي قلبي عروقي در سطح جهاني شناخته مي‌شود (71, 72). اين بيماري به‌عنوان کشنده‌ترين بيماري‌هاي قلبي عروقي شناخته شده است (73). مطالعات نشان داده‌اند که RNAهاي حلقوي در بيماري عروق کرونر قلب نقش دارند. در يک مطالعه مشخص شد که بيان 171 RNA حلقوي و 624 RNA حلقوي در اين بيماران به‌طور قابل‌توجهي نسبت به گروه کنترل به ترتيب کاهش و افزايش يافته است. اين نتايج نشان‌دهنده نقش تنظيمي بالقوه RNAهاي حلقوي در بيماري عروق کرونر قلب است (74). همچنين، مطالعات ديگر نشان داده‌اند که تعامل بين RNA حلقوي و ميکرو RNAها در ايجاد بيماري عروق کرونر قلب مؤثر است. به‌عنوان مثال، در مطالعه‌اي که در سال 2018 انجام شد، مشخص شد که SATB2 حلقوي در سلول‌هاي ماهيچه صاف عروق انقباضي کاهش مي‌يابد. تحقيقات تکميلي تأييد کرد که SATB2 حلقوي به‌عنوان يک اسفنج درون‌زا miR-939 براي جداسازي miR-939 عمل مي‌کند و متعاقباً بيان STIM1، يک ژن هدف miR-939 را افزايش مي‌دهد (75). در مطالعه انجام شده توسط Vilades و همکاران در سال 2020، مشخص شد که سطح RNA حلقوي در بيماران کرونر مي‌تواند به‌عنوان يک نشانگر زيستي در نظر گرفته شود. در اين مطالعه، عملکرد circRNA hsa_circ_0001445 به‌عنوان نشانگر زيستي بيماري عروق کرونر در جمعيت 200 بيمار مشکوک به به اين بيماري مورد بررسي قرار گرفت (76). علاوه بر اين، مشخص شده است که RNA حلقوي خون محيطي hsa_circ_0124644 مي‌تواند به‌عنوان نشانگر زيستي تشخيصي بيماري عروق کرونر استفاده شود (77). يک شبکه جديد RNAهاي حلقوي-ميکرو RNA-RNA پيام‌رسان، circ-YOD1 را به‌عنوان يک نشانگر زيستي براي بيماري عروق کرونر در ارزيابي توسط Miao و همکاران شناسايي کرد (78). در مطالعه Liang و همکاران، مشخص شد که circRNA ZNF609 در لکوسيت‌هاي خون محيطي مي‌تواند به‌عنوان يک نشانگر زيستي بالقوه براي بيماري عروق کرونر استفاده شود. در اين مطالعه، 330 بيمار عروق کرونري و 209 فرد سالم به‌عنوان گروه کنترل مورد بررسي قرار گرفتند و بيان circZNF609 در لکوسيت‌هاي خون محيطي با واکنش زنجيره‌اي پليمراز کمي شناسايي شد (79).

نقش RNAهاي حلقوي در فشار خون شرياني
فشار خون شرياني افزايش مزمن و غيرطبيعي فشار خون است که يک بيماري چند عاملي است که عوامل ژنتيکي، محيطي و اجتماعي در آن نقش دارند. اين بيماري يکي از بزرگترين چالش‌هاي نظام سلامت در جهان است (80). اين بيماري اغلب شناخته نمي‌شود و بنابراين يکي از نگراني‌هاي بهداشت جهاني است. به‌عنوان مثال، در آلمان، تقريباً 13 درصد از زنان و 18 درصد از مردان فشار خون بالا کنترل نشده دارند (81). بر اساس آمار سازمان جهاني بهداشت، 54 درصد از سکته‌هاي مغزي و 47 درصد از موارد ايسکميک قلبي، نتيجه مستقيم فشار خون بالا است (82). در مطالعه‌اي که در سال 2021 انجام شد، مشخص شد که RNAهاي حلقوي به‌طور نابجا در بافت‌هاي عروقي آئورت موش‌هاي مبتلا به فشار خون بالا بيان مي‌شوند و ممکن است به‌عنوان يک اسفنج عمل کنند. اين RNAهاي حلقوي با ميکرو RNAهاي متناظر در پاتوژنز فشار خون بالا و بيماري‌هاي ايسکميک قلب مرتبط هستند و اين ارتباط از طريق مکانيسم شبکه RNAهاي حلقوي-ميکرو RNA-RNA پيام‌رسان است (83). مطالعه ديگري نشان داد که هدف قرار دادن محور circACTA2-ILF3-CDK4 ممکن است يک استراتژي درماني جديد براي بيماري قلبي عروقي مرتبط با پيري سلول‌هاي عضله صاف عروقي باشد (84). مطالعات انجام شده در سال‌هاي اخير نشان داده است که ارتباط نزديکي بين اختلالات فشار خون و RNA غير کد کننده وجود دارد. در اين راستا، circACTA2 با تنظيم بيان ژن آلفا اکتين عضله صاف در عملکرد قلبي عروقي و بازسازي نقش بسزايي دارد (85, 86). تحقيقات زيادي اذعان نمودند که RNAهاي حلقوي مي‌توانند به‌عنوان بيومارکر در تشخيص تغييرات فشار خون استفاده شود، به‌عنوان مثال، circRNA_0037911، circRNA_0126991، و circRNA_0005870 انساني از مناسب‌ترين کانديدها براي استفاده به‌عنوان بيومارکر فشار خون بالا هستند (87-89). همچنين، تغييرات در سطح بيان RNAهاي حلقوي در فشار خون شريان ريوي ايديوپاتيک مشاهده شده است. به‌عنوان مثال، در سال 2019 نشان داده شد که سطح بيان circ_0068481 در سرم بيماران مبتلا به فشار خون شريان ريوي ايديوپاتيک افزايش يافته است (90).

نقش RNAهاي حلقوي در نارسايي قلبي
نارسايي قلبي (Heart failure) يک سندرم باليني با علل زمينه‌اي متفاوت است و آن را نمي‌توان به‌عنوان يک بيماري تک عاملي در نظر گرفت. به‌طور کلي، نارسايي قلبي به‌عنوان وضعيتي تعريف مي‌شود که در آن توانايي قلب براي پمپاژ و يا پر شدن خون کاهش مي‌يابد (91). نارسايي قلبي موجب تغييرات عميقي در تنظيم رونويسي مي‌گردد که اين موضوع ممکن است به پيشرفت بيماري کمک کند يا مکانيسم‌هاي محافظتي را تشکيل دهد. يکي از برجسته‌ترين الگوهاي رونويسي ميوکارد آسيب ديده، بيان مجدد ژن‌هاي به اصطلاح جنيني و ايزوفرم‌هاي ژني مانند زنجيره سنگين بتا ميوزين (β-myosin heavy chain) است (92). خانواده RNA غير کد کننده به‌عنوان نشانگرهاي زيستي جديد در نارسايي قلبي در سال‌هاي اخير موردتوجه بسياري قرار گرفته‌اند. يکي از گسترده‌ترين موارد مورد مطالعه miR-423-5p مي‌باشد که سطوح در گردش آن با پيامد بيماران مبتلا به نارسايي قلبي مرتبط بوده است (93-95). نتايج بررسي‌ها نشان داده است که سطح گردش miR-423-5p در پاسخ به نارسايي قلبي ناشي از فشار خون افزايش يافته است، که نشان مي‌دهد اين miRNA (همراه با سايرين) ممکن است براي نظارت بر اثربخشي درمان استفاده شود (96). در سال 2016 در يک ارزيابي که توسط Wang و همکاران انجام شد مشخص گرديد RNA ي حلقوي HRCR به‌عنوان يک اسفنج درون‌زا (Endogenous sponge) miR-223 براي مهار هيپرتروفي قلبي و نارسايي قلبي در موش مدل عمل مي‌کند (69). علاوه بر اين، بررسي انجام شده بر روي مدل حيواني نشان داد که RNA ي حلقوي circRNA_010567 به‌عنوان يک اسفنج فيبروز ميوکارد را از طريق سرکوب miR-141 با هدف قرار دادن TGF-β1 ترويج مي‌کند (97). همچنين مشخص شده است که افزايش بيان RNA حلقوي CircNFIB به‌عنوان يک اسفنج درون‌زا miR-433 فيبروز قلبي را کاهش مي‌دهد، بنابراين circNFIB براي محافظت در برابر فيبروز قلبي حياتي است و محور circNFIB-miR-433 ممکن است يک رويکرد درماني جديد براي درمان بيماري‌هاي فيبروتيک باشد (98).


نقش RNAهاي حلقوي در آريتمي‌هاي قلبي
ضربان قلب نيروي مکانيکي لازم را براي پمپاژ خون به بافت فراهم مي‌کند. اين موضوع به شدت به فعال‌سازي منظم و بازيابي تحريک الکتريکي از طريق ميوکارد بستگي دارد. اختلال در اين مسير مي‌تواند منجر به آريتمي قلبي شود (99, 100). در آريتمي قلبي با ريتم نامنظم، ضربان قلب مي‌تواند خيلي آهسته (کمتر از 60 ضربه در دقيقه) يا خيلي سريع (بيشتر از 100 ضربه در دقيقه) باشد، اين موضوع مي‌تواند در هر سني رخ دهد (101). در يک تحقيق که در سال 2020 صورت پذيرفت نشان داده شده است که RNA ي حلقوي circRNA_000203 به‌عنوان يک اسفنج‌ براي miR-26b-5p و miR-140-3p عمل مي‌کند و باعث افزايش هيپرتروفي قلب مي‌شود (102). بطور کلي هيپرتروفي قلب به‌طور مستقيم و غيرمستقيم با آريتيمي قلب ارتباط دارد، تغييرات ساختاري، اختلال در هدايت الکتريکي قلب که ممکن است در اثر هيپرتروفي رخ دهد موجب ايجاد آريتمي مي‌گردد. علاوه بر اين، نشان داده شده است که RNA ي حلقوي مانند circNFIB بر فعاليت فيبروبلاست قلب تأثير مي‌گذارند، که مي‌تواند از طريق فيبروز و بازسازي ساختاري بر آريتمي قلب تأثير بگذارد (103). در مجموع چگونگي اثر و نقش RNAهاي حلقوي در آريتمي‌هاي قلبي به تحقيقات بيشتري نياز دارد تا ارتباط مشخص و واضحي بين نقش RNAهاي حلقوي و آريتمي قلبي برقرار شود.

نقش RNAهاي حلقوي در آترواسکلروز
آترواسکلروز (Atherosclerosis) يکي از عوامل اصلي بيماري‌هاي قلبي عروقي و عامل اصلي مرگ‌ومير است. پاتوژنز آترواسکلروز شامل مراحل متعددي ازجمله آسيب به بافت اندوتليال عروق، تکثير سلول‌هاي ماهيچه صاف، مهاجرت اين سلول‌ها، تغييرات فنوتيپي و واکنش‌هاي التهابي است. اين فرآيندها به تجمع ليپيدها و تشکيل پلاک‌هاي آتروسکلروتيک در ديواره عروق منجر مي‌شوند (104). بررسي‌ها نشان داده است که مي‌توان از RNA ي حلقوي به‌عنوان مارکرهاي زيستي جهت شناسايي بيماري‌هاي عروق کرونري (CAD) و آترواسکلروز استفاده نمود. بررسي Wang و همکاران موجب شناسايي RNA حلقوي Hsa_circ_0001879 و Hsa_circ_0004104 به‌عنوان بيومارکرهاي جديد براي بيماري عروق کرونر گرديد (74). همچنين اخيراً در يک بررسي مشخص شد RNA حلقوي hsa_circ_0008896 با ترويج فرآيند‌هاي سلولي ازجمله تکثير، مهاجرت و تهاجم سلول‌هاي ماهيچه صاف عروق از طريق محور hsa-miR-633/CDC20B آترواسکلروز را تسريع مي‌کند (105).
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چشم‌انداز آينده و کاربردهاي بالقوه RNAهاي حلقوي در پزشکي شخصي‌سازي شده
پزشکي شخصي با ظهور درمان RNA شاهد پيشرفت قابل‌توجهي بوده است و امکانات جديدي براي درمان طيف گسترده‌اي از بيماري‌ها از قبيل آلزايمر و انواع سرطان‌ها و به‌ويژه در زمينه بيماري‌هاي قلبي عروقي ارائه نموده است. توانايي هدف قرار دادن ژنوم انسان از طريق دستکاري RNA پتانسيل زيادي را نه تنها در درمان آسيب شناسي‌هاي قلبي بلکه در تشخيص و پيشگيري از آن‌ها به‌ويژه در موارد هيپرليپيدمي (Hyperlipidemia) و انفارکتوس ميوکارد (Myocardial infarction) ارائه مي‌نمايد (106). اين استراتژي امکان آغاز يک مسير درماني مناسب و شخصي‌سازي شده را فراهم مي‌کند که با مشخصات مولکولي و ژنتيکي هر بيمار همسو است (107). يکي ديگر از پتانسيل‌هاي بالقوه RNAهاي حلقوي استفاده از آن‌ها به‌عنوان واکسن است. با توسعه بيوتکنولوژي و پزشکي مولکولي، RNAهاي حلقوي سنتزي به‌عنوان يک کلاس جديد از واکسن‌ها براي درمان و پيشگيري از بيماري‌ها مهندسي شده‌اند. برخلاف واکسن mRNA خطي که کاربرد آن به دليل ناپايداري محدود شده است، واکسن طراحي شده با استفاده از RNAهاي حلقوي رويکرد بهبود يافته‌اي را براي واکسيناسيون مبتني بر RNA با ايمني، پايداري بالا ارائه مي‌دهد (108). همچنين، مي‌توان RNAهاي حلقوي خاصي را مهندسي نمود که براي تصحيح برهمکنش‌هاي نامنظم miRNA يا mRNA خاص متناسب با شرايط بيمار طراحي شده‌اند و در نتيجه رويکرد درماني دقيق‌تري را ارائه مي‌دهند (107, 109). تا کنون، تعداد معدودي از درمان‌هاي مبتني بر RNA وارد آزمايش‌هاي باليني شده‌اند يا از سازمان غذا و داروي ايالات متحده (FDA) تأييد شده‌اند، تحقيقات رو به رشد در اين زمينه اميدوارکننده است. بااين‌حال، توسعه درمان‌هاي RNA با چالش‌هاي متعددي روبرو است که بايد بر آن‌ها غلبه کرد. اين‌ها شامل تحويل مؤثر داروها به سلول‌ها و پتانسيل پاسخ‌هاي ايمني است. به‌طور کلي با پيشرفت تحقيقات، انتظار مي‌رود کاربرد فناوري RNAهاي حلقوي در تحقيقات باليني گسترش يابد. توسعه مداوم روش‌هاي نوين براي سنتز، خالص‌سازي و تحويل RNAهاي حلقوي، کاربرد آن‌ها را در پزشکي شخصي افزايش خواهد داد.

بحث و نتيجه‌گيري
تمام ژنوم انسان کدگذاري نيست و توالي‌هاي غير کد کننده زيادي در ژنوم انسان وجود دارد. همان‌طور که گفته شد، مطالعات نشان داده است که برخي از توالي‌هاي غير کد کننده توسط RNAهاي حلقوي براي تنظيم عملکردهاي مختلف بيولوژيکي رونويسي مي‌شوند.RNAهاي حلقوي نقش بسيار کليدي در تنظيم بيان ژن در بيماري‌هاي مختلف ازجمله بيماري‌هاي قلبي عروقي دارند و در سال‌هاي اخير توجه محققان در سراسر جهان را به خود جلب کرده‌اند. بااين‌حال، هنوز بسياري از جنبه‌هاي ناشناخته در مورد خواص بيولوژيکي RNAهاي حلقوي در بيماري‌هاي قلبي عروقي وجود دارد. تحقيقات اخير نشان داده است که RNAهاي حلقوي مي‌توانند به‌عنوان اسفنج براي اتصال به ميکرو RNAها عمل کنند. و اين ساختار به‌خوبي مي‌تواند بر فرآيندهاي تنظيم رونويسي و بيان ژن‌ها تأثير بگذارد. بااين‌حال، اين مکانيسم هنوز به‌طور دقيق و کامل شناسايي نشده است. با توجه به نقش مهم و اساسي RNAهاي حلقوي در تنظيم بيان ژن‌هاي مختلف و شناسايي اين بيومولکول‌ها در مايعات بيولوژيک ازجمله بزاق، ادرار، سرم و پلاسما مي‌توان از RNAهاي حلقوي به‌عنوان نشانگرهاي زيستي در پيش‌آگهي بيماري‌هاي قلبي عروقي بهره برداري نمود. البته بايد به محدوديت‌هاي پيش‌رو در استفاده از اين نشانگرهاي زيستي جديد نيز توجه نمود.
به‌منظور اينکه بتوان از RNAهاي حلقوي به‌عنوان نشانگرهاي زيستي استفاده نمود، محدوديت‌ها و چالش‌هايي وجود دارد که بايد برطرف شوند. اولين محدوديت جمع‌آوري و پردازش نمونه‌ها است، کيفيت داده‌هاي حاصل تحت تأثير روش جمع‌آوري صحيح نمونه‌هاست. دوم، تجزيه‌وتحليل مطالعات موردي است که با توجه به حجم نمونه به لحاظ قدرت آماري ممکن است چالش برانگيز باشد. علاوه بر اين، جنس، سن و تنوع نژادي عواملي هستند که در احتمال وقوع بيماري‌هاي قلبي عروقي تأثير گذار بوده و ممکن است در نمونه‌هاي محدود سوگيري ايجاد کند. بنابراين، استفاده از داده‌هاي جامع و مطالعات چند مرکزي براي تفسير داده‌ها و 
نتيجه‌گيري ضروري است. نهايتاً، بيماران مبتلا به بيماري‌هاي قلبي عروقي احتمالاً با مصرف داروهاي ضد انعقاد مانند آسپرين (Aspirin) و کلوپيدوگرل (Clopidogrel) مي‌توانند غلظت RNA غير کد کننده در بدن را تغيير داده و در نتيجه کميت آن‌ها را تحت تأثير قرار دهند (110). لذا، استانداردسازي چنين تحقيقاتي براي حذف تنوع فني و تحليلي ضروري است. با توجه به اهميت غيرقابل انکار تشخيص به‌موقع بيماري‌هاي قلبي عروقي، يافته‌هاي جديد در زمينه RNAهاي حلقوي مي‌تواند به پزشکان کمک نموده تا نشانه‌هاي اوليه بيماري‌هاي قلبي عروقي را سريعاً شناسايي کنند و از اين طريق امکان مداخله زودهنگام و پيشگيري از پيشرفت بيماري جلوگيري نمايند. به‌طور کلي، بررسي و تحليل دقيق يافته‌هاي حاصل از تغييرات بيان ژن‌هاي کليدي و RNA غير کد کننده مي‌تواند به بهبود استراتژي‌هاي پيشگيري و درماني در عرصه بيماري‌هاي قلبي عروقي کمک نمايد و اين موضوع نيازمند توجه ويژه از سوي پژوهشگران و متخصصان اين حوزه دارد.
تشکر و قدرداني
اعلام نشده است.

بيانيه حمايت مالي تحقيق
تمامي فعاليت‌ها و پژوهش‌هاي انجام‌ شده به‌صورت مستقل و بدون تأمين مالي صورت پذيرفته است.

بيانيه تضاد منافع
نويسندگان اعلام مي‌دارند تضاد منافعي برا افشا وجود ندارد.

ملاحظات اخلاقي
ندارد.
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Abstract
In recent years, the field of biology has witnessed the discovery of new molecules with remarkable functions. One of these molecules is circular RNAs (CircRNAs), which are part of the large family of noncoding RNAs. These RNAs are abundantly present in body tissues and are located either in the cytoplasm or stored in exosomes, where they are not affected by cellular RNA exonucleases. Unlike other linear RNAs, circular RNAs lack free ends and therefore possess a more stable structure compared to linear transcripts. These unique characteristics make them ideal candidates for use as biomarkers. It is well established that these special RNAs play an important role in regulating gene expression. Furthermore, studies have demonstrated that circular RNAs play a crucial role in a wide range of biological processes, including cell proliferation, apoptosis, and aging. Importantly, circular RNAs are described as microRNA sponges. This mechanism, which has been extensively studied in cancers, holds promise as a biomarker in other diseases, particularly cardiovascular diseases. This study aims to evaluate the role of circular RNAs as biomarkers in the prognosis of cardiovascular diseases.
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