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STRESZCZENIE

Egzosomy to male pecherzyki blonowe, wydzielane przez rézne typy komorek do macie-
rzy zewnatrzkomorkowej. Transportuja zar6wno bialka, jak i kwasy nukleinowe, w tym
fragmenty DNA, mRNA, mikroRNA oraz inne niekodujace RNA. Stanowia jeden z kluczo-
wych elementéw komunikacji miedzykomorkowej zachodzacej w mikrosrodowisku nowo-
tworu. Badania naukowe dowiodly, ze mikroRNA uwalniane za pomoca egzosoméw wply-
waja na migracje i inwazyjnos¢ komorek, angiogeneze czy powstawanie przerzutow. Biora
takze udzial w modulacji odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw nowotworowi.
Ponadto wykazano, ze moga by¢ rowniez potencjalnymi biomarkerami nowotworowymi.
Niniejszy artykul przegladowy stanowi podsumowanie dotychczasowej wiedzy dotyczacej
biogenezy egzosomalnych mikroRNA i ich roli w nowotworzeniu.

WPROWADZENIE

Zdolnosé¢ komoérek do komunikacji jest doé¢ powszechnym i znanym zjawi-
skiem, szczegdlnie waznym w ujeciu oddzialywan zachodzacych w mikrosro-
dowisku nowotworu. Giéwnie opiera sie na sekrecji substancji aktywnych, do
ktorych zaliczy¢ mozna: czynniki wzrostu, neuroprzekazniki czy cytokiny [1,2].
Komoérki moga komunikowac sie miedzy soba réwniez poprzez wydzielanie do
macierzy zewnatrzkomérkowej pecherzykoéw zawierajacych bialka, fragmen-
ty DNA czy rézne rodzaje RNA [1-5]. Doniesienia naukowe, licznie ukazujace
sie w ciagu ostatnich kilkunastu lat, wskazuja na znaczny i zarazem kluczowy
udziat tego rodzaju wymiany miedzykomorkowe;j.

PECHERZYKI ZEWNATRZKOMORKOWE

Zewnatrzkomoérkowe pecherzyki blonowe (EVs, ang. Extracellular Vesicles) sa
heterogenna populacja pecherzykéw, uwalnianych przez komorki zaréwno in
vivo, jak i in vitro [2,6]. Stanowiag niezwykle istotny element przekazywania infor-
magcji miedzy réznymi komoérkami, nie wymagajac ich bezposredniego kontak-
tu. Maja bardzo duze znacznie biologiczne oraz sa przedmiotem intensywnych
badan. Ponadto wyrazem tak Zywego zainteresowania $rodowiska naukowe-
go ta tematyka jest utworzenie w 2011 r. miedzynarodowego stowarzyszenia o
akronimie ISEV (ang. The International Society For Extracellular Vesicles), wydaja-
cego czasopismo , Journal of Extracellular Vesicles”.

W zaleznosci od pochodzenia, wielkosci i petnionej funkcji do EVs nalezg
[2,3]: egzosomy, mikropecherzyki i ciatka apoptotyczne - szczegélowo opisane
w tabeli 1. Kazde charakteryzuja ponadto odpowiednie markery oraz tzw. cargo,
czyli zawarte w nich biologicznie aktywne substancje, ulegajace transportowi.
W niniejszej pracy szczegélnag uwage zwrdcono na egzosomy transportujgce
miRNA, jako jeden z kluczowych elementéw komunikacji miedzykomorkowej
w biologii nowotworéw.

EGZOSOMY I ZAWARTE W NICH mikroRNA

Egzosomy po raz pierwszy zostaly zaobserwowane w latach 80-tych XX w.
w procesie roznicowania retikulocytéw, czyli niedojrzatych erytrocytow. Wyka-
zano, ze podczas ich dojrzewania receptory transferryny i inne biatka zwigzane
z blona komoérkowa sa wydzielane na drodze nieznanego wéwczas procesu w
postaci matych pecherzykéw [7-9].

Egzosomy to pecherzyki o srednicy 40-100 nm, otoczone blona skladajaca sie
gléwnie z bialek oraz lipidéw, szczegolnie bogata w tratwy lipidowe (Ryc. 1)
[10,11]. Uwalniane sa przez wiekszos¢ komoérek do macierzy zewnatrzkomor-
kowej w procesie egzocytozy, ktéry nastepuje w wyniku fuzji ciatek wielope-
cherzykowych (MVBs, ang. MultiVesicular Bodies) z blona komoérkowa [12].
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Tabela 1. Podziat EVs w zaleznosci od pochodzenia, wielkosci i petnionej funkji.

Egzosomy
Pochodzenie ciatka wielopecherzykowe
Wielkosé 40-100 nm
Funkcja komunikacja miedzykomérkowa
Marker CD9, CD63, CD81, Alix,

v TSG101, flotilina-1

biatka i kwasy nukleinowe

Cargo

(fragmenty DNA, mRNA, miRNA)
Na podstawie [1-3,6,10,84].

Mikropecherzyki

btona komoérkowa

50-1000 nm

komunikacja miedzykomérkowa

integryny, selektyny, CD40

biatka i kwasy nukleinowe
(fragmenty DNA, mRNA, miRNA)

Cialka apoptotyczne

btona komérkowa

500-2000 nm

zaprogramowana $mierc¢ komorki

aneksyna V

frakcje jadrowe, organelle komorkowe

Transportuja zar6wno bialka, jak i kwasy nukleinowe, w
tym fragmenty DNA, mRNA, miRNA oraz inne niekodu-
jace RNA [1,4,11].

MikroRNA (miRNA) to male, jednoniciowe, niekoduja-
ce czgsteczki RNA, zbudowane z 17-24 nukleotydéw. Re-
guluja ekspresje gendéw na poziomie potranskrypcyjnym
poprzez wiazanie sie z regionem 3'UTR mRNA genu doce-
lowego, powodujac zahamowanie translacji lub jego degra-
dacje [13,14]. Odgrywaja wazna role w wielu procesach bio-
logicznych, takich jak: proliferacja [15], r6znicowanie [16]
czy migracja komorek [17], apoptoza [18], angiogeneza [19]
oraz onkogeneza [20]. Ponadto sa obecne w ptynach ustro-
jowych, m. in.: w izach, moczu, $linie, mleku czy osoczu
[21]. Zewnatrzkomoérkowe miRNA moga by¢ pakowane nie
tylko do egzosoméw lub mikropecherzykéw, ale réwniez
do czasteczek lipoprotein o duzej gestosci (HDL, ang. High-
-Density Lipoprotein) [22], albo zwigzane z bialkiem Ago2 w
postaci wolnej [23].

Tetraspaniny
(CD9, CD63, CD81)

Integryny

Tratwy
lipidowe
(flotilina-1)

Tetraspaniny

(CD9, CD63, CD81) lipidowe (flotilina-1)

L 1
' 40-100 nm '

Rycina 1. Typowa struktura i zawarto$¢ egzosoméw. Pecherzyki maja érednice
40-100 nm i otoczone sa btong skladajaca sie gléwnie z bialek oraz lipidow, szcze-
golnie bogata w tratwy lipidowe. Charakteryzuja je takie komponenty p6znych
endosoméw jak: Alix, TSG101 czy powierzchniowe tetraspaniny (CD9, CD63,
CD81). Egzosomy transportuja zaréwno biatka, jak i kwasy nukleinowe, w tym
fragmenty DNA, mRNA, miRNA oraz inne niekodujace RNA; na podstawie
[1,2,4,10,11].
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Badania naukowe dowodzg, ze miRNA zawarte w egzo-
somach sa bardziej stabilne oraz mniej podatne na degrada-
¢je, niz te znajdujace sie w cytoplazmie komorek. Transpor-
towane w postaci pecherzykéw sa chronione przed szko-
dliwymi czynnikami srodowiska pozakomérkowego dzieki
barierze lipidowej. Egzosomy moga dostarcza¢ do komérek
docelowych wiele czasteczek miRNA jednoczesnie, regulu-
jac tym samym w nich liczne szlaki sygnatowe, co czyni je
niezwykle atrakcyjnym sposobem komunikacji miedzy ko-
moérkami dawcy i biorcy [1,24].

BIOGENEZA mikroRNA

Ludzkie geny kodujace miRNA zlokalizowane sa glow-
nie w obszarach miedzygenowych (68%), w tym najczesciej
w intronach (12% wszystkich genéw). Pozostate znajduja
sie¢ w egzonach genéw strukturalnych, regionach koduja-
cych IncRNA ( ang. long non-coding RNA) czy obszary nie-
ulegajace translacji (UTR, ang. UnTranslated Region). Moga
wystepowac pojedynczo, jak i w postaci klastréw, czyli
grup genéw lezacych blisko siebie [25]. Czesto mieszcza sie
w obszarach genomu szczegélnie niestabilnych w przebie-
gu transformacji nowotworowej [26].

Biogeneze miRNA mozna podzieli¢ na kilka etapéw,
ktore przedstawiono na rycinie 2. Wiekszos¢ genéw kodu-
jacych miRNA ulega transkrypcji w jadrze komérkowym z
udzialem polimerazy RNA II. Podobnie jak w przypadku
mRNA, pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA, ang. pri-
mary miRNA) posiada na koricu 5" czapeczke (cap) z 7-me-
tyloguanozyny oraz na koricu 3’ ogon poli-A. Pri-miRNA
zawiera w obrebie swojej sekwencji dwuniciowy fragment
o dtugosci 60-70 nt przyjmujacy strukture ,spinki do wio-
sow”. Rozpoznawany jest on przez bialko jadrowe DGCRS8
(ang. DiGeorge Syndrome Critical Region 8), ktére wiaze sie
z rybonukleazg Drosha - enzymem nalezacym do grupy
RNaz III. Razem tworza kompleks mikroprocesora, ktéry
umozliwia dalsza obrébke pri-miRNA do prekursorowego
miRNA (pre-miRNA, ang. precursor miRNA). Powstate pre-
-miRNA ma zakorniczenia typowe dla produktéw enzyméw
rodziny nukleazy III, czyli grupe fosforanowa na koricu 5" i
dwa niesparowane nukleotydy na koricu 3’. Pre-miRNA w
polaczeniu z eksportyna 5, jadrowym biatkiem transporto-
wym, przenoszone jest do cytoplazmy. Proces ten wymaga
obecnosci Ran-GTP [13,14].
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Rycina 2. Biogeneza mikroRNA. Geny kodujace miRNA ulegajg transkrypcji w jadrze komérkowym. Pierwot-
ny transkrypt miRNA (pri-miRNA) rozpoznawany jest przez biatkowy kompleks mikroprocesora: DGCRS i
Drosha, ktory umozliwia dalsza obrébke pri-miRNA do prekursorowego miRNA (pre-miRNA). Pre-miRNA w
polaczeniu z eksportyna 5 przenoszone jest do cytoplazmy. Proces ten wymaga obecnosci Ran-GTP. Nastepnie
przetwarzane jest przez enzym Dicer, aktywny w obecnosci TRBP lub innych biatek komérkowych. Powstaty
dupleks miRNA-miRNA* jest niemalze calkowicie komplementarna, dwuniciowa czasteczka o dlugosci ok. 22
nukleotydéw. Dojrzata ni¢ miRNA zostaje wiaczona do kompleksu RISC i rozpoznaje sekwencje 3'UTR docelo-
wego mRNA - prowadzac do zahamowania procesu translacji; na podstawie [13,14].

Regulacja translacji ‘

—

-Binding Protein), Ago2, FMRP ( ang.
Fragile X Mental Retardation Protein)
czy PACT (ang. Protein Kinase R Acti-
vating Enzyme) [27]. Powstaly dupleks
miRNA-miRNA* jest niemalze catko-
wicie komplementarng, dwuniciowa
czasteczka o dtugosci ok. 22 nukleoty-
doéw [14]. Jeszcze do niedawna uwaza-
no, ze tylko jedna z nici jest wlgczana
do kompleksu RISC ( ang. RNA Indu-
ced Silencing Complex), stad nazywano
ja wiodaca, druga za$ okreslano jako
pasazerska (oznaczajac gwiazdka).
Badania wykazaly jednak, ze ni¢ pa-
sazerska nie zawsze ulega degradacji
i obie z nich moga by¢ funkcjonalne,
stad obecnie opisuje sie je réwniez jako
3pibp [28].

Dojrzata ni¢ miRNA, wiaczona do
kompleksu RISC o aktywnosci nu-
kleazy, rozpoznaje sekwencje 3" UTR
docelowego mRNA. W przypadku
catkowitej komplementarnosci miedzy
miRNA a okreslong sekwencja mRNA,
biatko Ago2 moze odiaczaé czasteczke
mRNA, prowadzac do jej degradacji -
co najczesciej obserwuje sie w komor-

W cytoplazmie pre-miRNA przetwarzane jest przez en-
zym Dicer, ktéry réwniez nalezy do rodziny rybonukleaz
III [14]. Rozpoznaje dsRNA posiadajace dwa niesparowane
nukleotydy na koricu 3’ i stopniowo rozcina substrat, kt6-
rym jest pre-miRNA [25,27]. Dla jego prawidlowej aktyw-
nosci kluczowa moze by¢ obecnosé innych biatek komérko-
wych, takich jak: TRBP (ang. Transactivating Response RNA-

kach roélinnych. Natomiast przy niepelnej komplementar-
nosci dochodzi do zahamowania procesu translacji, a ilos¢
transkryptu pozostaje bez zmian [29]. Pojedyncze miRNA
moze by¢ komplementarne do sekwencji 3'UTR wielu r6z-
nych mRNA, a transkrypt jednego genu moze posiadac
w regionie 3'UTR kilka sekwencji rozpoznawanych przez
miRNA. Stad tak istotna jest rola czasteczek miRNA w re-
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Rycina 3. Biogeneza, wydzielanie i pobieranie egzosoméw. Na skutek wpuklenia blony komérkowej tworza
sie wezesne endosomy, ktorych blona ponownie ulegajac internalizacji tworzy ciatka wielopecherzykowe
(MVBs). Fuzja MVBs z blong komérkowa prowadzi do egzocytozy, czyli uwolnienia egzosomoéw do srodowi-
ska zewnatrzkomérkowego. Znane sg trzy mechanizmy interakcji egzosoméw z komérkami biorcy: 1) bezpo-
$rednie oddzialywanie transblonowych biatek egzosoméw z receptorami sygnalowymi obecnymi na komoér-
kach docelowych, 2) fuzja egzosoméw z blong komorki biorcy i uwolnienie ich zawartosci do cytoplazmy,
3) internalizacja egzosoméw do komorek docelowych na drodze endocytozy; na podstawie [2,6,10,30,85].
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gulacji ekspresji genéw.

SORTOWANIE mikroRNA
DO EGZOSOMOW

Biogeneza, wydzielanie i pobieranie
egzosomOw przez komorki docelowe
jest procesem $cile regulowanym przez
wiele mechanizméw. Moga one ulegac
modyfikacjom podczas réznych stanéw
patologicznych, dlatego tez wiele z tych
proceséw doglebnie zbadano w komor-
kach nowotworowych [1]. Egzosomy
powstaja najpierw na drodze zloZonego
procesu endocytozy (Ryc. 3). Na skutek
wpuklenia blony komoérkowej tworza
sie wczesne endosomy, ktérych btona
ponownie ulegajac internalizacji tworzy
ciatka wielopecherzykowe, nazywane
réwniez péznymi endosomami. Nastep-
nie, podczas egzocytozy dochodzi do
ich uwolnienia z komorki, poprzez fuzje
MVBs z btong komoérkowa, co ostatecz-
nie prowadzi do powstania egzosoméw
[2,10]. Nie spos6b pomina¢ tutaj udzia-
tu kompleksu ESCRT ( ang. Endosomal
Sorting Complex Required For Transport),
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ktoéry rozpoznaje ubikwitynowane biatka blonowe i promu-
je ich internalizacje do MVBs, a takze odpowiada za sorto-
wanie cargo. Ponadto obecno$¢ w egzosomach komponen-
téw péznych endosomoéw, takich jak: Alix, TSG101 czy po-
wierzchniowych tetraspanin potwierdza ich pochodzenie z
ciatek wielopecherzykowych [1,2,11].

Proces sortowania miRNA do egzosomdéw pozostaje
w duzej mierze nieznany. Jednak coraz wiecej dowodoéw
wskazuje na to, ze nie zachodzi przypadkowo, a czasteczki
miRNA sa pakowane selektywnie. Sposrod kilku potencijal-
nych mechanizméw najbardziej prawdopodobny Iaczy ze
soba dojrzewanie miRNA z formowaniem sie ciatek wielo-
pecherzykowych [1,24,30]. Badania naukowe opublikowa-
ne w 2009 r. potwierdzily, iz gléwne elementy kompleksu
RISC, tj. GW182 i Ago2, zlokalizowane sa w poblizu MVBs
[31,32].

Jeszcze do niedawna naukowcy nie potrafili odpowie-
dzie¢ na pytanie, czy czasteczki miRNA pakowane sa do
egzosomoéw w formie dojrzatej, czy prekursorowej. Aktu-
alnie wiele badan wskazuje na to, ze obie formy sa obecne
w egzosomach [33-38]. Villarroya-Beltri i wsp. wykazali,
ze dojrzate miRNA zawiera specyficzne motywy, rozpo-
znawane przez bialko hnRNPA2B1 ( ang. heterogeneous
nuclear RiboNucleoProtein A2B1), ktére wiazac je kontro-
luje proces sortowania [37]. Sugeruje sie, ze pakowanie
pre-miRNA do egzosoméw réwniez moze zachodzié w
sposob zalezny od jego sekwengji [24]. W 2014 r. ukaza-
ta sie bardzo interesujaca praca, w ktérej udowodniono,
ze egzosomy pochodzace z komorek raka piersi zawieraja
pre-miRNA wraz z gtéwnymi biatkami kompleksu RISC,
takimi jak: Dicer, Ago2 czy TRBP. Wykazano réwniez, ze
dochodzi w nich do niezaleznego od komoérek przetwarza-
nia pre-miRNA w dojrzale miRNA. Takiej zdolnosci nie
przejawialy egzosomy pochodzace od prawidiowych ko-
morek kontrolnych [38].

POBIERANIE EGZOSOMOW PRZEZ
KOMORKI DOCELOWE

W literaturze opisywane sa trzy mechanizmy interakcji
egzosomow z komoérkami biorcy (Ryc. 3), polegajace na [30]:

- bezposrednim oddziatywaniu transblonowych bialek eg-
zosomoéw z receptorami sygnalowymi obecnymi na ko-
moérkach docelowych [39],

- fuzji egzosomoéw z btong komérki biorcy i uwolnieniu ich
zawartosci do cytoplazmy [40],

- internalizacji egzosoméw do komoérek docelowych na
drodze endocytozy [40,41].

Egzosomy charakteryzuja sie wysoka selektywnoscia wo-
bec komérek docelowych, zaréwno in vivo, jak i in vitro. W
procesie wiazania ich do powierzchni komérki posrednicza
biatka adhezyjne zaangazowane w komunikacje miedzyko-
morkows, takie jak integryny czy ICAM ( ang. IntraCellular
Adhesion Molecule). Internalizacja egzosoméw, w zaleznosci
od komoérek docelowych, moze odbywac sie poprzez endo-
cytoze zalezna od klatryny czy z udziatem kaweoli, pinocy-
toze lub fagocytoze [24,40]. Interesujacy jest opisywany w
literaturze mechanizm transcytozy pobranych egzosomoéw,
polegajacy na ich transporcie przez cytoplazme z jednego
bieguna komoérki na drugi, celem przekazania komoérkom
sasiadujacym [30].

FUNKCJE EGZOSOMALNYCH
mikroRNA W NOWOTWORACH

Ostatnie badania naukowe dowodzg, ze egzosomy od-
grywaja kluczowa role w modulacji odpowiedzi immunolo-
gicznej skierowanej przeciw nowotworom [42-46]. Ponadto
indukuja angiogeneze [47] oraz wplywaja na inwazyjnoscé
komorek i powstawanie przerzutéw [48,49].

Od czasu, gdy w 2007 r. Valdi i wsp. opisali nowy mecha-
nizm przekazywania miRNA miedzy komérkami za pomoca
egzosomow [4], opublikowano wiele podobnych doniesieri
poswieconych nowotworom. Egzosomalne miRNA uwalnia-
ne przez komérki nowotworowe moga by¢ pobierane zaréw-
no przez sasiadujace komorki, jak réwniez te znajdujace sie
w znacznej odleglosci. Wydaje sie to szczegdlnie istotne nie
tylko w procesie kancerogenezy, ale takze podczas progresji
choroby, gdy transport miRNA odbywa sie do komérek zlo-
kalizowanych w odleglych narzadach [1].

Réznorodnoséé genéw regulowanych przez miRNA na

lekoopornos¢

Fibroblasty ’
/ proliferacia
(miR-21)
o0
o 00 o

poziomie potranskrypcyjnym
sprawia, ze w zaleznosci od ro-
dzaju choroby nowotworowej,
czasteczki te moga zachowywac
si¢ zaréwno jako onkogeny, jak i
supresory nowotworowe. W litera-

Komoérki uktadu
odporno$ciowego

000 modulacla : 5 & s

wydzielanie supresorowych mikroRNA 00 Ooo odpowiedzi immunologicznej tu.rze anglo]ezyczne] OkreSIa Sl.e ]e
(let-7, miR-23b, miR-224, miR-921) o O o °° (MiR-21, miR-29) mianem oncomiRs [20,50,51]. Wiek-
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kancerogenna, z uwagi na obnizo-
ny poziom ekspresji genéw supre-
sorowych miRNA w wielu typach
nowotworéw, jak i w nowotworo-
wych komoérkach macierzystych
[24]. Wykazano, ze sa one ponadto
odpowiedzialne za procesy zapal-
ne sprzyjajace rozwojowi raka i le-

Komérki endotelialne
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koopornosci komorek. Niewatpliwie jest to przyczyna tak
duzego zainteresowania egzosomalnym miRNA w kontek-
Scie poszukiwania nowych biomarkeréw diagnostycznych
i strategii terapii przeciwnowotworowych [50]. Na rycinie
4 schematycznie przedstawiono wplyw wybranych miRNA
uwalnianych na drodze egzocytozy na rézne aspekty kan-
cerogenezy.

MODULACJA ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE]

Rozwazajac wplyw egzosomalnych miRNA na modu-
lacje przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej
warto na wstepie zauwazy¢, ze w wielu typach nowotwo-
ré6w obserwuje sie nadekspresje genu kodujacego miR-9,
ktéry hamuje synteze biatek nalezacych do MHC klasy I
(ang. Major Histocompatibility Complex). W ten sposéb unie-
mozliwia komérkom ukiadu odpornosciowego rozpozna-
wanie komérek nowotworowych [52]. Ponadto wykazano,
ze miR-222 i miR-339 potranskrypcyjnie obnizaja ekspresje
genu kodujgcego powierzchniowe biatko adhezyjne ICAM-
1, promujac opornoé¢ komoérek nowotworowych wobec
limfocytéw T cytotoksycznych [53].

W 2011 r. Yang i wsp. opisali wplyw makrofagéw ak-
tywowanych interleuking 4 na inwazyjnos¢ komoérek raka
piersi linii: SKBR3 i MDA-MB-231, w wyniku uwalniania
onkogennego miR-223 [54]. Interesujacy jest réwniez przy-
klad egzosomalnych miR-21 i miR-29, ktére oprécz kla-
sycznej roli regulowania ekspresji genéw pelnig funkcje
ligandéw. Wiaza sie one do receptoréw TLR (ang. Toll-Like
Receptor) obecnych na komorkach ukladu odpornosciowe-
go, aktywujac czynnik transkrypcyjny NF-xB (ang. Nuclear
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) oraz sty-
mulujac je do wydzielania cytokin prozapalnych - co osta-
tecznie moze prowadzi¢ do wzrostu guza i powstawania
przerzutéw [55].

ANGIOGENEZA

Wplyw egzosomoéw na angiogeneze, niezbedna w pro-
cesie powstawania przerzutéw, jest szeroko opisywany w
literaturze. Przyktadem moga tu by¢ egzosomy uwalnia-
ne przez nowotworowe komorki macierzyste raka nerki
CD105%, bogate w miRNA, ktére modyfikuja mikrosro-
dowisko nowotworu - tym samym biorac udziat w two-
rzeniu sie naczyn krwionoénych [47]. Zbadano réwniez
wplyw egzosomalnych miRNA uwalnianych przez linie
komoérkowa przewleklej biataczki szpikowej K-562 na ko-
morki endotelialne HUVEC. W pracy wykazano, ze miR-
NA klastra miR-17-92, a w szczeg6Inoséci miR-92a, znacz-
nie hamuje synteze integryny a5 w komérkach srédbtonka
- nie wplywajac na ich wzrost, a zwiekszajac migracje i
formowanie sie polaczern miedzykomoérkowych [56]. Zna-
ny jest ponadto egzosomalny, angiogenny miR-210, ktére-
go szczegoblnie wysoki poziom wykrywa sie w surowicy
pacjentéw chorujacych na ztosliwego raka piersi [57].

MODYFIKACJA MIKROSRODOWISKA

Bardzo dobrze scharakteryzowanym w nowotworach
miRNA jest miR-21, ktérego nadekspresje obserwuje sie
w guzach litych [58]. Identyfikowany jest rowniez w eg-
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zosomach izolowanych z osocza pacjentéw cierpiacych na
rézne typy nowotwordw, takie jak: rak jajnika, pluc, jelita
grubego czy trzustki. Ponadto jego obecnos¢ jest dodatnio
skorelowana z progresja choroby [59-62]. Badania naukowe
potwierdzily, ze zwiekszony poziom ekspresji genu kodu-
jacego miR-21 promuje proliferacje, migracje i wzmozona
inwazje komérek nowotworowych [63].

Jak wspomniano wczeéniej, egzosomalne miRNA biora
réwniez udzial w powstawaniu przerzutéw, gtéwnie dzieki
przemodelowaniu komoérek mikrosrodowiska nowotwo-
ru. Wykazano, ze miR-105 uwalniany poprzez egzosomy z
linii komérkowych raka piersi: MCF-10A i MDA-MB-231,
obniza ekspresje genu ZO-1 (kodujacego biatko znane pod
anglojezyczna nazwaq Tight Junction Protein-1) w komoérkach
srédblonka - regulujac ich migracje. Prowadzi to do zwiek-
szenia przepuszczalnosci naczyr krwionoénych, a tym sa-
mym powstawania przerzutéw do ptuc i mézgu [64].

W literaturze opisywany jest bardzo ciekawy przypa-
dek egzocytozy supresorowych miRNA z rodziny let-7
komérki linii AZ-P7a, pochodzacej z przerzutéw nowo-
tworu zotadka. Czasteczki te odpowiadaja za regulacje
ekspresji protoonkogendéw, takich jak: RAS i HMGA2.
W zwiazku z tym autorzy zasugerowali, Ze mechanizm
wydzielania ich do $rodowiska zewnatrzkomérkowego
pozwala utrzymaé komérkom nowotworowym inwa-
zyjny potencjal [65]. Podobna regulacje wykazywaty
komorki przerzutowe raka pecherza wydzielajace: miR-
-23b, miR-224 czy miR-921, powigzane z hamowaniem
inwazji i angiogenezy [66].

EGZOSOMALNE mikroRNA JAKO
BIOMARKERY NOWOTWOROWE

Egzosomalne miRNA sa obecne w ptynach ustrojowych
pacjentow chorujacych na rézne typy nowotworéw, takie
jak: rak ptuc [67-70], zoladka [71], piersi [72,73], prostaty
[74-76], jajnika [77], szyjki macicy [78] czy glejaka ztosliwego
[79]. Wykazano, ze profil wydzielania tych czasteczek réz-
ni sie zaréwno ilosciowo, jak i jakosciowo w poréwnaniu z
osobami zdrowymi. Wiele wskazuje na to, ze egzosomalne
miRNA moga by¢ potencjalnymi biomarkerami - umozli-
wiajgcymi nie tylko wczesne diagnozowanie nowotworéw,
ale réwniez monitorowanie progresji choroby czy reakcji
organizmu na leczenie [80-83].

Przykladem moze by¢ praca autorstwa Ogata-Kawata
i wsp., ktérzy w 2014 r. opublikowali krétka liste egzo-
somalnych miRNA, wyizolowanych z surowicy pacjen-
tow chorujacych na raka jelita grubego, ktére moga by¢
stosowane jako biomarkery diagnostyczne. Nalezaly do
nich m.in.: let-7a, miR-1229, miR-1246, miR-150, miR-21,
miR-223, miR-23a. Autorzy wykazali znacznie wyzszy
poziom tych czasteczek u pacjentéw, nawet we wczesnej
fazie nowotworu, w poréwnaniu do oséb zdrowych.
Ponadto zaobserwowali, ze maleje on po chirurgicznej
resekcji guza [61]. W tabeli 2 przedstawiono zestawie-
nie przykladowych egzosomalnych miRNA, ktére moga
by¢ wykorzystywane w diagnostyce, jako biomarkery
nowotworowe.
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Tabela 2. Przyklady egzosomalnych mikroRNA, kt6ére moga by¢ wykorzystywane jako biomarkery nowotworowe.

Typ nowotworu

Egzosomalne mikroRNA

Rodzaj probki R

Rak jelita grubego
Gruczolakorak ptuc

Ptaskonabtonkowy rak ptuc

let-7a, miR-21, miR-23a, miR-150, miR-223, miR-1229, miR-1246

miR-17-3, miR-21, miR-146, miR-155, miR-191, miR-203, miR-205, miR-214

miR-19a, miR-19b, miR-20a, miR-30b, miR-205

od pagcjenta

surowica [61]

krew obwodowa  [67]

miR-17, miR-30a-3p, miR-100, miR-139-5p, miR-151a-5p, miR-154-3p,

Gruczolakorak ptuc

miR-190b, miR-200b-5p, miR-376a-5p,

miR-378a, miR-379, miR-502-5p, miR-629, miR-1974

Rak zotadka miR-214, miR-221, miR-222

Rak piersi miR-105, miR-373

Rak piersi miR-21, miR-1246

Rak prostaty miR-107, miR-141, miR-375, miR-574-3p

Rak jajnika m%R-Zl, miR7141, miRTZOOa, miR—ZOOb,
miR-200c, miR-203, miR-205, miR-214

Rak szyjki macicy miR-21, miR-146a

Rak piersi miR-200a, miR-200c, miR-205

Rak prostaty miR-141

Plaskonablonkowy rak przelyku miR-21

Niedrobnokomérkowy rak pluc  let-7f, miR-20b, miR-30e

0socze [69]
osocze [70]
tkanka [71]
surowica [72]
osocze [73]
surowica, mocz [75]
surowica [77]

tkanka (ptukanie) [78]

surowica [86]
surowica [87]
surowica [88]
0socze [89]

PODSUMOWANIE

Poznanie zasad komunikacji miedzykomoérkowej jest
podstawa do zrozumienia wielu proceséw zachodzacych
w organizmie, zaréwno fizjologicznych, jak i patologicz-
nych - nierzadko prowadzacych do stanéw zapalnych, i
w konsekwengcji choréb nowotworowych. Komérki moga
komunikowa¢ si¢ miedzy soba nie tylko na drodze sekrecji
substancji aktywnych, ale réwniez poprzez wydzielanie do
macierzy zewnatrzkomérkowej pecherzykéw blonowych,
do ktérych zaliczy¢ mozna egzosomy. Moga one transpor-
towac zaréwno biatka, jak i kwasy nukleinowe, w tym frag-
menty DNA, mRNA, miRNA oraz inne niekodujace RNA.
Od czasu, gdy egzosomy po raz pierwszy zostaly zidenty-
fikowane w latach 80-tych ubieglego wieku, sa przedmio-
tem zainteresowania naukowcéw na calym Swiecie, szcze-
goblnie w ciagu ostatnich kilku lat. Coraz wiecej dowodéw
wskazuje bowiem na to, Ze miRNA uwalniane za pomoca
egzosomoOw, pelnig kluczowq role w komunikacji miedzy-
komoérkowej zachodzacej w mikrosrodowisku nowotworu.
Wplywaja na migracje i inwazyjnos¢ komorek, angioge-
neze, powstawanie przerzutéw czy lekoopornosé, a takze
biora udzial w modulacji odpowiedzi immunologicznej
skierowanej przeciw nowotworowi. Ponadto ze wzgledu
na obecnos$¢ w plynach ustrojowych pacjentéw moga by¢
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réwniez potencjalnymi biomarkerami diagnostycznymi czy
prognostycznymi. Niewatpliwie egzosomalne miRNA sta-
nowia obecnie punkt odniesienia w poszukiwaniu nowych
strategii terapii przeciwnowotworowych.
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ABSTRACT

Exosomes are small membrane vesicles released by several types of cells into the extracellular matrix. They contain both, proteins and nucleic
acids, including DNA fragments, mRNAs, microRNAs, and other non-coding RNAs, that can be transported to the recipient cells. They are
one of the key elements of intercellular communication that occurs in the tumor microenvironment. Recently studies have shown that exoso-
mal microRNAs are involved in the regulation of cell migration and invasiveness, angiogenesis, metastasis, and the modulation of immune
response against cancer. Moreover, exosomal microRNAs could be also potential cancer biomarkers. This review summarizes the current
knowledge about biogenesis of exosomal microRNAs and their role in the tumorigenesis.
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