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Wykaz zastosowanych skr·t·w: 

 

AGO2: skğadnik katalityczny RISC 2 argonaute (ang. Argonaute 2, catalytic component 

of RISC) 

ARID5B: domena interakcji bogata w AT 5B (AT-rich interaction domain 5B) 

asRNA antysensowne RNA (ang. antisense RNA) 

BMI: wskaŦnik masy ciağa (ang. Body Mass Index) 

BRAF: Protoonkogen B-Raf, kinaza serynowo-treoninowa (ang. B-Raf proto-oncogene, 

serine/threonine kinase) 

ceRNA: konkurujŃcy endogenny RNA (ang. competing endogenous RNA) 

CDKN1C: inhibitor kinazy zaleŨny od cykliny 1C (ang. cyclin dependent kinase inhibitor 

1C) 

circRNA: koliste RNA (ang. Circular RNA) 

dPCR: cyfrowa reakcja ğaŒcuchowa polimerazy (ang. digital Polymerase Chain Reaction) 

EC: rak endometrialny (ang. Endometrial Cancer) 

EMT: przejŜcie nabğonkowo-mezenchymalne (ang. pithelial-mesenchymal transition) 

EOC: nabğonkowy rak jajnika (ang. Epithelial Ovarian Cancer) 

ERK: kinaza regulowana pozakom·rkowo (ang. Extracellularly Regulated Kinase) 

FBXO11: czğonek podrodziny F-box (ang. F-box protein 11) 

FIGO: Miňdzynarodowa Federacja Ginekologii i PoğoŨnictwa (ang. The International 

Federation of Gynecology and Obstetrics) 

FOXO1: biağko Forkhead 01 (ang. Forkhead box 01) 

GAS5: transkrypt specyficzny dla zatrzymania wzrostu 5 (ang. Growth Arrest Specific 5) 

GNAI2: podjednostka alfa G-biağka hamujŃca aktywnoŜĺ i2 (ang. G protein subunit alpha 

i2) 

JPH4: juntofilina 4 (ang. junctophilin 4) 

lncRNA: dğugie niekodujŃce RNA (ang. long noncoding RNA) 

L1CAM: czŃsteczka adhezji kom·rkowej L1 (ang. L1 cell Adhesion Molecule) 

MAPK: kinaza biağkowa aktywowana mitogenem (ang. mitogen activated kinase-like 

protein) 

MEG3: gen 3 wyraŨony po matce (ang. maternally Expressed Gene 3) 

miRISC: kompleks wyciszajŃcy indukowany przez miRNA (ang. miRNA-induced 

silencing complex) 

miRNA: mikroRNA (ang. microRNA) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/84159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673
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MMP2: metaloproteinaza macierzy 2 (ang. matrix metallopeptidase 2) 

MMP9: metaloproteinaza macierzy 9 (ang. matrix metallopeptidase 9) 

MMRd: niedob·r naprawy niedopasowania (ang. mismatch repair deficient) 

MSI: niestabilnoŜĺ mikrosatelitarna (ang. Microsatellite Instability) 

NBTA1: dğugi niekodujŃcy transkrypt RNA zwiŃzany z neuroblastomŃ 1 (ang. long 

noncoding RNA neuroblastoma-associated transcript 1) 

ncRNA: niekodujŃce RNA (ang. noncoding RNA) 

NF-KB: czynnik jŃdrowy kappa B (ang. nuclear factor kappa B) 

NSMP: niespecyficzny profil molekularny (ang. non-specific molecular profile) 

PCOS: zesp·ğ policystycznych jajnik·w (ang. policystic ovary syndrome) 

PIK3CA: podjednostka katalityczna kinazy fosfatydyloinozytolu-3,4,5-trifosforanu, 

(ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) 

PIK3R1: podjednostka regulacyjna kinazy fosfatydyloinozytydu-3 (ang. 

phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1) 

piRNA: RNA wiŃŨŃce siň z biağkiem PIWI (ang. piwi-interactive RNA) 

PTEN: homolog fosfatazy i tensyny (ang. phosphatase and tensin homolog) 

rRNA: rybosomalne RNA (ang. ribosomal RNA) 

SNORD48: mağe jŃderkowe RNA, pole C/D 48 (ang. Small Nucleolar RNA, C/D Box 

48) 

snoRNA: mağe jŃderkowe RNA (ang. small nucleolar RNA) 

snRNA: mağe jŃdrowe RNA (ang. small nuclear RNA) 

SOX17: czynnik transkrypcyjny SOX17 zwiŃzany z regionem SRY (ang. SRY-related 

HMG-box) 

STAT3: przetwornik sygnağu i aktywator transkrypcji 3 (ang. Signal Transducer and 

Activator of Transcription 3) 

TCGA: atlas genomu raka (ang. The Cancer Genome Atlas) 

TNM: system oceny stopnia zaawansowania nowotworu (ang. Tumor, Nodus, 

Metastases) 

tRNA: transportowe RNA (ang. transport RNA) 

TRPS1: represor transkrypcyjny wiŃŨŃcy GATA 1 (ang. transcriptional repressor GATA 

binding 1) 

TSHR: receptor hormonu tyreotropowego (ang. Thyroid Stimulating Hormone Receptor) 

U6: (RNU6-1) RNA, mağy jŃdrowy RNA (ang. small nuclear RNA) 
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ZEB1: homeoboks1 wiŃŨŃcy E-box z cynkowym palcem (ang. zinc finger E-box binding 

homeobox 1) 

ZEB2: homeoboks2 wiŃŨŃcy E-box z cynkowym palcem (ang. zinc finger E-box binding 

homeobox 2) 
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2. Wprowadzenie 

2.1. Rak endometrium: charakterystyka kliniczna, klasyfikacja 

molekularna oraz znaczenie mikroRNA w patogenezie tego 

nowotworu 

Rak endometrium (EC) jest sz·stym najczňŜciej diagnozowanym nowotworem u kobiet 

na Ŝwiecie [1]. Jest drugim najczňŜciej wystňpujŃcym nowotworem ŨeŒskich narzŃd·w 

pğciowych [2]. W 2020 r. zdiagnozowano 417 367 EC na cağym Ŝwiecie. Jego czňstoŜĺ 

wystňpowania wynosi 12,9ï20,2 na 100 000 kobiet, a wsp·ğczynnik ŜmiertelnoŜci  

2,0ï3,7 na 100 000 kobiet [3]. 

CzňstoŜĺ zachorowania na raka endometrium ma tendencjň wzrostowŃ, najwiňcej 

zachorowaŒ odnotowuje siň w krajach Ameryki P·ğnocnej i Europy, gdzie jest to 

najczňstszy nowotw·r ŨeŒskich narzŃd·w pğciowych. Wysoki wsp·ğczynnik 

zapadalnoŜci moŨna przypisaĺ duŨej czňstoŜci wystňpowania czynnik·w ryzyka EC 

zwiŃzanych ze stylem Ũycia, takich jak wysoki standard Ũycia, starzenie siň populacji, 

otyğoŜĺ i brak aktywnoŜci fizycznej, kt·re sŃ zwiŃzane z okoğo 50% przypadk·w EC [1,4]. 

Wedğug European Cancer Observatory wskaŦnik zapadalnoŜci na raka endometrium 

gwağtownie roŜnie i szacuje siň, Ũe do 2040 r. wzroŜnie o ponad 50% na cağym Ŝwiecie. 

Odnotowano takŨe, Ũe wskaŦnik ten ma tendencjň wzrostowŃ w USA i kilku krajach 

europejskich od okoğo 2000 r. [5]. 

Rozpoznanie EC stawia siň na podstawie wyniku histopatologicznego uzyskanego 

poprzez biopsjň aspiracyjnŃ endometrium lub wyğyŨeczkowanie jamy macicy 

poprzedzonego lub nie histeroskopiŃ [6]. 

Wyr·Ũnia siň kilka rodzaj·w klasyfikacji EC. Najstarszym historycznym podziağem jest 

podziağ morfologiczny, wedğug dualistycznej teorii Bokhmana, gdzie EC klasyfikowano 

jako typ I, tzw. endometrioidalny, kt·ry jest zwiŃzany z nadmiernŃ stymulacjŃ 

estrogenowŃ, wystňpuje gğ·wnie u kobiet otyğych z zespoğem policystycznych jajnik·w 

(PCOS) i cyklami bezowulacyjnymi. MoŨe r·wnieŨ wystŃpiĺ u kobiet z predyspozycjami 

genetycznymi, np. zesp·ğ Lyncha. Typ ten rozwija siň na podstawie hiperplazji 

endometrium. Typ I EC jest czňstszy, ma korzystne rokowanie i stanowi 80ï90% 

przypadk·w raka endometrium. Natomiast typ II (nieendometrioidalny) niezwiŃzany ze 
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stymulacjŃ estrogenowŃ ma zğe rokowanie. Typ I obejmuje gruczolakoraka 

endometrioidalnego w stadium I lub II, podczas gdy typ II EC obejmuje gruczolakoraka 

endometrioidalnego w stadium III, surowiczego, jasnokom·rkowego  

i niezr·Ũnicowanego raka [7, 8]. 

Klasyfikacja WHO z 2005 r. (5. edycja) identyfikuje 10 podtyp·w histologicznych 

zğoŜliwego rozrostu bğony Ŝluzowej macicy. SŃ to: rak endometrioidalny  

(85%), rak surowiczy (3ï10%), rak jasnokom·rkowy (<5ï10%), rak 

niezr·Ũnicowany/odr·Ũnicowany, gruczolakorak mieszanokom·rkowy (10%), 

gruczolakorak z pozostağoŜci przewod·w Wolffa, rak pğaskonabğonkowy (< 0,5%), rak 

Ŝluzowy typu jelitowego, gruczolakorak imitujŃcy raka z przewod·w Wolffa i miňsakorak 

(ok 5%) [9, 10]. 

Zgodnie z zaleceniami Miňdzynarodowej Federacji Ginekolog·w i PoğoŨnik·w (FIGO) 

raka endometrium moŨna r·wnieŨ podzieliĺ na trzy stopnie w zaleŨnoŜci od stopnia 

zr·Ũnicowania histologicznego (opierajŃ siň przede wszystkim na cechach 

architektonicznych), tj.: G1ïG3. G1 charakteryzuje siň Ò 5% litym wzorem wzrostu,  

G2 ma od 6 do 50% litego wzoru wzrostu, podczas gdy G3 ma > 50 % litego wzoru 

wzrostu. Wedğug FIGO 2023 guzy G1 i G2 naleŨŃ do guz·w niskiego stopnia 

zr·Ũnicowania, natomiast G3 sŃ guzami wysokiego stopnia zr·Ũnicowania [11]. 

W 2013 r. The Cancer Genome Atlas (TCGA) wprowadziğ nowŃ klasyfikacjň 

molekularnŃ raka endometrium, kt·ra jest niewŃtpliwym postňpem w diagnostyce  

i leczeniu raka endometrium. Wskazuje ona na zmianň paradygmatu z klasyfikacji 

morfologicznej na molekularnŃ i pozwala na wiarygodne oszacowanie rokowania i ocenň 

odpowiedzi na leczenie. Na podstawie badania TCGA zidentyfikowağo cztery podgrupy 

molekularne, naleŨŃ do nich: 

¶ grupa POLEmut ï charakteryzuje siň mutacjami w genie polimerazy epsilon 

(POLE) (7%),  

¶ grupa MSI ï zwiŃzana jest z niestabilnoŜciŃ mikrosatelitarnŃ (MSI) wynikajŃcŃ  

z niedoboru mechanizmu naprawy niedopasowaŒ (MMRd) (28%),  

¶ grupa p53abn ï cechuje siň duŨymi zmianami liczby kopii somatycznych, 

napňdzanymi przez mutacje w genie TP53 (26%),  
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¶ grupa NSMP ï obejmuje nowotwory o mağej liczbie kopii, bez zdefiniowanego 

profilu molekularnego (39%).  

Grupy te r·ŨniŃ siň profilem mutacji, immunogennoŜciŃ, rokowaniem i wymagajŃ 

odmiennego postňpowania [12, 13]. 

Guzy POLEmut majŃ najlepsze rokowanie, natomiast grupa z duŨŃ liczbŃ kopii 

napňdzana mutacjami w genie TP53 rokuje niekorzystne. Rokowanie guz·w  

z niedoborem naprawy niedopasowaŒ (MMRd) i tych bez specyficznego profilu 

molekularnego (NSMP) jest poŜrednie [14, 15]. Molekularna ocena zaawansowania raka 

endometrium jest przydatna ze wzglňdu na jej wartoŜĺ prognostycznŃ i potencjağ 

przewidywania korzyŜci terapii adiuwantowej [16]. 

Wprowadzenie nowego podziağu molekularnego miağo wpğyw na zmianň klasyfikacji 

FIGO z 2009 r., kt·ra oceniağa stopieŒ zawansowania chirurgiczno-patologicznego EC, 

na klasyfikacjň FIGO 2023. Nowa klasyfikacja opierajŃca siň na wytycznych 

ESGO/ESTRO/ESP zawiera nowe podklasyfikacje uwzglňdniajŃce mutacje genetyczne 

[11, 17]. 

Ocena kompletnej klasyfikacji molekularnej (POLEmut, MMRd, NSMP, p53abn) jest 

przeprowadzana we wszystkich przypadkach raka endometrium w celu prognostycznej 

stratyfikacji grup ryzyka. Podtypy molekularne majŃ istotny wpğyw na rokowanie, nawr·t 

choroby i wyniki przeŨycia w r·Ũnych kohortach pacjent·w i sŃ potencjalnymi 

czynnikami wpğywajŃcymi na decyzje dotyczŃce leczenia adiuwantowego lub 

systemowego. Charakterystyka molekularna EC to szybko rozwijajŃca siň dziedzina 

wymagajŃca dalszych badaŒ. Podstawowym leczeniem raka endometrium jest leczenie 

chirurgiczne, ewentualnie nastňpcza chemioterapia, radioterapia i chemioradioterapia 

[14, 18, 19]. Ryzyko nawrotu raka endometrium wystňpuje r·wnieŨ w przypadkach  

o wczesnym zaawansowaniu i wynosi 2,9% w ciŃgu pierwszych 3 lat po zakoŒczeniu 

leczenia [20]. 

NajczňstszŃ mutacjŃ genetycznŃ w raku endometrium jest mutacja genu supresorowego 

PTEN. Funkcjonalna inaktywacja PTEN zwiŃzana jest z inicjacjŃ i progresjŃ raka 

endometrium. Badania wykazağy 34ï55% czňstoŜĺ wystňpowania mutacji somatycznych 
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genu PTEN przy 50ï83% czňstoŜci wystňpowania utraty lub spadku biağka PTEN  

[21, 22]. 

Zmniejszenie ekspresji genu PTEN w tkankach raka endometrium moŨe byĺ teŨ 

spowodowane hipermetylacjŃ jego promotora. Metylacje promotora PTEN zostağy 

zaobserwowane w 52,0% tkanek nowotworowych [23]. Innym istotnym genem 

zaangaŨowanym w kancerogenezň raka endometrium jest SOX17 (ang. SRY-related 

HMG-box) peğniŃcy funkcjň genu supresorowego. Jego inaktywacja odgrywa istotnŃ rolň 

w progresji nowotworu poprzez deregulacjň procesu przejŜcia nabğonkowo- 

-mezenchymalnego (EMT) [24]. 

 

2.2. Znaczenie mikroRNA w kancerogenezie i w raku endometrium 

Do mechanizm·w regulujŃcych ekspresjň gen·w zalicza siň zar·wno klasyczne 

mechanizmy epigenetyczne, jak i niekodujŃce RNA (ncRNA, noncoding RNA). Pomimo 

Ũe ncRNA nie sŃ klasycznymi czynnikami epigenetycznymi, to odgrywajŃ istotnŃ rolň  

w regulacji ekspresji gen·w na poziomie posttranskrypcyjnym [25, 26]. 

Do klasycznych mechanizm·w epigenetycznych naleŨŃ: metylacja DNA, modyfikacje 

histon·w (np. acetylacja, metylacja, fosforylacja) tworzŃce tzw. kod histonowy oraz 

remodeling chromatyny [27]. 

NiekodujŃcymi RNA sŃ: tRNA (ang. transport RNA), rRNA (ang. ribosomal RNA), 

lncRNA (ang. long noncoding RNA), snRNA (ang. small nuclear RNA), snoRNA (ang. 

small nucleolar RNA), asRNA (ang. antisense RNA), ceRNA (ang. competing 

endogenous RNA), piRNA (ang. piwi-interactive RNA), miRNA (ang. micro RNA) [28].  

MikroRNA stanowiŃ szczeg·lnie interesujŃcŃ klasň niekodujŃcych RNA ze wzglňdu na 

rolň, jakŃ peğniŃ w regulacji ekspresji gen·w. Zostağy odkryte w 1993 r., sŃ to 

jednoniciowe, mağe czŃsteczki RNA o dğugoŜci okoğo 19ï25 nukleotyd·w. Pierwszym 

opisanym miRNA byğa czŃsteczka kodowana przez gen lin-4, kt·ra reguluje ekspresjň 

biağka LIN14 u Caenorhabditis elegans, co zostağo opisane przez Lee i wsp. [29]. 

Biogeneza miRNA rozpoczyna siň w jŃdrze kom·rkowym, gdzie polimeraza RNA II (Pol 

II) syntetyzuje pierwotny transkrypt miRNA (pri-miRNA). Pri-miRNA jest przycinana 
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przez kompleks DROSHA-DGCR8 do prekursora miRNA (pre-miRNA). Pre-miRNA 

jest nastňpnie transportowana do cytoplazmy przez Exportynň 5, kt·ra w tym procesie 

wchodzi w interakcjň z biağkiem Ran-GTP [30]. W cytoplazmie pre-miRNA jest dalej 

przetwarzany przez endonukleazň DICER do dwuniciowego dupleksu miRNA. Jedna  

z nici (tzw. niĺ przewodnia) zostaje wğŃczona do kompleksu miRISC (miRNA-induced 

silencing complex), kt·rego kluczowym komponentem jest biağko Argonaute 2 (AGO2), 

natomiast druga niĺ ulega degradacji [31, 32]. 

MikroRNA dziağajŃ jako skğadniki kompleksu rybonukleoproteinowego zwanego 

miRISC (mikroRNA-induced silencing complex) [33]. Dojrzağe czŃsteczki miRNA, 

osadzone w kompleksach miRISC, majŃ zdolnoŜĺ wiŃzania siň w obrňbie regionu 3'UTR 

mRNA genu docelowego. W przypadku peğnej komplementarnoŜci miRNA do sekwencji 

docelowej dochodzi do degradacji mRNA. Znacznie czňŜciej jednak wystňpuje niepeğna 

komplementarnoŜĺ prowadzŃca do represji translacyjnej [34]. Mechanizmy dziağania 

miRNA obejmujŃ regulacjň posttranskrypcyjnŃ poprzez: represjň translacji, degradacjň 

mRNA, skr·cenie ogona poli (A) oraz usuniňcie czapeczki 5'-7-metyloguanozylowej, co 

skutkuje destabilizacjŃ i wyciszeniem ekspresji docelowego genu [35]. 

MikroRNA uczestniczŃ w regulacji wielu proces·w kom·rkowych, takich jak: 

proliferacja, migracja, inwazja oraz przejŜcie nabğonkowo-mezenchymalne (EMT).  

EMT to waŨny proces, w kt·rym kom·rki nabğonkowe tracŃ kontakt kom·rka-kom·rka 

i przechodzŃ stopniowŃ transformacjň z fenotypu nabğonkowego w mezenchymalny, co 

obejmuje np. przebudowň cytoszkieletu i aktywnoŜĺ migracyjnŃ [36]. MikroRNA 

wpğywajŃ r·wnieŨ na stabilnoŜĺ genomu, regulacjň metabolizmu, apoptozň kom·rek 

nowotworowych, a takŨe uczestniczŃ w angiogenezie i umoŨliwiajŃ nowotworowi 

ucieczkň przed kontrolŃ ze strony ukğadu odpornoŜciowego [37ï41]. MogŃ regulowaĺ 

ekspresjň gen·w zar·wno wewnŃtrz kom·rki, w kt·rej sŃ syntetyzowane,  

jak i w kom·rkach sŃsiadujŃcych ï po ich wydzieleniu do mikroŜrodowiska guza. Tym 

samym stanowiŃ istotne regulatory zğoŨonej sieci proces·w zachodzŃcych  

w mikroŜrodowisku guza [42]. Przykğadem jest rodzina let-7, kt·ra dziağa jako regulator 

normalnego r·Ũnicowania i proliferacji kom·rek oraz hamuje wzrost kom·rek 

nowotworowych. Poziom let-7 ma kluczowe znaczenie dla kom·rek rozwijajŃcych siň,  

a jego dziağanie obejmuje m.in. bezpoŜredniŃ regulacjň gen·w RAS poprzez interakcjň  

z biağkiem LIN28 [43]. 
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Podczas kancerogenezy obserwuje siň znaczŃce zmiany w profilu ekspresji miRNA. 

Deregulacja ta moŨe byĺ wynikiem wielu zmian, w tym amplifikacji lub delecji gen·w 

kodujŃcych miRNA, zmian epigenetycznych, a takŨe zaburzeŒ w mechanizmach 

biogenezy, takich jak defekty biağek DICER i DROSHA [35, 44]. MikroRNA mogŃ peğniĺ 

zar·wno funkcje onkogenne, jak i supresorowe. Jako onkogeny promujŃ rozw·j raka 

poprzez hamowanie ekspresji gen·w supresorowych lub gen·w kontrolujŃcych 

r·Ũnicowanie kom·rek i apoptozň. Z kolei miRNA dziağajŃce jako supresory 

kancerogenezy mogŃ hamowaĺ rozw·j nowotworu poprzez regulacjň onkogen·w lub 

gen·w kontrolujŃcych cykl kom·rkowy [45]. Przykğadami sŃ miR-181a, miR-181b  

i miR-181c, kt·rych ekspresja jest obniŨona w glejaku [46], podczas gdy miR-181a  

i miR-181b ulegajŃ nadmiernej ekspresji u pacjent·w z ostrŃ biağaczkŃ limfoblastycznŃ 

(ALL) [47]. 

MikroRNA uczestniczŃ takŨe w regulacji szlak·w sygnağowych zwiŃzanych  

z nowotworzeniem, w tym JAK/STAT3 [48], NF-KB [49] i MAPK/ERK [50]. Ponadto 

mogŃ wzajemnie regulowaĺ swoje dziağanie w ramach zğoŨonej sieci miRNAïmiRNA 

[51]. 

Same mikroRNA mogŃ byĺ regulatorami powyŨszych proces·w, jednak ich aktywnoŜĺ 

podlega r·wnieŨ precyzyjnej regulacji. Jednym z mechanizm·w modulowania jest ich 

kontrola przez inne klasy niekodujŃcych RNA, takie jak koliste RNA (circRNA), dğugie 

niekodujŃce RNA oraz pseudogeny. Szczeg·lnie circRNA dziağajŃ jako ĂgŃbki 

molekularneò, wiŃŨŃc i ograniczajŃc ich dostňpnoŜĺ oraz zdolnoŜĺ do oddziağywania  

z docelowymi mRNA. W ten spos·b modulujŃ ekspresjň gen·w na poziomie 

posttranskrypcyjnym. Pojedyncza czŃsteczka circRNA moŨe oddziağywaĺ z wieloma 

r·Ũnymi miRNA [52, 53]. 

Obecnie mikroRNA sŃ atrakcyjnymi kandydatami na cele terapeutyczne w leczeniu 

nowotwor·w zğoŜliwych. Dlatego identyfikacja ich gen·w docelowych jest kluczowa  

w badaniach nad mechanizmami kancerogenezy. MikroRNA sŃ r·wnieŨ wykorzystywane 

jako biomarkery do oceny odpowiedzi na leczenie. W badaniach wykazano, Ũe miRNA 

indukujŃ chemioopornoŜĺ w r·Ũnych typach nowotworach [54]. Ponadto opisany zostağ 

zwiŃzek miňdzy ekspresjŃ miRNA a odpowiedziŃ na leczenie, przykğadem moŨe byĺ rak 

piersi, w kt·rym stwierdzono, Ũe ekspresja miRNA-205 byğa podwyŨszona w kom·rkach 
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opornych na tamoksifen MCF-7/TAMR-1 (M/T) i egzosomach pochodzŃcych z kom·rek 

M/T (M/T-Exo) [55].  

W raku pğuc wykazano r·wnieŨ zwiŃzek miňdzy zmienionymi poziomami mikroRNA  

a opornoŜciŃ na cisplatynň. Nadekspresji ulegağy miR-33b-3p, miR-425-3p, miR-124, 

miR-295-5p, podczas gdy obniŨonŃ ekspresjň odnotowano dla miR-98, miR-26a,  

miR-107 lub miR-17 [56].  

W zaawansowanym raku jelita grubego wykazano, Ũe opornoŜĺ na FOLFOX  

(5-fluorouracyl, leukoworyna i oksaliplatyna) koreluje z nadmiernŃ ekspresjŃ  

miR-19a [57]. Podobna sytuacja ma miejsce podczas leczenia pacjent·w  

z zaawansowanym rakiem jelita grubego inhibitorami anty-VEGF lub anty-EGFR, np. 

nadmierna ekspresja miR-126 koreluje z opornoŜciŃ na bevacizumab [58]. 

Zjawisko chemioopornoŜci wystňpuje r·wnieŨ w raku endometrium. Wykazano, Ũe  

miR-222-3p zwiňksza opornoŜĺ kom·rek nowotworowych na raloksifen poprzez 

hamowanie ekspresji receptora estrogenowego alfa (ERŬ). Sugeruje to, Ũe miR-222-3p 

moŨe byĺ potencjalnym celem umoŨliwiajŃcym przywr·cenie ekspresji ERŬ i skutecznej 

odpowiedzi na terapiň antyestrogenowŃ w EC. Nadekspresja miR-222-3p zmniejszağa 

wraŨliwoŜĺ kom·rek RL95-2 na raloksifen, podczas gdy zahamowanie ekspresji  

miR-222-3p zwiňkszağo wraŨliwoŜĺ kom·rek AN3CA [59]. 

Ciekawym kierunkiem badaŒ jest opornoŜĺ na cisplatynň u pacjentek z EC. Wykazano, 

Ũe nadekspresja miR-135a zwiňkszyğa przeŨywalnoŜĺ kom·rek raka endometrium po 

leczeniu cisplatynŃ, natomiast jej obniŨenie prowadziğo do zwiňkszenia apoptozy 

indukowanej przez lek. Wyniki te wskazujŃ, Ũe miR-135a reguluje opornoŜĺ na cisplatynň 

w kom·rkach EC. Poziom ekspresji miR-135a jest zwiŃzany z apoptozŃ indukowanŃ 

przez cisplatynň w kom·rkach EC. Wyniki te sugerujŃ, Ũe miR-135a moŨe wpğywaĺ na 

chemiowraŨliwoŜĺ kom·rek raka endometrium na leczenie cisplatynŃ [60]. 
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2.3. Om·wienie wybranych mikroRNA 

Kancerogeneza jest zğoŨonym mechanizmem, na kt·ry majŃ niewŃtpliwy wpğyw 

mikroRNA, jednak w dalszym ciŃgu procesy te wymagajŃ lepszego zrozumienia. 

Identyfikacja potencjalnych marker·w uğatwiajŃcych diagnostykň EC, jak r·wnieŨ 

potencjalnych cel·w terapeutycznych jest wyzwaniem dla medycyny i nauki, dlatego 

analiza zmian ekspresji wybranych mikroRNA, takich jak miR-205-5p, miR-222-3p  

i miR-21-5p, moŨe w przyszğoŜci stanowiĺ fundament dla opracowania nowych strategii 

terapeutycznych. 

2.3.1. MikroRNA-205-5p 

Hsa-miR-205-5p-5p (miR-205-5p, miR-205) to mikroRNA, kt·rego nadmierna ekspresja 

jest istotnie skorelowana z zaawansowanym stadium choroby EC, czňstoŜciŃ nawrot·w  

i sğabymi wskaŦnikami przeŨycia [61, 62]. Karaayvaz i wsp. wskazali, Ũe poziomy 

ekspresji miR-205-5p byğy istotnie zwiŃzane z przeŨyciem pacjentek z rakiem 

endometrium. Pacjentki z niskŃ ekspresjŃ miR-205-5p miağy wiňksze szanse dğuŨszego 

przeŨycia niŨ te z wysokimi poziomami miR-205-5p, co potwierdza obserwacje, Ũe 

podwyŨszone poziomy miR-205-5p w tkankach nowotworowych mogŃ prowadziĺ do 

gorszego wskaŦnika przeŨycia u pacjentek z rakiem endometrium [61]. 

MiR-205-5p bierze udziağ w regulacji ekspresji genu supresorowego PTEN [63, 64]. 

Zaobserwowano, Ũe ekspresja miR-205-5p jest znacznie wyŨsza w kom·rkach linii 

Ishikawa w por·wnaniu do prawidğowego endometrium [65]. MiR-205-5p oddziağuje 

bezpoŜrednio z regionem 3ǋ-UTR genu PTEN, co skutkuje obniŨeniem poziomu mRNA  

i biağka PTEN. Ponadto ustalono, Ũe miR-205-5p blokuje translacjň PTEN i aktywuje 

szlak sygnalizacyjny AKT. Konstytutywna aktywacja AKT przyczynia siň do progresji 

nowotworu i do deregulacji gen·w takich jak TP53 i BCL-2. ObniŨenie ekspresji  

miR-205-5p powoduje spadek poziomu biağka p53 i wzrost poziomu biağka BCL-2.  

W zwiŃzku z tym, Ũe geny TP53 i BCL-2 sŃ zaangaŨowane we wzrost kom·rek, apoptozň 

i proliferacjň, wyniki te stanowiŃ podstawň do dalszych badaŒ nad rolŃ miR-205-5p  

w kom·rkach EC. SzybkoŜĺ apoptozy kom·rek moŨe byĺ r·wnieŨ hamowana przez  

miR-205-5p. MiR-205-5p funkcjonuje zatem jako onkogen i hamuje apoptozň 

kom·rkowŃ w EC poprzez ukierunkowanie na szlak PTEN/AKT [65].  
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Ponadto miR-205-5p hamuje ekspresjň takŨe innego genu supresorowego JPH4, 

promujŃc nowotworzenie i progresjň nowotworu [66]. 

NaleŨy r·wnieŨ zauwaŨyĺ, Ũe miR-205-5p odgrywa waŨnŃ rolň w migracji i inwazji raka 

endometrium. Mechanizm ten opiera siň aktywacji szlaku AKT. Hamowanie ekspresji  

E-kadheryny i promowanie ekspresji Snail poprzez aktywacjň AKT i zmniejszenie 

ekspresji kinazy syntezujŃcej glikogen 3ɓ jest zwiŃzane z nadmiernŃ ekspresjŃ  

miR-205-5p. Molekularny mechanizm dziağania miR-205-5p regulujŃcy przejŜcie 

nabğonkowo-mezenchymalne poprzez aktywacjň sygnalizacji AKT w kom·rkach raka 

endometrium w liniach kom·rkowych HEC-50B i HEC-1-A opisali Jin C. i wsp. [67]. 

Inny mechanizm dziağania miR-205-5p-5p regulujŃcy EMT opisywany jest w kom·rkach 

raka piersi poprzez wyciszanie ZEB2 i ZEB1 (ang. zinc finger E-box binding homeobox 

1,2) [68]. 

Ekspresjň miR-205-5p badano teŨ w innych nowotworach i wykazano, Ũe ulega on 

nadekspresji w liniach kom·rkowych raka gğowy i szyi [69], raku szyjki macicy [70], 

raku nerki i pňcherza moczowego [71], niedrobnokom·rkowym raku pğuc [72] i raku 

piersi [68] w por·wnaniu z tkankami normalnymi. Natomiast obniŨona ekspresja  

miR-205-5p zostağa opisana w raku ŨoğŃdka [73].  

Ekspresjň miR-205-5p badano r·wnieŨ w surowicy krwi i stwierdzono istotnie wyŨszy 

poziom ekspresji u pacjent·w z rakiem niedrobnokom·rkowym pğuc w por·wnaniu  

z grupŃ kontrolnŃ [74, 75]. Przeprowadzono teŨ badania poziomu ekspresji miR-205-5p  

w surowicy w celu odr·Ũnienia ğagodnych guz·w tarczycy od zğoŜliwych. Poziomy  

w surowicy byğy najwyŨsze u pacjent·w ze zğoŜliwymi guzami tarczycy, niŨsze  

u pacjent·w z guzami ğagodnymi, a najniŨsze w grupie kontrolnej. Ponadto jego ekspresja 

korelowağa z rozmiarem guza, stopniem zaawansowania, przerzutami do wňzğ·w 

chğonnych, naciekaniem torebki guza i statusem mutacji BRAF (ang. B-Raf proto- 

-oncogene, serine/threonine kinase). Zidentyfikowano dodatniŃ korelacjň miňdzy 

ekspresjŃ miR-205-5p a poziomami mRNA TSHR (ang. thyroid stimulating hormone 

receptor) u pacjent·w z rakiem tarczycy [76]. 

Zmiany ekspresji miR-205-5p badano w guzach EC opornych na leczenie. Zhuo i Yu 

zaobserwowali, Ũe miR-205-5p ulega nadekspresji w kom·rkach Ishikawa-PR (opornych 

na progesteron) w por·wnaniu z kom·rkami Ishikawa. Ponadto badacze zaobserwowali, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673
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Ũe leczenie inhibitorem miR-205-5p-5p znaczŃco zahamowağo wzrost kom·rek Ishikawa  

i kom·rek guza PR. Obserwacje te pokazujŃ, Ũe miR-205-5p moŨe byĺ zaangaŨowany  

w opornoŜĺ na progesteron w EC, chociaŨ mechanizm opornoŜci nadal pozostaje 

niejasny. Wyniki badaŒ wskazujŃ r·wnieŨ nowŃ perspektywň mechanizmu regulacyjnego 

miR-205-5p-5p na gen PTEN w PR-EC, gdzie poziomy PTEN byğy znaczŃco 

zmniejszone w kom·rkach PR Ishikawy, a inhibitor miR-205-5p zwiňkszyğ ekspresjň 

PTEN w tych kom·rkach. Odkrycia te pokazujŃ, Ũe miR-205-5p odgrywa waŨnŃ rolň  

w utracie ekspresji PTEN i rozwoju PR w kom·rkach EC [77].  

Badania wpğywu miR-205-5p na mechanizm opornoŜci na paklitaksel wykazağy, Ũe  

miR-205-5p ulega nadekspresji w tkankach EC, a jego celem jest FOXO1 (ang. Forkhead 

box O1). FOXO1 to czynnik transkrypcyjny szeroko rozpowszechniony w sercu, m·zgu, 

pğucach i innych tkankach i narzŃdach. MiR-205-5p indukowağ wzrost opornoŜci na 

paklitaksel i przyczyniağ siň do neoplazji kom·rek EC poprzez wpğyw na FOXO1. 

ObniŨenie ekspresji miR-205-5p zwiňkszyğo wraŨliwoŜĺ kom·rek EC na paklitaksel, co 

skutkowağo zmniejszeniem proliferacji kom·rek i przyŜpieszeniem apoptozy. Regulacja 

ekspresji miR-205-5p wyznacza nowy moŨliwy kierunek leczenia pacjent·w z EC [78]. 

NaleŨy r·wnieŨ wspomnieĺ, Ũe lncRNA takŨe majŃ wpğyw na raka endometrium poprzez 

modulacjň osi sygnalizacyjnej miR-205-5p-5p-PTEN. Taki przykğad przedstawili  

Xin i wsp., opisujŃc wpğyw lncRNA, tj. LA16c-313D11.11, na oŜ miR-205-5p-5p-PTEN, 

gdzie LA16c-313D11.11 moŨe hamowaĺ rozw·j i progresjň EC, dziağajŃc jak gŃbka miR-

205-5p, a tym samym poŜrednio zwiňkszajŃc ekspresjň PTEN [79]. Xin i wsp. donieŜli, 

Ũe aŨ 13 lncRNA moŨe byĺ powiŃzanych z sieciŃ miR-205-5p-5p-PTEN i sŃ to: 

LINC00657, RP11-395G23.3, HNRNPU-AS1, MCM3AP-AS1, SNHG5, SNHG16,  

LA16c-313D11.11, THAP9-AS1, RP11-379K17.11, RP11-38P22.2, RP11-349A22.5, 

UBXN8 i ERVK3-1. Wykazano, Ũe tych 13 lncRNA moŨe dziağaĺ jako endogenne 

Ăspongy RNAsò, wchodzŃc w interakcjň z miR-205-5p-5p i go tğumiŃc [80]. 

2.3.2. MikroRNA 222-3p 

Kolejnym wybranym do badaŒ mikroRNA jest hsa-miR-222-3p (miR-222-3p, miR-222). 

Byğ on intensywnie analizowany w kontekŜcie wielu typ·w nowotwor·w, w tym w raku 

endometrium. Wykazano, Ũe ekspresja miR-222-3p jest podwyŨszona w tkankach EC 

ujemnych pod wzglňdem ERŬ. Ponadto ekspresja miR-222-3p jest istotnie niŨsza  
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w pr·bkach tkanki EC ERŬ-dodatniej niŨ w ERŬ-ujemnej i poziom ekspresji  

miR-222-3p jest odwrotnie skorelowany z ekspresjŃ ErŬ. Wykazano r·wnieŨ, Ũe 

nadmierna ekspresja miR-222-3p byğa skorelowana z wyŨszymi stopniami, p·Ŧniejszymi 

stadiami i wiňkszŃ liczbŃ przerzut·w wňzğowych. Ponadto stwierdzono, Ũe in vivo 

supresja miR-222-3p moŨe znaczŃco hamowaĺ wzrost guza [59]. 

Poziom ekspresji miR-222 badano w surowicy i wykazano jego wyŨsze poziomy  

w surowicy u pacjentek z EC w por·wnaniu z grupŃ kontrolnŃ [81]. Natomiast w moczu 

u starszych kobiet jego poziom ekspresji ulegğ obniŨeniu [82]. 

Ekspresjň miR-222-3p badano r·wnieŨ w innych nowotworach, np.: u pacjentek  

z nabğonkowym rakiem jajnika (EOC). Wykazano, Ũe jest on supresorem, a nadekspresja 

wiŃŨe siň z lepszym og·lnym przeŨyciem u pacjentek z EOC. Ponadto jego ekspresja byğa 

negatywnie skorelowana ze wzrostem guza in vivo. Eksperymenty przeprowadzone przez 

Fu i wsp. in vitro wykazağy, Ũe miR-222-3p hamuje proliferacjň i migracjň kom·rek EOC 

oraz zmniejsza fosforylacjň AKT. GNAI2 (G Protein Subunit Alpha I2) zostağ 

zidentyfikowany jako cel dla miR-222-3p i ma dziağanie promujŃce na proliferacjň 

kom·rek EOC. Jest teŨ aktywatorem szlaku PI3K/AKT [83]. Zaobserwowano 

nadekspresjň miR-222-3p w tkankach nowotworowych niedrobnokom·rkowego raka 

pğuca. Zastosowanie inhibitora miR-222-3p prowadziğo do zahamowania aktywnoŜci 

nowotworowej ï obniŨeniu ulegağa proliferacja kom·rek, a jednoczeŜnie wzrastağa ich 

apoptoza. Z kolei nadekspresja miR-222-3p w kom·rkach niedrobnokom·rkowego raka 

pğuc promowağa proliferacjň kom·rek i zmniejszağa ich apoptozň. Badania wykazağy, Ũe 

skğadnik wiŃŨŃcy Bcl-2 jest jednym z gen·w docelowych dla miR-222-3p. Jego 

wyciszenie osğabiğo regulacyjny wpğyw inhibitora miR-222-3p na proliferacjň kom·rek  

i apoptozň w kom·rkach niedrobnokom·rkowego raka pğuc [84]. 

Wyniki badaŒ dotyczŃcych innych nowotwor·w r·wnieŨ wykazağy jego onkogennŃ rolň 

w tkance nowotworowej, na przykğad w kostniakomiňsaku lub raku pğuc [85, 86]. 

Poziom ekspresji miR-222-3p byğ badany takŨe w egzosomach surowicy u pacjentek  

z rakiem jajnika, a jego poziom byğ zwiŃzany z nabğonkowym rakiem jajnika (EOC). 

Egzosomalny miR-222-3p jest skutecznym regulatorem polaryzacji makrofag·w M2 

promujŃcej guz [87]. U pacjent·w z rakiem brodawkowatym tarczycy r·wnieŨ 

wykorzystano egzosomy do badania ekspresji miR-222-3p i stwierdzono jego istotny 
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wzrost u pacjent·w z przerzutami do wňzğ·w chğonnych [88]. Ponadto wykorzystano 

surowicň jako materiağ do badania poziomu ekspresji czterech miRNA, w tym  

miR-21-5p i miR-222-3p, u pacjent·w z niedrobnokom·rkowym rakiem pğuc  

i wykazano, Ũe ma on dobrŃ wartoŜĺ diagnostycznŃ, zwğaszcza we wczesnym stadium 

choroby [89]. Jednak rola klinicznego znaczenia miR-222-3p w EC nadal nie jest w peğni 

poznana, dlatego teŨ wybrano jŃ do naszych analiz. 

2.3.3. MikroRNA 21-5p 

Trzecim badanym mikroRNA jest hsa-miR-21-5p (miR-21-5p, miR-21). Ulega on 

nadekspresji niemal we wszystkich nowotworach u ludzi [90]. Dziağa jako onkogen  

i moŨe byĺ uŨytecznym klinicznym biomarkerem i celem terapeutycznym. Jego poziom 

wzrasta r·wnieŨ w raku endometrium. Sato i wsp. ocenili ekspresjň miR-21-5p  

w kom·rkach guza EC i podŜcielisku oddzielnie. Zwiňkszenie ekspresji miR-21-5p  

w kom·rkach EC byğo istotnie zwiŃzane z wyŨszym stopniem histologicznym  

i przerzutami do wňzğ·w chğonnych. Byğo r·wnieŨ istotnie zwiŃzane ze sğabym 

przeŨyciem bez progresji [91]. Ekspresja miR-21-5p moŨe byĺ powiŃzana  

z zaawansowanymi stadiami klinicznymi, gğňbokŃ inwazjŃ miňŜnia macicy i wysokim 

stopniem histologicznym [92].  

Wykazano r·Ũne mechanizmy dziağania miR-21-5p. Jego onkogenna rola polega na 

hamowaniu genu supresorowego FBXO11 (ang. F-box protein 11), a nastňpnie na 

hamowaniu apoptozy i zatrzymywaniu degradacji biağka [93]. Inny mechanizm polega na 

bezpoŜrednim ukierunkowaniu na 3ǋ-UTR mRNA PTEN. Funkcjonalna inaktywacja 

PTEN jest zwiŃzana z inicjacjŃ i progresjŃ raka endometrium [92]. 

Jak wspomniano wczeŜniej, miRNA wiŃŨŃ siň z docelowymi mRNA poprzez 

komplementarnoŜĺ sekwencji i prowadzŃ do zahamowania translacji i destabilizacji 

mRNA. Wiadomo, Ũe na ten proces mogŃ wpğywaĺ lncRNA poprzez interakcje 

lncRNA:miRNA. Przykğadem lncRNA jest MEG3 (ang. Maternally Expressed Gene 3), 

kt·ry wpğywa na ekspresjň miR-21-5p [94, 95]. Innym przykğadem interakcji 

lncRNA:miRNA jest miR-21-5p i GAS5 (ang. Growth Arrest Specific 5). 

Zaobserwowano zmniejszonŃ ekspresjň GAS5 w makrofagach zwiŃzanych z guzem  

w raku endometrium. Jego rola przeciwnowotworowa polega na promowaniu fagocytozy, 
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prezentowaniu antygen·w i aktywowaniu cytotoksycznych limfocyt·w T. MiR-21-5p 

jako onkogen hamuje supresyjny efekt GAS5 w kom·rkach raka endometrium [96]. 

Inny mechanizm dziağania miR-21-5p zostağ zbadany przez Li Xiao i wsp. i jest zwiŃzany 

z niedotlenieniem kom·rek nowotworowych. W warunkach niedotlenienia kom·rki 

nowotworowe wytwarzajŃ znacznie wiňcej egzosom·w niŨ kom·rki w warunkach 

normoksji. Niedotlenienie prowadzi do nadekspresji miR-21-5p w egzosomach. 

Monocyty ulegajŃ przeksztağceniu w makrofagi polaryzujŃce typu M2 poprzez 

dostarczenie egzosomalnego miRNA-21-5p. Przykğad ten moŨe stanowiĺ jeden  

z mechanizm·w ucieczki immunologicznej kom·rek nowotworowych. MiR-21-5p moŨe 

indukowaĺ potencjalny mechanizm tworzenia mikroŜrodowiska immunologicznego  

w progresji raka endometrium. Niedotlenienie jest zatem agresywnŃ cechŃ raka 

endometrium i cechuje siň nadekspresjŃ miR-21-5p. Ten wzrost powoduje obniŨenie 

ekspresji PTEN i silny wzrost ekspresji genu L1CAM (ang. L1 Cell Adhesion Molecule), 

co sprzyja inwazji kom·rek nowotworowych i przerzutom [97]. 

Nadmierna ekspresja miR-21-5p promuje r·wnieŨ przejŜcie nabğonkowo-nabğonkowe. 

Natomiast wyciszenie miR-21-5p odwr·ciğo EMT w liniach kom·rek EC. Mechanizm 

ten jest zwiŃzany z SRY-box 17 (SOX17) i jest skorelowany ze sğabym przeŨyciem  

u pacjentek z rakiem endometrium. SOX17 koduje 414-aminokwasowe biağko naleŨŃce 

do rodziny czynnik·w transkrypcyjnych HMG-box (SOX) zwiŃzanych z SRY. 

Nadmierna ekspresja miR-21-5p znaczŃco hamuje ekspresjň biağka SOX17 w liniach 

kom·rek raka endometrium. SOX17 ma dziağanie supresyjne, a jego nadmierna ekspresja 

promuje przejŜcie nabğonkowo-mezenchymalne, podczas gdy wyciszenie SOX17 

indukuje EMT w liniach kom·rek raka endometrium [24].  

W innym badaniu potwierdzono hamujŃcy wpğyw miR-21-5p na PTEN. Ponadto 

wykazano, Ũe miR-21-5p jest potencjalnym celem NBTA1 (ang. long noncoding RNA 

neuroblastoma-associated transcript 1), co zostağo potwierdzone przez test reporterowy 

aktywnoŜci lucyferazy. Badanie potwierdziğo, Ũe nadekspresja miR-21-5p nie tylko 

promowağa proliferacjň i inwazjň EC, ale takŨe hamowağa apoptozň poprzez mechanizm 

blokowania NBTA1 w kom·rkach EC [98]. 

Poziom ekspresji miR-21-5p badano r·wnieŨ w innych nowotworach, np. raku otrzewnej 

[99], raku pğuc [100], raku jelita grubego [101], raku piersi [102] i raku jajnika [103]. 
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MiR-21-5p byğ szeroko badany w surowicy u pacjent·w z r·Ũnymi nowotworami. W raku 

jelita grubego wykazağ nadekspresjň w pr·bkach surowicy i obniŨenie ekspresji  

u pacjent·w w okresie pooperacyjnym. Jego nadekspresja byğa skorelowana  

z klasyfikacjŃ TNM (system oceny stopnia zaawansowania nowotworu) i przerzutami do 

wňzğ·w chğonnych [104]. MiR-21-5p jest r·wnieŨ biomarkerem w wykrywaniu  

i prognozowaniu raka trzustki [105] i niedrobnokom·rkowego raka pğuc [106]. Wysokie 

poziomy miR-21-5p w surowicy obserwowano r·wnieŨ u chorych na raka gardğa 

Ŝrodkowego zwiŃzanego z zakaŨeniem wirusem Epsteina-Barr [107]. 

W raku piersi miR-21-5p wykazağ jednak zmniejszonŃ ekspresjň i ograniczonŃ wartoŜĺ 

diagnostycznŃ w przypadku choroby we wczesnym stadium. Niemniej jednak jego 

zmniejszona ekspresja moŨe sğuŨyĺ jako biomarker w diagnostyce przerzut·w raka  

piersi [108]. 

Badanie roli i mechanizm·w dziağania mikroRNA w raku endometrium ma istotne 

znaczenie zar·wno z naukowego, jak i medycznego punktu widzenia. Dogğňbne poznanie 

proces·w kancerogenezy moŨe przyczyniĺ siň do opracowania skuteczniejszych strategii 

terapeutycznych, zahamowania przerzut·w nowotworowych oraz poprawy rokowania  

i jakoŜci Ũycia pacjentek. 
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3. Cele pracy 

Podstawowym celem pracy jest poznanie zmian ekspresji wybranych mikroRNA  

u pacjentek z EC. 

Do cel·w szczeg·ğowych pracy naleŨŃ: 

1. Wykazanie zmiany ekspresji w tkance raka endometrium dla miR-205-5p,  

miR-222-3p i miR-21-5p w por·wnaniu z tkankŃ endometrium w grupie 

kontrolnej. 

2. Wykazanie zaleŨnoŜci miňdzy ekspresjŃ badanych miRNA a wskaŦnikiem masy 

ciağa oraz chorobami wsp·ğistniejŃcymi u pacjentek z rakiem endometrium. 

3. Wykazanie zwiŃzku ekspresji miRNA w r·Ũnych stopniach zaawansowania  

i zr·Ũnicowania histopatologicznego nowotworu. 

4. Potwierdzenie zmian ekspresji w surowicy u pacjentek z rakiem endometrium. 

5. Ocena przydatnoŜci mikroRNA oznaczanego w surowicy jako mniej inwazyjnego 

i potencjalnie uŨytecznego biomarkera w por·wnaniu z miRNA pochodzenia 

tkankowego. 

6. Zbadanie stabilnoŜci ekspresji SNORD48 i U6 w tkankach raka endometrium. 
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4. Materiağy i metody 

4.1. Grupa badana 

Badanie zostağo przeprowadzone w dw·ch etapach i objňğo pacjentki hospitalizowane  

w Klinice Ginekologii, Ginekologii Onkologicznej i PoğoŨnictwa Szpitala 

Uniwersyteckiego im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie. Pacjentki zgğaszağy siň do 

szpitala w okresie od 03/2021 do 11/2022 w celu rozpoczňcia leczenia onkologicznego. 

W pierwszym etapie analizowano ekspresjň wybranych mikroRNA w materiale 

tkankowym pobranym od 111 pacjentek z histopatologicznie potwierdzonym rakiem 

endometrium. Drugi etap badania objŃğ 18 pacjentek z EC, kt·re brağy udziağ r·wnieŨ  

w pierwszym etapie. U tych samych kobiet oznaczono poziom ekspresji mikroRNA  

w surowicy i por·wnywano z poziomem ekspresji w materiale tkankowym, co 

umoŨliwiğo ocenň przydatnoŜci oznaczeŒ z surowicy jako potencjalnie mniej inwazyjnej 

metody diagnostycznej. Grupň kontrolnŃ w obu etapach stanowiğo 19 zdrowych kobiet 

operowanych z powodu wypadania narzŃd·w miednicy mniejszej lub miňŜniak·w 

macicy, bez rozpoznania nowotworu. ŧadna z pacjentek nie otrzymywağa terapii 

hormonalnej, radioterapii ani chemioterapii przed pobraniem pr·bki. 

Wszystkie kobiety wyraziğy ŜwiadomŃ zgodň na udziağ w badaniu oraz na wykorzystanie 

tkanek do badaŒ genetycznych. Projekt uzyskağ pozytywnŃ opiniň Komisji Bioetycznej 

Okrňgowej Izby Lekarskiej (uchwağa nr 54/B/2020 z dnia 21 maja 2020 r.).  
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4.2. Metody 

4.2.1. Izolacja mikroRNA z tkanki 

Tkanki po pobraniu byğy umieszczane w RNAprotect Tissue Reagent (Qiagen, Hilden, 

Niemcy) w celu stabilizacji RNA, a nastňpnie przechowywano je w temperaturze -80ÁC. 

Izolacjň cağkowitego RNA, z frakcjŃ mikroRNA, z tkanki nowotworowej wykonano przy 

uŨyciu zestawu miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z protokoğem 

producenta. Tkanki byğy rozmraŨane na lodzie i przenoszone do prob·wek zawierajŃcych 

700 Õl odczynnika do lizy QIAzol, a nastňpnie zostağy poddane homogenizacji przez 

sonikacjň. Kolejnym krokiem byğo dodanie chloroformu i wirowanie (15 min przy 

12 000Ĭg w 4ÁC). Fazň wodnŃ zawierajŃcŃ cağkowite RNA, w tym miRNA, przeniesiono 

do nowych pr·b·wek i dodano etanol, nastňpnie cağoŜĺ zostağa przeniesiona na kolumny 

RNeasy MiniElute Spin Column. Do przepğukiwania kolumn zastosowano bufor do 

pğukania RWT, kt·ry zostağ rozcieŒczony izopropanolem, wg zaleceŒ producenta. 

Podczas procedury oczyszczania przeprowadzono trawienie DNA przy uŨyciu zestawu 

RNase-free DNase (Qiagen, Hilden, Niemcy). Do elucji RNA uŨyto 30 Õl wody wolnej 

od RNaz. StňŨenie RNA zostağo zmierzone przy uŨyciu spektrofotometru NanoDropÊ 

2000c (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). JakoŜĺ wyizolowanego RNA 

oceniano przez rozdziağ elektroforetyczny w 1% Ũelu agarozowym. Izolaty zostağy 

rozcieŒczone do koŒcowego stňŨenia RNA wynoszŃcego 5 ng/ɛl i bezpoŜrednio po 

izolacji poddano je reakcji odwrotnej transkrypcji. 

4.2.2. Izolacja mikroRNA z surowicy 

Po pobraniu krwi od pacjentek odwirowano jŃ dwukrotnie, a powstağŃ surowicň 

przechowywano w temperaturze -80ÁC. Przed izolacjŃ pr·bki surowicy rozmroŨono na 

lodzie. Izolacjň miRNA wykonano z 400 Õl surowicy przy uŨyciu zestawu miRNeasy 

Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z protokoğem 

producenta. ObjňtoŜci bufor·w dostosowano do wiňkszej poczŃtkowej objňtoŜci pr·bek. 

Na etapie izolacji do pr·bek dodano po 1 Õl kontroli spike-in, sŃ to wewnňtrzne standardy, 

dziňki kt·rym istnieje moŨliwoŜĺ oceny poprawnoŜci przebiegu kolejnych etap·w 

doŜwiadczeŒ. Po dodaniu buforu pr·bki odwirowano, a g·rnŃ wodnŃ fazň zawierajŃcŃ 

RNA przeniesiono do nowej prob·wki. Do supernatantu dodano izopropanol, aby 

zapewniĺ odpowiednie warunki do wiŃzania siň czŃsteczek RNA (>18 nukleotyd·w)  
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z membranŃ krzemionkowŃ. CağŃ pr·bkň przeniesiono na kolumny RNeasy UCP 

MinElute, w kolejnym etapie poprzez pğukania usuniňto zanieczyszczenia zwiŃzane  

z bğonŃ. Do elucji RNA uŨyto 20 Õl wody wolnej od RNazy. MikroRNA bezpoŜrednio po 

izolacji poddano reakcji odwrotnej transkrypcji. 

4.2.3. Odwrotna transkrypcja 

Reakcjň odwrotnej transkrypcji wykonano przy uŨyciu zestawu miRCURY LNA Reverse 

Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z zağŃczonym protokoğem. 

MikroRNA zostağo najpierw poddane poliadenylacji za pomocŃ enzymu poli(A) 

polimerazy, a nastňpnie przeksztağcone do cDNA przy uŨyciu starter·w oligo-dT 

zawierajŃcych zdegenerowanŃ kotwicň 3ǋ, co umoŨliwia specyficznŃ amplifikacjň 

miRNA w reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Proces poliadenylacji i odwrotnej 

transkrypcji przeprowadzono jednoczeŜnie w jednej prob·wce. Skğad mieszaniny 

reakcyjnej: 2 Õl RNA, 2 Õl 5Ĭ miRCURY SYBR È Green RT Reaction Buffer,  

1 Õl 10Ĭ miRCURY RT Enzyme Mix, po 0,5 Õl UniSp6 i miR-cel-39-3p, uzupeğniono 

wodŃ do objňtoŜci koŒcowej wynoszŃcej 10 Õl. 

¶ dla RNA wyizolowanego z tkanki uŨyto10 ng RNA 

¶ dla RNA wyizolowanego z surowicy uŨyto 2 Õl nierozcieŒczonego RNA  

Reakcjň RT przeprowadzono w 96-doğkowym termocyklerze T100Ê (Bio-Rad, 

Hercules, Kalifornia, USA) w nastňpujŃcych warunkach: inkubacja w 42ÁC przez 60 min, 

inaktywacja w temperaturze 95 ÁC, nastňpnie cağa mieszanina zostağa schğodzona do 4ÁC. 

Do czasu dalszego uŨycia cDNA przechowywano w temperaturze -20ÁC. 

4.2.4. Analiza poziomu ekspresji metodŃ dPCR 

W badaniu zastosowano metodň digital PCR (dPCR) z wykorzystaniem systemu 

QIAcuity (Qiagen, Hilden, Niemcy) do bezwzglňdnego oznaczenia ekspresji wybranych 

miRNA. Technologia ta opiera siň na podziale reakcji PCR na tysiŃce mikroprzedziağ·w 

w specjalnych nanopğytkach, co umoŨliwia precyzyjnŃ analizň punktu koŒcowego 

amplifikacji w kaŨdym z nich. Do obliczeŒ stosowana jest statystyka Poissona, dziňki 

czemu moŨliwe jest dokğadne okreŜlenie liczby kopii czŃsteczek docelowych. Do analizy 

uŨyto zestawu miRCURY LNA miRNA PCR Assay (Qiagen) i 96-doğkowej pğytki 
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Nanoplate 8.5K dla mikroRNA izolowanego z tkanki oraz 24-doğkowej pğytki Nanoplate 

26K dla mikroRNA izolowanego z surowicy. Oceniano bezwzglňdnŃ ekspresjň 

mikroRNA: hsa-miR-21-5p, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-222-3p. Dodatkowo dla 

mikroRNA wyizolowanego z tkanki uŨyto kontrole referencyjne U6 snRNA i SNORD48, 

natomiast dla mikroRNA wyizolowanego z surowicy uŨyto cel-miR-39-3p jako 

egzogenny gen referencyjny. Przed wğaŜciwymi pomiarami przeprowadzono 

optymalizacjň stňŨenia cDNA w celu unikniňcia przeciŃŨenia nanopartycji i zapewnienia 

wiarygodnoŜci wynik·w. Optymalizacjň przeprowadzono oddzielnie dla kaŨdego 

miRNA, analizujŃc zakres rozcieŒczeŒ od 10-krotnego do 100-krotnego w stosunku do 

materiağu wyjŜciowego.  

Reakcje dPCR dla analizy poziomu miRNA wyizolowanego z tkanek przeprowadzono  

w 12 Õl mieszaniny reakcyjnej skğadajŃcej siň z 4 Õl EvaGreen PCR Master Mix (3Ĭ), 

1,2 Õl starter·w miRCURY LNA PCR (10Ĭ) oraz 3 Õl rozcieŒczonego cDNA (20-krotnie 

dla miR-205-5p i miR-222-3p oraz 40-krotnie dla miR-21-5p, SNORD48 i U6). Pr·bki 

nağoŨono do studzienek 96-doğkowej nanopğytki QIAcuity Nanoplate 8.5K, kt·rŃ 

nastňpnie uszczelniono. 

W przypadku analizy poziomu miRNA wyizolowanego z surowicy reakcje 

przeprowadzono w 40 Õl mieszaniny reakcyjnej skğadajŃcej siň z 13,3 Õl EvaGreen PCR 

Master Mix (3Ĭ), 4 Õl mieszanki starter·w miRCURY LNA, 10 Õl rozcieŒczonego cDNA 

(1:20) oraz 12,7 Õl wody wolnej od RNazy. Pr·bki naniesiono na 24-doğkowŃ nanopğytkň 

QIAcuity Nanoplate 26K, kt·rŃ nastňpnie uszczelniono. 

Profil termiczny reakcji dla obu rodzaj·w pr·bek obejmowağ: denaturacjň wstňpnŃ  

w 95ÁC przez 2 minuty, nastňpnie 45 cykli po 95ÁC przez 15 sekund i 60ÁC przez  

1 minutň, koŒcowym etapem byğo chğodzenie w 4ÁC przez 5 minut. Odczyt fluorescencji 

wykonano w kanale zielonym, z parametrami czasu ekspozycji 500 ms i wzmocnienia 6. 

Fluorescencjň mierzono po zakoŒczeniu wszystkich cykli. Poziomy ekspresji badanych 

miRNA okreŜlono na podstawie liczby kopii miRNA w pr·bce, wykorzystujŃc 

oprogramowanie QIAcuity Software Suite w wersji 2.1.8 (Qiagen, Hilden, Niemcy). 
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4.2.5. Analiza statystyczna 

W nastňpnej kolejnoŜci dokonano analizy statystycznej wynik·w uzyskanych z materiağu 

tkankowego dla nastňpujŃcych podgrup: tkanka ï tylko grupa badana, tkanka ï tylko 

grupa kontrolna, jak r·wnieŨ surowica ï grupa badana i surowica ï grupa kontrolna. 

Ekspresjň miRNA kwantyfikowanŃ metodŃ dPCR przeksztağcono logarytmicznie, aby 

uzyskaĺ normalny rozkğad danych. Nastňpnie oceniono analizň stabilnoŜci miRNA przy 

uŨyciu NormiRazor. Jest to narzňdzie, kt·re implementuje trzy r·Ũne istniejŃce algorytmy 

normalizacyjne ï geNorm, NormFinder i BestKeeper [109]. Pierwotnie oszacowane 

snRNA U6 i SNORD48 okazağy siň niestabilne, dlatego dane nie zostağy znormalizowane 

przez te miRNA. Takie podejŜcie skutkuje wyŨszymi wartoŜciami logarytmu dla wyŨszej 

ekspresji miRNA, umoŨliwiajŃc prostŃ interpretacjň biomarker·w. Dane kliniczne  

i analizň r·Ũnicowej ekspresji dla zmiennych iloŜciowych przeprowadzono przy uŨyciu 

niezaleŨnego testu t, testu t Welcha oraz testu U Manna-Whitneya lub testu Kruskala-

Wallisa, w zaleŨnoŜci od rozkğadu zmiennych i r·wnoŜci wariancji testowanych 

odpowiednio testem Shapiro-Wilka i testem Leveneôa.  

W przypadku zmiennych jakoŜciowych zastosowano test chi2 z korektŃ Yateôa  

i dokğadnym testem Fishera, gdy byğo to konieczne, w zaleŨnoŜci od wielkoŜci pr·by. 

Jednowymiarowa analiza regresji logistycznej zostağa uŨyta do oceny wpğywu 

poszczeg·lnych czynnik·w na wystňpowanie raka endometrium. Nastňpnie statystycznie 

istotne zmienne zidentyfikowane w analizie jednowymiarowej zostağy uwzglňdnione  

w wielowymiarowym modelu regresji logistycznej. 

Celem kontroli wsp·ğczynnika fağszywych odkryĺ zwiŃzanych z wielokrotnymi 

por·wnaniami zastosowano metodň Benjaminiego-Hochberga. Sparowany 

test t zastosowano do oceny r·Ũnic miňdzy stňŨeniem miRNA w surowicy i tkance. Test 

korelacji rang Spearmana zastosowano do oceny korelacji miňdzy stňŨeniem miRNA  

w surowicy i tkance. Jednowymiarowa analiza regresji logistycznej zostağa zastosowana 

do oceny wpğywu okreŜlonych czynnik·w na wystňpowanie EC. Zmienne uznane za 

istotne w analizie jednowymiarowej zostağy nastňpnie uwzglňdnione  

w wielowymiarowym modelu regresji logistycznej. 

Zmienne nominalne przedstawiono jako liczby i procenty lub jako medianň (wraz  

z zakresem lub rozstňpem kwartylowym) i ŜredniŃ (wraz z odchyleniem standardowym),  
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w zaleŨnoŜci od normalnoŜci ich rozkğadu. WartoŜci p mniejsze niŨ 0,05 uznano za 

istotne. Analizň statystycznŃ przeprowadzono przy uŨyciu pakietu Statistica 13.1 (Tibco, 

Palo Alto, CA, USA) i wersji R 4.2.1.  

  



ΟΜ 
 

5. Wyniki 

5.1. Publikacja przeglŃdowa: ĂThe Role of miRNAs in the 

Development, Proliferation, and Progression of Endometrial 

Cancerò  
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