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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Rak gruczotu krokowego (PCa) jest najczestszym rodzajem nowotworu wéréd mezczyzn w
Europie i dotyczy to niemal calego $wiata. Zalecenia dotyczace badan przesiewowych oraz
rozpoznania opieraja sie na pomiarach antygenu swoistego prostaty (PSA) i badaniu gruczotu
krokowego palcem przez odbytnice (DRE). Obie metody diagnostyczne najczesciej wskazu-
ja na konieczno$¢ wykonania biopsji prostaty. Ograniczona specyfika testu PSA powoduje
jednak potrzebe opracowania nowych i lepszych narzedzi diagnostycznych. W ciagu ostat-
nich kilku lat, nowe podejscie diagnostyczne, zapewniaja biomarkery molekularne, ktére
jako alternatywa PSA, zostaty wprowadzone do uzytku klinicznego. Nowoczesne biomarkery
umozliwiajg wykorzystywanie ich nie tylko jako nieinwazyjne narzedzia diagnostyczne, ale
takze zapewniaja $ledzenie zmian na kazdym etapie choroby oraz ocene agresywnoéci guza
i monitorowanie procesu terapeutycznego. Najbardziej obiecujaca grupa sa markery mole-
kularne, wéréd ktérych duza nadzieje wigze sie z wykorzystaniem pozakomdrkowych cza-
stek mikroRNA (miRNA, miR). miRNA tworzg klase matych o dtugo$ci okoto 22 nukleotydéw,
niekodujacych czasteczek RNA, ktére biorg udzial w potranskrypcyjnej regulacji ekspres;ji
licznych gendéw. W artykule przedstawiono aktualng wiedze dotyczaca roli miRNA w PCa,
w tym dane dotyczace szlaku sygnatowego receptora androgenowego (AR signaling), cyklu
komdrkowego, procesu przejécia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT), rakowych komérek
macierzystych (CSC), a nawet role miRNA jako narzedzia terapeutycznego PCa. Znalezienie
lepszych biomarkeréw PCa, na bazie miRNA, zastepujacych obecny pomiar PSA, jest bardzo
potrzebne w nowoczesnej praktyce onkologicznej.
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Summary:

Keywords:

Prostate cancer (PCa) is the most common type of cancer among men in Europe and this ap-
plies to almost the whole world. Current recommendations for screening and diagnosis are
based on prostate specific antigen (PSA) measurements and the digital rectal examination
(DRE). Both of them trigger the prostate biopsy. Limited specificity of the PSA test brings, how-
ever, a need to develop new and better diagnostic tools. In the last few years, new approaches
for providing significantly better biomarkers, an alternative to PSA, have been introduced.
Modern biomarkers show improvement not only as a diagnostic procedure, but also for stag-
ing, evaluating aggressiveness and managing the therapeutic process. The most promising
group are molecular markers; among them microRNAs (miRNAs, miRs) are most frequent.
miRNAs represent a class of about 22 nucleotides long, small non-coding RNAs, which are
involved in gene expression regulation at the post-transcriptional level. This article reports
a revision about the role of miRNAs in PCa including data of Adreno Receptor (AR) signal-
ing, cell cycle, epithelial mesenchymal transition (EMT) process, cancer stem cells (CSCs)
regulation and even the role of miRNAs as PCa therapeutic tool. Finding better PCa biomark-
ers, replacing the current PSA measurement, is firmly needed in modern oncology practice.

biomarkers, diagnosis, microRNAs, prognosis, prostate cancer

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2021; 75 491



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2021; tom 75: 491-501

GICID | 01.3001.0015.0030
DOI: | 10.5604/01.3001.0015.0030
Word count: | 5521
Tables: | 2
Figures: | 3
References: | 61
Adres autora: lek. med. Pawet Porzycki, Oddziat Urologii Szpitala Miejskiego w Rzeszowie, ul. Rycerska 4, 35-241
Rzeszéw; ORCID ID 0000-0003-2280-3827; e-mail: pawel.porzycki@gmail.com
Wykaz skrotéow: (1) - nadprodukcja (over expressed); (|) - zmniejszona produkcja (down-regulated); AMO - oligo-

nukleotydy antymiRNA; AR - receptor androgenowy; AR signaling — szlak sygnatowy receptora
androgenowego (androgen receptor signaling pathway); AS — aktywny nadzér (active surveillan-
ce); AUC - powierzchnia pod krzywa ROC (area under the ROC - the higher AUC, the better test
performs); BPH - tagodny rozrost gruczotu krokowego (benign prostatic hyperplasia); CRPC - rak
prostaty oporny na kastracje (castrate resistant prostate cancer); csPCa - rak istotny (agresywny)
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chymalne (epithelial-mesenchymal transition); EV — pecherzyki pozakomoérkowe (extracellular
vesicles); HDL - lipoproteina o wysokiej gestosci (high density lipoprotein); mikroRNA (microRNA,
miR, miRNA); NGS - sekwencjonowanie nowej generacji; NPV - negatywna wartos¢ predykcyjna
(negative predictive value); PCa - rak prostaty (prostate cancer); PCA3 - antygen raka prostaty
3 (prostate cancer antigen 3); PHI - prostate health index; PPV — pozytywna wartos$¢ predyk-
cyjna (positive predictive value); PSA - swoisty antygen sterczowy (prostate specific antigen);
ROC - krzywa ROC ze wspotczynnikami (czutosc i specyficznosc) pozwala rozrézniac i weryfikowac
jakos¢ klasyfikacji obiektéw (receiver operating characteristic curve); RT-qPCR - reakcja tancu-

chowa polimerazy z odwrotna transkrypcja (reverse transcription polymerase chain reaction).

WPROWADZENIE

Wystepowanie raka prostaty (prostate cancer - PCa) oce-
nianego na $wiecie na ponad 3,6 mln to globalny problem
medyczny [13]. Oszacowanie liczby PCa w USA w 2018 1.
wykazato prawie 164 690 nowych przypadkéw iw przybli-
Zeniu 29 430 zgonéw z powodu PCa. Rak prostaty dotyka
prawie 30% populacji mezczyzn w wieku powyzej 50 lat,
ale tylko u 10% z nich zostanie rozpoznany rak istotny kli-
nicznie (clinical significant prostate cancer - csPCa), wyma-
gajacy leczenia [35]. Obecnie PCa jest rozpoznawany na
podstawie badania DRE (digital rectal egzamination) pal-
cem przed odbyt i stezenia PSA (prostate specific antigen),
jako standardowego biomarkera w surowicy. Jednak DRE
charakteryzuje sie niskg czuto$cia, podczas gdy PSA jest
narzadowo-, a nie nowotworowoswoisty i ma mata dodat-
nig warto$¢ predykcyjna (30-35%). Oznaczanie PSA ma wiec
niewielka swoisto$¢, poniewaz jest swoisty dla gruczotu
krokowego, a nie dla raka gruczotu krokowego [49]. Pra-
widlowe rozpoznanie PCa opiera sie na histopatologicznej
weryfikacji przez wykonanie wielomiejscowej, rdzeniowej
biops;ji stercza. Od dtuzszego czasu, wielomiejscowa, sys-
tematyczna biopsja stercza (10-12 - pobieranych prébek
- rdzeni tkankowych) jest uznawana za referencyjna, naj-
lepsza metode diagnostyczna, mimo niskiej wykrywalnosci
raka, na poziomie 20-30%. Poza tym, jest procedura inwa-
zyjna z mozliwoscig wystapienia istotnych powiktan, takich
jak krwawienie, zatrzymanie moczu, zakazenie, a nawet
posocznica. Natomiast niewielka swoisto$¢ PSA jest przy-
czyng wykonywania niepotrzebnych biopsji, a takze roz-

poznan nowotwordw o powolnym przebiegu, ktére nie
wymagaja radykalnego leczenia.

Testy z uzyciem biomarkeréw, stosowanych w diagno-
styce raka prostaty, powinny by¢ minimalnie inwazyjne.
Na przyktad, ,,ptynna biopsja” (liquid biopsy), jako nowe
narzedzie diagnostyczne, jest cennym zrédtem biomar-
keréw (np. pozakomdérkowe mikroRNA) i jest coraz cze-
$ciej stosowana w praktyce klinicznej, jako alternatywa
standardowych zabiegéw inwazyjnych pozyskiwania tka-
nek/komérek nowotworu (biopsja). Dlatego istnieje pilna
potrzeba opracowania nowych, nieinwazyjnych marke-
réw umozliwiajacych:

+ wczesne wykrycie agresywnych nowotworéw (csPCa),
zwlaszcza gdy PSA jest ponizej 4 ng/ml;

+ unikanie wykonywania niepotrzebnych biopsji u mez-
czyzn z wysokim PSA spowodowanym np. tagodnym
rozrostem gruczotu krokowego BPH (benign prostatic
hyperplasia) lub zapaleniem stercza oraz

+ identyfikacje pacjentéw bedgcych w trakcie poste-
powania onkologicznego - aktywnego nadzoru AS
(active surveillance), u ktérych wystepuje rak pro-
staty nieistotny klinicznie [4].

Wiekszo$¢ obiecujacych biomarkeréw PCa w moczu jest
wykrywanych testami, np. ExoDx™ (Intelliscore, MA, USA),
ktéry wykorzystuje egzosomalny RNA, a majacy zastoso-
wanie w celu zmniejszania czesto$ci wykonywania niepo-
trzebnych biopsji stercza. Test MiPS, wykrywa TMPRSS2:
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Ryc. 1.Mechanizm dziatania genu supresorowego miRNA w powstawaniu PCa. Dojrzate miRNA, ktdre wigz3 sie zdocelowymi mRNA z niedoskonata komplementarnoscia
blokuja ekspresje genu docelowego na poziomie translagji biatka. Zmniejszenie lub usuniecie dojrzatego miRNA, ktdry dziafa jako supresor nowotworu, prowadzi do
nieodpowiedniej ekspresji mRNA — docelowej onkoproteiny i ostatecznie do powstawania nowotworu

transkrypty fuzyjne genu ERG, ktére wydaja sie wskazywad
na agresywno$¢ PCa po biopsji [50].

Test SelectMDx jest oparty na izolacji biomarkera mRNA
w prébce moczu. Obecno$¢é mRNA HOXC6 i DLX1 umozli-
wia oszacowanie, zaréwno obecno$ci PCa w biopsji, jak
i wystapienie raka podwyzszonego ryzyka (high risk PCa)
[51]. Marker molekularny PCA3 (prostate cancer antigen
3) wykrywany w moczu (testem Progensa), w polacze-
niu z danymi klinicznymi pacjenta jest obecnie zawarty
w wytycznych EAU (European Association of Urology), jako
czynnik wskazujgcy na ewentualng konieczno$¢ wykonania
powtdrnej biopsji stercza [54].

Istniejg réwniez testy mierzace okre$lony panel kalli-
krein w surowicy lub osoczu, ktére sg obecnie komercyj-
nie dostepne, np. PHI (prostate health index), ktéry taczy
trzy odmiany PSA: wolny-, catkowity-PSA i [-2]pro-PSA,
czy 4KScore, ktéry taczy cztery odmiany PSA: wolny, nie-
naruszony, catkowity i ludzka peptydaze 2[hK2]). Testy te sg
stosowane w celu zmniejszenia liczby zbednych biopsji gru-
czotu krokowego u mezczyzn diagnozowanych za pomoca
PSA [30].

Sg réwniez biomarkery wykrywane w tkankach za pomoca
testéw, takich jak: OncotypeDx(Genomic Health, Redwood,
CA, USA), Prolaris® (Myriad Genetics Inc., UT, USA), czy
ProMark® (METAMARK, MA, USA), ktdre sg przydatne do

monitorowania agresywnos$ci guza. Natomiast test Deci-
pher® (GenomeDx, Vancouver, Kanada) ma zastosowanie
w monitorowaniu przebiegu leczenia po operacji raka pro-
staty [2].

Gléwnym celem wspélczesnej medycyny jest wiec opraco-
wanie skutecznych i nieinwazyjnych nowych biomarkeréw,
zapewniajacych zaréwno doktadng i wezesna diagnoze, jak
i odrézniajacy postacie agresywne raka w celu zaplanowa-
nia zindywidualizowanej terapii [14].

W tym celu stosowane czgstki mikroRNA (miRNA, mRNA)
moga by¢ najlepszymi biomarkerami, zwlaszcza ze wzgledu
na ich stabilno$¢ w ptynach ustrojowych, wyjatkowa odpor-
no$¢ na dziatanie RNaz oraz trwato$¢ w §rodowisku o skraj-
nych wartoéciach pH i temperatury. Czgsteczki miRNA to
matle, niekodujace fragmenty RNA, ktére dziataja w wyci-
szaniu niektérych RNA, w mechanizmie potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji genéw. miRNA odgrywaja gtéwna role
w patogenezie PCa przez regulacje genéw zaangazowa-
nych w gtéwnych etapach nowotworzenia [28]. Molekuly
miRNA zwigzane z nowotworem biorg udziat w miedzyko-
mdrkowej komunikacji i rozprzestrzeniaja sie w ptynach
zewngtrzkomérkowych za pomocg egzosoméw aby wply-
wad na inne, nieraz odlegte komérki [3]. Niedawne badania
wykazaty, ze wiekszo$¢ ludzkich genéw kodujacych miRNA
znajduje sie w obszarach genomu, zwanych kruchymi
miejscami (fragile sites), ktére sa zwigzane z onkogeneza.
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Ryc. 2. miRNA dziatajacy jako onkogen. Amplifikacja lub nadekspresja dojrzatego miRNA, ktdry odgrywa role onkogenna, moze spowodowac powstanie nowotworu.
W tej sytuacji zwiekszone ilosci dojrzatego miRNA, ktdre moga by¢ wytwarzane w nieodpowiednim czasie cyklu komdrkowego lub w niewtasciwych tkankach, hamuje
ekspresje docelowego genu supresorowego, co prowadzi do powstawania i progresji raka

Ekspresja miRNA koreluje z réznymi nowotworami i uwaza
sie, ze geny te dzialaja zaréwno jako supresory nowotwo-
réw, jak i onkogeny. Wskazuje to, ze czastki miRNA moga
odgrywac¢ kluczowa role w rozwoju i progres;ji raka.

Z tych wzgledéw badacze skoncentrowali sie na anali-
zie profili ekspresji molekul miRNA i zaproponowali ich
zastosowanie jako potencjalne biomarkery wielu chordb,
w tym réwniez raka stercza [14]. Umozliwi to w przy-
szto$ci spersonalizowang terapie, ukierunkowang mole-
kularnie u pacjentéw z PCa. W artykule przedstawiono
najwazniejsze czastki miRNA i ich role w opiece nad
pacjentami z PCa.

CZASTKI miRNA

miRNA sg malymi czgstkami (o dtugosci 18-22 nukleoty-
déw), endogennymi, jednoniciowymi, niekodujacymi RNA.
Funkcjonujg jako regulatory ekspresji ponad 60% ludzkich
genéw kodujacych biatka. Liczba nowo odkrytych i zidenty-
fikowanych ludzkich miRNA stale wzrasta, obecnie wynosi
ponad 2,5 tys. sekwencji. Dlatego miRNA s3a uznawane za
jedna z najliczniejszych klas regulatoréw genowych. Regu-
luja geny na poziomie potranslacyjnym, przez swoiste roz-
poznawanie i oddzialywanie na matrycowe RNA (mRNA).
Negatywnie reguluja ludzkie geny na jeden z dwéch sposo-
béw, w zaleznosci od stopnia komplementarno$ci miRNA
i MRNA (genu docelowego):

+ ich ujemny mechanizm regulacji, czyli proces wyci-
szania genéw opiera sie na niedoskonatym, niepet-
nym komplementarnym wigzaniu, z docelowymi
czastkami mRNA, do kofica 3’ nici mRNA w regio-
nie nieulegajacym translacji (3'UTR). W ten sposéb
miRNA hamujg ekspresje genu;

+ miRNA, ktére wigzg sie z doskonalg lub prawie ide-
alng komplementarnoscig z sekwencjami mRNA
kodujacymi biatko, indukuja rozszczepienie i degra-
dacje docelowych mRNA [45]. Poniewaz regulujg eks-
presje okreslonych genéw docelowych, w tym genéw
supresorowych nowotwordw i onkogenéw (ryc. 11 2),
ich rozregulowanie bierze udziat w zmianie wielu
proceséw molekularnych w tkankach, prowadzac do
ztozonoéci i heterogeniczno$ci nowotwordw [37].

W 2007 r. Porkka i wsp. przyporzadkowali okreslony profil
ekspresji miRNA dla PCa [38]. Odtad rozpoczely sie prace
badawcze nad identyfikacja profili miRNA, dotyczacych
ich diagnostycznych, prognostycznych i predykcyjnych
mozliwo$ci u pacjentéw z rakiem prostaty [36].

Badania izolacji i charakterystyki miRNA opieraja sie na
prébkach tkankowych lub ptynach ustrojowych, poniewaz
miRNA sg wyjatkowo stabilne w surowicy, osoczu i moczu,
co czyni je szczegblnie przydatnymi w przypadku testéw
nieinwazyjnych. W ptynach ustrojowych miRNA sg chro-
nione przed degradacja enzymatyczng przez potaczenie
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ich w kompleksy z biatkiem Argonaute 2, czy lipoproteing
o duzej gestosci (HDL), a takze przez ich wigczenie do lipi-
dowych pecherzykéw pozakomérkowych (EV) [37].

Czastki miRNA odgrywaja gtéwna role w patogenezie
PCa [10, 11] przez regulacje ekspresji genéw zaangazo-
wanych w szlak sygnatowy receptora androgenowego
AR, cykl komérkowy, apoptoze, proces EMT (epithelial
mesenchymal transition), w kontrolowanie macierzysto-
$ci w komérkach raka (CSCs) oraz w powstawanie prze-
rzutéw (metastases) (ryc. 3). Sg istotnymi obiektami do
badan diagnostycznych i monitorowania progresji guza,
w réznych jego stadiach zaawansowania.

CZASTKI miRNA JAKO DIAGNOSTYCZNE | PROGNOSTYCZNE
BIOMARKERY W PCa

W dostepnym pi$miennictwie [1, 10] autorzy wykazuja, ze
okre$lone czastki miRNA sa powiazane ze specyficznymi
etapami patogenezy PCa, co przedstawiono w tab. 11 2.

W 2008 r. Mitchell i wsp. po raz pierwszy wykazali, ze
okreslone czastki miRNA s3 obecne we krwi pacjentéw
z PCa. Istniejace w surowicy czgsteczki miR-141 umoz-
liwiaja odréznienie pacjentéw z PCa od zdrowych oséb
z doktadnoscig AUC = 0,907 z czutoscig 60% i przy 100%
swoistoéci, w grupie 25 oséb z PCa i 25 zdrowych osobni-
kéw [36]. Od tego czasu w nastepnych badaniach wyka-
zano mozliwo$¢ odrézniania czastek miRNA krazacych
we krwi pacjentéw z PCa od pacjentéw z innymi patolo-
giami prostaty, a nawet do przewidywania agresywnosci
PCa. Wérdd wielu rodzajéw miRNA, czastki miR-21, miR-
141 i miR-375 sg najczesciej powtarzajacymi sie krazacymi
miRNA stosowanymi w badaniach PCa [14].

Na podstawie wynikéw badan [39], autorzy stwierdzili, ze
polaczenie miR-141, miR-21 i miR-375 odréznia pacjentéw
z PCa ($rednia PSA 21,3 ng/ml) od zdrowych mezczyzn
przy warto$ci AUC=0,864, i czutosci 93% przy swoisto-
$ci 63%. Jednak grupy byly mate (20 pacjentéw z PCa vs.
osiem 0s6éb zdrowych stanowiacych grupe kontrolng),
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co wymagatoby dalszej weryfikacji, liczniejszej grupy
pacjentéw.

Rak gruczotu krokowego jest androgenozalezny, dlatego
szlak sygnatowy receptora androgenowego (AR - signaling)
jest bezpo$rednio zaangazowany w proces nowotworzenia
i progresji choroby. miRNA biorg udziat w sygnalizacji AR,
ktdra jest istotna zwlaszcza w progresji nowotworu do sta-
dium raka prostaty opornego na kastracje CRPC (castrate
resistant prostate cancer). W raku gruczotu krokowego cze-
sto wystepuje nadekspresja miR-21, ktéry jest nadmiernie
wytwarzany, miR-21 sprzyja proliferacji i inwazji nowotwo-
rowej przez zahamowania ekspresji genéw PTEN i PDCD4
[57]. Podobnie miR-32 jest zwigzany ze szlakiem receptora
androgenowego, ktéry dziata jako onkogen poprzez repre-
sje genu BTG2. BTG2 kontroluje cykl komérkowy i proces

apoptozy.

Czastki miRNA odgrywajg réwniez istotna role w patoge-
nezie PCa przez wplyw na przejécie epitelialno-mezenchy-
malne EMT. Podczas procesu EMT, komérki nabtonkowe
traca wlasciwosci komérek nabtonkowych (np. adhe-
zji komérkowe;j i polaryzacji), a nabywaja cechy komérek
mezenchymalnych, ktére utatwiajg proces inwazji i powsta-
wanie przerzutéw. Rozregulowanie mechanizmu EMT jest
jednym z najwazniejszych proceséw lezacych u podstaw
przerzutowego PCa. E-kadheryny to biatka powierzchniowe
komdrki, przeznaczone do ustalenia i utrzymywania komé-
rek - interakcji komérek i sa uwazane za wyznaczniki stanu
nabtonka. W badaniach PCa wykazano, ze nieprawidlowy
przebieg procesu EMT jest zwigzany z utracong lub zmniej-
szong ekspresja E-kadheryn. Niekt6ére miRNA biorg udziat
w regulacji EMT, dzialajgc jako gen supresorowy (family
miR-200) lub oncogen (oncomiR - np. miR-34b) (tabela 2).

CSCs sa matym podzbiorem populacji macierzystych komé-
rek nowotworowych - wykazujacych zdolno$é regeneracji,
réznicowania, a nawet opornosci na leczenie. Sg zaangazo-
wane w progresje nowotworu i powstawanie przerzutéw.
Przyktadem miRNA regulujacego CSCs w nowotworach
prostaty jest miR-35 [26].
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Tabela 1. Nieprawidtowe poziomy miRNA w poszczegélnych etapach patogenezy PCa

Etapy patogenezy PCa miRNA o nieprawidtowych poziomach

SZLAK SYGNALOWY AR miR-21, 31, 221/222,125b, 141, 331-3P
miR-15a, 19a-3p, 20, 21, 24, 263, let-7, 27b-3p, 30¢-2, 31, 32, 34a,

APOPTOZA 34¢, 92, 96,99, 101, 135, 143, 144-3p, 182, 185, 204, 205, 3204, 330,
338-3p, 548a, 548b, 548¢-5p, 548¢-3p, 766, 1266, 1305, 3190, 4286,
4647,5194

EMT miR-19a, 23b, 29b, 30a, 333, 343, 100, 132/212, 139, 141, 143, 145,
200, 203, 205, 214, 301, 375, 409, 410, 449, 486, 652, 875, 3622a
miR-21,331-3P, 141, 1464, 125b, 16, 1, 143, 145, 343, 301, 205, 222,

PROGNOZOWANIE 31, 200 family, 10, 100, 30C, 224, 182, 187

PRZERZUTY miR-15, 16, 19a-3p, 21, 141, 145, 375, 940

CYKL KOMORKOWY miR-1-3p, 96, 139, 193a-3p, 302a, 501-3p, 487a-3p, 1307

PROLIFERACJA miR-1,7,22, 25,100, 101, 107, 125, 136, 139, 143, 182,192, 202, 211,

223,296, 301a, 500

Nieprawidlowa regulacja cyklu komérkowego jest cecha
kancerogenezy czesto skorelowang z dysfunkcja miRNA,
ktére kontrolujg okreslone geny biorace udziat w cyklu
komdrkowym. Gléwng role w regulacji cyklu komérkowego,
odgrywa gen CCND1, co podkre$lono w licznych badaniach
dotyczacych miRNA, ktére bezposrednio lub posrednio
reguluja jego ekspresje. Najczesciej wystepuja w postaci
klaster-miR. Najbardziej reprezentatywne klaster-miR to:
miR-15/16; miR-221/222; miR -let- 7a, miR-24 i miR-31.
Klaster miR-15a/16 jest czesto wyciszany w zaawansowa-
nym PCa. Petnig funkcje ttumiaca w PCa zwigzang z wply-
wem na gen CCND1, ktdry bierze udzial w przejéciu faz cyklu
komdérkowego G1/S. Ponadto miR-15a/16 hamuje ekspre-
sje gendw WNT3A i BCL2, ktdre uczestnicza w proliferacji
komdrek i opornoéci na apoptoze [5]. Klaster miR-221/222
dziata jako onkogen i promuje postep cyklu komérkowego
i proliferacje komdrek PC3 agresywnych, przez represje
kinazy zaleznej inhibitora p27Kip1. Jednak dane dotyczace
ekspresji miR-221/222 sa zmienne. Funkgja ich moze by¢
réwniez hamowana, jak wykazano, w niektérych analizach
klinicznych PCa [16].

Inng, wazna sygnaturg miRNA, bioragca udziat w cyklu
komérkowym, jest family let-7. let-7a nalezy do rodziny
supresoréw nowotworowych i ulega represji w tkankach
i liniach komérkowych PCa. Dong i wsp. udowodnili, Ze let-
-7areguluje negatywnie E2F2 i CCND2, a to zatrzymuje cykl
komérkowy w fazie G1/S w komdrkach PC3 i LNCaP [12].

Tinay i wsp. stwierdzili istotng nadekspresje miR-9-3p,
miR-330-3p-3p i miR-345-5p u pacjentéw z PCa (n=25)
w poréwnaniu do zdrowych mezczyzn (n=20). Dalszej ana-
lizie poddano miR-345-5p ze wzgledu na bezposrednie
ukierunkowanie dziatania na CDKN1A - inhibitor kinazy
p21 [48]. Wang i wsp. badali rozregulowanie miR-487a-3p
w PCa. Testy in vitro i in vivo umozliwily zrozumienie, ze
miR-487a-3p hamuje wzrost guza przez dzialanie bezpo-
$rednio na CCND1 [52].

Opisano réwniez profile miRNA zwiazane z prolifera-
cja komérek PCa, powodujace ztosliwy rozwdj i progresje
choroby. Ogdlnie role miRNA w proliferacji komdrek PCa
badano w tkankach prostaty i/lub w linii komérek raka
prostaty. Istnieje kilka sygnatur miRNA ulegajacych wyci-
szaniu i dziatajacych jak geny supressorowe, np.: miR-139
[47], miR-202 [59] i miR-211 [20]. Zhang i wsp. wykazali, ze
miR-202 byt istotnie mniej wytwarzany. Natomiast nad-
mierna ekspresja miR-202 przeniesionego na linie komérek
PCa znaczgco hamuje proliferacje komdrek przez wycisza-
nie docelowego genu PIK3CA [59].

W moczu wzorce miRNA swoiste dla PCa mozna wykry¢
w egzosomach za pomocg sekwencjonowania nowej gene-
racji (NGS) i RT-qPCR (reverse transcription polymerase
chain reaction). Na przyktad stezenia miR-196a-5p i miR-
-501-3p byty znacznie obnizone we wstepnym badaniu 28
pacjentéw z PCa (GS > 7) w poréwnaniu z 19 zdrowymi mez-
czyznami [41].

W wiekszym badaniu, obejmujacym 215 pacjentéw z PCa,
23 pacjentéw z BPH i 62 bezobjawowych oséb kontrolnych,
Stuopelyte i wsp. wykryli 100 z 754 skanowanych miRNA
deregulowanych w PCa. miR-148a i miR-375 byly najlicz-
niejszymi miRNA w moczu i wykazywaly duza czulo$é
i swoisto$¢ (odpowiednio 85,31 65,22%), z AUC=0,79 w rdz-
nicowaniu miedzy pacjentami z PCa (n=72) i BPH (n=23).
W potgczeniu z PSA w surowicy, AUC wyniosto 0,85, z czu-
toscia 84,29% przy swoistosci 76,19%. W szarej strefie PSA
- 4-10 ng/ml, AUC wzrosto do 0,90 z wrazliwoscia 83,87%
i przy swoistosci 81,82% [46].

Brak jest jednak uznanych swoistych sekwencji miRNA
zapewniajacych duzg korzystng warto$¢ predykcyjna
(PPV) do wykrywania raka stercza wysokiego ryzyka. Naj-
wieksza negatywna warto$¢ predykcyjna (NPV) wynoszaca
0,939 pozwala przewidzie¢ nieobecno$¢ raka wysokiego
ryzyka w poréwnaniu do BPH, co raportowano dla panelu
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Tabela 2. Charakterystyka niektorych miRNA w PCa

Rozregulowanie
miRNA wgore (1) Przyktadowe geny docelowe Procesy biologiczne Pismiennictwo
wdét(])
. Cykl komdrkowy,
miR-1 l SNAI2 EMT [29]
. E2F2 Cykl komdrkowy,
Farmly let-7 ! (CND2 Proliferacja (12
Kluster cco1
. 1 WNT3A Proliferacja, Apoptoza [5]
miR-15a/16
BCL2
miR-21 i PTEN, PDCD4 Proliferacja, Przerzuty [33]
miR-24 1 (DKN1B, CDKN2A, FAF1 G/ komérkowy, [31]
Apoptoza
. LIN28B,
miR-26a l 200HCT Przerzuty [15]
miR-27b l GOLM1 Proliferacja, Przerzuty [17]
) EMT,
miR-29b l SNAI Przerzuty [42]
miR-31 ! AR, E2F1, E2F2, EXOT, FOXM1, McM2 Sk sygnafowy receptora androgenowego, .
Cykl komdrkowy
miR-343 l D44 Macierzystos¢ w komdrkach rakowych, 6]
Przerzuty
) EMT,
miR-34b l AKT Przerzuty (32
. FOX01, Cykl komdrkowy,
miR-96 ! MTSS1 Przerzuty 1561
miR-124 l AR Szlak sygnatowy receptora androgenowego [44]
miR-136 l MAP2K4 Proliferacja, Przerzuty [61]
Szlak sygnatowy receptora androgenowego,
miR-141 1 NROB2, (D44, EZH2 Macierzystos¢ w komérkach rakowych, [27]
Przerzuty
Kluster of l GOLM1 Proliferacja, Przerzut [23]
miR-143/145 a y
Szlak sygnatowy receptora androgenowego,
miR-182 T ARRDG3, FOX01 Przerzuty, [58]
Cykl komdrkowy
Family miR-200
(miR-200a, miR-200b, 1 ZEB1, ZEB2 Proliferacja, EMT [18]
miR-200¢)
. BCL2, ZEB1, Apoptoza
miR-205 ! 7E8) EMT [18]
mir-212 ! MAPK1 Proliferacja, Przerzuty, Apoptoza [22]
Kluster I
miR-221/222 1 (DKN1B Proliferacja [16]
miR-320 ! CTNNB1 Macierzystos¢ w komdrkach rakowych [21]
. ZEB1
miR-375 1 YAPT Przerzuty [43]
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Rozregulowanie

miRNA wgore (1) Przyktadowe geny docelowe Procesy biologiczne PiSmiennictwo
wddt(])

miR-466 l RUNX2 Apoptoza, Przerzuty [11]

MiR-605 ! EN2 ::2:;::;’3 [60]

miR-940 1 MEIN1 Przerzuty [40]

miR-3622a l ZEB1, SNAI2 EMT (71

14-miRNA: miR-24, 26b, 30c, 93, 100, 103, 106a, 107, 130b,
223,146a, 451, 874 i let-7a [34]. Niemniej jednak zaobserwo-
wano niewielka odtwarzalno$¢ podanych wynikéw. Tylko
kilka badari obejmowato odkrycie biomarkeréw, walidacje
i zastosowanie wynikéw w duzych niezaleznych prospek-
tywnych badaniach, starannie rozwazajac wszystkie etapy
od pobrania prébki do przechowywania i analizy. Metody
sekwencjonowania nowej generacji, ktére poréwnuja
poziomy miRNA w tkankach nowotworu z prawidlowymi
tkankami, beda przydatne do identyfikacji nowych miRNA,
ktére sg zaangazowane w powstawanie i rozwdj raka ster-
cza. Duza liczba sygnatur miRNA jest rozregulowana w PCa,
ale tylko niektdre panele moga zréznicowad raki wysokiego
od niskiego ryzyka. Problem nalezy rozpozna¢ za pomoca
szczegbtowych badan.

TERAPEUTYCZNE miRNA

Zrozumienie i poznanie roli miRNA w rozwoju raka gru-
czotu krokowego moze doprowadzi¢ do powstawania
nowych sposobdéw leczenia opartych na technologii czg-
stek miRNA, jako leczenia ukierunkowanego molekularnie
(targeted therapy). Gtéwna terapia zastosowania molekut
miRNA obejmuje:

+  miRNA na$ladujgce (miRmimic) - techniki z uzyciem
syntetycznych oligonukleotydéw miRNA, ktére dzia-
taja jako supresory onkogendw,

+ antymiR (antagomiR) - podawanie syntetycznych oli-
gonukleotyddw, ktére koduja sekwencje komplemen-
tarne do dojrzatych onkogennych miRNA - zwanych
oligonukleotydami antymiRNA (AMO),

* laczenie miRNA z istniejgcymi lekami przeciwnowo-
tworowymi.

Wstepne badania kliniczne wykazaly potencjalne zasto-
sowanie czastek miRNA w chemioterapii (opartej na taxa-
nach) i radioterapii PCa. Wlasciwosci niektérych czastek
miRNA wykorzystywanych w radioterapii raka, to:

- miR-124 i miR-144 moga zmniejszaé hipoksje - wywotujac
proces autofagii, a dzieki temu zwiekszy¢ czuto$¢ komdrek
PCa na promieniowanie przez zmniejszenie PIM1 [19],

- ektopowa ekspresja miR-205 hamuje autofagie i zmniej-
sza oporno$¢ radiowg komérek PCa przez celowanie
w TP53INP1 [53].

Niektdre, syntetyczne miRNA moga zwiekszaé wrazliwo$¢
na paklitaksel w liniach komérkowych PCa przez celowanie
w YES1, gen zaangazowany w proliferacje komérek i opor-
no$¢ na apoptoze. Na przyklad, miRNA - miR-199a [57],
miR-217, miR-181b [58], miR-451 [59], zwiekszajg wrazli-
wo$¢ na paklitaksel, kabazytaksel w liniach PCa.

miR-34 moze kontrolowa¢ kilka proceséw biologicznych,
takich jak cykl komdrkowy, apoptoze, przerzuty i macie-
rzysto$¢ raka. To jest powdd, dla ktérego mimiczne oligo-
nukleotydy miR-34 zostaly opracowane i z powodzeniem
zastosowane w ksenoprzeszczepach myszy jako terapeu-
tyczne czastki miRNA. Uktadowe dostarczanie mimicznych
oligonukleotydéw miR-34 byto skuteczne w blokowaniu
komérek raka do wzrostu w mysich modelach hetero-
przeszczepu [26].

Podjeto wiele préb badawczych, na modelach zwierzecych
PCa, w ktérych modulacja pojedynczych miRNA wptywata
na proliferacje i rozwdj nowotworu. Wykazano, ze zmniej-
szona ekspresja klastréw miR-15/16 i zwiekszenie ekspres;ji
miR-21 sg krytycznymi zdarzeniami w powstawaniu prze-
rzutéw PCa [6]. let-7a i miR-200b hamujg rozwéj nowotworu
prostaty in vivo [12, 18]. Inng role miR-221/222 w proliferacji
komérek i kontroli wzrostu wykazano in vitro [55]. Dlatego
let-7a, miR-15/16, miR-21, miR-141, miR-143, miR-145, miR-
-199a-3p, miR-200b, miR-221/222 mozna zaproponowa¢ jako
potencjalne narzedzia teranostyczne w PCa.

WNIOSKI

Opracowanie nowej strategii stosowania biomarkeréw
w diagnostyce i rokowaniu PCa jest pilnie potrzebne ze
wzgledu na ograniczenia stosowanych metod diagnostycz-
nych. Wczesne rozpoznanie raka i prognozowanie s waz-
nymi elementami w podjeciu decyzji terapeutycznej.

miRNA sg liczng klasa negatywnych regulatoréw gendw,
ktére, jak wykazano, kontrolujg szeroki zakres funkcji bio-
logicznych. Najnowsze dane sugeruja, ze czasteczki miRNA
mogg w najblizszej przysztosci stac sie obiecujacymi niein-
wazyjnymi biomarkerami w diagnostyce PCa.

W artykule podsumowano najistotniejsze czastki miRNA,
ktére biora udziat w gtéwnych etapach onkogenezy i pro-
gresji PCa. Ich potencjat do ujawniania istotnych klinicz-
nie zmian juz na bardzo wczesnym etapie rozwoju raka,
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w poréwnaniu do zdrowych komdrek, jest zachecajacy do
tworzenia nowych biomarkeréw diagnostycznych i rokow-
niczych. Profilowanie ekspresji miRNA okazalo sie bardziej
doktadnym sposobem klasyfikowania podtypéw raka niz za
pomoca profili ekspresji biatka. Odpowiednie charaktery-
styki profili czastek miRNA, w obrebie réznych podtypéw
nowotworu, ulatwiaja tworzenie spersonalizowanej dia-
gnostyki.

Ponadto, czastki miRNA stanowig potencjalng opcje tera-

peutyczna w catej onkologii, stajac sie powoli postacia per-
sonalizowanej terapii. Podejscia terapeutyczne opieraja sie

PISMIENNICTWO

na zastosowaniu miRmimic, w celu na$ladowania aktywno-
$ci endogennego miRNA, wytwarzanego w zbyt matej ilo-
$ci lub antagomiR, w celu stlumienia funkcji nadmiernie
wytwarzanego oncomiRNA.,

Rosnaca liczba bardziej zaawansowanych badan, a takze
standaryzacja metod analizy, zapewne umozliwi pozyska-
nie nowych narzedzi diagnostycznych do rozpoznawania
i prognozowania raka stercza. miRNA, odgrywajace role
w mechanizmach karcynogenezy, moga by¢ nowa grupa
biomarkerdw, pomocnych w ocenie stanu choroby oraz sku-
tecznosci leczenia na réznych etapach jej zaawansowania.
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