MikroRNA jako cel terapeutyczny w chorobach nowotworowych

STRESZCZENIE:

ikroRNA (miRNA) to krétkie, niekodujace, jednoniciowe czasteczki RNA, ktore regu-

luja ekspresje genéw na poziomie potranskrypcyjnym poprzez wiazanie sie do mRNA.
MiRNA wplywaja na szereg proceséw biologicznych takich jak: proliferacja, réznicowanie,
angiogeneza, migracja czy apoptoza. Badania udowodnily udzial miRNA w rozwoju choréb
nowotworowych; od etapu inicjacji do powstawania przerzutéow. Szerokie spektrum genéw
regulowanych przez miRNA w przebiegu choroby nowotworowej pozwolilo na wyréznienie
wéréd nich miRNA supresorowych oraz miRNA onkogennych (tzw. onkomiréw). Detekcja
wybranych miRNA oraz monitorowanie zmian w profilu ich ekspresji moga poméc we wcze-
snym wykrywaniu komérek nowotworowych, a takze stuzy¢ jako czynnik rokowniczy prze-
biegu choroby lub leczenia. Zdefiniowanie w komérkach nowotworowych genéw docelo-
wych dla ,rozregulowanych” miRNA oraz opracowanie metod ich selektywnego wyciszania
jest obiecujaca strategia terapeutyczna. W niniejszej pracy omowiona zostala dotychczasowa
wiedza na temat mozliwosci zastosowania miRNA jako markera diagnostycznego oraz po-
tencjalnego celu w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych.

WPROWADZENIE

MikroRNA (miRNA) to zachowana w ewolucji grupa niewielkich jednonicio-
wych czasteczek RNA bioracych udzial w regulowaniu ekspresji wielu genéw.
U czlowieka czasteczka miRNA ma najczesciej dtugosé 22 nukleotydéw, choé
opisywane sa czgsteczki o dlugosci od 19-25 nukleotydéw [1]. MiRNA kontro-
luja procesy biologiczne takie jak: podziaty komérkowe, réznicowanie komoérek,
angiogeneza, migracja, apoptoza czy onkogeneza [2,3,4,5]. Geny kodujace miR-
NA zlokalizowane sg w intronach lub egzonach genéw kodujacych biatka oraz
w obszarach miedzygenowych, czesto w regionach o duzej niestabilnosci. Cha-
rakteryzuje je brak mozliwosci kodowania informacji o biatkach. Pierwszy gen
kodujacy mikroRNA (lin-4) - zidentyfikowano u Caenorhabditis elegans w 1993
roku. Badacze dowiedli, iz gen lin-4 pelni istotng funkcje w kontroli postembrio-
nalnych faz rozwojowych C. elegans, regulujac poziom biatka LIN-14 na poszcze-
golnych etapach rozwoju larwalnego. Badania te wykazaly, iz transkrypty lin-4
posiadaly od 22 do 61 nukleotydéw, nie kodowaty biatka i, co ciekawe zawieraly
sekwencje komplementarne do powtarzalnego fragmentu sekwencji w nieulega-
jacym translacji regionie 3'(UTR) mRNA [6]. Odkrycie czasteczek miRNA, beda-
cych endogennymi regulatorami ekspresji gendéw, zapoczatkowalo szereg badan
dotyczacych ich roli zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych,
ze szczegblnym uwzglednieniem procesu nowotworzenia.

BIOGENEZA miRNA

Powstawanie miRNA to proces ztozony, rozpoczynajacy sie w jadrze komoér-
kowym a koriczacy w cytoplazmie. Geny kodujace miRNA zlokalizowane w ob-
szarach miedzygenowych wystepuja jako pojedyncze (z wlasnym promotorem)
lub jako grupy genéw ze wspélnym promotorem. Geny miRNA zlokalizowane
w intronach sa transkrybowane z wykorzystaniem promotora ,genu gospoda-
rza” i podlegaja splicingowi [7]. W §ciezce kanonicznej, geny miRNA z wlasnym
promotorem, podobnie jak geny kodujace biatka, sa transkrybowane przez poli-
meraze RNA II tworzac pierwotny transkrypt zwany pri-miRNA (ang. primary
miRNA) [7]. Transkrypt ten zawiera czapeczke (cap) 7-metyloguanozynowa na
konicu 5 oraz ogon poli (A) na koricu 3’. W kolejnych etapach czasteczka pri-
-miRNA, jest rozpoznawana przez kompleks (tzw. mikroprocesor) ztozony z ry-
bonukleazy Drosha (RNaza IlI) i biatka wiazacego RNA, DGCRS (ang. DiGeorge
syndrome critical region 8). Nastepnie pri-miRNA jest przycinany w celu uwolnie-
nia fragmentu o strukturze ,spinki do wloséw” nazywanym pre-miRNA (ang.
precursor miRNA), ktéry jest aktywnie transportowany do cytoplazmy przez
eksportyne-5, ktéra wspodtpracuje z guanozynotrifosfatazg Ran (RanGTP) [8,9].
Kompleks pre-miRNA /Eksportyna5/RanGTP uwalnia pre-miRNA w wyniku
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Rycina 1. Biogeneza miRNA (Sciezka kanoniczna).

hydrolizy RanGTP do RanGDP; reakcji katalizowanej przez
GTPaze, RanGAP [10]. Energia uzyskana w wyniku hydro-
lizy GTP umozliwia transport pre-miRNA do cytoplazmy.
Pre-miRNA jest nastepnie przetwarzane w cytoplazmie
przy udziale endonukleazy Dicer (RNAzy III) w wyniku
czego dochodzi do powstania dupleksu komplementarnych
czgsteczek miRNA o dlugosci okoto 22 nukleotydéw. Po od-
cieciu petli, z czasteczki prekursorowej pre-miRNA moga
powstac dwie czgsteczki miRNA-X, gdzie X oznacza numer
identyfikacyjny miRNA. Stosowane nazewnictwo wskazuje
na ramie (ni¢) pre-miRNA, z ktérego powstala czasteczka
miRNA, i tak miR-X-3p oznacza czasteczke powstajaca z
ramienia 3’, a miR-X-5p z ramienia 5" pre-miRNA [11]. W
rzadkich przypadkach, gdy jedna ni¢ jest wiodaca (tzn. taka
z ktorej zdecydowanie czesciej powstaje miRNA) oznacza
sie ja jako miR-X. Druga ni¢, nazywana pasazerska (miR-
-X*), w wiekszosci przypadkéw ulega degradacji [9]. Enzym
Dicer jest wspomagany przez dwa biatka o podobnej struk-
turze TRBP (ang. HIV-1 transactivating response RNA-binding
protein) oraz PACT (ang. protein activator of protein kinase R),
ktore go stabilizuja i ulatwiaja przekazanie dupleksu miR-
NA do biatka Argonaute (Ago) [12]. Nastepnie dwuniciowa
czgsteczka miRNA wlgczana jest do kompleksu RISC (ang.
RNA induced silencing complex). RISC rozpoznaje ni¢ wioda-
g, ktora staje sie dojrzalym miRNA (Ryec. 1).

Sciezka niekanoniczna powstawania miRNA, w prze-
ciwienstwie do kanonicznej, nie wymaga obecnosci kom-
pleksu Drosha i DGCR8 do wytworzenia pre-miRNA [13].
Jednym z przykladéw tworzenia miRNA droga niekano-
niczna sa mirtrony, ktérych geny sa zlokalizowane w intro-
nach. Powstawanie pre-miRNA mirtronéw jest zwigzane z
wycinaniem intronéw (splicing), a oddzielane od mRNA
przy udziale enzymu Ldbr (ang. lariat debranching enzyme).
Kolejno, powstala struktura eksportowana jest do cytopla-
zmy przez eksportyne-5, a nastepnie rozpoznawana i cieta
przez kompleks Dicer w rezultacie formujac postaé dojrza-
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tego miRNA [13, 14]. Ciekawym przykladem miRNA, ktére
moze powstawac zaréwno na drodze kanonicznej jak i nie-
kanonicznej jest miR-451 [15].

MECHANIZMY REGULAC]I
POTRANSKRYPCYJNE] PRZEZ miRNA

Dojrzate czasteczki miRNA wiaczone do efektorowego
kompleksu RISC (miRISC, ang. RISC with incorporated miR-
NA) sa zdolne do przytaczania sie¢ do docelowego mRNA.
W dojrzalej czasteczce miRNA, na konicu 5 znajduje sie
konserwatywna sekwencja o dtugosci 7 nukleotydéw (naj-
czesciej pomiedzy nukleotydem 2 i 8 liczac od korica 5 miR-
NA) nazywana regionem ,seed” (ang. seed region). Potacze-
nie regionu ,seed” czasteczki miRNA i tzw. miejsca odpo-
wiedzi na miRNA (ang. miRNA response elements, MREs)
zlokalizowanego w obrebie 3’ (UTR) docelowego mRNA
prowadzi do degradacji transkryptu lub zahamowania
translacji [16]. Pelna komplementarnosc¢ czgsteczki miRNA
z MRE, niezwykle rzadka w komérkach zwierzecych (a do-
minujaca u roslin), prowadzi do endonuklolitycznej degra-
dagji transkryptu przez Ago2, biatka nalezacego do rodziny
bialek Argonaute [12]. Degradacja mRNA moze zachodzi¢
od konca 3’ do 5 (dzieki aktywnosci katalitycznego kom-
pleksu egzosomu) lub od korica 5" do 3" (katalizowana przez
egzonukleaze Xrnlp) [12]. Efektem jest obnizenie poziomu
konkretnego, degradowanego transkryptu oraz syntezy
biatka, ktére koduje.

Wiekszos¢ interakcji miRNA-MRE wystepujacych w ko-
morkach zwierzecych zachodzi przy niepelnej komplemen-
tarnosci ich sekwengji (np. wystepuje niepetna komplemen-
tarno$¢ w obrebie regionu “seed” i kompensacyjna komple-
mentarnoé¢ poza tym regionem). Brak pelnej komplemen-
tarnosci miRNA-MRE uniemozliwia endonukleolityczng
aktywacje Ago, ale nie wplywa na zdolnoé¢ do hamowania
translacji (przy wspoéltdzialaniu biatka GW182). Zahamo-
wanie translacji moze zaj$¢ na etapie inicjacji lub elongacji.
Zwiazanie miRISC z docelowym transkryptem uniemozli-
wia bowiem przylaczenie sie czynnika inicjacji transkrypcji
(eIF4e) do czapeczki 5, co w konsekwencji powoduje zalez-
na od RISC deadenylacje ogona poli(A) transkryptu. Innym
opisanym mechanizmem represji translacji przez miRNA
jest uniemozliwienie taczenia sie podjednostek rybosomu
na docelowym mRNA, dotyczy to przylaczenia podjed-
nostki 60S do obecnej na transkrypcie podjednostki 40S
[17]. Zwigzanie kompleksu miRISC uniemozliwia réwniez
cyrkularyzacje mRNA, co skutkuje obnizeniem wydajnosci
translacji. MiRNA posrednio wplywa na przedwczesne od-
dysocjowanie rybosomu, co moze powodowac gromadze-
nie transkryptu w ciatkach P (ang. P-bodies). W przypadku
sekwestracji transkryptu w cialkach P zazwyczaj nie obser-
wuje sie obnizenia poziomu transkryptu w komoérce [17].
Nalezy nadmienié¢, ze w wyjatkowych przypadkach zwia-
zanie miRNA moze prowadzi¢ do aktywagcji translacji doce-
lowego transkryptu [18].

ROLA miRNA W ONKOGENEZIE
MiRNA regulujg ekspresje okoto 60% genéw czlowieka

[15,19]. Co ciekawe, jedna czasteczka miRNA (u czlowieka
do 2019 roku opisano ok. 2300 r6znych miRNA [20]) moze
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Tabela 1. Przykladowe supresorowe miRNA [29,30].

miRNA nowotwor mRNA podlegajace regulacji

miR-340 watroby, piersi ROCK1, MET

let-7a piersi, ptuc KRAS, EGFR, HMGA2, MYC

miR-145  Prosty trzustld ooy sraTs FOXOL
pecherza

miR-29b piersi, pluc ADAM12-L

miR-34a prostaty SIRT1, Notch,

miR-495 prostaty, piersi Act, m-TOR, JAM-A,

miR-29b piersi, zotadka Akt3 i KDM2A

miR-15a-16 ja.jnik.a, prostaty, Bmi-1, CCDNI1, BCLZ, WNT3A,
piersi, NSCLC CCNEL, Synuclein-Y, Cripto

przylaczaé sie do wielu docelowych mRNA. Z kolei jed-
na czasteczka mRNA moze by¢ zahamowana przez rézne
miRNA. Skutek oddzialywania z docelowymi czasteczka-
mi mRNA zalezy od komplementarnoséci wigzania oraz
poziomu ekspresji miRNA lub mRNA [19]. Wykazano, ze
zaburzenia ekspresji miRNA jakosciowe (np. brak ekspresji
konkretnego miRNA lub ekspresja miRNA do tej pory nie-
obecnego w tej tkance) lub ilosciowe (wzrost lub obnizenie
ekspresji wybranych miRNA) wystepuja w przebiegu licz-
nych choréb, w tym nowotworéw [21].

U podtoza zaburzen ekspresji miRNA w komérkach no-
wotworowych lezy czesto lokalizacja kodujacych je genow.
Nierzadko sa one umiejscowione w regionach niestabilnych
genetycznie, miejscach kruchych lub zwigzanych z rozwo-
jem nowotworu (ang. cancer associated genomic regions, CA-
GRs), co czesto powoduje ich delecje, skutkujaca brakiem
ekspresji miRNA. Przez wiele lat sadzono, ze ekspresja
miRNA w komoérkach nowotworowych jest przede wszyst-
kim obnizona. Dopiero poréwnanie profilu miRNA tkanek
prawidtowych i zmienionych nowotworowo wykazato
znaczna nadekspresje niektérych miRNA [22].

W zaleznosci od funkgji jaka petniag miRNA w rozwoju
nowotworéw klasyfikuje sie je jako: miRNA supresorowe
(hamujace ekspresje onkogenéw lub genéw indukujacych
apoptoze) oraz miRNA onkogenne (aktywujace onkogeneze
lub hamujace ekspresje genéw supresorowych) [23]. Nalezy
podkresli¢, ze klasyfikacja ta jest znacznym uproszczeniem,
gdyz w przypadku wielu miRNA (np. miR-155, miR-125b)
skutek ich aktywnosci zalezy od sumarycznej aktywnosci
regulowanych genéw [23].

Obnizona ekspresja lub brak ekspresji miRNA supreso-
rowych powoduje zwigkszona ekspresje genéw waznych
dla progresji nowotworu; w tym bialek antyapoptotycz-
nych czy czynnikéw transkrypcyjnych. W 2017 roku po raz
pierwszy opisano obnizong ekspresje czasteczek miR-15 i
miR-16 w komoérkach przewleklej biataczki limfocytowej
(CCL), co prowadzilo do zahamowania procesu apoptozy
(miR-15 i miR-16 reguluja ekspresje antyapoptotycznego
BCL-2), a tym samym przyczynialo sie do niekontrolowa-
nej proliferacji komorek biataczkowych [23]. ObnizZona eks-
presja czasteczki miR-146a regulujacej ekspresje czynnika
transkrypcyjnego NFkB w komorkach raka zotadka kore-
luje ze wzrostem guzéw [23]. W modelu in vitro raka jelita
grubego wykazano spadek ekspresji miR-143, ktérego ge-
nem docelowym jest m.in. onkogen Rafl [24]. Istotna role
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Tabela 2. Przykladowe onkogenne miRNA [29,30].

miRNA nowotwor mRNA podlegajace
regulacji
piersi, pluc, jelita
miR-21 grubego, trzustki, PTEN, PDCD4,
g RECK, TPM1, Bcl-2
zotadka, watroby
jelita grubego MYCN, ATM, FXR,
miR-17-92 Jeltta grubego, EGR2, MXD1, PIAS3,
zoladka, ptuc

SOCS6, HIF-1a

miR-106b/93  piersi PTEN (PI3K/Akt), Rbl2

miR-182 pluc Rsul, Mtssl, Pail, Timp1
miR-130a zotadka CRMP4
miR-335 jajnika Rb1, Bel-w
miR-155 IR GlesE, RAD51, VHL, SOCS1
piersi, trzustki
miR-221/222  zoladka, prostaty, p27, PTEN
ey piersi, pecherza, HOXD10, KLF4,
allf Al trzustki, ptuc TIP30, E-cadherin

w regulacji ekspresji miRNA supresorowych w komérkach
nowotworowych odgrywa proces metylacji DNA [25] np.
hipermetylacja promotoré6w miRNA (let-7, miR-34, miR-
342, miR345, miR-9, miR-129, miR-137) prowadzi do reduk-
qji ich ekspresji i rozwoju raka jelita grubego. Obnizona eks-
presja miR-143 w komoérkach raka jelita grubego powoduje
wzrost aktywnosé¢ DNA metylotransferazy 3A (DNMT3A)
i zwiekszona proliferacje komoérek nowotworowych [26].
Warto podkresdli¢, ze ekspresja miRNA z jednej strony jest
zalezna od metylacji DNA, a z drugiej, moze wplywac na
aktywnosci regulatoréw epigenetycznych takich jak me-
tylotransferazy DNA czy deacetylazy histonowe. Powyzej
przedstawiono przyklady miRNA supresorowych wraz z
potencjalnymi genami docelowymi (Tab. 1).

W komorkach raka jelita grubego czesciej obserwuje
sie zwiekszong ekspresje wybranych miRNA, co oznacza,
ze czedciej maja one charakter onkogenny [27]. Zwiekszo-
na ekspresja miRNA moze wynikaé¢ z amplifikacji genéw
kodujacych miRNA, ale takze ze sprawniejszej biogenezy,
konstytutywnej aktywnosci ich promotoréw, czy wiekszej
stabilnosci czasteczek miRNA [21]. Zwigkszona ekspresja
miRNA prowadzi do represji licznych genéw o dziataniu
supresorowym. Przykladem jest ,oncomiR-1" czyli klaster
6 miRNA (miR-17-92; miR-17, miR-18, miR-19a, miR-20,
miR-19b, oraz miR-92), ktéry hamuje ekspresje genu supre-
sorowego Rbl2 [23]. Onkogenne miRNA np. miR-24, miR-
31, miR-21 zwigkszaja potencjal proliferacyjny komorek
poprzez wyciszanie inhibitoréow CDK (cyclin dependent
kinases) [23,28]. W tabeli 2 przedstawiono przykiady onko-
gennych miRNA oraz regulowanych przez nie genéw.

ZASTOSOWANIE mikroRNA W
DIAGNOSTYCE NOWOTWOROW

MiRNA sa postrzegane jako potencjalne markery choréb
nowotworowych. Po pierwsze, czasteczki miRNA sa tatwo
dostepne do badania gdyz sa obecne we wszystkich ply-
nach ustrojowych. Po drugie, duza stabilnoé¢ biologiczna
miRNA ufatwia ich detekcje. Po trzecie, miRNA reguluja
wszystkie etapy rozwoju nowotworu, a w wielu przypad-
kach wykazuja ekspresje tkankowo specyficzng. Szcze-
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Tabela 3. Wykaz miRNA rozwazanych jako markery choréb nowotworowych

miRNA nowotwor referencje
miR-92, miR- -
21, miR-106a jelita grubego [31]

— pluc, piersi, trzustki,
miR-21 ezyka, zoladka itp. [32,35,42,43]
miR-183, miR-
182, miR-96 pluc [44]
miR-210 piersi [45]
miR-410, miR-645 jajnika [46]
miR-141, miR-375 prostaty [47]

golnie istotne klinicznie wydaje si¢ zastosowanie miRNA
jako biomarkeréw prognostycznych oraz predykcyjnych
w trakcie leczenia. Przykladowo, podwyzszona ekspresja
miR-21 (krazacego we krwi) ma silny zwiazek z predyspo-
zycja do rozwoju raka jelita grubego [31], ptuc [32,33], piersi
[34] czy trzustki [35]. Ekspresja miRNA w chemioopornych
komérkach nowotworu moze réznic sie od ekspresji w ko-
morkach, ktére wykazuja wrazliwoéé na chemioterapie
[36] np. w przypadku raka jelita grubego wzrost ekspres;ji
miR-21 koreluje z opornoscig na terapie fluorouracylem po-
przez obnizenie ekspresji bialka naprawczego MSH2 [37].
W badaniach in vitro wykazano, iz podwyzszona ekspresja
miR-140, miR-215, miR-224, miR20a sprzyja rozwojowi che-
moopornosci na fluorouracyl, metotreksat, oksaliplatyne
czy tenipozyd w komorkach raka jelita grubego [38-41]. W
tabeli 3 zestawiono dotychczas opisane miRNA rozwazane
jako biomarkery nowotworowe.

Do tej pory opracowano dwa testy wspierajace diagno-
styke choréb nowotworowych w oparciu o profil miRNA.
Jednym z nich jest test ThyraMIR, ktéry poprzez ocene eks-
presji 10 r6znych miRNA (miR-223-3p, miR-146b-5p, miR-
-146b, miR-375, miR-31-5p, miR-551b, miR-155-5p, miR-204-

5p, miR-138-1-3p, miR-29b-1-5p) pozwala na rozréznienie
typu raka tarczycy [48]. Innym przykladem jest predykcyj-
ny test diagnostyczny (z certyfikatem IVD) miRpredX-31-3p
stosowany u pacjentéw z rakiem jelita grubego bez mutacji
w genie K-RAS. Ocena ekspresji miR-31-3p wykonywana
jest w skrawkach histopatologicznych z guzéw jelita grube-
go. Niska ekspresja mir-31-3p prognozuje wiekszg skutecz-
nos¢ kliniczng stosowania terapii anty-EGFR vs tradycyjnej
chemioterapii. [49].

TERAPIA PRZECIWNOWOTWOROWA
Z WYKORZYSTANIEM miRNA

Nowe strategie leczenia nowotworéw coraz czesciej bio-
ra pod uwage terapie z wykorzystaniem miRNA, ktére sa
szansa na przywrocenie prawidlowej ekspresji miRNA i ge-
néw przez nie regulowanych.

Opracowano dwie strategie terapeutyczne wykorzystu-
jace miRNA, ktére potencjalnie umozliwiaja zahamowanie
rozwoju nowotworu. Pierwsza opiera sie¢ o wykorzystanie
tzw. “terapii zastepczych”, natomiast druga zwigzana jest z
hamowaniem onkogennych miRNA [50,51] (Ryc. 2). “Tera-
pie zastepcze” polegaja na przywréceniu ekspresji miRNA
supresorowych, ktérych ekspresja w komoérkach nowotwo-
rowych jest zahamowana [52,53]. W tym przypadku sztucz-
nie syntetyzowane czgsteczki miRNA supresorowych po-
winny prowadzi¢ do zahamowania ekspresji genéw sprzy-
jajacych rozwoju nowotworéw (onkogenéw) [54]. Strategia
importu egzogennych miRNA moze odgrywac role w lecze-
niu nowotworéw na drodze hamowania proliferacji lub in-
dukcji apoptozy komoérek nowotworowych (Ryc.2) [55,56].
Przykladem terapii zastepczej jest przywrécenie ekspresji
miR-34a w przypadku réznych typéw nowotworéw (np.
pluc, jelita grubego, trzustki), co prowadzito do zahamowa-
nia rozwoju guza oraz indukowanie programowanej Smier-
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Rycina 2. Schematyczne zestawienie strategii przeciwnowotworowych wykorzystujagcych miRNA.
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ci komérek poprzez regulacje Notch 1, HMGA2 czy Bcl-2
[57].

Wartym przytoczenia jest przyklad zastosowania syn-
tetycznej czasteczki miRNA let-7a w leczeniu nowotworu
krtani. Wprowadzenie let-7a do komérek nowotworowych
przywrocito prawidlowa regulacje ekspresji RAS i c-MYC
i ograniczylo proliferacje komoérek nowotworowych [58].
Podobny wynik zastosowania sztucznych miRNA z rodzi-
ny let-7 zaobserwowano w przypadku raka watrobowo-
komoérkowego, gdzie zahamowana zostala proliferacja i
migracja komoérek nowotworowych [59]. Réwniez w przy-
padku raka jelita grubego syntetyk miRNA let-7 przyczy-
nial sie do zwiekszenia apoptozy komoérek rakowych [60].
Roéwnoczesna nadekspresja wprowadzonych czasteczek
let-7 i miR-34a hamowala progresje nowotworu ptuc [61].
Co wiecej, wprowadzenie czasteczek miR-29b do komo-
rek raka piersi lub zotadka, pozwalalo na zredukowanie
wzrostu nowotworu w warunkach in vitro i in vivo (model
mysi), poprzez wplywanie na szlaki Akt3 i KDM2A [62,63].
Wprowadzenie miR-34a do komorek raka piersi przywraca
prawidiowa ekspresje biatka supresorowego p53 poprzez
regulacje funkcji czynnika transkrypcyjnego Fra-1 [64]. In-
nym przykladem sg czasteczki: miR-15a i miR-16-1, ktérych
dysregulacja umozliwia rozwdj nowotworéw prostaty i
trzustki poprzez wplywanie na szlaki sygnalowe zwiazane
z CCND1 (cyklina D1), WNT3A i BCL2. WNT3A nalezy do
szlaku Wnt/beta-kateninowego, ktéry odpowiedzialny jest
za adhezje komorek i promowanie ekspresji onkogenéw
takich jak c-Myc i CCND1. BCL-2 jest odpowiedzialny za
zahamowanie apoptozy. Reekspresja, czyli przywrocenie
prawidtowej ekspresji miR-15a doprowadzita do zmniej-
szenia zywotnosci komoérek nowotworowych w badaniach
in vitro. [65].

Hamowanie dziatania onkogennych miRNA polega na
wprowadzeniu do komoérek nowotworowych czasteczek
nasladujacych miRNA. Wykorzystywane sg ré6zne warianty
czgsteczek hamujacych takie jak np: oligonukleotydy an-
ty-miRNA (ang. anti-miRNA oligonucleotides; AMOs, [66]),
antysensowne oligonukleotydy wykorzystujace ,usztyw-
nione” kwasy nukleinowe (ang. locked-nucleic-acid antisen-
se oligonucleotides; LNA; [67]), gabki miRNA (ang. miRNA
sponges; [68]), maski miRNA (ang. miRNA masks), antago-
miry (ang. antagomirs; amiRNA) oraz antysensowne oligo-
deoksyrybonukleotydy (ang. multiple-target anti-miRNA
antisense oligodeoxyribonucleotides; MTg-AMOs; [69]), ktore
hamuja biogeneze miRNA lub interakcje miRNA onkogen-
nego z mRNA docelowym.

Przyktadowo, syntetyczna czasteczka miRNA (AMOs/
amiRNA) w postaci oligonukleotydu RNA o dlugosci 21-23
nukleotydéw dopasowuje sie komplementarnie (jako anty-
sens) do docelowego miRNA, przez co zahamowuje bioge-
neze miRNA onkogennego lub uniemozliwia jego wiazanie
do mRNA [70]. AMOs/amiRNA powoduja powstawanie
duplekséw miRNA lub degradacje miRNA. W technolo-
gii LNA, prowadzacej réwniez do degradacji docelowych
miRNA stosuje si¢ zmodyfikowane oligonukleotydy, w
ktérych pierscien rybozy jest ,zablokowany” przez mostek
metylenowy aczacy atom 2'-O i atom 4'-C. Wprowadzona
modyfikacja powoduje usztywnienie rybozy w konformacji
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Rycina 3. Schematyczne zestawienie przykladowych strategii inhibicji onkogen-
nych miRNA.

C3’ endo co znaczaco poprawia trwalosé powstajacych he-
terodupleksow [71,72]. Strategia MTg-AMOs wykorzystu-
je réwnoczesénie kilka rodzajow syntetycznych czasteczek
miRNA do zahamowania ekspresji r6znych miRNA jedno-
cze$nie. W modelu in vitro raka zotadka zastosowano MTg-
-AMOs, ktére hamowaly ekspresje miR-21, miR-106a i miR-
221, co skutkowato zahamowaniem proliferacji i migracji
komérek nowotworowych [73; Ryc. 3].

Gabki miRNA (ang. miRNA sponges) to transkrypty za-
wierajace miejsca nasladujace sekwencje znajdujace sie w
mRNA komplementarnym do docelowego miRNA. Zasto-
sowanie gabek miRNA umozliwia redukgje liczby wolnych
miRNA (jednego lub wielu rodzajéw) poprzez ich zwiaza-
nie do gabki. Prowadzi to do zwiekszenia ekspresji mRNA
hamowanych przez ,zatrzymane” miRNA. Przykladowo
inhibicja miR-9 (ktéra w przypadku raka piersi charaktery-
zuje si¢ nadekspresja), poprzez wykorzystanie gabek miR-
NA (nasladujacych mRNA dla kadheryny-1) spowodowata
ograniczenie przerzutowania [73,74; Ryc.3.]. Funkcjonalne
dziatanie masek miRNA opiera sie z kolei o inhibicje inte-
rakcji czasteczki miRNA ze specyficznym mRNA poprzez
kompetycyjne wigzanie wprowadzanego sztucznego miR-
NA do korica 3’ mRNA. Zwiazanie sztucznego miRNA pro-
wadzi do zahamowania ekspresji mRNA [75; Ryc.3.].

Ograniczeniem mozliwoéci wykorzystania terapeutycz-
nego czasteczek miRNA jest brak skutecznych metod do-
starczania syntetycznych miRNA np. do srodowiska guza.
Chemicznie syntetyzowane miRNA moga by¢ wprowa-
dzane do komoérek nowotworowych poprzez rézne typy
transporteréw np.: liposomy, nanonosniki, przy pomocy
odczynnikéw wspomagajacych transfekcje lub poprzez
elektroporacje [76,77]. W celu opracowania skutecznego
sposobu dostarczania syntetycznych wariantéw miRNA
nalezy skupi¢ sie na tym, aby byly one chronione przed
wczesng degradacja w krwiobiegu, docieraly bezposred-
nio do komoérek docelowych i nie wywotywaly odpowiedzi
immunologicznej [78,79]. Chemiczna modyfikacja oligonu-
kleotydow miRNA prowadzi do zwiekszonej stabilnosci ta-
kich czasteczek i zapobiega ich degradacji przez nukleazy
w krazeniu. Przyktadowo, dodanie grupy metylowej lub
metoksyetylowej do grupy 2’-OH (w rybozie) lub zamiana
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grupy 2’-OH na atom fluoru w resztach rybozy prowadzi
do zwigkszenia stabilnosci i powinowactwa wigzania anty-
-miR do docelowego miRNA, co wydtuza czas dziatania w
narzadach takich jak watroba, ptuca czy nerki [80].

Wyréznia sie tzw. lokalne oraz ogélnoustrojowe dostar-
czanie syntetycznych miRNA. Lokalny transport miRNA
polegajacy na podaniu czasteczek miRNA do guza moze
skutkowa¢ supresja genéw docelowych przy zachowaniu
obnizonej toksycznosci. Metoda ta jest bardziej skuteczna
w poréwnaniu do dostarczania syntetycznych miRNA dro-
ga ogodlnoustrojowa. Jednak miejscowy transport miRNA
ogranicza si¢ do tatwo dostepnych nowotworéw litych ta-
kich jak np. rak piersi czy szyjki macicy. Miejscowe zastoso-
wanie syntetycznego miR-145, wywolywalo efekt przeciw-
nowotworowy réwniez w mysich modelach raka okreznicy
[81]. Proby polegajace na dostarczaniu syntetycznego let-7
(let-7g) z uzyciem polimerowego noénika w mysim modelu
raka ptuc spowodowaly redukcje guza ptuc o 60-70% [82].
Badania pokazaty, iz obie drogi dostarczania (dozylna i bez-
posrednio do guza) syntetycznych wariantéow miRNA (let-
-7a) prowadzilo do zmniejszenia wielkosci guza w mysim
modelu niedrobnokomoérkowego raka ptuca [82]. Innym
przykladem testowanych metod jest podawanie donosowo
wektora lentiwirusowego z ekspresja let-7a w modelu ludz-
kiego niedrobnokomoérkowego raka ptuca, co skutkowato
zahamowaniem wzrostu guzéw pluc zaleznych od KRAS.

Wszystkie przedstawione wyzej strategie daja nadzieje
na skuteczniejsza walke z nowotworami, jednakze war-
to zwréci¢ uwage na wiazace sie z nimi watpliwosci. Po
pierwsze, badanie jednej, wybranej czasteczki miRNA jest
w wiekszosci przypadkéw niewystarczajace, gdyz zmiany
zachodzace w komérkach nowotworowych sa zalezne od
ekspresji r6znych miRNA o plejotropowym dziataniu. Po
drugie, dostarczanie in vivo sztucznych miRNA stanowi
wyzwanie i nie zaproponowano do tej pory jednej, skutecz-
nej metody ich transportu do tkanki docelowej (specyficz-
na droga dostarczania) [83]. Po trzecie watpliwosci budzi
zastosowanie nosnikéw syntetycznych miRNA, ze wzgledu
na mozliwos¢ ich degradacji w krwi i potencjalna toksycz-
nosc [84, 85, 86] oraz trwalosc skutkéw terapii.
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SUMMARY

MicroRNAs (miRNAs) are small single-stranded molecules of RNA which regulate the expression of different genes on a posttranscriptional
level through binding to mRNA. miRNA regulate a number of biological processes such as: proliferation, differentiation, angiogenesis, mi-
gration, apoptosis or oncogenesis. Many studies have proved involvement of miRNA in cancer progression from its initial stage to metastasis.
Wide range of genes regulated by miRNA in the course of the cancer disease allowed to distinguish two classes of miRNA: suppressors and
oncomirs. Monitoring the changes in expression profile of chosen miRNA could help in early identification of cancer cells and serve as a
prediction factor of the disease or treatment. Defining target genes of deregulated miRNA in cancer cells and developing methods of their se-
lective silencing is a promising therapeutic strategy. This paper presents selected studies focused on the use of miRNA as a diagnostic marker
and a potential target of modern cancer therapies.
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