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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

MikroRNA (miRNA) sa matymi czasteczkami kwasu rybonukleinowego, ktére mimo Ze nie
podlegaja procesowi translacji, petnig wazna funkcje regulacyjng w komérkach eukario-
tycznych. Ich fizjologiczng funkcja jest utrzymywanie homeostazy komérek. Zaburzona
ekspresja miRNA moze spowodowaé rozwéj wielu choréb, w tym choréb nowotworowych.
Dziatanie miRNA polega na hamowaniu tworzenia sie biatek, w tym biatek o wtasciwo$ciach
onkogennych i antyonkogennych. Mutacje w miejscach kodowania miRNA mogg prowadzi¢
do nadmiernego lub zmniejszonego wytwarzania wspomnianych biatek. Odkrycie miRNA
i poznanie ich roli w komérce otworzyto nowe mozliwoéci dla diagnostyki choréb nowotwo-
rowych. Zmiany poziomu odpowiednich miRNA, w krwiobiegu lub innych ptynach ustro-
jowych, mogg by¢ markerem diagnostycznym chordb. Diagnostyka onkologiczna mogtaby
przebiegaé na podstawie badani profilu miRNA pacjenta i poréwnania go z opracowanymi
wczeséniej profilami zmian miRNA powigzanymi z wystepowaniem danego rodzaju choroby
nowotworowej. Informacja o zmianach profilu miRNA podstawowych w regulacji ekspresji
gendw zwigzanych z procesami nowotworzenia, moglaby sie przyczyni¢ do opracowania te-
rapii eksperymentalnych opartych na przywrdéceniu pierwotnego poziomu miRNA w komdr-
kach, a tym samym, na przywréceniu prawidtowej regulacji ekspresji genéw. Coraz nowsze
metody wyciszania i wiaczania ekspresji miRNA moga w przyszto$ci zaowocowaé skuteczny-
mi rozwigzaniami terapeutycznymi.

miRNA, nowotworzenie, diagnostyka onkologiczna

Summary:

MicroRNAs (miRNAs) are small ribonucleic acid molecules that, although not translated, per-
form an important regulatory function in eukaryotic cells. Their physiological function is to
maintain cell homeostasis. Impaired miRNA expression can cause the development of many
diseases including cancer. MiRNA biological activity is based on inhibiting the formation of pro-
teins, including oncogenic and anti-oncogenic proteins. Mutations at the coding sites for such
miRNAs can lead to overproduction or reduction of the production of the above-mentioned
proteins. The discovery of miRNAs and understanding their role in the cell opened new ways
for diagnosing cancer. Therefore, changes in the level of relevant miRNAs in the bloodstream
or other bodily fluids can be a diagnostic marker of disease. Oncological diagnostics could be
based on examining the patient’s miRNA profile and comparing it with previously developed
profiles of miRNAs changes associated with the occurrence of a given type of cancer. Informa-
tion on changes in miRNA profiles that are key to regulating gene expression associated with
tumorigenic processes could contribute to the development of experimental therapies based
on restoring the original level of miRNA in cells and thereby restoring normal regulation of
gene expression. New methods of silencing and enabling miRNA expression may, in the future,
result in effective therapeutic solutions.
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BUDOWA I DOJRZEWANIE mikroRNA

MikroRNA (miRNA) wystepujg w komdrkach zwierzecych
i roslinnych; sktadaja sie zazwyczaj z 19-25 nukleotydéw
i regulujg ekspresje ponad 30% genomu u ssakéw [76].
Zapewniaja homeostaze wewnatrzkomérkowg przez nega-
tywna regulacje ekspresji genéw.

Czasteczki miRNA odkryto pod koniec XX w., kiedy
naukowcy wprowadzili do petunii (Petunia hybryda) kopie
genu odpowiedzialnego za kodowanie syntazy chalko-
nowej, w celu wywolania jej nadekspresji. Wprowadzona
kopia genu spowodowata zablokowanie biosyntezy antocy-
janin, a stezenie mRNA odpowiedzialnego za powstawanie
syntazy chalkonowej w powstatych roslinach spadt 50-krot-
nie; a eksperyment nazwano ,.kosupresja” [66]. Mechanizm
tego procesu poznano ostatecznie na zwierzecym modelu
badawczym nicienia Caenorhabditis elegans. Opisane przez
Fire i Melo do$wiadczenie wyttumaczyto proces, a nazwano
go ,,interferencjg RNA” [23].

Przetom XX i XXI w. byt okresem intensywnych badati nad
strukturg i pochodzeniem miRNA. Wysitki naukowcéw
skoncentrowaly sie na wyjaénieniu mechanizmu powsta-
wania tych swoistych czasteczek oraz okre$leniu ich zna-
czenia w utrzymywaniu homeostazy organizmu.

Ekspresja genéw miRNA jest $cisle kontrolowana przez
swoiste i nieswoiste dla miRNA czynniki transkrypcyjne.
Kazde miRNA wywodzi si¢ z pierwotnego RNA (primary
miRNA, pri-miRNA) o strukturze petli, ktdre jest trans-
krybowane przez polimeraze 11 RNA. Przechodzi przez
dwuetapowa faze dojrzewania. Pierwszy etap odbywa sie
w jadrze komérkowym, gdzie enzym Drosha o aktywnosci
rybonukleazy i pri-miRNA tgcza endonukleaze DGCRS, a to
powoduije ciecie podwdjnej nici pri-miRNA i wytworzenie
70-nukleotydowego pre-miRNA. Nastepnie pre-miRNA jest
transportowane do cytoplazmy za pomoca eksportyny-5.
W cytoplazmie rozpoczyna sie drugi etap dojrzewania
miRNA. Enzymy Dicer i pre-miRNA lacza sie z biatkiem
TRBP (TAR RNA binding protein). W wyniku tego potgczenia
wytwarzane sg 22-nukleotydowe miRNA. Dupleks miRNA
przytaczony zostaje do kompleksu RISC (RNA-induced
silencing complex), gdzie wiodaca ni¢ miRNA jest zacho-
wana, a pozostata cze$¢ ulega degradacji. Kompleks RISC

naprowadzany jest na wla$ciwe mRNA w celu regulacji eks-
presji genu, ktéra jest przeprowadzana na dwa sposoby
w zalezno$ci od poziomu dopasowania miRNA do mRNA.
Przy idealnej komplementarno$ci kompleks RISC prze-
prowadza degradacje nici mRNA, podczas gdy nieidealne
dopasowanie prowadzi do przytgczenia sie koica 5’ miRNA
do kotica 3’ regionu UTR, wywolujac represje translacji.
Rozpoznawanie mRNA przez miRNA opiera sie na kom-
plementarnosci sekwencji na kilku zasadach: od korica 5,
miRNA, gdzie znajduje sie tzw. ,,region seedsequence”,
na podstawie ktérego dopracowywana jest coraz wieksza
liczba zaawansowanych technologicznie algorytméw bio-
informatycznych do przewidywania potencjalnych genéw
docelowych miRNA [10]. Na ryc. 1 przedstawiono proces
dojrzewania miRNA.

Poczatkowo przypuszczano, ze z jednego taricucha pre-
-miRNA powstaje jedna dojrzala czasteczka miRNA. Obec-
nie wiadomo, Ze poza podstawowym miRNA, nazywanym
miRNA referencyjnym, ten sam gen moze kodowaé réw-
niez inne miRNA wywodzace sie z tego samego ramienia
pre-miRNA. Maja nieco zmieniong dtugo$¢ taticucha, ktéry
powstaje przez addycje, delecje lub obie mutacje nukleoty-
déw na koricach 5’ i 3°. Takie czgsteczki nazywane sg iso-
-miRNA i moga obiera¢ za cel inne taricuchy mRNA, niz
miRNA referencyjne [10]. Ponadto iso-miRNA moga dzia-
ta¢ jako wzmacniacze potaczeti miedzy referencyjnym
mikroRNA, a jego docelowa nicig jest mRNA i dzieki nim
nawet kilka komplementarnych nukleotydéw miedzy
miRNA a mRNA moze spowodowaé blokowanie powstawa-
nia biatkowego produktu [30].

Nastepstwem odkrycia miRNA sa intensywne badania nad
ich rolg w powstawaniu chordb. Powigzanie miedzy pato-
geneza choréb a miRNA stato sie pewne, kiedy odkryto
specyfike tkankowa ekspresji miRNA oraz wskazano na
ich role w kontroli proceséw fizjologicznych zachodzacych
w komérkach.

FUNKCJA miRNA W REGULACJI PROCESOW NOWOTWOROWYCH

Choroby nowotworowe, mimo istnienia rokujacych tera-
pii, sa nadal jedng z najgrozniejszych choréb. Wedtug
raportu WHO w 2018 r., sg druga najczestsza przyczyng
zgondw. Wérdd nowotworéw powodujacych najwieksza
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Ryc. 1. Proces dojrzewania miRNA

$miertelno$¢ wsrédd ludzi wymienia sie gtéwnie nowo-
twory phuca, watroby, piersi oraz uktadu pokarmowego [96].
W tabeli 1 zestawiono miRNA z ich rolg w metabolizmie
komdrki nowotworowe;j.

Teze 0 zaangazowaniu mikroRNA w proces nowotworze-
nia zweryfikowano pozytywnie. Dowiedziono, ze ekspre-
sja ponad 30% gendéw ludzkich jest kontrolowana przez
miRNA. Wiadomo réwniez, ze jednym z czynnikéw, ktére
przyczyniaja si¢ do nowotworzenia sa zmiany w poziomie
ekspresji miRNA zaréwno w tkance zmienionej nowotwo-
rowo, jak i w otaczajgcych ja tkankach.

Komérki nowotworowe, bez wzgledu na pochodzenie tkan-
kowe, charakteryzuja sie niskim stopniem zréznicowania,
zwiekszong proliferacja, szybszym wzrostem i zmianami
w systemach odpowiedzialnych za $mieré komdrkowa.
Badania wykazuja, Ze miRNA sg zdolne do kontroli tych
proceséw [81]. Wiele genéw miRNA jest umiejscowionych
we wrazliwych (szczegélnie podatnych na uszkodzenia)
miejscach genomu, ktére ulegaja czestej amplifikacji lub
delecji w procesie kancerogenezy [75].

ROLA miRNA W POWSTAWANIU NOWOTWOROW PIERSI

Nowotwory piersi sg drugg najczestsza przyczyna zgondw
wywolywanych przez nowotwory na $wiecie [96]. Powo-
dem tak duzej $miertelno$ci jest wysoki stopieri zto$liwo-
$ci guzdw, a nastepnie przerzuty w calym organizmie. Guzy
moga sie tworzy¢ tylko w jednym obszarze, jednak najcze-
$ciej komdrki nowotworowe wydostaja sie poza obreb gru-
czotéw i kanatéw, w ktérych zwykle dojrzewajg i migruja

do sasiadujacych tkanek. Badanie zmian w profilu miRNA
stwarza nowe mozliwosci diagnostyczne. Ocenia sie, ze
miRNA, ktdre sa stabilne i wykrywane w krwiobiegu mozna
uznaé za markery rozwoju choroby nowotworowej. Anali-
zujac profil ekspresji miRNA w krwi pobranej od pacjentéw
z nowotworem piersi oraz od grupy kontrolnej, wykazano
zwiekszony poziom ekspresji miR-10b, miR-21, miR-125b,
miR-145, miR-155, miR-191 i miR-382 u pacjentéw z rozwi-
jajacym sie nowotworem [59]. Réznice w ekspresji miedzy
tymi grupami wskazujg, ze miRNA mogg by¢ wykorzystane
w niedalekiej przysztoci w diagnostyce i ocenie stopnia
zaawansowania tej choroby.

Réwnie wazne jak diagnostyczne mozliwosci, jakie daja
miRNA, sa badania nad opracowywaniem terapii antyno-
wotworowych badZ poprawiania terapii juz istniejacych.
Przyktadem miRNA, ktére moze petnié istotng role w dia-
gnostyce nowotwordw piersi, jest miR-203. Przeprowa-
dzone dotychczas badania wykazaty zwiekszona ekspresje
miR-203 w tkankach nowotworu piersi w poréwnaniu do
jego poziomu w komérkach prawidtowych oraz ujaw-
nity, ze biatko SOCS3 moze podlegaé regulacji przez miR-
-203. SOCS3 to biatko antyonkogenne; w nowotworach
piersi potwierdzono jego anytyproliferacyjne dziatanie.
W opisywanych badaniach sprawdzono, czy wycisze-
nie miR-203 bedzie miato wptyw na oporno$é komérek
nowotworowych na powszechnie stosowany chemio-
terapeutyk - cisplatyne. Okazato sie, ze zahamowanie
ekspresji miR-203 uwrazliwia komérki na cisplatyne.
Jest to spowodowane podwyzszeniem ekspresji SOCS3,
ktérego powstawanie bylo wczeéniej hamowane przez
miR-203. Hamowanie ekspresji miR-203 przyczyniato
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Tabela 1. Rola miRNA w metabolizmie komérek ulegajacych transformacji nowotworowej [29, 47]

Regulowany proces

miRNA

Hamowanie proliferacji

klaster miR17-92, miR-21

Hamowanie dziatania antyonkogendw

miR-21, miR-126

Unikanie eliminacji przez komdrki uktadu odpornosciowego

miR-21, miR-155, klaster miR17-92

Niesmiertelno$¢ replikacyjna

let-7, miR-10b, miR-16, miR-21, miR-221/222

Promowanie stanu zapalnego

let-7d, miR-21, miR-23b, miR-126, miR-155, miR-200c

Aktywacja przerzutowania

let-7d, miR-10b, miR-15b, miR-21, miR-29

Odkrycie, ze miRNA peni role w requlacji prawie wszystkich etapéw cyklu komérkowego
umozliwito powigzanie stezenia miRNA w komdrkach z procesem transformacji nowotworowej.

Indukcja angiogenezy

let-7, miR-15b, miR-21, miR-125, miR155, miR-200,
miR17/20/106

Gromadzenie mutagji, niestabilnos¢ materiatu genetycznego

miR-21, miR-15b, miR-155

Zapobieganie smierci komdrki

let-7, miR-15b, miR-16, miR-21, miR-34a

Zaburzenia metabolizmu energetycznego

let-7, miR-15b, miR-21, miR-23a/b, miR-155

sie do indukgji przez cisplatyne apoptozy w komdrkach
nowotworu ptuca [73].

Rola miR-203 jako ,,onkogenu” w komdrkach raka piersi
zostata potwierdzona przez liczne badania. Dowiedziono, ze
czasteczka ta nie tylko wycisza SOCS3, lecz takze zwigksza
ekspresje pStat3 i pERK i c-Myc, ktdre stymuluja prolifera-
cje komdrek raka piersi z nadekspresja receptora estroge-
nowego. Ponadto hamowanie miR-203 w komérkach raka
piersi z ekspresja receptora estrogenowego hamuje prolife-
racje komdrek przez hamowanie cykliny D1 i pStat3, przez
co wstrzymany jest wzrost guza [64].

Eksperymenty dotyczace izomiRéw zaangazowanych
w powstawanie i przerzutowanie nowotwordéw piersi wyka-
zaly, jak wazna role moga one petnié¢ w terapiach i rozpo-
znaniu nowotworu. Dowiedziono, ze dzieki profilowaniu
izomiRéw mozna precyzyjniej niz za pomocg profilowa-
nia miRNA referencyjnych rozrézni¢ komérki nowotworu
piersi od komdrek niezmienionych. Diagnostyka oparta na
profilowaniu izomiRéw ma réwniez ograniczenia. W bada-
niach prowadzonych w Stanach Zjednoczonych odkryto,
ze inne grupy izomiRéw pojawiajg sie u Afroamerykanek,
a inne u kobiet o pochodzeniu europejskim, wiec przy dia-
gnozie nowotworu piersi, badajgc ekspresje réznych izomi-
Réw, nalezy to uwzgledniad [84].

Dziatanie izomiRNA i miRNA kanonicznych moze wyka-
zywal synergie; czasem ich wspdlne dziatanie jest inten-
sywniejsze, niz kazdego miRNA osobno. Naukowcy
z Niemieckiego Centrum Badati nad Rakiem w Heidel-
bergu przeprowadzili analize danych sekwencjonowania
linii komdrkowych wywodzacych sie z raka piersi. Na ich
podstawie stwierdzono, ze 5'isomiR-140-3p wywodzacy sie
z hsa-miR-140-3p, oraz kanoniczny miRNA majg znacznie
wyzszg ekspresje w komdrkach raka piersi niewykazuja-
cych ekspresje receptora estrogenowego, niz w komérkach

prawidtowych. Natomiast odwrotng sytuacje zauwazono
u pacjentéw z masywnymi przerzutami, gdzie ich byt
znacznie mniejszy w tkankach nowotworu piersi niz
w tkankach zdrowych. Hsa-miR-140-3p kontroluje pro-
liferacje i regeneracje komdrek raka piersi, a wiec i jego
ekspresja jest skorelowana z nowotworzeniem w obre-
bie gruczotéw sutkowych. Zwiekszona ekspresja 5’isomiR-
-140-3p zmniejsza zywotno$¢ komdrek, prawdopodobnie
przez zatrzymanie cyklu komédrkowego w fazie G0/G1, czego
nie zaobserwowano w przypadku kanonicznym miRNA.
5'isomiR-140-3p pelni wazna role w przejéciu epitelialno-
-mezenchymalnym. Zwigkszenie jego ekspresji zmniejsza
zdolno$¢ komérki do migracji. 5'izomiR-140-3p kontroluje
ekspresje COL4A1, ITGA6 oraz MARCKSL1. Zmniejszenie
ekspresji COL4A1 i ITGA6 zmniejsza zywotno$¢ komérek
i zatrzymuje cykl komérkowy, natomiast MARCKSL1 zmniej-
sza potencjal migracyjny komérek. Analizy miRNA na
komdrkach MCF10A, MDA-MB-231 oraz MDA-MB-468 wska-
zuja korzystny wplyw wyzszej ekspresji 5'izomiR-140-3p oraz
miRNA kanonicznego na organizm. Zwiekszona ekspresja
hsa-miR-140-3p i 5’isomiR-140-3p powoduje zatrzymanie
proliferacji komérek nowotworowych przez negatywna
regulacje produktéw biatkowych wspomnianych genéw [74].
Wzmaganie dziatania tych dwéch miRNA mogloby przynie$é
dobre rezultaty w raku piersi lub mogtoby wzmacnia¢ skutki
znanych do tej pory terapii.

Mozliwosci zastosowari miRNA w diagnostyce i leczeniu
jest wiele i prawdopodobnie bedg coraz szerzej stosowane

w celu zwalczania choréb nowotworowych.

ROLA miRNA W POWSTAWANIU NOWOTWOROW PLUCA

Wedtug danych WHO z 2018 r. powodem najwiekszej
liczby zgonéw wérdéd choréb nowotworowych jest nowo-
twér pluca. Na 8,8 mln zgonéw spowodowanych choro-
bami nowotworowymi, 1,69 mln zgonéw byto z powodu




Paciorek P. i wsp. — Rola miRNA w rozwoju wybranych nowotworéw —potencjalne zastosowanie w diagnostyce

raka ptuca [96]. Powodem tak wysokiej §miertelnosci jest
zwykle péZne rozpoznanie i brak mozliwoéci skutecz-
nego leczenia. Pacjenci z zaawansowanym stadium guza
najczesciej moga liczy¢ jedynie na pomoc paliatywna
i wielu z nich umiera kilka miesiecy po otrzymaniu dia-
gnozy. Dlatego bardzo potrzebne jest wiec opracowanie
markerdw, dzieki ktérym mozna by wcze$nie wykryé guz
oraz rozrézni¢ podtypy nowotwordéw ptuca. Pozwolitoby
to na prognozowanie kierunkéw ich dalszego rozwoju
i pomogto przy wyborze odpowiedniego leczenia [15].

Dowiedziono, ze w wielu schorzeniach ptuca, takich jak
mukowiscydoza, astma, przewlekta obturacyjna choroba
pluca, idiopatyczne zwldknienie ptuca czy nowotwory
pluca ekspresja miRNA ulega zmianie, co potwierdza moz-
liwo$¢ ich wykorzystania w diagnostyce [17].

85% przypadkéw wystepowania raka ptuca obejmuje nie-
drobnokomdérkowego raka ptuca (NSCLC: non-small-cell-
lung carcinoma). W DNA izolowanym z guzéw pacjentéw,
u ktérych zdiagnozowano NSCLC moga wystepowad
mutacje przyczyniajace sie do wywolania lekoopornosci
guza. Najpopularniejszymi mutacjami w tym schorzeniu
sg mutacje genu EGFR (epidermal growth factor receptor)
i ALK (anaplastic lymphoma kinase). W terapii tego rodzaju
nowotwordw stosuje sie substancje chemiczne dziata-
jace na zasadzie inhibitoréw produktéw biatkowych tych
gendw. Przez wystepowanie w komérkach zjawiska leko-
opornosci, terapia nie zawsze jest skuteczna. Szanse na
przezycie pacjenta zmniejsza przeksztalcanie sie komérek
nabtonkowych w mezenchymalne (EMT- epitelial-mesen-
chymal tranzition), a to przyczynia sie do rozwoju guza
oraz do pojawiania sie przerzutéw. Wykryto, ze miRNA
maja swdj udzial w zjawisku lekoopornosci oraz indukgji
przejscia epitelialno-mezenchymalnego komérek. Zaob-
serwowano, ze miRNA-134 i miRNA-487b majg udziat
w rozwoju nowotworéw pluca. Zwiekszona ekspresja
tych miRNA jest skorelowana z indukcjg przejscia EMT.
Ponadto, wspomniane miRNA powoduja pojawienie sie
lekoopornosci na gefitinib - lek stosowany w NSCLS przy
wystepowaniu mutacji EGFR [57].

MiRNA réwniez korzystnie dzialaja w terapii NSCLS,
np. miR-150 wzmacnia przeciwnowotworowe dzialanie
Crizotinibu, leku stosowanego w NSCLS przy wystepowa-
niu mutacji ALK [113].

Odkrycie, ze zrab guza jest cze$ciowo formowany przez
fibroblasty CAF (cancer associated fibroblasts) wytwa-
rzajgce substancje, takie jak czynnik wzrostu hapatocy-
téw (HGF - hepatocyte growth factor), ktéry uczestniczy
w promowaniu wzrostu, mobilno$ci i morfogenezy raka,
zapoczatkowato badania nad profilem ekspresji miRNA
w tego rodzaju komérkach [28]. Udowodniono, ze eks-
presja miR-200a i HGF odbywa sie gtéwnie w cytoplazmie
komérek zrebu guza, wysunieto wiec teze zaktadajaca
zalezno$¢ miedzy tymi czgsteczkami. Wykazano, ze
zwiekszony poziom miR-200a w komérkach zmniejsza
stezenie HGF, co moze by¢ szansa na przeciwdziatanie
progresji NSCLC [12].

ROLA miRNA W POWSTAWANIU NOWOTWOROW WATROBY

Nowotwory watroby sg piate na liScie najcze$ciej rozwija-
jacych sie nowotworéw wsréd mezczyzn i siédme wéréd
kobiet. Najcze$ciej wystepujacym rodzajem nowotworu
watroby jest rak watrobowokomérkowy (HCC - hepato-
cellular carcinoma) [38], ktdry jest trzecim pod wzgledem
wywolywanej $miertelno$ci nowotworem [31]. Gléwnymi
przyczynami powstawania nowotworéw watroby jest nad-
mierne spozywanie alkoholu, zapalenie watroby typu B i C
oraz niealkoholowe sttuszczenie watroby. 50% przypadkéw
HCC jest skorelowane z wirusem HBV, a 25% z wirusem HCV
[38]. Zmiany w profilu miRNA sg zwigzane z wszystkimi sta-
diami kancerogenezy. Profil ekspresji miRNA moze umoz-
liwi¢ diagnostyke pacjentéw cierpiacych na HCC, jak i tych
cierpiacych na inne choroby watroby. Oprécz potencjal-
nej roli w diagnostyce nowotworéw watroby miRNA moga
stuzyé do monitorowania odpowiedzi na terapie, jak i by¢
celem lekéw przeciwnowotworowych [31].

MiR-122 jest gléwnym miRem regulujacym homeostaze
w komdérkach watroby [8]. W nowotworach watroby wyste-
puje zwiekszone stezenie biatka PEG10. Zasocjowane z biat-
kiem SIAH1 hamuje apoptoze komdrek, promujac przezycie
komoérek nowotworowych, co niekorzystnie rokuje dla
pacjenta [68]. Pojawienie sie zwiekszonego stezenia PEG10
w komérce jest skorelowane ze spadkiem poziomu ekspre-
sji miR-122. Taki wzdr jest charakterystyczny przy wystepo-
waniu HCC [78]. Mimo ze ekspresja miR-122 w komdrkach
nowotworowych pacjentéw z HCC jest zmniejszona, w ich
krwiobiegu poziom miR-122 ulega zwiekszeniu. Jest to
najprawdopodobniej spowodowane uwalnianiem miRNA
z komérek guza do krwiobiegu. MiR-122 wykazuje zmiany
ekspresji nie tylko w nowotworach watroby, ale i w innych
jej schorzeniach i wydaje sie obiecujacym markerem dia-
gnostycznym [31].

Badania naukowcéw z Stanford University School of Medi-
cine wykazaty, ze w przypadku HCC przywrdécenie poziomu
dwdéch miRNA jednocze$nie moze korzystnie wptynaé
na proces leczenia. Uzupelnianie miR-122 i dostarcza-
nie czasteczek antymiR-21 hamuje lekoopornos¢ i zwiek-
sza skuteczno$¢ terapii przez hamowanie przerzutowania
komérek nowotworowych. Dzieje sie tak przez hamowanie
miR-21 bedgcego ,,onkogenem” oraz przywrdcenie odpo-
wiedniego poziomu miR-122 [65].

Innym ,,antyonkogennym” miRNA jest miR-7. Udo-
wodniono, ze w komdrkach HCC jest on hamowany na
poziomie pri-miR-7-1 przez kompleks czynnikéw trans-
krypcyjnych: NF90-NF45 (nuclear factor 90, 45). Wyeli-
minowanie tych czynnikéw i zwiekszenie poziomu miR-7
przyczynia sie do hamowania proliferacji komérek nowo-
tworowych watroby [33].

ROLA miRNA W POWSTAWANIU NOWOTWOROW
PRZEWODU POKARMOWEGO

Nowotwory jelita grubego sa drugim najczesciej diagno-
zowanym nowotworem u kobiet, trzecim u mezczyzn [87].
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Wdrozenie profilowania miRNA w ramach diagnostyki
moze pomdc w jej usprawnieniu i skuteczniejszym dobo-
rze terapii, a wiec poprawi¢ rokowania u oséb chorych.

Jednym z miRéw zaangazowanych w powstawanie nowo-
twordw jelita grubego jest miR-193-5p; dziala jako ,,gen
supresorowy”. W komdrkach nowotworéw jelita grubego
zauwazono spadek poziomu miR-193-5p. Przywrdcenie
naturalnego poziomu tego miRNA hamowato proliferacje
oraz apoptoze i migracje komdrek [62].

Zbadano réwniez potencjat diagnostyczny miR-210.
Po wprowadzeniu do komérek nowotworu jelita gru-
bego oligonukleotydéw o sekwencji prekursora miR-210,
zauwazono zmniejszenie proliferacji komdrek, spadek
odsetka komérek w fazie G1 i zwigkszenie frakcji komérek
w fazie G2. W komdrkach ze zwiekszong ekspresjg miR-210
zmniejszony poziom ekspresji biatka MCL1 (biatka anty-
apoptotycznego) i zwiekszone stezenie biatek BIM (biatka
proapoptotycznego) $wiadczy o dziataniu proapoptotycz-
nym, ponadto obecno$¢ miR-210 stymuluje generacje wol-
nych rodnikéw tlenowych [83].

Udowodniono, ze za pomocg miRNA mozna wyréznic réw-
niez podtypy nowotwordéw. Jednym z typéw nowotwordw
jelita grubego, jest gruczolakorak §luzowy, ktéry charakte-
ryzuje sie obfitym wydzielaniem mucyny. Takie nadmierne
wydzielanie $luzu jest zwiazane ze zmianami mikroflory
jelitowej i indukcja reakcji zapalnych, co sprzyja rozwojowi
nowotworu. Wystepowanie gruczolakoraka §luzowego jest
zwigzane z zaawansowanymi stadiami nowotworowymi,
przez co szanse na przezycie pacjenta w chwili diagnozy
sg gorsze niz u pacjentdéw z innymi typami nowotwordéw
jelita grubego. W gruczolakoraku $luzowym zaobserwo-
wano zwiekszong ekspresje miR-205 i miR-373. miR-205
decyduje o réznicowaniu si¢ nabtonka jelitowego w zdolny
do wytwarzania mucyny, a miR-373 zmniejsza adhezje
miedzykomdrkowa i zwieksza zdolno$é komérek do prze-
rzutowania. Profil tych miRNA nie tylko odbiega od pro-
filu komérek prawidlowych, ale i od profilu innych typéw
nowotwordw jelita grubego [20].

Nowotwory zotadka sg czwartym typem najcze$ciej wyste-
pujacych nowotwordw na $wiecie [22]. Mimo ze czesto$é
wystepowania raka zoladka sie zmniejsza, rokowania
pacjentéw, u ktérych stwierdzono ten nowotwér pozo-
stajg zte z powodu braku skutecznych biomarkeréw, ktére
pomogtyby w wykrywaniu raka zotagdka we wczesnych
stadiach jego powstawania [98].

Niedawne badania wykazaly, ze zmiany w profilu miR-
-164a, majg znaczenie w kancerogenezie komdrek zotgdka.
Zwykle przy powstawaniu tego typu nowotworu mozna
zaobserwowa¢ wzrost poziomu miR-164a, ktdry jest zaan-
gazowany w regulacje genéw o podstawowych dla organi-
zmu funkgjach. To zjawisko, czyli wzrost ilo$ci tego miRNA,
powoduje posrednie hamowanie biatka p21 przez faczenie
sie z mRNA SMAD4 i w wyniku zahamowania jego ekspre-
sji nastepuje wzmozenie proliferacji komdrek nowotwo-
rowych [103]. Natomiast zwiekszony poziom miR-146a

hamuje receptor EGFR i IRAK1, co zmniejsza mozliwo$¢
proliferagji i przerzutowania guza [45].

Szlak sygnalizacyjny Wnt/[-katenina bierze udzial w regu-
lacji réznicowania i proliferacji komdrek [69], a wzrost
aktywacji tego szlaku jest zaangazowany w powstawanie
nowotworu zotgdka [80]. Przeprowadzone badania dowio-
dly, zZe miRNA moga wptywaé na regulacje tego szlaku.
Takim miRNA jest miR-194, ktdry taczy sie z inhibitorem
Wnt-SUFU, przez co nastepuje aktywacja szlaku Wnt/p-
katenina, co promuje rozwéj nowotworu zotadka. Szlak
ten aktywuja réwniez inne miRNA, takie jak miR-200a,
miR-27 czy miR-130a przyczyniajac sie do powstawania
nowotworu.

Innym miRNA, ktére moze w przyszto$ci odgrywaé wazna
role w nowotworze zotadka, jest miR-518. U pacjentéw
z tym typem nowotworu stwierdzono zmniejszony poziom
miR-518. Préby przeprowadzone na liniach komérkowych
zwigzane z przywrdceniem naturalnego poziomu tego
miRNA wykazaly, ze miR-518 hamuje rozwdj nowotworu
i przyspiesza apoptoze komérek, przez przytaczanie sie do
nici transkryptu genu MDM2. Biatko MDM2 hamuje eks-
presje genu p53, ktérego jednym z gtéwnych zadati jest
indukcja apoptozy. Przywrdcenie prawidtowego poziomu
tego miRNA dziata wiec przeciwnowotworowo. Ponadto
naturalny poziom miR-518 obniza ekspresje biatka BCL-2
dziatajgcego antyapoptotycznie i promuje ekspresje
proapoptotycznych biatek BAX [21].

Powyzsze eksperymenty $wiadcza o mozliwosci wykorzy-
stania modulacji poziomu miRNA w nowotworze zotadka.

miRNA 0 POTENCJALE DIAGNOSTYCZNYM

Jeden rodzaj miRNA moze regulowaé ekspresje setek,
a przypuszcza sie, ze w niektérych przypadkach nawet
tysiecy genéw. Ponadto jedna czasteczka mRNA moze by¢
regulowana przez rézne miRNA. Za ztozonoscig regulacyj-
nej funkcji miRNA przemawia réwniez to, ze jeden miRNA
moze regulowaé rézne mRNA na dwa sposoby: przez ich
degradacje lub represje translacji. MiRNA moze réwniez
regulowad, w zaleznosci od typu nowotworu, onkogeny
i geny supresorowe [70], a takze sam moze sie zachowywaé
jak onkogen lub supresor. W chorobach nowotworowych
obnizony poziom ekspresji miRNA regulujacych powstawa-
nie onkogendéw prowadzi do ich nadmiernego wytwarzania,
podczas gdy wzrost poziomu innych miRNA, takich ktére sg
zaangazowane w regulacje ekspresji genéw supresorowych,
prowadzi do hamowania powstawania tych antyonkoge-
néw [63]. Profile ekspresji wielu miRNA uzyskanych z tka-
nek nowotworowych i prawidlowych dowodza, ze mozna
ich stosowa¢ w prognozowaniu i diagnostyce nowotwo-
réw u pacjentéw. Badajac profile miRNA wykazano obec-
no$¢ statego stezenia miRNA w ludzkiej krwi obwodowe;.
Réznice w ekspresji miRNA w krwi obwodowej zauwazono
u pacjentéw z takimi nowotworami jak: szpiczak mnogi,
rak nosowej czesci gardta, zotadka, gruczotu krokowego,
gruczotu sutkowego, jelita grubego, trzustki, chtoniak roz-
lany z duzych komérek B, rak ptaskonabtonkowy, ptuca,
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Tabela 2. Zestawienie krazacych miRNA z uwzglednieniem miejsca wystepowania w organizmie oraz potencjatu diagnostycznego i prognostycznego

Typ markera
Typ nowotworu -
diagnostyczny prognostyczny
let-7c [50], miR-10 [2] miR-16 35] mif-18a [43], miR-1012,85], mik-18a 43), mik-106b 18],
. ) . miR-21[4, 91], miR-34a [72], miR-125a [95],
L mir-106b [118], miR-200c/141 3], miR-21[4, 19, 46, 60], . . .
Nowotwor piersi . . . miR-125b [60], miR-210 [40], miR-375 [102],
miR29a [100, 101], miR-34a [72], miR34b/c [55], miR-155 [18, 721, miR-200c/141 [3]
miR-125b [60], miR-155 53, , 82, 90] e
let-7a [32], let-7c [16], let-7f [79], miR-10 72], Let-7a/7h 32} let-7¢ [79), let-7i [36],
. . ; miR-10 [85], miR-19a [51], miR-19b [97],
, miR-19a [51], miR-19b [97], miR-21 [26, 41, 106, 117], . .
Nowotwor ptuca . ) . . miR-21[26, 106, 117], miR-30d [34, 48],
miR29¢ [119], miR-30a [9], miR-30c [71], miR-34c [52], . .
mir-125a [95], miR-155 [24, 32], miR-200c [56] miR1-25b [14, 1121, miR-200c (56
' e miR-375 [110], miR-429 [119]
. miR-16 [25], miR-17 [25], miR-106b [39, 116, 118], .
Nowotwor watroby miR-21[1,92, 109, 120], miR-30¢ [48] miR-211[92, 109]
Let-7a [88], let-7¢/i/f [54], miR-16 [93, 115], ) . .
soladka  miR17/106a/b [88], miR-17/106b [114], miR-18a [89], ['1"1R1 ]1%3_';11[5‘32' ms': 17(;]6 (116} mi106a
miR-106a [111], miR-106b [116], miR-21[ 58, 88, 99] ’ r
Nowotwory przewodu Let7a (671 let7f 1271, miR18a 11071, miRc1 ]
pokarmowego r:|tR 230[:[1]6 ;t'm"[{_ﬂg' ’;‘&_9?{23‘; LT‘E' 9‘2a9[a3[76] b miR-19a [61), miR17, miR-92[13],
jelita ' ' ' ’ miR-2117, 86], miR-29b [6], miR-29¢ [105],

miR-106a [11, 44], miR-21[5, 7], mi-29a [37, 94],

miR-106a [49]

miR-29b [6], miR-221[107], miR-375 [104]

jajnika czy nowotwory wystepujace w obrebie osrodko-
wego uktadu nerwowego [47]. Obserwacja takich réznic
moze by¢ pomocna w diagnostyce tych nowotwordw.

Wszystkie komdrki nowotworowe cechuje zwiekszona
zdolno$¢ do wzrostu i podziatéw. W procesie transforma-
¢ji nowotworowej pojawiajg sie réwniez zmiany w syste-
mach kontrolujacych $mieré komérkowa, co moze sie dziaé
m.in. pod wptywem modulacji profilu ekspresji genéw.
MikroRNA kontrolujg poziom ekspresji genéw, przez co
staly sie obiecujacym obiektem badah w nowatorskich
celowanych terapiach. Postuluje sie, ze miRNA przyczy-
niaja sie do powstawania nowotwordw, petniac funkcje
onkogenéw lub supresoréw i sg zdolne do przywracania
prawidtowego profilu ekspresji genéw, w celu powstrzy-
mania rozwoju guza [81].

Dotychczasowe wyniki badan wskazuja na powigza-
nie zaburzeni regulacji w ekspresji odpowiednich miRNA
z wystepowaniem réznych typéw nowotworéw. Dzieki
rozwojowi badati nad mikroRNA pojawita sie mozliwo$¢
typowania nowotwordw. Procedura jest oparta na iden-
tyfikacji profilu miRNA w tkankach nowotworowych oraz
niezmienionych chorobowo. Profil zréznicowania i ekspre-
sji miRNA pozwala na okre$lenie stopnia rozwoju guza, co
uscisla mozliwosci terapeutyczne i pozwolitoby zastosowad
najodpowiedniejsza do danego przypadku terapie.

Niezwykle obiecujace w diagnostyce jest odkrycie, ze
miRNA, bedace markerami procesu nowotworowego, nie
wymaga inwazyjnych procedur diagnostycznych. Trwajg
intensywne badania nad wykorzystaniem miRNA obecnego
w plynach ustrojowych (takich jak: osocze, ptyn mézgowo-
-rdzeniowy, §lina, mocz, plyn nasienny) jako markera

diagnostycznego badZ markera prognostycznego nowo-
twordw (tabela 2).

Poczgtkowo uwazano, ze miRNA obecne w krwiobiegu
dostaje sie tam z tkanek nowotworowych w wyniku
obumierania komdrek i uwalniania sie z ich wnetrza cza-
steczek miRNA. Obecnie wiadomo, Ze mozliwe jest tez
wydzielanie miRNA na zewnatrz komérki w pecherzykach
sekrecyjnych lub tez polaczenie ich z biatkami badz z lipo-
proteinami (ryc.2).

PODSUMOWANIE

Badania funkgji i regulacji miRNA trwaja stosunkowo
krétko, a juz mozna stwierdzi¢, ze petnia bardzo wazna role
regulacyjna w wielu procesach zachodzacych w organizmie.
Odkrycie zjawiska interferencji RNA zostato z powodzeniem
wykorzystane w hamowaniu ekspresji wybranych genéw.
W tym krétkim czasie zaproponowano wiele skutecznych
rozwigzan majacych na celu wyréwnanie zmienionego
poziomu miRNA spowodowanego lub powodujacego zabu-
rzenie prawidtowej homeostazy organizmu. MiRNA spel-
niajg istotng role w patogenezie wielu chordéb, m.in. w
nowotworach, gdzie sg zaangazowane w proces ich powsta-
wania, proliferacji oraz przerzutowania. Czasteczki te moga
przyjmowac role ,,supresoréw” oraz ,,onkogenéw” w cho-
robach nowotworowych. Wiadomo juz, ze zaréwno ich zbyt
wysoka ekspresja, jak i niedobdér w organizmie mogg by¢
bardzo szkodliwe. Wysitki wspdtczesnej nauki koncentruja
sie na ustaleniu norm oraz sposobéw modelowania ilo-
$ci miRNA w organizmie. Mimo trudno$ci w badaniu tak
wieloaspektowo dziatajacych czasteczek naukowcy starajg
sie wyjasni¢ i opisa¢ mechanizmy dziatania miRNA w orga-
nizmie. Nie wyklucza sie, Ze miRNA sg ,,zlotym $rodkiem”
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pozwalajacym zwalcza¢ choroby nowotworowe, a w przy-
sztosci zostang opracowane szybkie testy diagnostyczne,
ktére mogtyby wykrywaé typy nowotworéw na podsta-
wie profili odpowiednich miRNA, oraz terapie celowane,
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w ktérych modulacja lub przywrécenie naturalnego
poziom miRNA pozwolitoby na skuteczne zwalczanie
nowotworu, bez potrzeby stosowania lekéw dziatajacych
niekorzystnie na komérki prawidiowe.
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