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			Ryc. 1 i Ryc. 2 zostały wykonane przy użyciu programu BioRender.

			Streszczenie:

			MikroRNA (miRNA) to krótkie, niekodujące, jednoniciowe cząsteczki RNA, które regulują ekspresję genów na poziomie potranskrypcyjnym poprzez wiązanie się do mRNA. MiRNA wpływają na szereg procesów biologicznych takich jak: proliferacja, różnicowanie, angiogeneza, migracja czy apoptoza. Badania udowodniły udział miRNA w rozwoju chorób nowotworowych; od etapu inicjacji do powstawania przerzutów. Szerokie spektrum genów regulowanych przez miRNA w przebiegu choroby nowotworowej pozwoliło na wyróżnienie wśród nich miRNA supresorowych oraz miRNA onkogennych (tzw. onkomirów). Detekcja wybranych miRNA oraz monitorowanie zmian w profilu ich ekspresji mogą pomóc we wczesnym wykrywaniu komórek nowotworowych, a także służyć jako czynnik rokowniczy przebiegu choroby lub leczenia. Zdefiniowanie w komórkach nowotworowych genów docelowych dla „rozregulowanych” miRNA oraz opracowanie metod ich selektywnego wyciszania jest obiecującą strategią terapeutyczną. W niniejszej pracy omówiona została dotychczasowa wiedza na temat możliwości zastosowania miRNA jako markera diagnostycznego oraz potencjalnego celu w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych.

			Wprowadzenie

			MikroRNA (miRNA) to zachowana w ewolucji grupa niewielkich jednoniciowych cząsteczek RNA biorących udział w regulowaniu ekspresji wielu genów. U człowieka cząsteczka miRNA ma najczęściej długość 22 nukleotydów, choć opisywane są cząsteczki o długości od 19-25 nukleotydów [1]. MiRNA kontrolują procesy biologiczne takie jak: podziały komórkowe, różnicowanie komórek, angiogeneza, migracja, apoptoza czy onkogeneza [2,3,4,5]. Geny kodujące miRNA zlokalizowane są w intronach lub egzonach genów kodujących białka oraz w obszarach międzygenowych, często w regionach o dużej niestabilności. Charakteryzuje je brak możliwości kodowania informacji o białkach. Pierwszy gen kodujący mikroRNA (lin-4) - zidentyfikowano u Caenorhabditis elegans w 1993 roku. Badacze dowiedli, iż gen lin-4 pełni istotną funkcję w kontroli postembrionalnych faz rozwojowych C. elegans, regulując poziom białka LIN-14 na poszczególnych etapach rozwoju larwalnego. Badania te wykazały, iż transkrypty lin-4 posiadały od 22 do 61 nukleotydów, nie kodowały białka i, co ciekawe zawierały sekwencje komplementarne do powtarzalnego fragmentu sekwencji w nieulegającym translacji regionie 3’(UTR) mRNA [6]. Odkrycie cząsteczek miRNA, będących endogennymi regulatorami ekspresji genów, zapoczątkowało szereg badań dotyczących ich roli zarówno w warunkach fizjologicznych jak i patologicznych, ze szczególnym uwzględnieniem procesu nowotworzenia.

			Biogeneza miRNA

			Powstawanie miRNA to proces złożony, rozpoczynający się w jądrze komórkowym a kończący w cytoplazmie. Geny kodujące miRNA zlokalizowane w obszarach międzygenowych występują jako pojedyncze (z własnym promotorem) lub jako grupy genów ze wspólnym promotorem. Geny miRNA zlokalizowane w intronach są transkrybowane z wykorzystaniem promotora „genu gospodarza” i podlegają splicingowi [7]. W ścieżce kanonicznej, geny miRNA z własnym promotorem, podobnie jak geny kodujące białka, są transkrybowane przez polimerazę RNA II tworząc pierwotny transkrypt zwany pri-miRNA (ang. primary miRNA) [7]. Transkrypt ten zawiera czapeczkę (cap) 7-metyloguanozynową na końcu 5’ oraz ogon poli (A) na końcu 3’. W kolejnych etapach cząsteczka pri-miRNA, jest rozpoznawana przez kompleks (tzw. mikroprocesor) złożony z rybonukleazy Drosha (RNaza III) i białka wiążącego RNA, DGCR8 (ang. DiGeorge syndrome critical region 8). Następnie pri-miRNA jest przycinany w celu uwolnienia fragmentu o strukturze „spinki do włosów” nazywanym pre-miRNA (ang. precursor miRNA), który jest aktywnie transportowany do cytoplazmy przez eksportynę-5, która współpracuje z guanozynotrifosfatazą Ran (RanGTP) [8,9]. Kompleks pre-miRNA/Eksportyna5/RanGTP uwalnia pre-miRNA w wyniku hydrolizy RanGTP do RanGDP; reakcji katalizowanej przez GTPazę, RanGAP [10]. Energia uzyskana w wyniku hydrolizy GTP umożliwia transport pre-miRNA do cytoplazmy. Pre-miRNA jest następnie przetwarzane w cytoplazmie przy udziale endonukleazy Dicer (RNAzy III) w wyniku czego dochodzi do powstania dupleksu komplementarnych cząsteczek miRNA o długości około 22 nukleotydów. Po odcięciu pętli, z cząsteczki prekursorowej pre-miRNA mogą powstać dwie cząsteczki miRNA-X, gdzie X oznacza numer identyfikacyjny miRNA. Stosowane nazewnictwo wskazuje na ramię (nić) pre-miRNA, z którego powstała cząsteczka miRNA, i tak miR-X-3p oznacza cząsteczkę powstającą z ramienia 3’, a miR-X-5p z ramienia 5’ pre-miRNA [11]. W rzadkich przypadkach, gdy jedna nić jest wiodąca (tzn. taka z której zdecydowanie częściej powstaje miRNA) oznacza się ją jako miR-X. Druga nić, nazywana pasażerską (miR-X*), w większości przypadków ulega degradacji [9]. Enzym Dicer jest wspomagany przez dwa białka o podobnej strukturze TRBP (ang. HIV-1 transactivating response RNA-binding protein) oraz PACT (ang. protein activator of protein kinase R), które go stabilizują i ułatwiają przekazanie dupleksu miRNA do białka Argonaute (Ago) [12]. Następnie dwuniciowa cząsteczka miRNA włączana jest do kompleksu RISC (ang. RNA induced silencing complex). RISC rozpoznaje nić wiodącą, która staje się dojrzałym miRNA (Ryc. 1).
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						Rycina 1. Biogeneza miRNA (ścieżka kanoniczna).

					

				

			

			Ścieżka niekanoniczna powstawania miRNA, w przeciwieństwie do kanonicznej, nie wymaga obecności kompleksu Drosha i DGCR8 do wytworzenia pre-miRNA [13]. Jednym z przykładów tworzenia miRNA drogą niekanoniczną są mirtrony, których geny są zlokalizowane w intronach. Powstawanie pre-miRNA mirtronów jest związane z wycinaniem intronów (splicing), a oddzielane od mRNA przy udziale enzymu Ldbr (ang. lariat debranching enzyme). Kolejno, powstała struktura eksportowana jest do cytoplazmy przez eksportynę-5, a następnie rozpoznawana i cięta przez kompleks Dicer w rezultacie formując postać dojrzałego miRNA [13, 14]. Ciekawym przykładem miRNA, które może powstawać zarówno na drodze kanonicznej jak i niekanonicznej jest miR-451 [15].

			Mechanizmy regulacji potranskrypcyjnej przez miRNA

			Dojrzałe cząsteczki miRNA włączone do efektorowego kompleksu RISC (miRISC, ang. RISC with incorporated miRNA) są zdolne do przyłączania się do docelowego mRNA. W dojrzałej cząsteczce miRNA, na końcu 5’ znajduje się konserwatywna sekwencja o długości 7 nukleotydów (najczęściej pomiędzy nukleotydem 2 i 8 licząc od końca 5’ miRNA) nazywana regionem „seed” (ang. seed region). Połączenie regionu „seed” cząsteczki miRNA i tzw. miejsca odpowiedzi na miRNA (ang. miRNA response elements, MREs) zlokalizowanego w obrębie 3’(UTR) docelowego mRNA prowadzi do degradacji transkryptu lub zahamowania translacji [16]. Pełna komplementarność cząsteczki miRNA z MRE, niezwykle rzadka w komórkach zwierzęcych (a dominująca u roślin), prowadzi do endonuklolitycznej degradacji transkryptu przez Ago2, białka należącego do rodziny białek Argonaute [12]. Degradacja mRNA może zachodzić od końca 3’ do 5’ (dzięki aktywności katalitycznego kompleksu egzosomu) lub od końca 5’ do 3’ (katalizowana przez egzonukleazę Xrn1p) [12]. Efektem jest obniżenie poziomu konkretnego, degradowanego transkryptu oraz syntezy białka, które koduje.

			Większość interakcji miRNA-MRE występujących w komórkach zwierzęcych zachodzi przy niepełnej komplementarności ich sekwencji (np. występuje niepełna komplementarność w obrębie regionu ”seed” i kompensacyjna komplementarność poza tym regionem). Brak pełnej komplementarności miRNA-MRE uniemożliwia endonukleolityczną aktywację Ago, ale nie wpływa na zdolność do hamowania translacji (przy współdziałaniu białka GW182). Zahamowanie translacji może zajść na etapie inicjacji lub elongacji. Związanie miRISC z docelowym transkryptem uniemożliwia bowiem przyłączenie się czynnika inicjacji transkrypcji (eIF4e) do czapeczki 5’, co w konsekwencji powoduje zależną od RISC deadenylację ogona poli(A) transkryptu. Innym opisanym mechanizmem represji translacji przez miRNA jest uniemożliwienie łączenia się podjednostek rybosomu na docelowym mRNA, dotyczy to przyłączenia podjednostki 60S do obecnej na transkrypcie podjednostki 40S [17]. Związanie kompleksu miRISC uniemożliwia również cyrkularyzację mRNA, co skutkuje obniżeniem wydajności translacji. MiRNA pośrednio wpływa na przedwczesne oddysocjowanie rybosomu, co może powodować gromadzenie transkryptu w ciałkach P (ang. P-bodies). W przypadku sekwestracji transkryptu w ciałkach P zazwyczaj nie obserwuje się obniżenia poziomu transkryptu w komórce [17]. Należy nadmienić, że w wyjątkowych przypadkach związanie miRNA może prowadzić do aktywacji translacji docelowego transkryptu [18].

			Rola miRNA w onkogenezie

			MiRNA regulują ekspresję około 60% genów człowieka [15,19]. Co ciekawe, jedna cząsteczka miRNA (u człowieka do 2019 roku opisano ok. 2300 różnych miRNA [20]) może przyłączać się do wielu docelowych mRNA. Z kolei jedna cząsteczka mRNA może być zahamowana przez różne miRNA. Skutek oddziaływania z docelowymi cząsteczkami mRNA zależy od komplementarności wiązania oraz poziomu ekspresji miRNA lub mRNA [19]. Wykazano, że zaburzenia ekspresji miRNA jakościowe (np. brak ekspresji konkretnego miRNA lub ekspresja miRNA do tej pory nieobecnego w tej tkance) lub ilościowe (wzrost lub obniżenie ekspresji wybranych miRNA) występują w przebiegu licznych chorób, w tym nowotworów [21].

			U podłoża zaburzeń ekspresji miRNA w komórkach nowotworowych leży często lokalizacja kodujących je genów. Nierzadko są one umiejscowione w regionach niestabilnych genetycznie, miejscach kruchych lub związanych z rozwojem nowotworu (ang. cancer associated genomic regions, CAGRs), co często powoduje ich delecję, skutkującą brakiem ekspresji miRNA. Przez wiele lat sądzono, że ekspresja miRNA w komórkach nowotworowych jest przede wszystkim obniżona. Dopiero porównanie profilu miRNA tkanek prawidłowych i zmienionych nowotworowo wykazało znaczną nadekspresję niektórych miRNA [22].

			W zależności od funkcji jaką pełnią miRNA w rozwoju nowotworów klasyfikuje się je jako: miRNA supresorowe (hamujące ekspresję onkogenów lub genów indukujących apoptozę) oraz miRNA onkogenne (aktywujące onkogenezę lub hamujące ekspresję genów supresorowych) [23]. Należy podkreślić, że klasyfikacja ta jest znacznym uproszczeniem, gdyż w przypadku wielu miRNA (np. miR-155, miR-125b) skutek ich aktywności zależy od sumarycznej aktywności regulowanych genów [23].

			Obniżona ekspresja lub brak ekspresji miRNA supresorowych powoduje zwiększoną ekspresję genów ważnych dla progresji nowotworu; w tym białek antyapoptotycznych czy czynników transkrypcyjnych. W 2017 roku po raz pierwszy opisano obniżoną ekspresję cząsteczek miR-15 i miR-16 w komórkach przewlekłej białaczki limfocytowej (CCL), co prowadziło do zahamowania procesu apoptozy (miR-15 i miR-16 regulują ekspresję antyapoptotycznego BCL-2), a tym samym przyczyniało się do niekontrolowanej proliferacji komórek białaczkowych [23]. Obniżona ekspresja cząsteczki miR-146a regulującej ekspresję czynnika transkrypcyjnego NFκB w komórkach raka żołądka koreluje ze wzrostem guzów [23]. W modelu in vitro raka jelita grubego wykazano spadek ekspresji miR-143, którego genem docelowym jest m.in. onkogen Raf1 [24]. Istotną rolę w regulacji ekspresji miRNA supresorowych w komórkach nowotworowych odgrywa proces metylacji DNA [25] np. hipermetylacja promotorów miRNA (let-7, miR-34, miR-342, miR345, miR-9, miR-129, miR-137) prowadzi do redukcji ich ekspresji i rozwoju raka jelita grubego. Obniżona ekspresja miR-143 w komórkach raka jelita grubego powoduje wzrost aktywność DNA metylotransferazy 3A (DNMT3A) i zwiększoną proliferację komórek nowotworowych [26]. Warto podkreślić, że ekspresja miRNA z jednej strony jest zależna od metylacji DNA, a z drugiej, może wpływać na aktywności regulatorów epigenetycznych takich jak metylotransferazy DNA czy deacetylazy histonowe. Powyżej przedstawiono przykłady miRNA supresorowych wraz z potencjalnymi genami docelowymi (Tab. 1).

			
				
					Tabela 1. Przykładowe supresorowe miRNA [29,30].
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									nowotwór

								
									
									mRNA podlegające regulacji

								
							

							
									
									miR-340

								
									
									wątroby, piersi

								
									
									ROCK1, MET

								
							

							
									
									let-7a

								
									
									piersi, płuc

								
									
									KRAS, EGFR, HMGA2, MYC

								
							

							
									
									miR-145

								
									
									prostaty, trzustki, pęcherza

								
									
									ROCK1, STAT3, FOXO1

								
							

							
									
									miR-29b

								
									
									piersi, płuc

								
									
									ADAM12-L
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									prostaty

								
									
									SIRT1, Notch,

								
							

							
									
									miR-495

								
									
									prostaty, piersi

								
									
									Act, m-TOR, JAM-A,
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									piersi, żołądka

								
									
									Akt3 i KDM2A

								
							

							
									
									miR-15a-16

								
									
									jajnika, prostaty, piersi, NSCLC

								
									
									Bmi-1, CCDN1, BCL2, WNT3A, CCNE1, Synuclein-Y, Cripto

								
							

						
					

				

			

			W komórkach raka jelita grubego częściej obserwuje się zwiększoną ekspresję wybranych miRNA, co oznacza, że częściej mają one charakter onkogenny [27]. Zwiększona ekspresja miRNA może wynikać z amplifikacji genów kodujących miRNA, ale także ze sprawniejszej biogenezy, konstytutywnej aktywności ich promotorów, czy większej stabilności cząsteczek miRNA [21]. Zwiększona ekspresja miRNA prowadzi do represji licznych genów o działaniu supresorowym. Przykładem jest „oncomiR-1” czyli klaster 6 miRNA (miR-17-92; miR-17, miR-18, miR-19a, miR-20, miR-19b, oraz miR-92), który hamuje ekspresję genu supresorowego Rbl2 [23]. Onkogenne miRNA np. miR-24, miR-31, miR-21 zwiększają potencjał proliferacyjny komórek poprzez wyciszanie inhibitorów CDK (cyclin dependent kinases) [23,28]. W tabeli 2 przedstawiono przykłady onkogennych miRNA oraz regulowanych przez nie genów.

			Zastosowanie mikroRNA w diagnostyce nowotworów

			MiRNA są postrzegane jako potencjalne markery chorób nowotworowych. Po pierwsze, cząsteczki miRNA są łatwo dostępne do badania gdyż są obecne we wszystkich płynach ustrojowych. Po drugie, duża stabilność biologiczna miRNA ułatwia ich detekcję. Po trzecie, miRNA regulują wszystkie etapy rozwoju nowotworu, a w wielu przypadkach wykazują ekspresję tkankowo specyficzną. Szczególnie istotne klinicznie wydaje się zastosowanie miRNA jako biomarkerów prognostycznych oraz predykcyjnych w trakcie leczenia. Przykładowo, podwyższona ekspresja miR-21 (krążącego we krwi) ma silny związek z predyspozycją do rozwoju raka jelita grubego [31], płuc [32,33], piersi [34] czy trzustki [35]. Ekspresja miRNA w chemioopornych komórkach nowotworu może różnić się od ekspresji w komórkach, które wykazują wrażliwość na chemioterapię [36] np. w przypadku raka jelita grubego wzrost ekspresji miR-21 koreluje z opornością na terapię fluorouracylem poprzez obniżenie ekspresji białka naprawczego MSH2 [37]. W badaniach in vitro wykazano, iż podwyższona ekspresja miR-140, miR-215, miR-224, miR20a sprzyja rozwojowi chemooporności na fluorouracyl, metotreksat, oksaliplatynę czy tenipozyd w komórkach raka jelita grubego [38-41]. W tabeli 3 zestawiono dotychczas opisane miRNA rozważane jako biomarkery nowotworowe.

			
				
					Tabela 2. Przykładowe onkogenne miRNA [29,30].
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									mRNA podlegające regulacji
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									piersi, płuc, jelita grubego, trzustki, żołądka, wątroby

								
									
									PTEN, PDCD4, RECK, TPM1, Bcl-2
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									jelita grubego, żołądka, płuc

								
									
									MYCN, ATM, FXR, EGR2, MXD1, PIAS3, SOCS6, HIF-1a

								
							

							
									
									miR-106b/93
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									PTEN (PI3K/Akt), Rbl2
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									Rsu1, Mtss1, Pai1, Timp1
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									miR-335
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									Rb1, Bcl-w
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									jelita grubego, piersi, trzustki

								
									
									RAD51, VHL, SOCS1
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									żołądka, prostaty,
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									piersi, pęcherza, trzustki, płuc

								
									
									HOXD10, KLF4, TIP30, E-cadherin

								
							

						
					

				

			

			Do tej pory opracowano dwa testy wspierające diagnostykę chorób nowotworowych w oparciu o profil miRNA. Jednym z nich jest test ThyraMIR, który poprzez ocenę ekspresji 10 różnych 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 rozróżnienie typu raka tarczycy [48]. Innym przykładem jest predykcyjny test diagnostyczny (z certyfikatem IVD) miRpredX-31-3p stosowany u pacjentów z rakiem jelita grubego bez mutacji w genie K-RAS. Ocena ekspresji miR-31-3p wykonywana jest w skrawkach histopatologicznych z guzów jelita grubego. Niska ekspresja mir-31-3p prognozuje większą skuteczność kliniczną stosowania terapii anty-EGFR vs tradycyjnej chemioterapii. [49].

			Terapia przeciwnowotworowa z wykorzystaniem miRNA

			Nowe strategie leczenia nowotworów coraz częściej biorą pod uwagę terapie z wykorzystaniem miRNA, które są szansą na przywrócenie prawidłowej ekspresji miRNA i genów przez nie regulowanych.

			Opracowano dwie strategie terapeutyczne wykorzystujące miRNA, które potencjalnie umożliwiają zahamowanie rozwoju nowotworu. Pierwsza opiera się o wykorzystanie tzw. ”terapii zastępczych”, natomiast druga związana jest z hamowaniem onkogennych miRNA [50,51] (Ryc. 2). ”Terapie zastępcze” polegają na przywróceniu ekspresji miRNA supresorowych, których ekspresja w komórkach nowotworowych jest zahamowana [52,53]. W tym przypadku sztucznie syntetyzowane cząsteczki miRNA supresorowych powinny prowadzić do zahamowania ekspresji genów sprzyjających rozwoju nowotworów (onkogenów) [54]. Strategia importu egzogennych miRNA może odgrywać rolę w leczeniu nowotworów na drodze hamowania proliferacji lub indukcji apoptozy komórek nowotworowych (Ryc.2) [55,56]. Przykładem terapii zastępczej jest przywrócenie ekspresji miR-34a w przypadku różnych typów nowotworów (np. płuc, jelita grubego, trzustki), co prowadziło do zahamowania rozwoju guza oraz indukowanie programowanej śmierci komórek poprzez regulację Notch 1, HMGA2 czy Bcl-2 [57].

			
				
					Tabela 3. Wykaz miRNA rozważanych jako markery chorób nowotworowych
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			Wartym przytoczenia jest przykład zastosowania syntetycznej cząsteczki miRNA let-7a w leczeniu nowotworu krtani. Wprowadzenie let-7a do komórek nowotworowych przywróciło prawidłową regulację ekspresji RAS i c-MYC i ograniczyło proliferację komórek nowotworowych [58]. Podobny wynik zastosowania sztucznych miRNA z rodziny let-7 zaobserwowano w przypadku raka wątrobowokomórkowego, gdzie zahamowana została proliferacja i migracja komórek nowotworowych [59]. Również w przypadku raka jelita grubego syntetyk miRNA let-7 przyczyniał się do zwiększenia apoptozy komórek rakowych [60]. Równoczesna nadekspresja wprowadzonych cząsteczek let-7 i miR-34a hamowała progresję nowotworu płuc [61]. Co więcej, wprowadzenie cząsteczek miR-29b do komórek raka piersi lub żołądka, pozwalało na zredukowanie wzrostu nowotworu w warunkach in vitro i in vivo (model mysi), poprzez wpływanie na szlaki Akt3 i KDM2A [62,63]. Wprowadzenie miR-34a do komórek raka piersi przywraca prawidłową ekspresję białka supresorowego p53 poprzez regulację funkcji czynnika transkrypcyjnego Fra-1 [64]. Innym przykładem są cząsteczki: miR-15a i miR-16-1, których dysregulacja umożliwia rozwój nowotworów prostaty i trzustki poprzez wpływanie na szlaki sygnałowe związane z CCND1 (cyklina D1), WNT3A i BCL2. WNT3A należy do szlaku Wnt/beta-kateninowego, który odpowiedzialny jest za adhezję komórek i promowanie ekspresji onkogenów takich jak c-Myc i CCND1. BCL-2 jest odpowiedzialny za zahamowanie apoptozy. Reekspresja, czyli przywrócenie prawidłowej ekspresji miR-15a doprowadziła do zmniejszenia żywotności komórek nowotworowych w badaniach in vitro. [65].

			Hamowanie działania onkogennych miRNA polega na wprowadzeniu do komórek nowotworowych cząsteczek naśladujących miRNA. Wykorzystywane są różne warianty cząsteczek hamujących takie jak np: oligonukleotydy anty-miRNA (ang. anti-miRNA oligonucleotides; AMOs, [66]), antysensowne oligonukleotydy wykorzystujące „usztywnione” kwasy nukleinowe (ang. locked-nucleic-acid antisense oligonucleotides; LNA; [67]), gąbki miRNA (ang. miRNA sponges; [68]), maski miRNA (ang. miRNA masks), antagomiry (ang. antagomirs; amiRNA) oraz antysensowne oligodeoksyrybonukleotydy (ang. multiple-target anti-miRNA antisense oligodeoxyribonucleotides; MTg-AMOs; [69]), które hamują biogenezę miRNA lub interakcje miRNA onkogennego z mRNA docelowym.
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						Rycina 2. Schematyczne zestawienie strategii przeciwnowotworowych wykorzystujących miRNA.

					

				

			

			Przykładowo, syntetyczna cząsteczka miRNA (AMOs/amiRNA) w postaci oligonukleotydu RNA o długości 21-23 nukleotydów dopasowuje się komplementarnie (jako antysens) do docelowego miRNA, przez co zahamowuje biogenezę miRNA onkogennego lub uniemożliwia jego wiązanie do mRNA [70]. AMOs/amiRNA powodują powstawanie dupleksów miRNA lub degradację miRNA. W technologii LNA, prowadzącej również do degradacji docelowych miRNA stosuje się zmodyfikowane oligonukleotydy, w których pierścień rybozy jest „zablokowany” przez mostek metylenowy łączący atom 2’-O i atom 4’-C. Wprowadzona modyfikacja powoduje usztywnienie rybozy w konformacji C3’ endo co znacząco poprawia trwałość powstających heterodupleksów [71,72]. Strategia MTg-AMOs wykorzystuje równocześnie kilka rodzajów syntetycznych cząsteczek miRNA do zahamowania ekspresji różnych miRNA jednocześnie. W modelu in vitro raka żołądka zastosowano MTg-AMOs, które hamowały ekspresję miR-21, miR-106a i miR-221, co skutkowało zahamowaniem proliferacji i migracji komórek nowotworowych [73; Ryc. 3].

			Gąbki miRNA (ang. miRNA sponges) to transkrypty zawierające miejsca naśladujące sekwencje znajdujące się w mRNA komplementarnym do docelowego miRNA. Zastosowanie gąbek miRNA umożliwia redukcję liczby wolnych miRNA (jednego lub wielu rodzajów) poprzez ich związanie do gąbki. Prowadzi to do zwiększenia ekspresji mRNA hamowanych przez „zatrzymane” miRNA. Przykładowo inhibicja miR-9 (która w przypadku raka piersi charakteryzuje się nadekspresją), poprzez wykorzystanie gąbek miRNA (naśladujących mRNA dla kadheryny-1) spowodowała ograniczenie przerzutowania [73,74; Ryc.3.]. Funkcjonalne działanie masek miRNA opiera się z kolei o inhibicję interakcji cząsteczki miRNA ze specyficznym mRNA poprzez kompetycyjne wiązanie wprowadzanego sztucznego miRNA do końca 3’ mRNA. Związanie sztucznego miRNA prowadzi do zahamowania ekspresji mRNA [75; Ryc.3.].

			Ograniczeniem możliwości wykorzystania terapeutycznego cząsteczek miRNA jest brak skutecznych metod dostarczania syntetycznych miRNA np. do środowiska guza. Chemicznie syntetyzowane miRNA mogą być wprowadzane do komórek nowotworowych poprzez różne typy transporterów np.: liposomy, nanonośniki, przy pomocy odczynników wspomagających transfekcję lub poprzez elektroporację [76,77]. W celu opracowania skutecznego sposobu dostarczania syntetycznych wariantów miRNA należy skupić się na tym, aby były one chronione przed wczesną degradacją w krwiobiegu, docierały bezpośrednio do komórek docelowych i nie wywoływały odpowiedzi immunologicznej [78,79]. Chemiczna modyfikacja oligonukleotydów miRNA prowadzi do zwiększonej stabilności takich cząsteczek i zapobiega ich degradacji przez nukleazy w krążeniu. Przykładowo, dodanie grupy metylowej lub metoksyetylowej do grupy 2’-OH (w rybozie) lub zamiana grupy 2’-OH na atom fluoru w resztach rybozy prowadzi do zwiększenia stabilności i powinowactwa wiązania anty-miR do docelowego miRNA, co wydłuża czas działania w narządach takich jak wątroba, płuca czy nerki [80].
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						Rycina 3. Schematyczne zestawienie przykładowych strategii inhibicji onkogennych miRNA.

					

				

			

			Wyróżnia się tzw. lokalne oraz ogólnoustrojowe dostarczanie syntetycznych miRNA. Lokalny transport miRNA polegający na podaniu cząsteczek miRNA do guza może skutkować supresją genów docelowych przy zachowaniu obniżonej toksyczności. Metoda ta jest bardziej skuteczna w porównaniu do dostarczania syntetycznych miRNA drogą ogólnoustrojową. Jednak miejscowy transport miRNA ogranicza się do łatwo dostępnych nowotworów litych takich jak np. rak piersi czy szyjki macicy. Miejscowe zastosowanie syntetycznego miR-145, wywoływało efekt przeciwnowotworowy również w mysich modelach raka okrężnicy [81]. Próby polegające na dostarczaniu syntetycznego let-7 (let-7g) z użyciem polimerowego nośnika w mysim modelu raka płuc spowodowały redukcję guza płuc o 60–70% [82]. Badania pokazały, iż obie drogi dostarczania (dożylna i bezpośrednio do guza) syntetycznych wariantów miRNA (let-7a) prowadziło do zmniejszenia wielkości guza w mysim modelu niedrobnokomórkowego raka płuca [82]. Innym przykładem testowanych metod jest podawanie donosowo wektora lentiwirusowego z ekspresją let-7a w modelu ludzkiego niedrobnokomórkowego raka płuca, co skutkowało zahamowaniem wzrostu guzów płuc zależnych od KRAS.

			Wszystkie przedstawione wyżej strategie dają nadzieję na skuteczniejszą walkę z nowotworami, jednakże warto zwrócić uwagę na wiążące się z nimi wątpliwości. Po pierwsze, badanie jednej, wybranej cząsteczki miRNA jest w większości przypadków niewystarczające, gdyż zmiany zachodzące w komórkach nowotworowych są zależne od ekspresji różnych miRNA o plejotropowym działaniu. Po drugie, dostarczanie in vivo sztucznych miRNA stanowi wyzwanie i nie zaproponowano do tej pory jednej, skutecznej metody ich transportu do tkanki docelowej (specyficzna droga dostarczania) [83]. Po trzecie wątpliwości budzi zastosowanie nośników syntetycznych miRNA, ze względu na możliwość ich degradacji w krwi i potencjalną toksyczność [84, 85, 86] oraz trwałość skutków 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, migration, 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 selective 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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