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				STRESZCZENIE

				Egzosomy to małe pęcherzyki błonowe, wydzielane przez różne typy komórek do macierzy zewnątrzkomórkowej. Transportują zarówno białka, jak i kwasy nukleinowe, w tym fragmenty DNA, mRNA, mikroRNA oraz inne niekodujące RNA. Stanowią jeden z kluczowych elementów komunikacji międzykomórkowej zachodzącej w mikrośrodowisku nowotworu. Badania naukowe dowiodły, że mikroRNA uwalniane za pomocą egzosomów wpływają na migrację i inwazyjność komórek, angiogenezę czy powstawanie przerzutów. Biorą także udział w modulacji odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw nowotworowi. Ponadto wykazano, że mogą być również potencjalnymi biomarkerami nowotworowymi. Niniejszy artykuł przeglądowy stanowi podsumowanie dotychczasowej wiedzy dotyczącej biogenezy egzosomalnych mikroRNA i ich roli w nowotworzeniu.

				WPROWADZENIE

				Zdolność komórek do komunikacji jest dość powszechnym i znanym zjawiskiem, szczególnie ważnym w ujęciu oddziaływań zachodzących w mikrośrodowisku nowotworu. Głównie opiera się na sekrecji substancji aktywnych, do których zaliczyć można: czynniki wzrostu, neuroprzekaźniki czy cytokiny [1,2]. Komórki mogą komunikować się między sobą również poprzez wydzielanie do macierzy zewnątrzkomórkowej pęcherzyków zawierających białka, fragmenty DNA czy różne rodzaje RNA [1-5]. Doniesienia naukowe, licznie ukazujące się w ciągu ostatnich kilkunastu lat, wskazują na znaczny i zarazem kluczowy udział tego rodzaju wymiany międzykomórkowej.


				PĘCHERZYKI ZEWNĄTRZKOMÓRKOWE

				Zewnątrzkomórkowe pęcherzyki błonowe (EVs, ang. Extracellular Vesicles) są heterogenną populacją pęcherzyków, uwalnianych przez komórki zarówno in vivo, jak i in vitro [2,6]. Stanowią niezwykle istotny element przekazywania informacji między różnymi komórkami, nie wymagając ich bezpośredniego kontaktu. Mają bardzo duże znacznie biologiczne oraz są przedmiotem intensywnych badań. Ponadto wyrazem tak żywego zainteresowania środowiska naukowego tą tematyką jest utworzenie w 2011 r. międzynarodowego stowarzyszenia o akronimie ISEV (ang. The International Society For Extracellular Vesicles), wydającego czasopismo „Journal of Extracellular Vesicles”.

				W zależności od pochodzenia, wielkości i pełnionej funkcji do EVs należą [2,3]: egzosomy, mikropęcherzyki i ciałka apoptotyczne – szczegółowo opisane w tabeli 1. Każde charakteryzują ponadto odpowiednie markery oraz tzw. cargo, czyli zawarte w nich biologicznie aktywne substancje, ulegające transportowi. W niniejszej pracy szczególną uwagę zwrócono na egzosomy transportujące miRNA, jako jeden z kluczowych elementów komunikacji międzykomórkowej w biologii nowotworów.

				EGZOSOMY I ZAWARTE W NICH mikroRNA

				Egzosomy po raz pierwszy zostały zaobserwowane w latach 80-tych XX w. w procesie różnicowania retikulocytów, czyli niedojrzałych erytrocytów. Wykazano, że podczas ich dojrzewania receptory transferryny i inne białka związane z błoną komórkową są wydzielane na drodze nieznanego wówczas procesu w postaci małych pęcherzyków [7-9].

				Egzosomy to pęcherzyki o średnicy 40–100 nm, otoczone błoną składającą się głównie z białek oraz lipidów, szczególnie bogatą w tratwy lipidowe (Ryc. 1) [10,11]. Uwalniane są przez większość komórek do macierzy zewnątrzkomórkowej w procesie egzocytozy, który następuje w wyniku fuzji ciałek wielopęcherzykowych (MVBs, ang. MultiVesicular Bodies) z błoną komórkową [12]. Transportują zarówno białka, jak i kwasy nukleinowe, w tym fragmenty DNA, mRNA, miRNA oraz inne niekodujące RNA [1,4,11].

			

			
				MikroRNA (miRNA) to małe, jednoniciowe, niekodujące cząsteczki RNA, zbudowane z 17-24 nukleotydów. Regulują ekspresję genów na poziomie potranskrypcyjnym poprzez wiązanie się z regionem 3’UTR mRNA genu docelowego, powodując zahamowanie translacji lub jego degradację [13,14]. Odgrywają ważną rolę w wielu procesach biologicznych, takich jak: proliferacja [15], różnicowanie [16] czy migracja komórek [17], apoptoza [18], angiogeneza [19] oraz onkogeneza [20]. Ponadto są obecne w płynach ustrojowych, m. in.: w łzach, moczu, ślinie, mleku czy osoczu [21]. Zewnątrzkomórkowe miRNA mogą być pakowane nie tylko do egzosomów lub mikropęcherzyków, ale również do cząsteczek lipoprotein o dużej gęstości (HDL, ang. High-Density Lipoprotein) [22], albo związane z białkiem Ago2 w postaci wolnej [23].

			

			
				Badania naukowe dowodzą, że miRNA zawarte w egzosomach są bardziej stabilne oraz mniej podatne na degradację, niż te znajdujące się w cytoplazmie komórek. Transportowane w postaci pęcherzyków są chronione przed szkodliwymi czynnikami środowiska pozakomórkowego dzięki barierze lipidowej. Egzosomy mogą dostarczać do komórek docelowych wiele cząsteczek miRNA jednocześnie, regulując tym samym w nich liczne szlaki sygnałowe, co czyni je niezwykle atrakcyjnym sposobem komunikacji między komórkami dawcy i biorcy [1,24].

				BIOGENEZA mikroRNA

				Ludzkie geny kodujące miRNA zlokalizowane są głównie w obszarach międzygenowych (68%), w tym najczęściej w intronach (12% wszystkich genów). Pozostałe znajdują się w egzonach genów strukturalnych, regionach kodujących lncRNA ( ang. long non-coding RNA) czy obszary nieulegające translacji (UTR, ang. UnTranslated Region). Mogą występować pojedynczo, jak i w postaci klastrów, czyli grup genów leżących blisko siebie [25]. Często mieszczą się w obszarach genomu szczególnie niestabilnych w przebiegu transformacji nowotworowej [26].

				Biogenezę miRNA można podzielić na kilka etapów, które przedstawiono na rycinie 2. Większość genów kodujących miRNA ulega transkrypcji w jądrze komórkowym z udziałem polimerazy RNA II. Podobnie jak w przypadku mRNA, pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA, ang. primary miRNA) posiada na końcu 5’ czapeczkę (cap) z 7-metyloguanozyny oraz na końcu 3’ ogon poli-A. Pri-miRNA zawiera w obrębie swojej sekwencji dwuniciowy fragment o długości 60–70 nt przyjmujący strukturę „spinki do włosów”. Rozpoznawany jest on przez białko jądrowe DGCR8 (ang. DiGeorge Syndrome Critical Region 8), które wiąże się z rybonukleazą Drosha – enzymem należącym do grupy RNaz III. Razem tworzą kompleks mikroprocesora, który umożliwia dalszą obróbkę pri-miRNA do prekursorowego miRNA (pre-miRNA, ang. precursor miRNA). Powstałe pre-miRNA ma zakończenia typowe dla produktów enzymów rodziny nukleazy III, czyli grupę fosforanową na końcu 5’ i dwa niesparowane nukleotydy na końcu 3’. Pre-miRNA w połączeniu z eksportyną 5, jądrowym białkiem transportowym, przenoszone jest do cytoplazmy. Proces ten wymaga obecności Ran-GTP [13,14].

			

			
				Tabela 1. Podział EVs w zależności od pochodzenia, wielkości i pełnionej funkcji.
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				Na podstawie [1-3,6,10,84].
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					Rycina 1. Typowa struktura i zawartość egzosomów. Pęcherzyki mają średnicę 40-100 nm i otoczone są błoną składającą się głównie z białek oraz lipidów, szczególnie bogatą w tratwy lipidowe. Charakteryzują je takie komponenty późnych endosomów jak: Alix, TSG101 czy powierzchniowe tetraspaniny (CD9, CD63, CD81). Egzosomy transportują zarówno białka, jak i kwasy nukleinowe, w tym fragmenty DNA, mRNA, miRNA oraz inne niekodujące RNA; na podstawie [1,2,4,10,11].

				

			

			
				W cytoplazmie pre-miRNA przetwarzane jest przez enzym Dicer, który również należy do rodziny rybonukleaz III [14]. Rozpoznaje dsRNA posiadające dwa niesparowane nukleotydy na końcu 3’ i stopniowo rozcina substrat, którym jest pre-miRNA [25,27]. Dla jego prawidłowej aktywności kluczowa może być obecność innych białek komórkowych, takich jak: TRBP (ang. Transactivating Response RNA-Binding Protein), Ago2, FMRP ( ang. Fragile X Mental Retardation Protein) czy PACT (ang. Protein Kinase R Activating Enzyme) [27]. Powstały dupleks miRNA-miRNA* jest niemalże całkowicie komplementarną, dwuniciową cząsteczką o długości ok. 22 nukleotydów [14]. Jeszcze do niedawna uważano, że tylko jedna z nici jest włączana do kompleksu RISC ( ang. RNA Induced Silencing Complex), stąd nazywano ją wiodącą, drugą zaś określano jako pasażerską (oznaczając gwiazdką). Badania wykazały jednak, że nić pasażerska nie zawsze ulega degradacji i obie z nich mogą być funkcjonalne, stąd obecnie opisuje się je również jako 3p i 5p [28].
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					Rycina 2. Biogeneza mikroRNA. Geny kodujące miRNA ulegają transkrypcji w jądrze komórkowym. Pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA) rozpoznawany jest przez białkowy kompleks mikroprocesora: DGCR8 i Drosha, który umożliwia dalszą obróbkę pri-miRNA do prekursorowego miRNA (pre-miRNA). Pre-miRNA w połączeniu z eksportyną 5 przenoszone jest do cytoplazmy. Proces ten wymaga obecności Ran-GTP. Następnie przetwarzane jest przez enzym Dicer, aktywny w obecności TRBP lub innych białek komórkowych. Powstały dupleks miRNA-miRNA* jest niemalże całkowicie komplementarną, dwuniciową cząsteczką o długości ok. 22 nukleotydów. Dojrzała nić miRNA zostaje włączona do kompleksu RISC i rozpoznaje sekwencje 3’UTR docelowego mRNA – prowadząc do zahamowania procesu translacji; na podstawie [13,14].

				

			

			
				Dojrzała nić miRNA, włączona do kompleksu RISC o aktywności nukleazy, rozpoznaje sekwencje 3’ UTR docelowego mRNA. W przypadku całkowitej komplementarności między miRNA a określoną sekwencją mRNA, białko Ago2 może odłączać cząsteczkę mRNA, prowadząc do jej degradacji – co najczęściej obserwuje się w komórkach roślinnych. Natomiast przy niepełnej komplementarności dochodzi do zahamowania procesu translacji, a ilość transkryptu pozostaje bez zmian [29]. Pojedyncze miRNA może być komplementarne do sekwencji 3’UTR wielu różnych mRNA, a transkrypt jednego genu może posiadać w regionie 3’UTR kilka sekwencji rozpoznawanych przez miRNA. Stąd tak istotna jest rola cząsteczek miRNA w regulacji ekspresji genów.

				SORTOWANIE mikroRNA DO EGZOSOMÓW

				Biogeneza, wydzielanie i pobieranie egzosomów przez komórki docelowe jest procesem ściśle regulowanym przez wiele mechanizmów. Mogą one ulegać modyfikacjom podczas różnych stanów patologicznych, dlatego też wiele z tych procesów dogłębnie zbadano w komórkach nowotworowych [1]. Egzosomy powstają najpierw na drodze złożonego procesu endocytozy (Ryc. 3). Na skutek wpuklenia błony komórkowej tworzą się wczesne endosomy, których błona ponownie ulegając internalizacji tworzy ciałka wielopęcherzykowe, nazywane również późnymi endosomami. Następnie, podczas egzocytozy dochodzi do ich uwolnienia z komórki, poprzez fuzję MVBs z błoną komórkową, co ostatecznie prowadzi do powstania egzosomów [2,10]. Nie sposób pominąć tutaj udziału kompleksu ESCRT ( ang. Endosomal Sorting Complex Required For Transport), który rozpoznaje ubikwitynowane białka błonowe i promuje ich internalizację do MVBs, a także odpowiada za sortowanie cargo. Ponadto obecność w egzosomach komponentów późnych endosomów, takich jak: Alix, TSG101 czy powierzchniowych tetraspanin potwierdza ich pochodzenie z ciałek wielopęcherzykowych [1,2,11].
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				Rycina 3. Biogeneza, wydzielanie i pobieranie egzosomów. Na skutek wpuklenia błony komórkowej tworzą się wczesne endosomy, których błona ponownie ulegając internalizacji tworzy ciałka wielopęcherzykowe (MVBs). Fuzja MVBs z błoną komórkową prowadzi do egzocytozy, czyli uwolnienia egzosomów do środowiska zewnątrzkomórkowego. Znane są trzy mechanizmy interakcji egzosomów z komórkami biorcy: 1) bezpośrednie oddziaływanie transbłonowych białek egzosomów z receptorami sygnałowymi obecnymi na komórkach docelowych, 2) fuzja egzosomów z błoną komórki biorcy i uwolnienie ich zawartości do cytoplazmy, 3) internalizacja egzosomów do komórek docelowych na drodze endocytozy; na podstawie [2,6,10,30,85].

			

			
				Proces sortowania miRNA do egzosomów pozostaje w dużej mierze nieznany. Jednak coraz więcej dowodów wskazuje na to, że nie zachodzi przypadkowo, a cząsteczki miRNA są pakowane selektywnie. Spośród kilku potencjalnych mechanizmów najbardziej prawdopodobny łączy ze sobą dojrzewanie miRNA z formowaniem się ciałek wielopęcherzykowych [1,24,30]. Badania naukowe opublikowane w 2009 r. potwierdziły, iż główne elementy kompleksu RISC, tj. GW182 i Ago2, zlokalizowane są w pobliżu MVBs [31,32].

				Jeszcze do niedawna naukowcy nie potrafili odpowiedzieć na pytanie, czy cząsteczki miRNA pakowane są do egzosomów w formie dojrzałej, czy prekursorowej. Aktualnie wiele badań wskazuje na to, że obie formy są obecne w egzosomach [33-38]. Villarroya-Beltri i wsp. wykazali, że dojrzałe miRNA zawiera specyficzne motywy, rozpoznawane przez białko hnRNPA2B1 ( ang. heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein A2B1), które wiążąc je kontroluje proces sortowania [37]. Sugeruje się, że pakowanie pre-miRNA do egzosomów również może zachodzić w sposób zależny od jego sekwencji [24]. W 2014 r. ukazała się bardzo interesująca praca, w której udowodniono, że egzosomy pochodzące z komórek raka piersi zawierają pre-miRNA wraz z głównymi białkami kompleksu RISC, takimi jak: Dicer, Ago2 czy TRBP. Wykazano również, że dochodzi w nich do niezależnego od komórek przetwarzania pre-miRNA w dojrzałe miRNA. Takiej zdolności nie przejawiały egzosomy pochodzące od prawidłowych komórek kontrolnych [38].

				POBIERANIE EGZOSOMÓW PRZEZ KOMÓRKI DOCELOWE

				W literaturze opisywane są trzy mechanizmy interakcji egzosomów z komórkami biorcy (Ryc. 3), polegające na [30]:

			

			
				
						bezpośrednim oddziaływaniu transbłonowych białek egzosomów z receptorami sygnałowymi obecnymi na komórkach docelowych [39],

						fuzji egzosomów z błoną komórki biorcy i uwolnieniu ich zawartości do cytoplazmy [40],

						internalizacji egzosomów do komórek docelowych na drodze endocytozy [40,41].

				

				Egzosomy charakteryzują się wysoką selektywnością wobec komórek docelowych, zarówno in vivo, jak i in vitro. W procesie wiązania ich do powierzchni komórki pośredniczą białka adhezyjne zaangażowane w komunikację międzykomórkową, takie jak integryny czy ICAM ( ang. IntraCellular Adhesion Molecule). Internalizacja egzosomów, w zależności od komórek docelowych, może odbywać się poprzez endocytozę zależną od klatryny czy z udziałem kaweoli, pinocytozę lub fagocytozę [24,40]. Interesujący jest opisywany w literaturze mechanizm transcytozy pobranych egzosomów, polegający na ich transporcie przez cytoplazmę z jednego bieguna komórki na drugi, celem przekazania komórkom sąsiadującym [30].

				FUNKCJE EGZOSOMALNYCH mikroRNA W NOWOTWORACH

				Ostatnie badania naukowe dowodzą, że egzosomy odgrywają kluczową rolę w modulacji odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw nowotworom [42-46]. Ponadto indukują angiogenezę [47] oraz wpływają na inwazyjność komórek i powstawanie przerzutów [48,49].

				Od czasu, gdy w 2007 r. Valdi i wsp. opisali nowy mechanizm przekazywania miRNA między komórkami za pomocą egzosomów [4], opublikowano wiele podobnych doniesień poświęconych nowotworom. Egzosomalne miRNA uwalniane przez komórki nowotworowe mogą być pobierane zarówno przez sąsiadujące komórki, jak również te znajdujące się w znacznej odległości. Wydaje się to szczególnie istotne nie tylko w procesie kancerogenezy, ale także podczas progresji choroby, gdy transport miRNA odbywa się do komórek zlokalizowanych w odległych narządach [1].

				Różnorodność genów regulowanych przez miRNA na poziomie potranskrypcyjnym sprawia, że w zależności od rodzaju choroby nowotworowej, cząsteczki te mogą zachowywać się zarówno jako onkogeny, jak i supresory nowotworowe. W literaturze anglojęzycznej określa się je mianem oncomiRs [20,50,51]. Większość prac przypisuje cząsteczkom egzosomalnych miRNA rolę prokancerogenną, z uwagi na obniżony poziom ekspresji genów supresorowych miRNA w wielu typach nowotworów, jak i w nowotworowych komórkach macierzystych [24]. Wykazano, że są one ponadto odpowiedzialne za procesy zapalne sprzyjające rozwojowi raka i lekooporności komórek. Niewątpliwie jest to przyczyną tak dużego zainteresowania egzosomalnym miRNA w kontekście poszukiwania nowych biomarkerów diagnostycznych i strategii terapii przeciwnowotworowych [50]. Na rycinie 4 schematycznie przedstawiono wpływ wybranych miRNA uwalnianych na drodze egzocytozy na różne aspekty kancerogenezy.
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				Rycina 4. Wpływ egzosomalnych mikroRNA na wybrane aspekty kancerogenezy. Szczegółowy opis w tekście; na podstawie [24,50,54-56,63-66,81,83].

			

			
				MODULACJA ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ

				Rozważając wpływ egzosomalnych miRNA na modulację przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej warto na wstępie zauważyć, że w wielu typach nowotworów obserwuje się nadekspresję genu kodującego miR-9, który hamuje syntezę białek należących do MHC klasy I (ang. Major Histocompatibility Complex). W ten sposób uniemożliwia komórkom układu odpornościowego rozpoznawanie komórek nowotworowych [52]. Ponadto wykazano, że miR-222 i miR-339 potranskrypcyjnie obniżają ekspresję genu kodującego powierzchniowe białko adhezyjne ICAM-1, promując oporność komórek nowotworowych wobec limfocytów T cytotoksycznych [53].

				W 2011 r. Yang i wsp. opisali wpływ makrofagów aktywowanych interleukiną 4 na inwazyjność komórek raka piersi linii: SKBR3 i MDA-MB-231, w wyniku uwalniania onkogennego miR-223 [54]. Interesujący jest również przykład egzosomalnych miR-21 i miR-29, które oprócz klasycznej roli regulowania ekspresji genów pełnią funkcję ligandów. Wiążą się one do receptorów TLR (ang. Toll-Like Receptor) obecnych na komórkach układu odpornościowego, aktywując czynnik transkrypcyjny NF-κB (ang. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) oraz stymulując je do wydzielania cytokin prozapalnych – co ostatecznie może prowadzić do wzrostu guza i powstawania przerzutów [55].

				ANGIOGENEZA

				Wpływ egzosomów na angiogenezę, niezbędną w procesie powstawania przerzutów, jest szeroko opisywany w literaturze. Przykładem mogą tu być egzosomy uwalniane przez nowotworowe komórki macierzyste raka nerki CD105+, bogate w miRNA, które modyfikują mikrośrodowisko nowotworu – tym samym biorąc udział w tworzeniu się naczyń krwionośnych [47]. Zbadano również wpływ egzosomalnych miRNA uwalnianych przez linię komórkową przewlekłej białaczki szpikowej K-562 na komórki endotelialne HUVEC. W pracy wykazano, że miRNA klastra miR-17-92, a w szczególności miR-92a, znacznie hamuje syntezę integryny α5 w komórkach śródbłonka – nie wpływając na ich wzrost, a zwiększając migrację i formowanie się połączeń międzykomórkowych [56]. Znany jest ponadto egzosomalny, angiogenny miR-210, którego szczególnie wysoki poziom wykrywa się w surowicy pacjentów chorujących na złośliwego raka piersi [57].

				MODYFIKACJA MIKROŚRODOWISKA

				Bardzo dobrze scharakteryzowanym w nowotworach miRNA jest miR-21, którego nadekspresję obserwuje się w guzach litych [58]. Identyfikowany jest również w egzosomach izolowanych z osocza pacjentów cierpiących na różne typy nowotworów, takie jak: rak jajnika, płuc, jelita grubego czy trzustki. Ponadto jego obecność jest dodatnio skorelowana z progresją choroby [59-62]. Badania naukowe potwierdziły, że zwiększony poziom ekspresji genu kodującego miR-21 promuje proliferację, migrację i wzmożoną inwazję komórek nowotworowych [63].

			

			
				Jak wspomniano wcześniej, egzosomalne miRNA biorą również udział w powstawaniu przerzutów, głównie dzięki przemodelowaniu komórek mikrośrodowiska nowotworu. Wykazano, że miR-105 uwalniany poprzez egzosomy z linii komórkowych raka piersi: MCF-10A i MDA-MB-231, obniża ekspresję genu ZO-1 (kodującego białko znane pod anglojęzyczną nazwą Tight Junction Protein-1) w komórkach śródbłonka – regulując ich migrację. Prowadzi to do zwiększenia przepuszczalności naczyń krwionośnych, a tym samym powstawania przerzutów do płuc i mózgu [64].

				W literaturze opisywany jest bardzo ciekawy przypadek egzocytozy supresorowych miRNA z rodziny let-7 komórki linii AZ-P7a, pochodzącej z przerzutów nowotworu żołądka. Cząsteczki te odpowiadają za regulację ekspresji protoonkogenów, takich jak: RAS i HMGA2. W związku z tym autorzy zasugerowali, że mechanizm wydzielania ich do środowiska zewnątrzkomórkowego pozwala utrzymać komórkom nowotworowym inwazyjny potencjał [65]. Podobną regulację wykazywały komórki przerzutowe raka pęcherza wydzielające: miR-23b, miR-224 czy miR-921, powiązane z hamowaniem inwazji i angiogenezy [66].

				EGZOSOMALNE mikroRNA JAKO BIOMARKERY NOWOTWOROWE

				Egzosomalne miRNA są obecne w płynach ustrojowych pacjentów chorujących na różne typy nowotworów, takie jak: rak płuc [67-70], żołądka [71], piersi [72,73], prostaty [74-76], jajnika [77], szyjki macicy [78] czy glejaka złośliwego [79]. Wykazano, że profil wydzielania tych cząsteczek różni się zarówno ilościowo, jak i jakościowo w porównaniu z osobami zdrowymi. Wiele wskazuje na to, że egzosomalne miRNA mogą być potencjalnymi biomarkerami – umożliwiającymi nie tylko wczesne diagnozowanie nowotworów, ale również monitorowanie progresji choroby czy reakcji organizmu na leczenie [80-83].

				Przykładem może być praca autorstwa Ogata-Kawata i wsp., którzy w 2014 r. opublikowali krótką listę egzosomalnych miRNA, wyizolowanych z surowicy pacjentów chorujących na raka jelita grubego, które mogą być stosowane jako biomarkery diagnostyczne. Należały do nich m.in.: let-7a, miR-1229, miR-1246, miR-150, miR-21, miR-223, miR-23a. Autorzy wykazali znacznie wyższy poziom tych cząsteczek u pacjentów, nawet we wczesnej fazie nowotworu, w porównaniu do osób zdrowych. Ponadto zaobserwowali, że maleje on po chirurgicznej resekcji guza [61]. W tabeli 2 przedstawiono zestawienie przykładowych egzosomalnych miRNA, które mogą być wykorzystywane w diagnostyce, jako biomarkery nowotworowe.

			

			
				PODSUMOWANIE

				Poznanie zasad komunikacji międzykomórkowej jest podstawą do zrozumienia wielu procesów zachodzących w organizmie, zarówno fizjologicznych, jak i patologicznych – nierzadko prowadzących do stanów zapalnych, i w konsekwencji chorób nowotworowych. Komórki mogą komunikować się między sobą nie tylko na drodze sekrecji substancji aktywnych, ale również poprzez wydzielanie do macierzy zewnątrzkomórkowej pęcherzyków błonowych, do których zaliczyć można egzosomy. Mogą one transportować zarówno białka, jak i kwasy nukleinowe, w tym fragmenty DNA, mRNA, miRNA oraz inne niekodujące RNA. Od czasu, gdy egzosomy po raz pierwszy zostały zidentyfikowane w latach 80-tych ubiegłego wieku, są przedmiotem zainteresowania naukowców na całym świecie, szczególnie w ciągu ostatnich kilku lat. Coraz więcej dowodów wskazuje bowiem na to, że miRNA uwalniane za pomocą egzosomów, pełnią kluczową rolę w komunikacji międzykomórkowej zachodzącej w mikrośrodowisku nowotworu. Wpływają na migrację i inwazyjność komórek, angiogenezę, powstawanie przerzutów czy lekooporność, a także biorą udział w modulacji odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw nowotworowi. Ponadto ze względu na obecność w płynach ustrojowych pacjentów mogą być również potencjalnymi biomarkerami diagnostycznymi czy prognostycznymi. Niewątpliwie egzosomalne miRNA stanowią obecnie punkt odniesienia w poszukiwaniu nowych strategii terapii przeciwnowotworowych.
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				Tabela 2. Przykłady egzosomalnych mikroRNA, które mogą być wykorzystywane jako biomarkery nowotworowe.
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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 exosomal 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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