Rola miRNA w patogenezie, diagnostyce i spersonalizowanej

terapii glejaka wielopostaciowego

STRESZCZENIE

lejaki wielopostaciowe (GBM - ang. glioblastoma multiforme) to zlosliwe i inwazyjne

guzy moézgu charakteryzujace sie wysoka $miertelnoscia i nawrotami. Ich silna hetero-
gennos¢, aktywnos¢ mitotyczna, proliferacja mikronaczyniowa i ogniska martwicy indukuja
opornos¢ terapeutyczng, ktéra powoduje, ze 5-letnie przezycie u pacjentow ze zdiagnozowa-
nym glejakiem wynosi zaledwie 5%. Konieczna jest zatem identyfikacja nowych celéw dla
poprawy rokowania, lepszego prognozowania i monitorowania efektéw leczenia. Sugeruje
si¢, ze mozliwymi kandydatami do roli biomarkeréw klinicznych u pacjentéw z glejakiem
moga byé miRNA - mate jednoniciowe, niekodujace RNA skladajace sie z 20-22 nukleotydow,
ktore uczestnicza w potranslacyjnej regulacji ekspresji genéw poprzez procesy interferencji
RNA. Uwaza sie, ze ze wzgledu na mozliwos¢ kontroli proceséw biologicznych lezacych u
podstaw rozwoju GBM, miRNA moga pomdc w projektowaniu lekow dla spersonalizowanej
terapii glejaka. Cho¢ zastosowanie miRNA jako narzedzi diagnostycznych, prognostycznych
i terapeutycznych ma duzy potencjal i wydaje si¢ by¢ obiecujace, sporo jest jeszcze w tym
temacie niespéjnosci metodologicznych. Wymagaja one dalszych badan aby umozliwi¢ stan-
daryzacje pomiaréw, walidacje oraz eliminacje nieprzewidzianych dzialan niepozadanych.
W niniejszym artykule przedstawiono najnowsze spojrzenie na role miRNA w patogenezie i
diagnostyce GBM oraz jako potencjalnego celu terapeutycznego.

WPROWADZENIE

Glejaki sa zlosliwymi nowotworami ukfadu nerwowego powstajacymi z ko-
morek glejowych: astrocytéw, oligodendrocytéw, ependymocytéw i stanowia
80% wszystkich guzéw moézgu. Z uwagi na typ komoérek budujacych mase guza,
glejaki dzieli sie na: gwiazdziaki (astrocytomy), skapodrzewiaki (oligodendro-
gliomy), wyscidtczaki (ependynomy), rdzeniaki (medulloblastoma) i glejaki
wielopostaciowe [1]. Pod wzgledem zmian na poziomie molekularnym podziat
uwzglednia podtyp: klasyczny, mezenchymalny, neuralny i proneuronalny [2].
Wedlug klasyfikacji z 2021 roku glejaki dzieli sie na ograniczone i rozlane oraz
glejaki dzieci i dorostych [3]. 50% wszystkich typow glejakéw stanowia glejaki
o najwyzszym (IV wedlug WHO) stopniu ztosliwosci, cechujace si¢ niepomysl-
nym rokowaniem i brakiem mozliwosci leczenia radykalnego [4]. Przyczyny
powstawania tych guzéw nie zostaly w pelni poznane, dlatego wciaz trwaja ba-
dania nad lepszym poznaniem biologii tych nowotworéw, co moze przyczyni¢
sie do obnizenia zachorowalnosci i $miertelnosci w tej grupie pacjentow.

Cho¢ terapia GBM wymaga podejscia multidyscyplinarnego, obowiazujace
schematy lecznicze nie ulegly zmianom od 20 lat, kiedy to pojawita sie publika-
cja zawierajaca protokoét Stuppa, proponujacy maksymalng, ale bezpieczna neu-
rologicznie resekcje chirurgiczna, a nastepnie skojarzona radio-chemioterapie
z uzyciem Temozolomidu (TMZ, leku alkilujacego) [5]. Pomimo agresywnosci
leczenia, GBM cechuje sie wysokim wskaznikiem nawrotéw, ciezkim przebie-
giem i niewielka r6znicq w czasie przezycia miedzy pacjentami leczonymi a nie-
leczonymi. Oczekuje sie zatem nowych rozwiagzan terapeutycznych oraz metod
wspomagajacych leczenie podstawowe [6].

Inwazyjny wzrost glejakéw w glab parenchymy moézgu, naciekanie struktur
mozgowia, progresja ztosliwosci w kolejnych nawrotach, hipoksja i silna hetero-
gennos¢ ksztaltuja zlodliwy fenotyp guza, a zarazem zloZzony problem rzutujacy
na trudnosci w opracowaniu nowych substancji leczniczych [7]. Poniewaz dtu-
gos¢ zycia pacjentow z GBM zalezy od miejscowej kontroli progres;ji choroby i
w efekcie zapobieganiu/spowolnieniu wznowy, istotnym punktem terapii jest
proces diagnostyczny. Obecnie diagnostyka tych guzéw mézgu opiera sie na hi-
stopatologicznej ocenie biopsji, rezonansie magnetycznym (MRI), pozytonowej
tomografii emisyjnej ze znakowanymi aminokwasami oraz elektroencefalogra-
fii (jedli guz zostaje wykryty przypadkowo w trakcie poszukiwania przyczyny
padaczki) [8]. Z tego powodu promuje sie dzi§ poszukiwanie nowych metod
diagnostycznych i biomarkeréw opartych na analizie ptynéw biologicznych
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(dokonywanych w dowolnym momencie terapii) w celu
szybkiej oceny umozliwiajacej natychmiastowe wdrozenie
okresdlonych procedur medycznych [9].

Zgodnie z definicjp WHO, biomarkery to substancje
umozliwiajace jednoznaczny pomiar zmian w organizmie
w celu zdiagnozowania lub réznicowania jednostki cho-
robowej przez swoja obecnos¢ lub specyficzne stezenie, na
ktére nie maja wptywu metody badawcze, odczynniki czy
materialy stosowane do ich pomiaru. Uwaza sie, ze taka
role u pacjentéw z GBM moglyby pelni¢ miRNA [10].

BIOGENEZA miRNA

Przyznanie w 2024 roku Nagrody Nobla za przelomowe
odkrycie (w 1993 roku) miRNA przez Victora Ambrosa i
Gary’ego Ruvkun’a otworzylo nowe drzwi do badan w za-
kresie regulacji genéw, lepszego zrozumienia choréb nowo-
tworowych, projektowania nowych lekéw i opracowania
terapii ,,szytych na miare” [11].

miRNA to klasa matych, jednoniciowych, niekodujacych,
endogennych RNA kontrolujgcych ekspresje okoto 50% ge-
néw czlowieka [12] i charakteryzujacych sie specyficznoscia
narzadowaq. Okazuje sig, ze pojedyncza czasteczka miRNA
moze réwnoczeénie kontrolowaé ekspresje setek genow,
dlatego okre$lane sg one mianem ,wielkich-matych dyry-
gentow orkiestry molekularnej” [13]. miRNA pochodza z
pierwotnych transkryptéw (pre-miRNA), ktére sg trans-
krybowane z genomu przez polimeraze RNA II. Nastep-
nie, w jadrze komoérkowym, pre-miRNA sa modyfikowane
i eksportowane do cytoplazmy. Aby zakoriczy¢ proces
biogenezy miRNA, w cytoplazmie pre-miRNA sa ciete i
rozdzielane na dwie nici o diugosci 19-23 nukleotydéw.
Nici te tworza dupleks, w ktérym ni¢ antysensowna jest wig-

Glejak wielopostaciowy
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Rycina 1. Podwdjna rola miRNA w glejaku.
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czana do kompleksu RISC (tworzgc kompleks wyciszajacy
indukowany miRNA, miRISC), podczas gdy ni¢ sensowna
ulega degradacji. Komplementarne przylaczenie komplek-
su miRISC do specyficznego mRNA w niekodujacym regio-
nie 3 mRNA moze prowadzi¢ do degradacji mRNA przy
wysokim stopniu komplementarnosci lub do zahamowania
ekspresji przy komplementarnosci czeéciowej [14].

POCHODZENIE KRAZACYCH miRNA

Istnieje kilka teorii wyjasniajacych pochodzenie miRNA
w krazeniu.

Pierwsza hipoteza sugeruje, ze mikroczasteczki RNA za-
warte we krwi moga pochodzi¢ z rozpadu komorek, ktére
wczedniej ulegly apoptozie lub nekrozie w wyniku nagtych
zmian patologicznych obejmujacych dana tkanke lub na-
rzad. Komoérki wchodzace w sktad obszaru objetego np.
niedokrwieniem, zapaleniem lub sa uszkodzone lekami -
umieraja, a nastepnie zostaja zdegradowane, co skutkuje
bierng sekrecjq ich zawartosci do krwi obwodowej.

Druga hipoteza opiera si¢ na twierdzeniu, ze miRNA
w stanie wolnym zostaja uwolnione z komoérek w sposéb
aktywny w odpowiedzi na rézne bodzce pochodzenia we-
wnetrznego i/lub zewnetrznego.

Ostatnia z teorii zaklada natomiast, ze miRNA zamkniete
w struktury otoczone blona komoérkowa zostaja selektyw-
nie wydzielone w wyniku mechanizmu aktywnego stero-
wanego przez komorke.

miRNA moga zosta¢ upakowane w trzy rézne formy
transportujace, ktérymi sa: mikropecherzyki, cialka apop-
totyczne i (najczesciej) egzosomy. Duza czes¢ miRNA kra-
zy réwniez w postaci ,wolnej”, zwiazanej z bialkami, np. z
rodziny Argonaute (AGO) lub zwiazanej z lipoproteinami,
np. HDL [15].

OGOLNE ZNACZENIE miRNA JAKO
BIOMARKEROW DLA TERAPII GLEJAKA I ICH
PRZEWAGA NAD INNYMI BIOMARKERAMI

Uwaza sie, ze u okolo potowy loci miRNA wystepuja
zmiany w regionach genetycznie niestabilnych w komor-
kach nowotworowych o charakterze delecji, translokacj,
amplifikacji, epigenetycznego wyciszania genéw, defektow
w przebiegu biogenezy czy tez rozregulowania czynnikéw
transkrypcyjnych. U podloza tych zaburzen lezy lokali-
zacja kodujacych je genéw. Czesto sa one umieszczone w
regionach niestabilnych genetycznie, miejscach kruchych
lub zwigzanych z rozwojem nowotworu (ang. cancer asso-
ciated genomic regions, CA-GRs) [16]. Poniewaz miRNA sa
zaangazowane w regulacje podstawowych cech ztosliwosci
nowotworéw (w tym glejakéw), tj. proliferacje, migracje,
cykl komoérkowy, réznicowanie komorek macierzystych
i angiogeneze, coraz wiecej dowodoéw wskazuje na udziat
miRNA w powstawaniu i rozwdj tych guzéw [17].

miRNA moga pelni¢ przeciwstawne role jako supresory
nowotworéw i onkogeny (oncomiR). Co wiecej, sygnali-
zacja promujgca oporno$¢ na chemioterapie w glejaku jest
réwniez wyzwalana przez zmiane onkogennych miRNA i
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zmniejszenie ekspresji miRNA hamujacych rozwéj nowo-
tworu (Ryc. 1) [18].

Ocena ekspresji sygnatury miRNA moze by¢ zatem na-
rzedziem diagnostycznym do okreslenia stadium choroby,
rokowar i odpowiedzi na terapie. Ponadto, charakterystyka
statusu ekspresji miRNA moze stuzy¢ jako pomoc w odréz-
nieniu GBM od innych proceséw patologicznych (glejak
niskiego stopnia, pierwotny chioniak osrodkowego ukladu
nerwowego, ropient mozgu), odréznieniu progresji guza od
zmian zwiazanych z leczeniem (pseudoprogresja), stanowic
informacje o dostosowaniu leczenia w zaleznosci od profilu
miRNA, a w przysztosci by¢ celem terapeutycznym o zna-
czeniu klinicznym [19]. Dodatkowo, w zwiazku z brakiem
na dzien dzisiejszy badan przesiewowych w kierunku gu-
z6w moézgu, lepsze poznanie znaczenia sygnatury ekspre-
sji miRNA mogloby zaspokoi¢ potrzebe opracowania mniej
inwazyjnych metod dla wczesnego wykrycia tego typu
zmian. Takie wczesne biomarkery moga by¢ réwniez wy-
korzystane do przewidywania rozwoju glejaka na wiele lat
przed zauwazeniem objawéw u os6b z nerwiakowldknia-
kowatowoscia lub zespotem Li-Fraumeni, ktére s zagrozo-
ne rozwojem guza.

Koncepcja wykorzystania krwi lub innych ptynéw ustro-
jowych ($lina, mocz, ptyn mézgowo-rdzeniowy) do badan
przesiewowych wielu rodzajéw nowotworéw, w tym gle-
jaka, niesie ze soba ogromny potencjal. Guzy uwalniaja do
krwioobiegu i innych ptynéw ustrojowych rézne skladniki
w tym: pozakomoérkowe kwasy nukleinowe takie jak miR-
NA, krazace DNA (ctDNA), krazace komoérki guza (CTC),
biatka, pecherzyki zewnatrzkomérkowe, egzosomy i meta-
bolity. Czynniki te przenikaja bariere krew-moézg, co stwa-
rza mozliwo$¢ minimalnie inwazyjnego monitorowania
GBM i oceny w czasie rzeczywistym zmian genetycznych,
epigenetycznych, transkryptomowych, proteomicznych i
metabolicznych [20].

OGRANICZENIA POTENCJALNYCH
BIOMARKEROW DLA TERAPII GLEJAKA

Nie wszystkie substancje, pomimo obiecujacych danych,
moga pelnic role biomarkeréw klinicznych, z uwagi na ich
niestabilno$é. Wigkszosé potencjalnych krazacych biomar-
keréw ma krétki okres péttrwania we krwi, pomimo, ze nie-
ktére z nich sa chronione w pecherzykach zewnatrzkomor-
kowych (EV), co chroni je przed degradacja. Na przyklad
ctDNA maja krotki okres péltrwania we krwi wynoszacy
od 16 min do 2,5 godz. uwalniany gtéwnie przez komoérki
ulegajace martwicy lub apoptozie. Podobnie, cytokiny, pep-
tydy i inne bialka majg zazwyczaj okres péltrwania krétszy
niz 1 godz. we krwi. CTC takze wykazuja krétki okres pét-
trwania, wynoszacy od 1 do 30 minut w wiekszosci tkanek
[21]. miRNA natomiast ma dtuzszy okres poéttrwania, wyno-
szacy okoto 16 godz., podczas gdy okres péttrwania miRNA
we krwi jest najdtuzszy i wynosi okoto 20 godz. Chociaz
zmienno$¢ poziomoéw ekspresji miRNA w trakcie przebiegu
choroby, w tym przed i po leczeniu lub w momencie nawro-
tu, dostarcza cennych informacji na temat leczenia GBM,
lepsze zrozumienie mechanizméw lezacych u podstaw dys-
regulacji miRNA w patogenezie GBM moze stworzy¢ obie-
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cujace mozliwosci opracowania terapii celowanych i poko-
nania opornosci na leczenie [22].

PROFILOWANIE SYGNATUR miRNA

Z uwagi na fakt, ze zmiany w ekspresji miRNA moga
dostarcza¢ cennych informacji na temat dalszego leczenia
GBM, wiele badan ostatnich lat koncentruje si¢ na mapo-
waniu profilu i funkcji miRNA w tych guzach. Dostepne
dane pokazujg, ze sposréd 2,5 tys. miRNA wystepujacych
w komérkach ludzkich, okoto 70% ulega ekspresji w oérod-
kowym ukladzie nerwowym (ekspresje miR-9, miR-124a,
miR-124b i miR-135 wykazano wylacznie w komorkach
nerwowych, a miR-23 wylacznie w astrocytach) [23]. Wia-
domo takze, ze w glejaku, 256 miRNA ulega nadekspresiji,
a 95 miRNA wykazuje ekspresje obnizong. Wykazano m.in.
zwigkszona ekspresje: miR-21, miR-10b, miR-15b, miR-16,
miR-25, miR-92b, miR-93,miR-106, miR-155, miR-210, miR-
17-5p, miR-106, miR-148a, miR-196b oraz zmniejszona eks-
presje miR132, miR-218, miR-124, miR-128a, miR-323, miR-
128, miR-7, miR-181b, miR-221,miR-222, miR-31, miR-138,
miR-181, miR-379 w komérkach GBM poréwnywanych ze
zdrowa tkanka mézgowa [24].

Ponadto, specyficzne miRNA moga by¢ skorelowane z
réznymi etapami rozwoju guza. Badanie profili ekspres;ji
miRNA glejakow, ktore ulegly progresji ze stopnia II do
IV wskazaly bowiem na udzial dwunastu miRNA (nade-
kspresja: miR-9, miR-16, miR-17, miR-19a, miR-20a, miR-
21, miR-25, miR-28, mi-130b, mi-130b, miR-140 i miR-210)
oraz dwoch miRNA o ekspresji obnizonej (miR-184 and
miR-328) [25].

Inne badania wykazaly z kolei zaangazowanie zmian
ekspresji miRNA dla poszczegélnych stadiéw choroby t.:
nadekspresje miR-182 i obnizong ekspresje miR-137 w za-
awansowanym stadium choroby [26]. Poniewaz dane te
zostaly zebrane z materialu pochodzacego z biopsji guzéw,
pojawiaja sie obawy, ze miRNA moga jednak nie by¢ do-
brymi biomarkerami, poniewaz mézg ma niewielki wptyw
na stezenie miRNA we krwi w poréwnaniu z innymi narzg-
dami, a takze dlatego, ze réznice w liczbie komoérek krwi
moga wyrazniej wplywaé na zmiennoé¢ w krazacych pro-
filach miRNA [27].

Inne badania przeprowadzone na prébkach krwi pobra-
nych od pacjentéw z glejakiem pokazaly z kolei podwyz-
szong ekspresje miR-21, miR-222 i miR-182 w poréwnaniu
do zdrowych osob. Sugeruje sie zatem, ze miR-21 i miR-222
moga by¢ uzywane jako marker do rozrézniania guzéw
glejowych od innych guzéw wewnatrzczaszkowych oraz
moga petnié role markeréw prognostycznych. Stwierdzono
bowiem, Ze ekspresja miR-21 byla znacznie podwyzszona
na kilka lat przed wystapieniem objawéw glejaka u pacjen-
tow [28].
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PANELE miRNA

Cho¢ wiele badanit w przedklinicznych modelach ekspe-
rymentalnych analizowalo do tej pory w wiekszosci profi-
le ekspresji pojedynczych miRNA, (-21/128/296/10b/34a)
obecnie wigksza uwage jako potencjalnych biomarkeréw w
diagnostyce i terapii glejaka zwraca si¢ na panele miRNA,
przede wszystkim w materiale klinicznym [29]. Sugeruje sie
dzi$, ze analizowanie jednej, wybranej czasteczki miRNA
jest niewystarczajace, poniewaz zmiany zachodzace w ko-
moérkach nowotworowych sa zalezne od ekspresji réznych
miRNA o dziataniu plejotropowym. Udowodniono, ze po-
taczenie kilku miRNA zwigksza doktadnosé¢ potencjalnych
markeréw w poréwnaniu do markeréw pojedynczych [30].
Dotychczasowe eksperymenty wykazaty, ze male panele
miRNA, w ktérych badano stezenie dwéch lub trzech miR-
NA, moga rozrézniaé¢ pacjentéw z glejakiem od os6b zdro-
wych (panel 3 diagnostycznych miRNA: miR-223, miR-23a
oraz miR-21) oraz okreéla¢ czuloé¢ w zakresie 70%. Korzy-
stajac z panelu dziewieciu miRNA jako markeréw diagno-
stycznych mozna odrézni¢ pacjentéw z glejakiem od zdro-
wych o0s6b z doktadnoscia wynoszaca 99,8% [31].

Na podstawie dotychczasowych wynikéw su-
geruje sie, ze panele miRNA: (93,590/3p,/454), (124/21),
(9/92), (124/219/5p), (15b/5p/16/5p), (19a/9p), (20a/5p),
(105a/5p), (130/3p), (181b/5p), (208a/3p) sa kandydatami
do dalszych badan [32]. Czasteczki te bowiem wykazuja
potencjal terapeutyczny i moga by¢ w przysztosci wykorzy-
stywane zaréwno jako nowoczesne narzedzie diagnostycz-
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awansowanych  metod
wykrywania. Mimo to, panele miRNA sa gléwnym przed-
miotem zaawansowanych badan klinicznych i meta-analiz
dazacych do szerokiego wprowadzenia do praktyki onko-
logicznej [33].

ZNACZENIE miRNA W MECHANIZMACH
APOPTOZY I OPORNOSCI NA TERAPIE

Obecne standardy leczenia glejaka obejmujace cytore-
dukcyjna resekcje chirurgiczna z nastepcza radio-chemiote-
rapia majq jedynie charakter paliatywny i opdZniajace na-
wrét choroby [34]. Gléwnym wyzwaniem w opracowaniu
nowych lekéw dla pacjentéw z GBM jest silna heterogen-
noé¢ guzéw przekladajaca sie na odpowiedz na terapie oraz
rézne profile genotypowe glejaka oraz profile miRNA.

Z uwagi jednak na korelacje miedzy ekspresja miRNA a
progresja GBM uwaza sie, ze miRNA moga by¢ waznymi
regulatorami opornosci na leki stosowane w GBM. Srini-
vasan i wsp. [35] po profilowaniu miRNA guzéw od 222
pacjentéw wylonili 3 sygnatury o wilasciwosciach ochron-
nych (miR-20a, miR-106a i miR-17-5p) oraz 7 wykazujacych
silny zwiagzek z przezywalnoscig pacjentéw (miR-31, miR-
222, miR-248a, miR-221, miR-146b, miR-200b i miR-193a).
Wykazano réwniez zwigzek miedzy zwiekszona ekspresja:
miR-21, miR-182 i miR-196 i obniZzona ekspresja miR-181b
i miR-106 a staba odpowiedzia na leczenie [36]. W innym
badaniu z kolei (na liniach komérkowych glejaka), ktérego
celem byla analiza roli miRNA w opornosci glejaka na temo-
zolomid zidentyfikowano 3 najbardziej regulowane miRNA
w opornych komoérkach glejaka i byly to: miR-195, miR-
455-3p i miR-10a, jednak nokaut miR-195 mial najwiekszy
wplyw na inicjowanie $mierci w komoérkach nowotworo-
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wych znacznie zwigkszajac skutecznoé¢ TMZ [37]. Podobne
badanie przeprowadzone na 22 prébkach pochodzacych z
guzéw wylonily zmniejszong ekspresje miR-221, miR-222,
miR-181b, miR-181c i miR-128 przy jednoczesnym zwiek-
szeniu ekspresji miR-21. Obnizona ekspresja miR-181b i
miR-181c sugeruje, ze czasteczki te mogtyby by¢ markerami
predykcyjnymi w odpowiedzi na terapie TMZ [38].

Najszerzej w literaturze opisywana jest rola miR-21,
ktérego silna ekspresja wykryta zostala w wielu typach
nowotworéw, w tym glejaku [39,40,41,42]. Uwaza sie, ze
miR-21 moze stuzy¢ jako marker diagnostyczny, bowiem
jak wskazuja ostatnie dowody, poza tkankami, jest on obec-
ny w réznych rodzajach ptynu zewnatrzkomérkowego, np.
w osoczu, serum, plynie moézgowo-rdzeniowego, Slinie,
soku zoladkowym, soku trzustkowym, ptucach, czy tor-
bieli trzustki [43]. Poniewaz poziom miR-21 jest stale regu-
lowany w GBM i kieruje licznymi szlakami sygnalowymi
zaangazowanymi w przezycie, proliferacje, inwazje i apop-
toze, nie jest zaskakujace, ze odkryto réwniez jego role w
lekoopornosci. Shi i in. [44] ustalili, ze nadmierna ekspre-
sja miR-21 znaczaco hamowata wptyw TMZ na apoptoze,
ktéra byla posredniczona przez ostabienie ekspresji biatek
proapoptotycznych: Bax i kaspazy-3, a takze zwigkszenie
ekspresji bialka antyapoptotycznego biatka Bcl-2. Ponadto
liczne inne badania analizujace wptyw miR-21 na lekoopor-
no$¢ w GBM pokazaly, Ze hamowanie miR-21 moze zwiek-
sza¢ chemiowrazliwoéé ludzkich komérek GBM na TMZ,
paklitaksel, sunitynib, doksorubicyne [45,46,47].

miRNA JAKO CEL TERAPEUTYCZNY DLA
TERAPII SPERSONALIZOWANE]

Spersonalizowana terapia glejaka oparta na miRNA ma
charakter dwukierunkowy, polegajacy z jednej strony na
inaktywacji endogennych miRNA za pomoca inhibitoréw
(anty-miRNA/antago-miRs), hamowaniu onkogenéw (po-
przez wprowadzenie mimetykéw miRNA lub si-RNA, Ta-
bela 1) [48].

Inhibitory miRNA powinny sie charakteryzowac: duzym
powinowactwem do wybranego miRNA, niska toksyczno-
Scia, odpornoscia na degradacje i mozliwoscig efektywnego
dostarczenia do organizmu [49]. Dotychczas przeprowa-
dzone badania na modelach in vivo pokazaty, ze zastoso-
wanie inhibitoréw nukleotydu antysensownego miR-10b
doprowadzilo do obnizZenia poziomu docelowego miRNA,
zahamowato wzrost i progresje ksenoprzeszczepionych
glejakoéw przy réwnoczesnym braku ogélnoustrojowej tok-
sycznoéci [50]. W warunkach klinicznych jednak wprowa-
dzenie oligonukleotydéw do krazenia ogélnego jest skom-
plikowane, z uwagi na obecnos¢ bariery krew-mézg oraz
ich degradacje, co rodzi konieczno$¢ wprowadzania oligo-
nukleotydu dokomorowo lub sr6dmézgowo przy zastoso-
waniu chirurgii stereotaktycznej.

Alternatywa do antysensownych oligonukleotydéw
moga by¢ takze tzw. ,gabki” miRNA (ang. miRNA spon-
ges), powstale na bazie ich naturalnego odpowiednika - cy-
klicznego RNA (zawierajacego wiele miejsc wigzan specy-
ficznych dla docelowego miRNA) [51]. W modelach ekspe-
rymentalnych in vitro i in vivo wykazano ich zdolnoé¢ do
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hamowania miR-23b pelnigcego role onkogenu, co w efek-
cie doprowadzito do znacznego obnizenia poziomu HIF-1a,
MMP-2, VEGF, b-kateniny, zahamowato migracje, angioge-
neze i inwazje komoérek nowotworowych [52].

Terapia celowana w miRNA ma réwniez na celu przy-
wroécenie ich utraconej funkcji, zwtaszcza jesli chodzi o
aktywnos$¢é supresoré6w nowotwordw, co mozna osiggnac
poprzez wprowadzenie syntetycznych mimetykéw miRNA
o sekwencjach identycznych do naturalnych. Przyktadem
moga by¢ eksperymenty z wykorzystaniem transfekcji mi-
metykéw miR-203 do komorek glejaka wielopostaciowego
(linia U251 glejak), co spowodowato spadek poziomu miR-
203 w poréwnaniu do glejaka o nizszym stopniu ztosliwosci
i doprowadzilo do zahamowania onkogenu PLD-2 (fosfo-
liazy D2). Zahamowalo to réwnolegle proliferacje i inwazje
komorek U251, wskazujac na zdolnoé¢ mimetykéw do ko-
rygowania niedoboru miRNA [53].

Celowane dostarczanie syntetycznych mimetykéw miR-
NA do komorek glejaka in vivo i komoérek macierzystych
glejaka w hodowlach komérkowych mozna przeprowadzi¢
za pomoca mezenchymalnych komérek macierzystych izo-
lowanych ze szpiku kostnego, tozyska i tkanki tluszczowej.
Wykazano, ze taki zabieg (z wykorzystaniem mimetykéw
mir-124 i miR-145 wprowadzonych do komérek glejaka przy
uzyciu komoérek macierzystych mezenchymalnych) prowa-
dzil do zahamowania migracji komoérek glejaka i ostabiania
samoodnawiania komérek macierzystych guza [54].

Innym atrakcyjnym podejéciem w leczeniu glejakow
moze by¢ zastosowanie si-RNA, krétkich interferujacych
czgsteczek dwuniciowego RNA, ktére potencjalnie maja
mozliwoé¢ hamowania szlakéw sygnatowych zwiazanych z
rozwojem i progresja glejakéw, np. geny EGFR i b-kateniny
[55]. Badania przesiewowe siRNA catego genomu glejaka
wylonily dwa typy siRNA, ktére celuja w ubikwintyne c i
biatko disheveled 2 (zaangazowane w sygnalizacje Wnt),
co skutkowato zwiekszeniem wrazliwosci komoérek macie-
rzystych glejaka na TMZ [56]. Wykazano, ze bezposrednie
wstrzykniecie siRNA do ksenoprzeszczepéw guzéw (pod-
skornych) mysich spowodowato zahamowanie wzrostu
guza u wszystkich badanych osobnikéw [57].

SYSTEMY DOSTARCZANIA miRNA I WYZWANIA
DLA TERAPII OPARTYCH NA miRNA

Spersonalizowane terapie oparte na indywidualnych
profilach miRNA w celu zwiekszenia skutecznosci lecze-
nia stanowia obiecujace podejscie terapeutyczne. Rodzaj
odpowiedniego systemu dostarczenia miRNA moze miec¢
wplyw na zapewnienie stabilnoéci miRNA , ochrone przed
RNAzami, a w efekcie na efektywnos¢ terapii [58]. Wérod
najbardziej rokujacych rozwigzan zwiazanych z dostarcza-
niem miRNA s3 nanoczastki lipidowe (LNP), nanoczastki
polimerowe i egzosomy.

Terapia LNP-miRNA uwazana jest za jedna z najbardziej
inteligentnych” metod dostarczania miRNA, wykazujaca
doskonalg biokompatybilnosé i wysoka wydajnoséé kapsut-
kowania RNA. LNP, dziatajac jak ochronny noénik miRNA,
chronig przed degradacja enzymatyczng i umozliwiaja sta-
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Tabela 1. Wyniki terapii eksperymentalnych z zastosowaniem miRNA w modelach in vitro i in vivo glejaka.

Rodzaj miRNA stosowane Invitro/in  TIlosé

miRNA BoszalSraru w kombinacji SR vivo badan i dtaan
inhibitor miRNA
15a, inhibitor Indukcja apoptozy komoérek glejaka,
miRNA-16, zmniejszenie migracji komoérek glejaka, brak [103
e inhibitor miRNA . obydwa, r6znicy skutecznosci terapii kombinowanej !
Inhibitor . e glejak g . 104,
. kombinowana 20a, inhibitor ) . wyniki 12 z pemetrexedem, najlepszy efekt
miRNA-21 ; wielopostaciowy o . & amf 105,
miRNA-26, spéjne synergistyczny po podaniu jednoczesnie 106]
inhibitor miRNA miRNA 21/20a oraz zmniejszenie objetosci
222, mimetyk guza, poprawa przezywalnosci myszy
miRNA 100

Mimetyk glejak Wzrost przezywalnosci zwierzat
miRNA monoterapia - el . in vivo 1 inhibici leiak 4 [109]
1354 wielopostaciowy inhibicja wzrostu glejaka

obydwa,
wyniki 2
spojne

Mimetyk Kombinowana inhibitor glejak
miRNA-222 miRNA 221 wielopostaciowy

Obnizenie zywotnosci komorek in [111,
vitro po podaniu miRNA 222 112]

hibi e . Synergistyczny efekt w wyniku
! . bitor kombinowana 1nh1b1tor glfe]ak . in vitro 1 podaniu obydwu inhibitorow, [114]
miRNA 26 miRNA 21 wielopostaciowy - .
zwiekszenie efektu cytotoksycznego

inhibitor miRNA
20a, inhibitor
miRNA 21

Inhibitor

miRNA-15a

Wzrost przezywalnosci myszy w wyniku
in vivo 1 podania miRNA oraz temozolomidu, istotne [116]
zmniejszenie wielkosci guza u myszy

Mimetyk Kombinowana inhibitor glejak
miRNA 100 miRNA 21 wielopostaciowy

mimetyk

Mimetyk miRNA-7,
miRNA 195 mimetyk
miRNA 181
Mimetyk Jeiak obydwa, Znaczgce zmniejszenie proliferacji komorek
miRNA monoterapia - 5 . wyniki 1 macierzystych glejaka oraz zwiekszenie [118]
wielopostaciowy . . e
124a mediany przezywalnosci o potowe

Zastosowanie magnetycznych nanoczastek

Mimetyk . o ; .
let-7a monoterapia - gl?]?k . in vitro 1 iawmrla jacych lr_ﬁlRNA W .polqczen(liu'z d [120]
miRNA wielopostaciowy ontrolowang hipertermig prowadzi do

indukgji apoptozy w komoérkach glejaka
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Rodzaj Rodzai terapii miRNA stosowane Cel teranii Invitro/in  Ilosé
miRNA J P w kombinacji p vivo badan

Wyniki badan

Wykorzystanie nanoczastek PAMAM z

Mimetyk leiak obydwa, dodatkiem gadolinu do specyficznego
let-7g monoterapia - gv i g looostacion wyniki 1 transportu miRNA oraz epirubicyny do [121]
miRNA P y spéjne glejaka. Znaczacy spadek zywotnosci komoérek

in vitro, akumulacja nosnika w guzie in vivo

Mimetyk
miRNA 145

mimetyk
miRNA-124

Mimetyk Jeiak Podanie miRNA powoduje inhibicje
miRNA monoterapia - %v N (1,10 ostaciow in vitro 1 ekspresji genu E2F5, czego efektem jest [123]
129-3p P y obnizenie zywotnosci komoérek glejaka

Inhibitor

miRNA-10b

Mimetyk leiak obydwa, Inhibicja circ_002136 w polaczeniu z podanie

miRNA monoterapia - &< . wyniki 1 miRNA znaczaco zmniejszylo zywotnosc, [125]
wielopostaciowy . iy S " 5

138-5p spéjne zdolnos¢ do migracji oraz angiogenezy glejaka

Podanie miRNA zmniejsza zywotnosc

Mimetyk leiak obydwa, komorek w warunkach in vitro i in
miRNA- monoterapia - 5 . wyniki 1 vivo, a takze dodatkowo uwrazliwia je [127]
wielopostaciowy o ot 3

181b-5p spojne na dziatanie temozolomidu poprzez

zmniejszenie ekspresji Bel-2

Podanie miRNA inicjuje apoptoze poprzez

. . obydwa, aktywacje kaspazy-3 i 7 w hodowli
M.lm etyk monoterapia - glfe]ak . wyniki 1 komorek glejaka in vitro, zastosowane [129]
miRNA-182 wielopostaciowy . . . .
spéjne nanoczastki penetrujg bariere krew-mézg

i zmniejszaja wielkos¢ guza in vivo
Mimetyk .
WiRNA. mimetyk 1
148a miRNA 296-5p Skuteczna transfekcja komoérek glejaka

glejak
wielopostaciowy

z uzyciem nanoczastek polimerowych,
zatrzymanie wzrostu guza oraz
wydluzenie przezywalnosci myszy

in vivo

kombinowana

[131]

Mimetyk
miRNA-367

monoterapia TS AL in vivo
P miRNA-302 wielopostaciowy

[139]
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Rodzaj miRNA stosowane

Cel terapii

Invitro/in  Ilosé Wymiki badad

miRNA Rodzaj terapii w kombinacji

Inhibitor monoterapia - glejak

miRNA-9 P wielopostaciowy
Mimetyk monoterapia - glejak
miRNA-205 P wielopostaciowy
Mimetyk

miRNA- monoterapia - glejakomiesak
146b

Mimetyk

cel- monoterapia - glejakomiesak
miRNA-67

vivo LEGEN

Udowodnienie znaczenia miRNA 9 w
mechanizmie opornoéci na TMZ w komérkach

in oifro 1 glejaka. Opracowanie skutecznej metody (133]
transportu inhibitora z uzyciem egzosoméw
Ok. 15% inhibicja proliferacji komérek
. in vitro glejaka po podaniu miRNA,
i vitro 1 zatrzymanie cyklu w fazie G0/G1, indukcja [134]
apoptozy, spadek ekspresji VEGF-A
Spowolnienie proliferacji komérek
obydwa, X . L. .. .
g glejakomiesaka in vitro, zmniejszenie
wyniki 1 5 dniach od podani [135]
coGine guza po 5 dniach od podania
Po egzosomow zawierajacych miRNA
obydwa,
wyniki 1 Brak istotnego efektu [136]
spojne

bilne dostarczenie terapeutycznego RNA do wnetrza ko-
moérek nowotworowych na drodze endocytozy. Ponadto,
nanoczastki te moga by¢ dalej modyfikowane za pomoca
ligandéw docelowych, takich jak przeciwciata lub peptydy
(np. kwas hialuronowy, peptydy nasladujace fibronektyne),
w celu poprawy precyzji dostarczania (szczegdlnie przez
bariere krew-moézg) i zwiekszenia tym samym efektow te-
rapeutycznych [59]. LNP wykazaly juz znaczny sukces w
terapiach opartych na RNA i sa obecnie szeroko badane
pod katem dostarczania miRNA w réznych modelach raka
[60]. Obecnie trwajg badania kliniczne fazy I oceniajace bez-
pieczenistwo szczepionek RNA-LNP dla pacjentéw z nowo
diagnozowanym glejakiem, wykorzystujace personalizo-
wane RNA z guza pacjenta. Dotychczas wykazano réwniez
skuteczno$é LNP-miRNA w walce z: czerniakiem, rakiem
trzustki, rakiem piersi i rakiem ptuc w modelach przedkli-
nicznych i wczesnych fazach badan klinicznych. Udowod-
niono miedzy innymi efektywnos¢ tej terapii w hamowaniu
wzrostu komérek nowotworowych i guzéw oraz zwieksze-
nia wrazliwosci na terapie. Mimo duzego potencjatu terapii
LNP-miRNA, stanowigcej przysztos¢ precyzyjnej onkologii,
duzym wyzwaniem pozostaje jej toksycznosé, immunogen-
nos¢ kumulacja w watrobie oraz wysokie koszty [61]

Nanoczastki polimerowe sa obiecujagcym narzedziem do
dostarczania miRNA, majacym na celu ochrone delikatnych
czasteczek miRNA przed degradacja enzymatyczna, poko-
nanie bariery krew-moézg oraz zwiekszenie precyzji terapii.
Przykladem polimerowych systeméw dostarczania moga
by¢: PBAE (poli(beta-aminoestry)) uzywane do dostarcza-
nia miRNA do komérek macierzystych glejaka; chitozan wy-
korzystywany do stabilizacji miRNA i utatwienia pobierania
przez komorki docelowe, PLGA (Poli(laktyd-ko-glikolid)
uzywany do dostarczenia antysensownego miRNA-21, czy
kopolimery (PLGA-HPG) wykorzystywane do przelamania
opornoéci komoérek glejaka [62]. Nanoczastki polimerowe
moga by¢ np. wykorzystywane do terapii kombinowanej
glejaka, polegajacej na réwnoczesnym dostarczaniu miR-
124 i anty-miR-21, co pozwala na zmniejszenie inwazyjnosci
guza poprzez regulacje szlakéw sygnatowych (RAS/PI3K/
PTEN/AKT). Mimo obiecujacych wynikéw in vitro i in vivo
duzym wyzwaniem pozostaje translacja kliniczna omawia-
nej terapii i optymalizacja stabilnosci we krwi [63].
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Najczesciej wykorzystywanymi w onkologii wektorami
do dostarczania materialu genetycznego, w tym miRNA,
sa adenowirusy (AdV) i lentiwirusy (LV). Sa one uwazane
za skuteczne narzedzia do dostarczania miRNA z uwagi na
wysoki potencjat transferu genéw i precyzje. LV po wnik-
nieciu do komérki i przepisaniu na DNA integruja sie z
genomem gospodarza, umozliwiajac stabilng i dlugotrwala
ekspresje miRNA (takze w komorkach nieproliferujacych).
Stosowane sa w terapiach genowych wymagajacych trwalej
zmiany profilu ekspresji miRNA.

AdV z kolei posiadaja genom, ktéry nie integruje sie z
genomem gospodarza, zapewniajac bardzo wysoka, lecz
krotkotrwala ekspresje transgenéw. Idealne do doraznych
terapii, gdzie wymagany jest szybki efekt przeciwnowo-
tworowy. Wykazano dotad, Ze lentiwirusowa ekspresja
antysensownych miRNA (miR-27a) skutecznie hamowa-
ta proliferacje i inwazyjnoé¢ komorek glejaka U87 in wvitro.
AdV natomiast powodowaly zmniejszenie wzrostu glejaka
w modelach zwierzecych bez znaczacej hepato/neurotok-
sycznosci [64].

Wektory wirusowe pozostaja jednak wyzwaniem z racji
wywolywania odpowiedzi immunologicznej (AdV) i zagro-
zenia mutagennego (LV). Trwajace postepy maja na celu
optymalizacje wektoréw, aby zréwnowazy¢ ich wydajnosc¢
oraz bezpieczeristwo [65].

Systemy dostarczania oparte na egzosomach. Te sferycz-
ne nanopecherzyki blonowe o wielkosci 30-150 nm odkryte
w 1983 roku, bogate w czasteczki takie jak mRNA, dlugie
niekodujace RNA, koliste RNA i miRNA, takze zyskaly na
popularnosci dzieki ich naturalnej roli w komunikacji mie-
dzykomoérkowej. Egzosomy dzialaja jak naturalne , mini-
-paczki z wiadomosciami”, przenosza bialka, lipidy i ma-
terial genetyczny miedzy komoérkami oraz oddzialuja na
wiele szlakow sygnatowych, takich jak: EGFR, p53, Notch,
Pi3K/AKT. Pecherzyki te skutecznie transportuja miRNA
bez wywolywania odpowiedzi immunologicznej, oferujac
doskonata biokompatybilnos¢, niskg toksycznosc (w porow-
naniu z syntetycznymi nanoczasteczkami), penetracje przez
bariere krew-mozg i dziatajac supresyjnie lub/i onkogennie
na guz [66]. Komoérki nowotworowe aktywnie produkuja,
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uwalniajg i wykorzystuja egzosomy w celu promowania
wzrostu, progresji guza i remodelingu mikrosrodowiska.
Pochodzace z guza egzosomy niosa réwniez informacje
molekularng i genetyczna, ktéra moze zmieniaé cechy fe-
notypowe i funkcjonalne komérek biorcy. Poprzez transfer
onkogennych biatek, RNA i innych bioaktywnych czaste-
czek, egozosmy moga przeprogramowac komoérki biorcy w
aktywnych uczestnikéw réznych proceséw kluczowych dla
rozwoju guza. Dodatkowo, egzosomy moga by¢ inzynieryj-
nie zaprojektowane w taki sposob, aby przenosi¢ wieksze
pakiety miRNA, a takze specyficzne leki, co czyni je obiecu-
jacymi noénikami w terapiach celowanych (np. w onkologii)
[67].

Pozyskiwanie egzosoméw w potencjalnej terapii miR-
NA z biopsji ptynnych daje ogromne nadzieje na poprawe
diagnostyki glejaka, bezinwazyjnego monitorowania pro-
gresji choroby, zwiekszenie wrazliwosci na leczenie i opra-
cowanie spersonalizowanej strategii leczenia. Egzosomy
miRNA moga by¢ rowniez uzyskiwane z komoérek macie-
rzystych guza, makrofagéw typu M2 i komérek supresoro-
wych pochodzenia mieloidalnego (MDSC) [68]. Choé¢ zwia-
zek egzosomalnych miRNA z glejakami nie zostal jeszcze w
pelni scharakteryzowany, a dotychczasowe dane ogranicza-
ja sie do poziomu komoérkowego, dalsze badania i walidacja
kliniczna jest niezbedna, aby w pelni wykorzystaé potencjat
egzosomow w leczeniu guza.

Do tej pory wykazano, Ze w okresie progresji procesu
nowotworowego, uwalnianie egzosomu pochodzacego z
komoérek guza bylo znaczaco zwigkszone w poréwnaniu z
komoérkami prawidlowymi. W licznych badaniach odnoto-
wano znaczacy wzrost ekspresji egzosomalnego mir-21 w
surowicy pacjentéw z glejakiem [69]. Santagelo i wsp. zaob-
serwowali, Ze po operacji poziomy egzosomalnego miR-21
izolowanego z surowicy pacjentéw byly znacznie wyzsze u
0s6b z glejakiem wysokiego stopnia w poréwnaniu z oso-
bami z glejakiem niskiego stopnia. Zidentyfikowali oni trzy
miRNA zwiazane z egzosomami krwi (miR-21, mir-222, miR
124-3), ktére moga poméc w wykrywaniu i réznicowaniu
glejaka z probek surowicy krwi. Ponadto Akers i wsp. zaob-
serwowali znaczaco podwyzszone poziomy miR-21 w ply-
nie mézgowo rdzeniowym pacjentéw z glejakiem. Dlatego
egzosomalny miR-21 jawi sie jako wiarygodny biomarker w
diagnostyce tej grupy chorych. Poza egzosomalnym miR-
21 jeszcze kilka egzosomalnych miRNA wykazalo potencjat
jako biomarkery w diagnostyce glejaka tj.: miR-10, miR-449,
miR-5194. miR-210 zostat potwierdzony jako biomarker dla
pacjentéw z tego typu guzem [70].

Przelomowym podejsciem w onkologii, otwierajacym
droge do precyzyjnych terapii celowanych zwigzanych z do-
starczaniem miRNA do komoérek guza, sa blokowane kwasy
nukleinowe (ang. Locked Nucleid Acids; LNA) - chemicznie
zmodyfikowane zwigzki wykazujace powinowactwo do
docelowych miRNA. Stanowig one jedna z najbardziej za-
awansowanych modyfikacji chemicznych stosowanych w
systemach dostarczania miRNA oraz w technologiach anty-
-miR (inhibitorach miRNA) zaprojektowanych do wycisza-
nia konkretnych miRNA [71]. Dzieki swojej unikalnej struk-
turze, LNA zwiekszaja stabilnos¢ czasteczek i ich powino-
wactwo do docelowych sekwencji RNA. Cechuje je réwniez
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wieksza specyficzno$¢ dzialania i tym samym slabsze efekty
typu ,,off target””. Dotychczasowe badania potwierdzaja, ze
wyciszenie onkogennych miRNA za pomocy technologii
LNA (np. przeciwko miR-21 lub miR-221/222) prowadzi do
zwigkszonej apoptozy komoérek glejaka, zmniejszenia ich
zdolnosci do inwazji oraz zwigkszenia wrazliwosci na cy-
tostatyki (np. temozolomid). Dodatkowo, LNA, wyciszajac
oncomiR-y moga przywroéci¢ funkcje genu supresorowego
guza, hamowac¢ progresje guza i zapewnia¢ dlugotrwate
efekty terapeutyczne, zmniejszajac potrzebe czestego daw-
kowania [72].

Mimo ogromnego potencjatu, technologia LNA w le-
czeniu glejaka wcigz boryka sie z problemami dystrybucji
wewnatrzczaszkowej, dostarczaniem czasteczek LNA do
konkretnego guza oraz potencjalnym efektem ,,off-target”
(nieumyslnym blokowaniem innych genéw). Ze wzgledu
na trudnosci z przechodzeniem przez bariere krew-mézg, w
badaniach stosuje si¢ nanokapsulki lipidowe (LNCs) sprze-
zone z LNA oraz egzosomy, co pozwala na skuteczne wy-
ciszenie miR-21 w komoérkach glejaka US7MG w badaniach
przedklinicznych [73].

Obecnie badania dotyczace zastosowania LNA w onko-
logii przechodza z fazy in vitro (linie komoérkowe) do za-
awansowanych modeli zwierzecych i wczesnych faz badan
klinicznych. Przyktadem takich badar moze by¢ LNA-anty-
-miR21, skutecznie hamujacy wzrost guza i nasilajacy apop-
toze w raku jelita grubego i czerniaku, czy LNA -anty-miR
-155 zatrzymujacym proliferacje w komérkach chioniaka z
komorek B czy w koricu LNA-miR-122 (Miravirsen), osta-
biajacy migracje i inwazje w raku watrobowokomoérkowym
[74].

Kolejne innowacyjne narzedzia obejmujace systemy do-
starczania miRNA oparte sa na CRISPR-Cas9 - technologii
pozwalajacej na precyzyjna edycje genomu, dzialajaca jak
,genetyczne nozyczki”. Metoda ta pozwala na celowanie
i wylaczenie (,knockout”) konkretnych genéw odpowie-
dzialnych za progresje glejaka (np. PLK-1 - ang. polo-like
kinase 1; EGFRVIII), przelamanie opornosci nowotworu, na-
mierzenie powtarzajacych sie sekwencji DNA w komodrkach
guza, ,pociecie ich” i zniszczenie (ang. cancer shredding),
przy jednoczesnym oszczedzeniu zdrowych komoérek [75].
Zastosowanie technologii CRISPR-Cas9 w glejaku stanowi
obecnie intensywny obszar badari przedklinicznych. Do-
wiedziono, ze w immunokompetentnych modelach myszy,
komorki glejaka edytowane CRISPR pod katem miRNA-21
wykazywaly zmniejszong migracje, inwazje i proliferacje,
co skutkowalo zwiekszonym calkowitym przezyciem. W
2023 roku przeprowadzono natomiast pierwsza na $wiecie
terapie genowgq oparta na CRISPR (Casgevy) [76]. Obecnie
trwaja liczne badania kliniczne fazy 1/l w zaawansowa-
nych nowotworach przewodu pokarmowego, biataczki i
chioniakéw. Gléwnym wyzwaniem jednak pozostaja efekty
,,off-target” oraz przeprowadzenie CRISPR przez bariere
krew-mozg, stad koniecznos¢ opracowania zaawansowa-
nych nanoczastek lub liposoméw stabilizujacych kompleks
CRISPR-Cas9 w krwioobiegu ulatwiajacych penetracje do
moézgu [77].
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Tab.2a Zalety i wady strategii dostarczania miRNA do glejaka - rodzaje nosnikéw

Rodzaj strategii Zalety

Niska toksycznosé
Nanoczastki lipidowe (LNP) ¢ Wysoka biokompatybilnosc

[92], [93] * Mozliwosé¢ modyfikagji lipidow ligandami, np.
przeciwcialami swoistymi, peptydami

Wady

Stosunkowo niska stabilno$¢ nosnika
Reagowanie ze skladnikami krwi (np.
albuminami) powodujace agregacje lipidow
Niska pojemnos¢ nosnika

Wywolywanie odpowiedzi komérkowej,
krotki czas obecnosci w organizmie

Egzosomy

[96], [97]

Wydajny mechanizm transportu miedzykomérkowego ¢ Trudnosci w masowej produkcji
Brak odpowiedzi immunologicznej oraz
bardzo wysoka biokompatybilnos¢
Stosunkowo duza pojemnos¢ nosnika

oraz zastosowaniu w terapii
Duza heterogenicznosé¢ produktu
Mozliwosé kumulowania sie np. w watrobie

* Szybkos¢ oraz wysoka wydajnosé transferu miRNA
Mozliwosé zaprojektowania wektora modyfikujacego
genom, pozwalajac dtugoterminowo na

Wektory wirusowe
[99], [100]
synteze miRNA przez komorke

* Wysoki koszt oraz trudnos¢ produkgji
¢ Wywotywanie odpowiedzi komérkowej
¢ Ryzyko niepozadanych mutacji

Kationowy Peptyd R3V6 (okreslany réwniez jako r3V)
stanowi nastepny przyklad inteligentnego nosnika (wekto-
ra) dla miRNA, cechujacy sie wysoka penetracja przez blony
komoérkowe i wyzsza skutecznoscia anizeli nosniki trady-
cyjne. Peptyd ten najczesciej stuzy jako system dostarczania
mimetykow lub antysensownych oligodeoksynukleotydéw
do wnetrza komoérek nowotworowych [78]. Za przyktad
moga stuzy¢ kompleksy oparte na R3V6 dostarczajgce anty-
-miR-21, co w modelach in vitro i in vivo (ksenogafty guza
C6) powoduje zahamowanie wzrostu glejaka i indukowa-
nie apoptozy. Platforma R3V6 badana jest pod katem terapii
raka ptuc w systemie dostarczania supresorowych miRNA
[79].

Reasumujac, ciggte innowacje w systemach dostarcza-
nia, takie jak nanoczasteczki lipidowe, nosiciele polimeréw,
egzosomy, LNA i narzedzia do edycji genomu, pozostaja
kluczowe dla przezwyciezenia ograniczen terapii opartych
na miRNA. Technologie te nie tylko zwiekszaja stabilnosc,
ukierunkowanie i biodostepnosé¢ miRNA, ale takze mini-
malizuja skutki uboczne, co ostatecznie moze wplynaé na
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skutecznos¢ i translacje kliniczna terapii p-nowotworowych
opartych na miRNA (Ryciny 3 oraz 4) [80].

Poréwnanie strategii dostarczania miRNA do glejaka
przedstawiono w Tabelach2a oraz 2b.

BADANIA KLINICZNE I WYNIKI TERAPII miRNA

Terapie oparte na miRNA w badaniach klinicznych moz-
na ogodlnie podzieli¢ na dwie strategie: miRNA jako leki,
ktére w duzej mierze odnosza si¢ do mimetykéw miRNA
w celu przywrdécenia ekspresji miRNA supresyjnej dla guza
oraz miRNA jako cele, ktére koncentruja sie na inhibitorach
miRNA lub réznych metodach hamujacych (np. gabki miR-
NA) w celu wyciszenia onkogennych miRNA.

Pierwszym produktem, ktéry dotart do pierwszej fazy
badan klinicznych z udziatem ludzi byt MRX34, syntetycz-
ny odpowiednik ludzkiego miRNA-34, ktéry dziata hamu-
jaco na rozwdj réznego typu nowotworéw (rak watroby,
pluca, czerniak, chloniak, zaawansowane guzy lite). Bada-
nie to zostalo przerwane z uwagi na wystapienie u pieciu
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pacjentéw niebezpiecznych reakcji immunologicznych [81].
Podobny los spotkal réwniez projekty, ktérych idea zwigza-
na byla z blokowaniem wybranych czasteczek miRNA i ha-
mowaniem dzieki temu procesu chorobowego. Firma Regu-
lus Therapeutics musiala przerwac rekrutacje pacjentow z
zespolem Alporta do zaplanowanego badania klinicznego z
wykorzystaniem inhibitora miRNA-21. Czasteczka ta uwa-
zana jest za jednego ze sprawcéw postepujacego w chorobie
Alporta wloknienia klebuszkéw nerkowych i uszkodzenia
cewek nerkowych, co finalnie prowadzi do niewydolno-
ci nerek. Niestety terapia hamujgca aktywnosé¢ miRNA-21
prowadzila do niespodziewanych skutkéw toksycznych w
modelach badawczych z udzialem gryzoni [82]. Podobnie
stalo sie w przypadku kalifornijskiej firmy biotechnologicz-
nej La Jolla, ktéra probowata wyciszy¢ ekspresje miRNA-17,
odpowiedzialnego za progres genetycznie uwarunkowanej
wielotorbielowatosci nerek [83]. Z kolei koncern Regulus
zmuszony byl przerwaé badania kliniczne pierwszej fazy
nad terapig skierowana przeciwko miRNA-122 u oséb za-
infekowanych wirusem zapalenia watroby typu C (HCV),
gdy u dwoch pacjentow wywotata ona zottaczke [84].

Opisane powyzej niepowodzenia wiaza sie z duzymi
stratami finansowymi dla firm biotechnologicznych prowa-
dzacych badania nad terapiami miRNA. W przypadku kon-
cernu Regulus zadecydowaly one na przyktad o redukgji
zatrudnienia os6b zaangazowanych w ten projekt az o 60
procent. Mozna sie zatem spodziewaé ostabienia zaintere-
sowania innych podmiotéw nad finansowaniem tego typu
badan z uwagi na duze ryzyko porazki. Czy zatem przy-
szlos¢ terapii miRNA stoi pod znakiem zapytania? [85].

Roéznice w efektywnosci terapii miRNA obserwowane w
badaniach przedklinicznych i klinicznych moga wynikaé
przede wszystkim ze ztozonosci mikrosrodowiska i biolo-
gii guza, w tym: ukltadu immunologicznego, naczyn krwio-
noénych i roli komérek glejowych. Warunki te trudno od-
zwierciedli¢ w srodowisku sztucznym dla guza (in vitro i

in vivo), a w efekcie trudno ekstrapolowac je do warunkow
klinicznych. Ponadto, réznice gatunkowe (modele mysie,
szczurze) nie w pelni reprezentuja patologie charaktery-
styczna dla komoérek ludzkich, a wymuszony wzrost guza
w modelach zwierzecych i obecnoéc¢ surowicy w badaniach
in vitro (zmieniajgcej profil miRNA) nie sprzyjaja translacyj-
nej roli niniejszych badan [86].

OGRANICZENIA TERAPII I EFEKTY
,OFF-TARGET” miRNA

Nieprzewidywalne, a nierzadko toksyczne rezultaty te-
rapii miRNA oraz efekty poza celem miRNA (,,off-target”)
wynikaja prawdopodobnie z tego, ze czasteczki te nie pel-
nig tylko jednej, Scisle okreslonej funkcji, a uczestnicza w
regulacji sieci wzajemnych powigzai w ekspresji poszcze-
golnych genéw [87]. Na poczatku jednak cecha ta byta po-
strzegana jako najwiekszy atut takiej terapii, szczegdlnie w
leczeniu choréb o zlozonym podlozu, w ktérych w przeci-
wienistwie do dysfunkcji pojedynczego genu rozregulowa-
niu ulega uklad ekspresji wielu z nich. By¢ moze wcigz zbyt
malo wiadomo o wszystkich elementach zaangazowanych
w regulacje miRNA. Efekty ,off-target” moga mie¢ aspekt
zwigzany z mechanizmem (dzialanie mato-specyficzne)
oraz konsekwencjami (w ktérych tlumienie niezamierzo-
nych genéw indukuje efekty toksyczne). Zrozumienie oraz
minimalizacja powyzszych efektéw jest kluczowa w bada-
niach nad rola miRNA w terapii [88].

WYZWANIA DLA TERAPII OPARTE] NA miRNA

Pomimo réwnoczesnych nadziei jak i niepowodzenr do-
tyczacych wykorzystania miRNA w terapii onkologicznej
wcigz widzi sie w niej wielki potencjal. Nadzieje te upa-
trywane sa w rozwiazaniach majacych na celu wyciszanie
okreslonych miRNA w zmienionych komérkach. Najwaz-
niejszym problemem do rozwigzania jest natomiast spo-
s6b dostarczania, by nie powodowa¢é efektéw réwniez w

Tab.2b Zalety i wady strategii dostarczania miRNA do glejaka - rodzaje kwaséw nukleinowych

Rodzaj strategii Cechy charakterystyczne

* Jednoczesne wiazanie wielu czasteczek
miRNA jednoczesnie

* Mozliwos¢ umieszczenia réznych sekwencji
komplementarnych pozwalajacych na wychwyt

Gablkd miRNA wiecej niz jednego rodzaju miRNA

* Mozliwos¢ selekgji traktowanych komérek

poprzez dodanie otwartych ramek
odczytu dla genéw reporterowych

Wady

e Utrudniony transport do komorki ze
wzgledu na duzy rozmiar czasteczki

¢ Duza trudnos$¢ w projektowaniu sekwencji, np.
ryzyko niepoprawnego faldowania RNA

* Ryzyko wystgpienia skutkéw ubocznych

* Niewrazliwos¢ na degradacje przez nukleazy,

Locked nucleic zwigkszona stabilnos¢ czasteczki

acids” (LNAs) * Zwigkszone powinowactwo (do docelowego miRNA)
w poréwnaniu do niezmodyfikowanego RNA

Mimetyki miRNA dezaktywowanemu miRNA

Oligonukleotydy

Antagonisci miRNA ¢ Blokowanie aktywnosci onkogenicznego miRNA
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e Przywracanie funkgcji antynowotworowych

* Wzmacnianie efektu dziatania celowanego miRNA

* Zwigkszona odpowiedz immunologiczna
w wyniku modyfikacji

* Ryzyko niepozadanego wigzania z innymi sekwencjami
oraz w konsekwencji skutkéw ubocznych

* Mozliwos¢ zmniejszania ekspresji genow
bedacych czescig innych Sciezek sygnatowych

* Ryzyko niepozgdanego wigzania z innymi sekwencjami
oraz w konsekwencji skutkéw ubocznych

Mozliwosé zwiekszenia ekspresji

onkogenicznego miRNA
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komérkach niedocelowych.
Ponadto istotne jest pozna-
nie wszystkich mozliwych
funkcji  zidentyfikowanych
ludzkich miRNA, a takze
zmian w ich ekspresji w po-
szczegdlnych chorobach. Z
kazdym tygodniem wiemy
w tym wzgledzie coraz wie-
cej - tylko w 2017 r. opubli-
kowano niemal 9 tys. prac
naukowych poswieconych
tym zagadnieniom. Czy w
nieodleglej przysztosci uda
nam sie przeja¢ paleczke
tych molekularnych dyry-
gentow? Czas pokaze [89].

Leczenie skoncentrowa-
ne na miRNA moze stano-
wié¢ nowy punkt wyjécia do
poprawy  przezywalnosci
i jakosci zycia pacjentow
z GBM. Z uwagi na duzy
potencjal obserwowany w
miRNA jako biomarkeréw
Klinicznych, kluczowe sa
dalsze badania, ktére po-
winny by¢ szczegélnie skon-
centrowane na badaniach z
udzialem pacjentow anizeli
na badaniach przedklinicz-
nych. Wyniki uzyskane w
eksperymentalnych mode-

lach in vitro i in vivo czesto
bowiem nie przekladaja sie
na konkretne znaczenie kli-
niczne z uwagi na heterogen-
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Rycina 3. Rodzaje nosnikéw oraz metod stosowanych w celu dostarczania miRNA. A - nanoczastki lipidowe (LNP), B - nano-
czgstki polimerowe, C - egzosomy, D - system CRISPR-Cas9, E - wektory wirusowe, F - peptyd R3V6
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O

Zasada
azotowa

B
O

nos¢ guzéw. miRNA nie po-

winny by¢ takze analizowane
jako pojedyncza jednostka,
zamiast tego nalezy potozyé
wiekszy nacisk na ich dziata-
nie jako grup paneli miRNA,
ktére wspélpracuja w odpo-
wiedzi na terapie i progno-
zowanie GBM. Konieczna jest
takze walidacja przeprowa-
dzona w duzych kohortach
standaryzacja
metod pomiaru oraz norma- ¥ 5
lizacja (np. wewnetrzne kon-

klinicznych,

trole) [90].

Ryc. 3 podsumowuje dro-
ge miRNA od badan przed-
klinicznych do zastosowa-
nia w klinice [138].
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PODSUMOWANIE

Glejaki sa najbardziej agresywnym typem pierwotnych
guzé6w mézgu. Pomimo dotychczasowych osiggnie¢ wspot-
czesnej medycyny, rokowania dla pacjentéw z GBM pozo-
staja jednak niezadowalajace. Obecne strategie leczenia tych
guzoéw opieraja sie na resekcji cytoredukcyjnej oraz radio- i
chemioterapii, jednak zadna z tych metod, stosowana samo-
dzielnie lub w skojarzeniu, nie jest uwazana za skuteczna
w kontrolowaniu choroby. Powoduje to, ze maksymalna
dlugos¢ zycia pacjentéw od momentu diagnozy nie zmie-
nia sie od kilkunastu lat i wcigz nie przekracza 15 miesiecy.
W zwigzku z tym, terminowa diagnoza i prognozowanie
wynikéw glejaka nie traci na znaczeniu. Koncepcja biomar-
keréw molekularnych podlega dynamicznemu rozwojowi
w ostatniej dekadzie, a ich zastosowanie moze przyczynié
sie do lepszego zrozumienia patogenezy glejakéw, sprzyjac
ich wezesnemu wykrywaniu, stratyfikacji ryzyka nawrotu,
kontroli miejscowej, terminowej korekcie strategii lecze-
nia, a w konsekwencji sprzyja¢ korzystniejszemu rokowa-
niu [91]. Chociaz miRNA obecnie nie sg jeszcze stosowane
w praktyce klinicznej z uwagi na brak normalizacji metod
pobrania i liczbe kohort, postep w tej dziedzinie wskazu-
je, ze krazace miRNA oraz profilowanie miRNA moga mie¢
kluczowe znaczenie dla postepu nowoczesnej diagnostyki
onkologicznej, przewidywania odpowiedzi na leczenie,
monitorowania postepu choroby, a w koficu opracowania
terapii spersonalizowane;j.
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Glioblastoma multiforme (GBM) is a malignant, hypercellular, and invasive brain tumor characterized by high mortality and recurrence. The-
ir strong heterogeneity, mitotic activity, microvascular proliferation, and foci of necrosis induce therapeutic resistance, resulting in a 5-year
survival rate of only 5% in patients diagnosed with glioblastoma. Therefore, it is necessary to identify new targets to improve prognosis, better
predict prognosis, and monitor treatment outcomes. It has been suggested that miRNAs —small, single-stranded, non-coding RN As consisting
of 20-22 nucleotides —may be potential candidates for clinical biomarkers in glioblastoma patients. They participate in the post-translational
regulation of gene expression through RNA interference. It is believed that, due to their ability to control the biological processes underlying
GBM development, miRNAs may aid in the design of drugs for personalized glioma therapy. This article presents the latest insights into the
role of miRNAs in the pathogenesis and diagnosis of GBM and as a potential therapeutic target.

Potencjalna rola terapeutyczna miRNA oraz ich znaczenie na
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