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Wykaz zastosowanych skrótów: 

 

AGO2: składnik 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: wskaźnik masy ciała (ang. Body Mass Index) 

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

serine/threonine kinase) 

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

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

1C) 

circRNA: koliste RNA (ang. Circular RNA) 

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

EC: rak endometrialny (ang. Endometrial Cancer) 

EMT: przejście nabłonkowo-mezenchymalne (ang. pithelial-mesenchymal transition) 

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

ERK: kinaza regulowana pozakomórkowo (ang. Extracellularly Regulated Kinase) 

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

FIGO: Międzynarodowa Federacja Ginekologii i Położnictwa (ang. The International 

Federation of Gynecology and Obstetrics) 

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

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

GNAI2: podjednostka alfa G-białka hamująca aktywność i2 (ang. G protein subunit alpha 

i2) 

JPH4: juntofilina 4 (ang. junctophilin 4) 

lncRNA: długie niekodujące RNA (ang. long noncoding RNA) 

L1CAM: cząsteczka adhezji komórkowej L1 (ang. L1 cell Adhesion Molecule) 

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

protein) 

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

miRISC: kompleks wyciszający 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: niedobór naprawy niedopasowania (ang. mismatch repair deficient) 

MSI: niestabilność mikrosatelitarna (ang. Microsatellite Instability) 

NBTA1: długi niekodujący transkrypt RNA związany z neuroblastomą 1 (ang. long 

noncoding RNA neuroblastoma-associated transcript 1) 

ncRNA: niekodujące RNA (ang. noncoding RNA) 

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

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

PCOS: zespół policystycznych jajników (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 wiążące się z białkiem PIWI (ang. piwi-interactive RNA) 

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

rRNA: rybosomalne RNA (ang. ribosomal RNA) 

SNORD48: małe jąderkowe RNA, pole C/D 48 (ang. Small Nucleolar RNA, C/D Box 

48) 

snoRNA: małe jąderkowe RNA (ang. small nucleolar RNA) 

snRNA: małe jądrowe RNA (ang. small nuclear RNA) 

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

HMG-box) 

STAT3: przetwornik sygnału 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 wiążący GATA 1 (ang. transcriptional repressor GATA 

binding 1) 

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

U6: (RNU6-1) RNA, mały jądrowy RNA (ang. small nuclear RNA) 
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ZEB1: homeoboks1 wiążący E-box z cynkowym palcem (ang. zinc finger E-box binding 

homeobox 1) 

ZEB2: homeoboks2 wiążący 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 szóstym najczęściej diagnozowanym nowotworem u kobiet 

na świecie [1]. Jest drugim najczęściej występującym nowotworem żeńskich narządów 

płciowych [2]. W 2020 r. zdiagnozowano 417 367 EC na całym świecie. Jego częstość 

występowania wynosi 12,9–20,2 na 100 000 kobiet, a współczynnik śmiertelności  

2,0–3,7 na 100 000 kobiet [3]. 

Częstość zachorowania na raka endometrium ma tendencję wzrostową, najwięcej 

zachorowań odnotowuje się w krajach Ameryki Północnej i Europy, gdzie jest to 

najczęstszy nowotwór żeńskich narządów płciowych. Wysoki współczynnik 

zapadalności można przypisać dużej częstości występowania czynników ryzyka EC 

związanych ze stylem życia, takich jak wysoki standard życia, starzenie się populacji, 

otyłość i brak aktywności fizycznej, które są związane z około 50% przypadków EC [1,4]. 

Według European Cancer Observatory wskaźnik zapadalności na raka endometrium 

gwałtownie rośnie i szacuje się, że do 2040 r. wzrośnie o ponad 50% na całym świecie. 

Odnotowano także, że wskaźnik ten ma tendencję wzrostową w USA i kilku krajach 

europejskich od około 2000 r. [5]. 

Rozpoznanie EC stawia się na podstawie wyniku histopatologicznego uzyskanego 

poprzez biopsję aspiracyjną endometrium lub wyłyżeczkowanie jamy macicy 

poprzedzonego lub nie histeroskopią [6]. 

Wyróżnia się kilka rodzajów klasyfikacji EC. Najstarszym historycznym podziałem jest 

podział morfologiczny, według dualistycznej teorii Bokhmana, gdzie EC klasyfikowano 

jako typ I, tzw. endometrioidalny, który jest związany z nadmierną stymulacją 

estrogenową, występuje głównie u kobiet otyłych z zespołem policystycznych jajników 

(PCOS) i cyklami bezowulacyjnymi. Może również wystąpić u kobiet z predyspozycjami 

genetycznymi, np. zespół Lyncha. Typ ten rozwija się na podstawie hiperplazji 

endometrium. Typ I EC jest częstszy, ma korzystne rokowanie i stanowi 80–90% 

przypadków raka endometrium. Natomiast typ II (nieendometrioidalny) niezwiązany ze 
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stymulacją estrogenową ma złe rokowanie. Typ I obejmuje gruczolakoraka 

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

endometrioidalnego w stadium III, surowiczego, jasnokomórkowego  

i niezróżnicowanego raka [7, 8]. 

Klasyfikacja WHO z 2005 r. (5. edycja) identyfikuje 10 podtypów histologicznych 

złośliwego rozrostu błony śluzowej macicy. Są to: rak endometrioidalny  

(85%), rak surowiczy (3–10%), rak jasnokomórkowy (<5–10%), rak 

niezróżnicowany/odróżnicowany, gruczolakorak mieszanokomórkowy (10%), 

gruczolakorak z pozostałości przewodów Wolffa, rak płaskonabłonkowy (< 0,5%), rak 

śluzowy typu jelitowego, gruczolakorak imitujący raka z przewodów Wolffa i mięsakorak 

(ok 5%) [9, 10]. 

Zgodnie z zaleceniami Międzynarodowej Federacji Ginekologów i Położników (FIGO) 

raka endometrium można również podzielić na trzy stopnie w zależności od stopnia 

zróżnicowania histologicznego (opierają się przede wszystkim na cechach 

architektonicznych), tj.: G1–G3. G1 charakteryzuje się ≤ 5% litym wzorem wzrostu,  

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

wzrostu. Według FIGO 2023 guzy G1 i G2 należą do guzów niskiego stopnia 

zróżnicowania, natomiast G3 są guzami wysokiego stopnia zróżnicowania [11]. 

W 2013 r. The Cancer Genome Atlas (TCGA) wprowadził nową klasyfikację 

molekularną raka endometrium, która jest niewątpliwym postępem w diagnostyce  

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

morfologicznej na molekularną i pozwala na wiarygodne oszacowanie rokowania i ocenę 

odpowiedzi na leczenie. Na podstawie badania TCGA zidentyfikowało cztery podgrupy 

molekularne, należą do nich: 

• grupa POLEmut – charakteryzuje się mutacjami w genie polimerazy epsilon 

(POLE) (7%),  

• grupa MSI – związana jest z niestabilnością mikrosatelitarną (MSI) wynikającą  

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

• grupa p53abn – cechuje się dużymi zmianami liczby kopii somatycznych, 

napędzanymi przez mutacje w genie TP53 (26%),  
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• grupa NSMP – obejmuje nowotwory o małej liczbie kopii, bez zdefiniowanego 

profilu molekularnego (39%).  

Grupy te różnią się profilem mutacji, immunogennością, rokowaniem i wymagają 

odmiennego postępowania [12, 13]. 

Guzy POLEmut mają najlepsze rokowanie, natomiast grupa z dużą liczbą kopii 

napędzana mutacjami w genie TP53 rokuje niekorzystne. Rokowanie guzów  

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

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

endometrium jest przydatna ze względu na jej wartość prognostyczną i potencjał 

przewidywania korzyści terapii adiuwantowej [16]. 

Wprowadzenie nowego podziału molekularnego miało wpływ na zmianę klasyfikacji 

FIGO z 2009 r., która oceniała stopień zawansowania chirurgiczno-patologicznego EC, 

na klasyfikację FIGO 2023. Nowa klasyfikacja opierająca się na wytycznych 

ESGO/ESTRO/ESP zawiera nowe podklasyfikacje uwzględniające 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 mają istotny wpływ na rokowanie, nawrót 

choroby i wyniki przeżycia w różnych kohortach pacjentów i są potencjalnymi 

czynnikami wpływającymi na decyzje dotyczące leczenia adiuwantowego lub 

systemowego. Charakterystyka molekularna EC to szybko rozwijająca się dziedzina 

wymagająca dalszych badań. Podstawowym leczeniem raka endometrium jest leczenie 

chirurgiczne, ewentualnie następcza chemioterapia, radioterapia i chemioradioterapia 

[14, 18, 19]. Ryzyko nawrotu raka endometrium występuje również w przypadkach  

o wczesnym zaawansowaniu i wynosi 2,9% w ciągu pierwszych 3 lat po zakończeniu 

leczenia [20]. 

Najczęstszą mutacją genetyczną w raku endometrium jest mutacja genu supresorowego 

PTEN. Funkcjonalna inaktywacja PTEN związana jest z inicjacją i progresją raka 

endometrium. Badania wykazały 34–55% częstość występowania mutacji somatycznych 
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genu PTEN przy 50–83% częstości występowania utraty lub spadku białka PTEN  

[21, 22]. 

Zmniejszenie ekspresji genu PTEN w tkankach raka endometrium może być też 

spowodowane hipermetylacją jego promotora. Metylacje promotora PTEN zostały 

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

zaangażowanym w kancerogenezę raka endometrium jest SOX17 (ang. SRY-related 

HMG-box) pełniący funkcję genu supresorowego. Jego inaktywacja odgrywa istotną rolę 

w progresji nowotworu poprzez deregulację procesu przejścia nabłonkowo- 

-mezenchymalnego (EMT) [24]. 

 

2.2. Znaczenie mikroRNA w kancerogenezie i w raku endometrium 

Do mechanizmów regulujących ekspresję genów zalicza się zarówno klasyczne 

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

że ncRNA nie są klasycznymi czynnikami epigenetycznymi, to odgrywają istotną rolę  

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

Do klasycznych mechanizmów epigenetycznych należą: metylacja DNA, modyfikacje 

histonów (np. acetylacja, metylacja, fosforylacja) tworzące tzw. kod histonowy oraz 

remodeling chromatyny [27]. 

Niekodującymi RNA są: 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 stanowią szczególnie interesującą klasę niekodujących RNA ze względu na 

rolę, jaką pełnią w regulacji ekspresji genów. Zostały odkryte w 1993 r., są to 

jednoniciowe, małe cząsteczki RNA o długości około 19–25 nukleotydów. Pierwszym 

opisanym miRNA była cząsteczka kodowana przez gen lin-4, która reguluje ekspresję 

białka LIN14 u Caenorhabditis elegans, co zostało opisane przez Lee i wsp. [29]. 

Biogeneza miRNA rozpoczyna się w jądrze komórkowym, 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 następnie transportowana do cytoplazmy przez Exportynę 5, która w tym procesie 

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

przetwarzany przez endonukleazę DICER do dwuniciowego dupleksu miRNA. Jedna  

z nici (tzw. nić przewodnia) zostaje włączona do kompleksu miRISC (miRNA-induced 

silencing complex), którego kluczowym komponentem jest białko Argonaute 2 (AGO2), 

natomiast druga nić ulega degradacji [31, 32]. 

MikroRNA działają jako składniki kompleksu rybonukleoproteinowego zwanego 

miRISC (mikroRNA-induced silencing complex) [33]. Dojrzałe cząsteczki miRNA, 

osadzone w kompleksach miRISC, mają zdolność wiązania się w obrębie regionu 3'UTR 

mRNA genu docelowego. W przypadku pełnej komplementarności miRNA do sekwencji 

docelowej dochodzi do degradacji mRNA. Znacznie częściej jednak występuje niepełna 

komplementarność prowadząca do represji translacyjnej [34]. Mechanizmy działania 

miRNA obejmują regulację posttranskrypcyjną poprzez: represję translacji, degradację 

mRNA, skrócenie ogona poli (A) oraz usunięcie czapeczki 5'-7-metyloguanozylowej, co 

skutkuje destabilizacją i wyciszeniem ekspresji docelowego genu [35]. 

MikroRNA uczestniczą w regulacji wielu procesów komórkowych, takich jak: 

proliferacja, migracja, inwazja oraz przejście nabłonkowo-mezenchymalne (EMT).  

EMT to ważny proces, w którym komórki nabłonkowe tracą kontakt komórka-komórka 

i przechodzą stopniową transformację z fenotypu nabłonkowego w mezenchymalny, co 

obejmuje np. przebudowę cytoszkieletu i aktywność migracyjną [36]. MikroRNA 

wpływają również na stabilność genomu, regulację metabolizmu, apoptozę komórek 

nowotworowych, a także uczestniczą w angiogenezie i umożliwiają nowotworowi 

ucieczkę przed kontrolą ze strony układu odpornościowego [37–41]. Mogą regulować 

ekspresję genów zarówno wewnątrz komórki, w której są syntetyzowane,  

jak i w komórkach sąsiadujących – po ich wydzieleniu do mikrośrodowiska guza. Tym 

samym stanowią istotne regulatory złożonej sieci procesów zachodzących  

w mikrośrodowisku guza [42]. Przykładem jest rodzina let-7, która działa jako regulator 

normalnego różnicowania i proliferacji komórek oraz hamuje wzrost komórek 

nowotworowych. Poziom let-7 ma kluczowe znaczenie dla komórek rozwijających się,  

a jego działanie obejmuje m.in. bezpośrednią regulację genów RAS poprzez interakcję  

z białkiem LIN28 [43]. 
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Podczas kancerogenezy obserwuje się znaczące zmiany w profilu ekspresji miRNA. 

Deregulacja ta może być wynikiem wielu zmian, w tym amplifikacji lub delecji genów 

kodujących miRNA, zmian epigenetycznych, a także zaburzeń w mechanizmach 

biogenezy, takich jak defekty białek DICER i DROSHA [35, 44]. MikroRNA mogą pełnić 

zarówno funkcje onkogenne, jak i supresorowe. Jako onkogeny promują rozwój raka 

poprzez hamowanie ekspresji genów supresorowych lub genów kontrolujących 

różnicowanie komórek i apoptozę. Z kolei miRNA działające jako supresory 

kancerogenezy mogą hamować rozwój nowotworu poprzez regulację onkogenów lub 

genów kontrolujących cykl komórkowy [45]. Przykładami są miR-181a, miR-181b  

i miR-181c, których ekspresja jest obniżona w glejaku [46], podczas gdy miR-181a  

i miR-181b ulegają nadmiernej ekspresji u pacjentów z ostrą białaczką limfoblastyczną 

(ALL) [47]. 

MikroRNA uczestniczą także w regulacji szlaków sygnałowych związanych  

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

mogą wzajemnie regulować swoje działanie w ramach złożonej sieci miRNA–miRNA 

[51]. 

Same mikroRNA mogą być regulatorami powyższych procesów, jednak ich aktywność 

podlega również precyzyjnej regulacji. Jednym z mechanizmów modulowania jest ich 

kontrola przez inne klasy niekodujących RNA, takie jak koliste RNA (circRNA), długie 

niekodujące RNA oraz pseudogeny. Szczególnie circRNA działają jako „gąbki 

molekularne”, wiążąc i ograniczając ich dostępność oraz zdolność do oddziaływania  

z docelowymi mRNA. W ten sposób modulują ekspresję genów na poziomie 

posttranskrypcyjnym. Pojedyncza cząsteczka circRNA może oddziaływać z wieloma 

różnymi miRNA [52, 53]. 

Obecnie mikroRNA są atrakcyjnymi kandydatami na cele terapeutyczne w leczeniu 

nowotworów złośliwych. Dlatego identyfikacja ich genów docelowych jest kluczowa  

w badaniach nad mechanizmami kancerogenezy. MikroRNA są również wykorzystywane 

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

indukują chemiooporność w różnych typach nowotworach [54]. Ponadto opisany został 

związek między ekspresją miRNA a odpowiedzią na leczenie, przykładem może być rak 

piersi, w którym stwierdzono, że ekspresja miRNA-205 była podwyższona w komórkach 
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opornych na tamoksifen MCF-7/TAMR-1 (M/T) i egzosomach pochodzących z komórek 

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

W raku płuc wykazano również związek między zmienionymi poziomami mikroRNA  

a opornością na cisplatynę. Nadekspresji ulegały miR-33b-3p, miR-425-3p, miR-124, 

miR-295-5p, podczas gdy obniżoną ekspresję odnotowano dla miR-98, miR-26a,  

miR-107 lub miR-17 [56].  

W zaawansowanym raku jelita grubego wykazano, że oporność na FOLFOX  

(5-fluorouracyl, leukoworyna i oksaliplatyna) koreluje z nadmierną ekspresją  

miR-19a [57]. Podobna sytuacja ma miejsce podczas leczenia pacjentów  

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

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

Zjawisko chemiooporności występuje również w raku endometrium. Wykazano, że  

miR-222-3p zwiększa oporność komórek nowotworowych na raloksifen poprzez 

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

może być potencjalnym celem umożliwiającym przywrócenie ekspresji ERα i skutecznej 

odpowiedzi na terapię antyestrogenową w EC. Nadekspresja miR-222-3p zmniejszała 

wrażliwość komórek RL95-2 na raloksifen, podczas gdy zahamowanie ekspresji  

miR-222-3p zwiększało wrażliwość komórek AN3CA [59]. 

Ciekawym kierunkiem badań jest oporność na cisplatynę u pacjentek z EC. Wykazano, 

że nadekspresja miR-135a zwiększyła przeżywalność komórek raka endometrium po 

leczeniu cisplatyną, natomiast jej obniżenie prowadziło do zwiększenia apoptozy 

indukowanej przez lek. Wyniki te wskazują, że miR-135a reguluje oporność na cisplatynę 

w komórkach EC. Poziom ekspresji miR-135a jest związany z apoptozą indukowaną 

przez cisplatynę w komórkach EC. Wyniki te sugerują, że miR-135a może wpływać na 

chemiowrażliwość komórek raka endometrium na leczenie cisplatyną [60]. 
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2.3. Omówienie wybranych mikroRNA 

Kancerogeneza jest złożonym mechanizmem, na który mają niewątpliwy wpływ 

mikroRNA, jednak w dalszym ciągu procesy te wymagają lepszego zrozumienia. 

Identyfikacja potencjalnych markerów ułatwiających diagnostykę EC, jak również 

potencjalnych celów 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, może w przyszłości stanowić fundament dla opracowania nowych strategii 

terapeutycznych. 

2.3.1. MikroRNA-205-5p 

Hsa-miR-205-5p-5p (miR-205-5p, miR-205) to mikroRNA, którego nadmierna ekspresja 

jest istotnie skorelowana z zaawansowanym stadium choroby EC, częstością nawrotów  

i słabymi wskaźnikami przeżycia [61, 62]. Karaayvaz i wsp. wskazali, że poziomy 

ekspresji miR-205-5p były istotnie związane z przeżyciem pacjentek z rakiem 

endometrium. Pacjentki z niską ekspresją miR-205-5p miały większe szanse dłuższego 

przeżycia niż te z wysokimi poziomami miR-205-5p, co potwierdza obserwacje, że 

podwyższone poziomy miR-205-5p w tkankach nowotworowych mogą prowadzić do 

gorszego wskaźnika przeżycia u pacjentek z rakiem endometrium [61]. 

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

Zaobserwowano, że ekspresja miR-205-5p jest znacznie wyższa w komórkach linii 

Ishikawa w porównaniu do prawidłowego endometrium [65]. MiR-205-5p oddziałuje 

bezpośrednio z regionem 3′-UTR genu PTEN, co skutkuje obniżeniem poziomu mRNA  

i białka PTEN. Ponadto ustalono, że miR-205-5p blokuje translację PTEN i aktywuje 

szlak sygnalizacyjny AKT. Konstytutywna aktywacja AKT przyczynia się do progresji 

nowotworu i do deregulacji genów takich jak TP53 i BCL-2. Obniżenie ekspresji  

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

W związku z tym, że geny TP53 i BCL-2 są zaangażowane we wzrost komórek, apoptozę 

i proliferację, wyniki te stanowią podstawę do dalszych badań nad rolą miR-205-5p  

w komórkach EC. Szybkość apoptozy komórek może być również hamowana przez  

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

komórkową w EC poprzez ukierunkowanie na szlak PTEN/AKT [65].  
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Ponadto miR-205-5p hamuje ekspresję także innego genu supresorowego JPH4, 

promując nowotworzenie i progresję nowotworu [66]. 

Należy również zauważyć, że miR-205-5p odgrywa ważną rolę w migracji i inwazji raka 

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

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

ekspresji kinazy syntezującej glikogen 3β jest związane z nadmierną ekspresją  

miR-205-5p. Molekularny mechanizm działania miR-205-5p regulujący przejście 

nabłonkowo-mezenchymalne poprzez aktywację sygnalizacji AKT w komórkach raka 

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

Inny mechanizm działania miR-205-5p-5p regulujący EMT opisywany jest w komórkach 

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

1,2) [68]. 

Ekspresję miR-205-5p badano też w innych nowotworach i wykazano, że ulega on 

nadekspresji w liniach komórkowych raka głowy i szyi [69], raku szyjki macicy [70], 

raku nerki i pęcherza moczowego [71], niedrobnokomórkowym raku płuc [72] i raku 

piersi [68] w porównaniu z tkankami normalnymi. Natomiast obniżona ekspresja  

miR-205-5p została opisana w raku żołądka [73].  

Ekspresję miR-205-5p badano również w surowicy krwi i stwierdzono istotnie wyższy 

poziom ekspresji u pacjentów z rakiem niedrobnokomórkowym płuc w porównaniu  

z grupą kontrolną [74, 75]. Przeprowadzono też badania poziomu ekspresji miR-205-5p  

w surowicy w celu odróżnienia łagodnych guzów tarczycy od złośliwych. Poziomy  

w surowicy były najwyższe u pacjentów ze złośliwymi guzami tarczycy, niższe  

u pacjentów z guzami łagodnymi, a najniższe w grupie kontrolnej. Ponadto jego ekspresja 

korelowała z rozmiarem guza, stopniem zaawansowania, przerzutami do węzłów 

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

-oncogene, serine/threonine kinase). Zidentyfikowano dodatnią korelację między 

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

receptor) u pacjentów z rakiem tarczycy [76]. 

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

zaobserwowali, że miR-205-5p ulega nadekspresji w komórkach Ishikawa-PR (opornych 

na progesteron) w porównaniu z komórkami Ishikawa. Ponadto badacze zaobserwowali, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673
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że leczenie inhibitorem miR-205-5p-5p znacząco zahamowało wzrost komórek Ishikawa  

i komórek guza PR. Obserwacje te pokazują, że miR-205-5p może być zaangażowany  

w oporność na progesteron w EC, chociaż mechanizm oporności nadal pozostaje 

niejasny. Wyniki badań wskazują również nową perspektywę mechanizmu regulacyjnego 

miR-205-5p-5p na gen PTEN w PR-EC, gdzie poziomy PTEN były znacząco 

zmniejszone w komórkach PR Ishikawy, a inhibitor miR-205-5p zwiększył ekspresję 

PTEN w tych komórkach. Odkrycia te pokazują, że miR-205-5p odgrywa ważną rolę  

w utracie ekspresji PTEN i rozwoju PR w komórkach EC [77].  

Badania wpływu miR-205-5p na mechanizm oporności na paklitaksel wykazały, że  

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, mózgu, 

płucach i innych tkankach i narządach. MiR-205-5p indukował wzrost oporności na 

paklitaksel i przyczyniał się do neoplazji komórek EC poprzez wpływ na FOXO1. 

Obniżenie ekspresji miR-205-5p zwiększyło wrażliwość komórek EC na paklitaksel, co 

skutkowało zmniejszeniem proliferacji komórek i przyśpieszeniem apoptozy. Regulacja 

ekspresji miR-205-5p wyznacza nowy możliwy kierunek leczenia pacjentów z EC [78]. 

Należy również wspomnieć, że lncRNA także mają wpływ na raka endometrium poprzez 

modulację osi sygnalizacyjnej miR-205-5p-5p-PTEN. Taki przykład przedstawili  

Xin i wsp., opisując wpływ lncRNA, tj. LA16c-313D11.11, na oś miR-205-5p-5p-PTEN, 

gdzie LA16c-313D11.11 może hamować rozwój i progresję EC, działając jak gąbka miR-

205-5p, a tym samym pośrednio zwiększając ekspresję PTEN [79]. Xin i wsp. donieśli, 

że aż 13 lncRNA może być powiązanych z siecią miR-205-5p-5p-PTEN i są 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, że tych 13 lncRNA może działać jako endogenne 

„spongy RNAs”, wchodząc w interakcję z miR-205-5p-5p i go tłumiąc [80]. 

2.3.2. MikroRNA 222-3p 

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

Był on intensywnie analizowany w kontekście wielu typów nowotworów, w tym w raku 

endometrium. Wykazano, że ekspresja miR-222-3p jest podwyższona w tkankach EC 

ujemnych pod względem ERα. Ponadto ekspresja miR-222-3p jest istotnie niższa  
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w próbkach tkanki EC ERα-dodatniej niż w ERα-ujemnej i poziom ekspresji  

miR-222-3p jest odwrotnie skorelowany z ekspresją Erα. Wykazano również, że 

nadmierna ekspresja miR-222-3p była skorelowana z wyższymi stopniami, późniejszymi 

stadiami i większą liczbą przerzutów węzłowych. Ponadto stwierdzono, że in vivo 

supresja miR-222-3p może znacząco hamować wzrost guza [59]. 

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

w surowicy u pacjentek z EC w porównaniu z grupą kontrolną [81]. Natomiast w moczu 

u starszych kobiet jego poziom ekspresji uległ obniżeniu [82]. 

Ekspresję miR-222-3p badano również w innych nowotworach, np.: u pacjentek  

z nabłonkowym rakiem jajnika (EOC). Wykazano, że jest on supresorem, a nadekspresja 

wiąże się z lepszym ogólnym przeżyciem u pacjentek z EOC. Ponadto jego ekspresja była 

negatywnie skorelowana ze wzrostem guza in vivo. Eksperymenty przeprowadzone przez 

Fu i wsp. in vitro wykazały, że miR-222-3p hamuje proliferację i migrację komórek EOC 

oraz zmniejsza fosforylację AKT. GNAI2 (G Protein Subunit Alpha I2) został 

zidentyfikowany jako cel dla miR-222-3p i ma działanie promujące na proliferację 

komórek EOC. Jest też aktywatorem szlaku PI3K/AKT [83]. Zaobserwowano 

nadekspresję miR-222-3p w tkankach nowotworowych niedrobnokomórkowego raka 

płuca. Zastosowanie inhibitora miR-222-3p prowadziło do zahamowania aktywności 

nowotworowej – obniżeniu ulegała proliferacja komórek, a jednocześnie wzrastała ich 

apoptoza. Z kolei nadekspresja miR-222-3p w komórkach niedrobnokomórkowego raka 

płuc promowała proliferację komórek i zmniejszała ich apoptozę. Badania wykazały, że 

składnik wiążący Bcl-2 jest jednym z genów docelowych dla miR-222-3p. Jego 

wyciszenie osłabiło regulacyjny wpływ inhibitora miR-222-3p na proliferację komórek  

i apoptozę w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuc [84]. 

Wyniki badań dotyczących innych nowotworów również wykazały jego onkogenną rolę 

w tkance nowotworowej, na przykład w kostniakomięsaku lub raku płuc [85, 86]. 

Poziom ekspresji miR-222-3p był badany także w egzosomach surowicy u pacjentek  

z rakiem jajnika, a jego poziom był związany z nabłonkowym rakiem jajnika (EOC). 

Egzosomalny miR-222-3p jest skutecznym regulatorem polaryzacji makrofagów M2 

promującej guz [87]. U pacjentów z rakiem brodawkowatym tarczycy również 

wykorzystano egzosomy do badania ekspresji miR-222-3p i stwierdzono jego istotny 
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wzrost u pacjentów z przerzutami do węzłów chłonnych [88]. Ponadto wykorzystano 

surowicę jako materiał do badania poziomu ekspresji czterech miRNA, w tym  

miR-21-5p i miR-222-3p, u pacjentów z niedrobnokomórkowym rakiem płuc  

i wykazano, że ma on dobrą wartość diagnostyczną, zwłaszcza we wczesnym stadium 

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

poznana, dlatego też wybrano ją 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]. Działa jako onkogen  

i może być użytecznym klinicznym biomarkerem i celem terapeutycznym. Jego poziom 

wzrasta również w raku endometrium. Sato i wsp. ocenili ekspresję miR-21-5p  

w komórkach guza EC i podścielisku oddzielnie. Zwiększenie ekspresji miR-21-5p  

w komórkach EC było istotnie związane z wyższym stopniem histologicznym  

i przerzutami do węzłów chłonnych. Było również istotnie związane ze słabym 

przeżyciem bez progresji [91]. Ekspresja miR-21-5p może być powiązana  

z zaawansowanymi stadiami klinicznymi, głęboką inwazją mięśnia macicy i wysokim 

stopniem histologicznym [92].  

Wykazano różne mechanizmy działania miR-21-5p. Jego onkogenna rola polega na 

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

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

bezpośrednim ukierunkowaniu na 3′-UTR mRNA PTEN. Funkcjonalna inaktywacja 

PTEN jest związana z inicjacją i progresją raka endometrium [92]. 

Jak wspomniano wcześniej, miRNA wiążą się z docelowymi mRNA poprzez 

komplementarność sekwencji i prowadzą do zahamowania translacji i destabilizacji 

mRNA. Wiadomo, że na ten proces mogą wpływać lncRNA poprzez interakcje 

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

który wpływa na ekspresję miR-21-5p [94, 95]. Innym przykładem interakcji 

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

Zaobserwowano zmniejszoną ekspresję GAS5 w makrofagach związanych z guzem  

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

jako onkogen hamuje supresyjny efekt GAS5 w komórkach raka endometrium [96]. 

Inny mechanizm działania miR-21-5p został zbadany przez Li Xiao i wsp. i jest związany 

z niedotlenieniem komórek nowotworowych. W warunkach niedotlenienia komórki 

nowotworowe wytwarzają znacznie więcej egzosomów niż komórki w warunkach 

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

Monocyty ulegają przekształceniu w makrofagi polaryzujące typu M2 poprzez 

dostarczenie egzosomalnego miRNA-21-5p. Przykład ten może stanowić jeden  

z mechanizmów ucieczki immunologicznej komórek nowotworowych. MiR-21-5p może 

indukować potencjalny mechanizm tworzenia mikrośrodowiska immunologicznego  

w progresji raka endometrium. Niedotlenienie jest zatem agresywną cechą raka 

endometrium i cechuje się nadekspresją miR-21-5p. Ten wzrost powoduje obniżenie 

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

co sprzyja inwazji komórek nowotworowych i przerzutom [97]. 

Nadmierna ekspresja miR-21-5p promuje również przejście nabłonkowo-nabłonkowe. 

Natomiast wyciszenie miR-21-5p odwróciło EMT w liniach komórek EC. Mechanizm 

ten jest związany z SRY-box 17 (SOX17) i jest skorelowany ze słabym przeżyciem  

u pacjentek z rakiem endometrium. SOX17 koduje 414-aminokwasowe białko należące 

do rodziny czynników transkrypcyjnych HMG-box (SOX) związanych z SRY. 

Nadmierna ekspresja miR-21-5p znacząco hamuje ekspresję białka SOX17 w liniach 

komórek raka endometrium. SOX17 ma działanie supresyjne, a jego nadmierna ekspresja 

promuje przejście nabłonkowo-mezenchymalne, podczas gdy wyciszenie SOX17 

indukuje EMT w liniach komórek raka endometrium [24].  

W innym badaniu potwierdzono hamujący wpływ miR-21-5p na PTEN. Ponadto 

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

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

aktywności lucyferazy. Badanie potwierdziło, że nadekspresja miR-21-5p nie tylko 

promowała proliferację i inwazję EC, ale także hamowała apoptozę poprzez mechanizm 

blokowania NBTA1 w komórkach EC [98]. 

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

[99], raku płuc [100], raku jelita grubego [101], raku piersi [102] i raku jajnika [103]. 
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MiR-21-5p był szeroko badany w surowicy u pacjentów z różnymi nowotworami. W raku 

jelita grubego wykazał nadekspresję w próbkach surowicy i obniżenie ekspresji  

u pacjentów w okresie pooperacyjnym. Jego nadekspresja była skorelowana  

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

węzłów chłonnych [104]. MiR-21-5p jest również biomarkerem w wykrywaniu  

i prognozowaniu raka trzustki [105] i niedrobnokomórkowego raka płuc [106]. Wysokie 

poziomy miR-21-5p w surowicy obserwowano również u chorych na raka gardła 

środkowego związanego z zakażeniem wirusem Epsteina-Barr [107]. 

W raku piersi miR-21-5p wykazał jednak zmniejszoną ekspresję i ograniczoną wartość 

diagnostyczną w przypadku choroby we wczesnym stadium. Niemniej jednak jego 

zmniejszona ekspresja może służyć jako biomarker w diagnostyce przerzutów raka  

piersi [108]. 

Badanie roli i mechanizmów działania mikroRNA w raku endometrium ma istotne 

znaczenie zarówno z naukowego, jak i medycznego punktu widzenia. Dogłębne poznanie 

procesów kancerogenezy może przyczynić się do opracowania skuteczniejszych strategii 

terapeutycznych, zahamowania przerzutów nowotworowych oraz poprawy rokowania  

i jakości życia pacjentek. 
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3. Cele pracy 

Podstawowym celem pracy jest poznanie zmian ekspresji wybranych mikroRNA  

u pacjentek z EC. 

Do celów szczegółowych pracy należą: 

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

miR-222-3p i miR-21-5p w porównaniu z tkanką endometrium w grupie 

kontrolnej. 

2. Wykazanie zależności między ekspresją badanych miRNA a wskaźnikiem masy 

ciała oraz chorobami współistniejącymi u pacjentek z rakiem endometrium. 

3. Wykazanie związku ekspresji miRNA w różnych stopniach zaawansowania  

i zróżnicowania histopatologicznego nowotworu. 

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

5. Ocena przydatności mikroRNA oznaczanego w surowicy jako mniej inwazyjnego 

i potencjalnie użytecznego biomarkera w porównaniu z miRNA pochodzenia 

tkankowego. 

6. Zbadanie stabilności ekspresji SNORD48 i U6 w tkankach raka endometrium. 
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4. Materiały i metody 

4.1. Grupa badana 

Badanie zostało przeprowadzone w dwóch etapach i objęło pacjentki hospitalizowane  

w Klinice Ginekologii, Ginekologii Onkologicznej i Położnictwa Szpitala 

Uniwersyteckiego im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie. Pacjentki zgłaszały się do 

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

W pierwszym etapie analizowano ekspresję wybranych mikroRNA w materiale 

tkankowym pobranym od 111 pacjentek z histopatologicznie potwierdzonym rakiem 

endometrium. Drugi etap badania objął 18 pacjentek z EC, które brały udział również  

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

w surowicy i porównywano z poziomem ekspresji w materiale tkankowym, co 

umożliwiło ocenę przydatności oznaczeń z surowicy jako potencjalnie mniej inwazyjnej 

metody diagnostycznej. Grupę kontrolną w obu etapach stanowiło 19 zdrowych kobiet 

operowanych z powodu wypadania narządów miednicy mniejszej lub mięśniaków 

macicy, bez rozpoznania nowotworu. Żadna z pacjentek nie otrzymywała terapii 

hormonalnej, radioterapii ani chemioterapii przed pobraniem próbki. 

Wszystkie kobiety wyraziły świadomą zgodę na udział w badaniu oraz na wykorzystanie 

tkanek do badań genetycznych. Projekt uzyskał pozytywną opinię Komisji Bioetycznej 

Okręgowej Izby Lekarskiej (uchwała 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 były umieszczane w RNAprotect Tissue Reagent (Qiagen, Hilden, 

Niemcy) w celu stabilizacji RNA, a następnie przechowywano je w temperaturze -80°C. 

Izolację całkowitego RNA, z frakcją mikroRNA, z tkanki nowotworowej wykonano przy 

użyciu zestawu miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z protokołem 

producenta. Tkanki były rozmrażane na lodzie i przenoszone do probówek zawierających 

700 µl odczynnika do lizy QIAzol, a następnie zostały poddane homogenizacji przez 

sonikację. Kolejnym krokiem było dodanie chloroformu i wirowanie (15 min przy 

12 000×g w 4°C). Fazę wodną zawierającą całkowite RNA, w tym miRNA, przeniesiono 

do nowych próbówek i dodano etanol, następnie całość została przeniesiona na kolumny 

RNeasy MiniElute Spin Column. Do przepłukiwania kolumn zastosowano bufor do 

płukania RWT, który został rozcieńczony izopropanolem, wg zaleceń producenta. 

Podczas procedury oczyszczania przeprowadzono trawienie DNA przy użyciu zestawu 

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

od RNaz. Stężenie RNA zostało zmierzone przy użyciu spektrofotometru NanoDrop™ 

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

oceniano przez rozdział elektroforetyczny w 1% żelu agarozowym. Izolaty zostały 

rozcieńczone do końcowego stężenia RNA wynoszącego 5 ng/μl i bezpośrednio po 

izolacji poddano je reakcji odwrotnej transkrypcji. 

4.2.2. Izolacja mikroRNA z surowicy 

Po pobraniu krwi od pacjentek odwirowano ją dwukrotnie, a powstałą surowicę 

przechowywano w temperaturze -80°C. Przed izolacją próbki surowicy rozmrożono na 

lodzie. Izolację miRNA wykonano z 400 µl surowicy przy użyciu zestawu miRNeasy 

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

producenta. Objętości buforów dostosowano do większej początkowej objętości próbek. 

Na etapie izolacji do próbek dodano po 1 µl kontroli spike-in, są to wewnętrzne standardy, 

dzięki którym istnieje możliwość oceny poprawności przebiegu kolejnych etapów 

doświadczeń. Po dodaniu buforu próbki odwirowano, a górną wodną fazę zawierającą 

RNA przeniesiono do nowej probówki. Do supernatantu dodano izopropanol, aby 

zapewnić odpowiednie warunki do wiązania się cząsteczek RNA (>18 nukleotydów)  
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z membraną krzemionkową. Całą próbkę przeniesiono na kolumny RNeasy UCP 

MinElute, w kolejnym etapie poprzez płukania usunięto zanieczyszczenia związane  

z błoną. Do elucji RNA użyto 20 µl wody wolnej od RNazy. MikroRNA bezpośrednio po 

izolacji poddano reakcji odwrotnej transkrypcji. 

4.2.3. Odwrotna transkrypcja 

Reakcję odwrotnej transkrypcji wykonano przy użyciu zestawu miRCURY LNA Reverse 

Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z załączonym protokołem. 

MikroRNA zostało najpierw poddane poliadenylacji za pomocą enzymu poli(A) 

polimerazy, a następnie przekształcone do cDNA przy użyciu starterów oligo-dT 

zawierających zdegenerowaną kotwicę 3′, co umożliwia specyficzną amplifikację 

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

transkrypcji przeprowadzono jednocześnie w jednej probówce. Skład mieszaniny 

reakcyjnej: 2 µl RNA, 2 µl 5× miRCURY SYBR ® Green RT Reaction Buffer,  

1 µl 10× miRCURY RT Enzyme Mix, po 0,5 µl UniSp6 i miR-cel-39-3p, uzupełniono 

wodą do objętości końcowej wynoszącej 10 µl. 

• dla RNA wyizolowanego z tkanki użyto10 ng RNA 

• dla RNA wyizolowanego z surowicy użyto 2 µl nierozcieńczonego RNA  

Reakcję RT przeprowadzono w 96-dołkowym termocyklerze T100™ (Bio-Rad, 

Hercules, Kalifornia, USA) w następujących warunkach: inkubacja w 42°C przez 60 min, 

inaktywacja w temperaturze 95 °C, następnie cała mieszanina została schłodzona do 4°C. 

Do czasu dalszego użycia cDNA przechowywano w temperaturze -20°C. 

4.2.4. Analiza poziomu ekspresji metodą dPCR 

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

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

miRNA. Technologia ta opiera się na podziale reakcji PCR na tysiące mikroprzedziałów 

w specjalnych nanopłytkach, co umożliwia precyzyjną analizę punktu końcowego 

amplifikacji w każdym z nich. Do obliczeń stosowana jest statystyka Poissona, dzięki 

czemu możliwe jest dokładne określenie liczby kopii cząsteczek docelowych. Do analizy 

użyto zestawu miRCURY LNA miRNA PCR Assay (Qiagen) i 96-dołkowej płytki 
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Nanoplate 8.5K dla mikroRNA izolowanego z tkanki oraz 24-dołkowej płytki Nanoplate 

26K dla mikroRNA izolowanego z surowicy. Oceniano bezwzględną ekspresję 

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

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

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

egzogenny gen referencyjny. Przed właściwymi pomiarami przeprowadzono 

optymalizację stężenia cDNA w celu uniknięcia przeciążenia nanopartycji i zapewnienia 

wiarygodności wyników. Optymalizację przeprowadzono oddzielnie dla każdego 

miRNA, analizując zakres rozcieńczeń od 10-krotnego do 100-krotnego w stosunku do 

materiału wyjściowego.  

Reakcje dPCR dla analizy poziomu miRNA wyizolowanego z tkanek przeprowadzono  

w 12 µl mieszaniny reakcyjnej składającej się z 4 µl EvaGreen PCR Master Mix (3×), 

1,2 µl starterów miRCURY LNA PCR (10×) oraz 3 µl rozcieńczonego cDNA (20-krotnie 

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

nałożono do studzienek 96-dołkowej nanopłytki QIAcuity Nanoplate 8.5K, którą 

następnie uszczelniono. 

W przypadku analizy poziomu miRNA wyizolowanego z surowicy reakcje 

przeprowadzono w 40 µl mieszaniny reakcyjnej składającej się z 13,3 µl EvaGreen PCR 

Master Mix (3×), 4 µl mieszanki starterów miRCURY LNA, 10 µl rozcieńczonego cDNA 

(1:20) oraz 12,7 µl wody wolnej od RNazy. Próbki naniesiono na 24-dołkową nanopłytkę 

QIAcuity Nanoplate 26K, którą następnie uszczelniono. 

Profil termiczny reakcji dla obu rodzajów próbek obejmował: denaturację wstępną  

w 95°C przez 2 minuty, następnie 45 cykli po 95°C przez 15 sekund i 60°C przez  

1 minutę, końcowym etapem było chłodzenie w 4°C przez 5 minut. Odczyt fluorescencji 

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

Fluorescencję mierzono po zakończeniu wszystkich cykli. Poziomy ekspresji badanych 

miRNA określono na podstawie liczby kopii miRNA w próbce, wykorzystując 

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

W następnej kolejności dokonano analizy statystycznej wyników uzyskanych z materiału 

tkankowego dla następujących podgrup: tkanka – tylko grupa badana, tkanka – tylko 

grupa kontrolna, jak również surowica – grupa badana i surowica – grupa kontrolna. 

Ekspresję miRNA kwantyfikowaną metodą dPCR przekształcono logarytmicznie, aby 

uzyskać normalny rozkład danych. Następnie oceniono analizę stabilności miRNA przy 

użyciu NormiRazor. Jest to narzędzie, które implementuje trzy różne istniejące algorytmy 

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

snRNA U6 i SNORD48 okazały się niestabilne, dlatego dane nie zostały znormalizowane 

przez te miRNA. Takie podejście skutkuje wyższymi wartościami logarytmu dla wyższej 

ekspresji miRNA, umożliwiając prostą interpretację biomarkerów. Dane kliniczne  

i analizę różnicowej ekspresji dla zmiennych ilościowych przeprowadzono przy użyciu 

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

Wallisa, w zależności od rozkładu zmiennych i równości wariancji testowanych 

odpowiednio testem Shapiro-Wilka i testem Levene’a.  

W przypadku zmiennych jakościowych zastosowano test chi2 z korektą Yate’a  

i dokładnym testem Fishera, gdy było to konieczne, w zależności od wielkości próby. 

Jednowymiarowa analiza regresji logistycznej została użyta do oceny wpływu 

poszczególnych czynników na występowanie raka endometrium. Następnie statystycznie 

istotne zmienne zidentyfikowane w analizie jednowymiarowej zostały uwzględnione  

w wielowymiarowym modelu regresji logistycznej. 

Celem kontroli współczynnika fałszywych odkryć związanych z wielokrotnymi 

porównaniami zastosowano metodę Benjaminiego-Hochberga. Sparowany 

test t zastosowano do oceny różnic między stężeniem miRNA w surowicy i tkance. Test 

korelacji rang Spearmana zastosowano do oceny korelacji między stężeniem miRNA  

w surowicy i tkance. Jednowymiarowa analiza regresji logistycznej została zastosowana 

do oceny wpływu określonych czynników na występowanie EC. Zmienne uznane za 

istotne w analizie jednowymiarowej zostały następnie uwzględnione  

w wielowymiarowym modelu regresji logistycznej. 

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

z zakresem lub rozstępem kwartylowym) i średnią (wraz z odchyleniem standardowym),  
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w zależności od normalności ich rozkładu. Wartości p mniejsze niż 0,05 uznano za 

istotne. Analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu pakietu Statistica 13.1 (Tibco, 

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

5.1. Publikacja przeglądowa: „The Role of miRNAs in the 

Development, Proliferation, and Progression of Endometrial 

Cancer”  
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Wzrastająca liczba nowych zachorowań na EC i wzrost liczby zgonów z powodu tego 

nowotworu zmusza do poszukiwania przyczyn tego zjawiska i nowych markerów 

zaawansowania nowotworu lub skłonności do przerzutów. MikroRNA mogą działać jako 

czynniki prognostyczne. Celem artykułu było przeprowadzenie szczegółowej analizy roli 

mikroRNA w kancerogenezie raka endometrium. Artykuł obejmuje szeroki zakres 

zagadnień, począwszy od roli mikroRNA w różnych etapach procesu nowotworzenia, 

poprzez zmiany ekspresji mikroRNA w zależności od różnych czynników ryzyka, 

kończąc na szczegółowym omówieniu wybranych mikroRNA. Pierwsza część artykułu 

opisuje mechanizm powstawania mikroRNA oraz jego rolę w nowotworach u człowieka.  

W następnym rozdziale zawarty jest szczegółowy opis kolejnych stadiów progresji raka, 

tj.: wzrost guza pierwotnego, migracja i miejscowa inwazja, transendotelialna migracja 

komórek nowotworowych do naczyń, przeżycie w układzie krążenia, wynaczynienie, 

tworzenie niszy przedprzerzutowej. Na każdym z tych etapów zwraca uwagę rola różnych 

mikroRNA. W kolejnym rozdziale opisane są zmiany miRNA w zależności od 

występowania różnych czynników ryzyka, jak i czynników prognostycznych EC. 

MikroRNA badano u pacjentek z zespołem PCOS [110]. W tej grupie kobiet stwierdzono 

wiele nieprawidłowości i nadmierną ekspresję licznych mikroRNA. Odkryto, że zmiany 

ekspresji mikroRNA występujące w PCOS są często związane również z zespołem 

metabolicznym, który obejmuje nadciśnienie, dyslipidemię, otyłość centralną  

i upośledzoną tolerancję glukozy, czyli innymi czynnikami EC [111]. PCOS zwiększa 

ryzyko zachorowania na raka endometrium 2,7 razy. Wykazano, że u kobiet z PCOS 

zmienia się również poziom ekspresji miRNA, np. miR-27a-5p, który ulega nadekspresji, 

badanie przeprowadzono na egzosomach pochodzących z surowicy. MiR-27a-5p 

odgrywa znaczącą rolę w migracji i inwazji komórek EC poprzez regulację  

SMAD4 [112].  

Na zmiany ekspresji mikroRNA ma również wpływ starzenie się organizmu [113].  

U osób długożyjących obserwuje się obniżony poziom niektórych mikroRNA, takich jak 

let-7, miR-17 czy miR-34, określanych jako „miRNA długowieczności”. Czynniki te są 

uważane za ochronne i mogą przyczyniać się do wydłużenia życia. Z drugiej strony 

zmiany ekspresji mikroRNA są również związane z chorobami wieku podeszłego, w tym 

z chorobami nowotworowymi [114]. Przykładowo, ekspresja miR-151a-3p,  

miR-181a-5p i miR-1248 ulega obniżeniu wraz z wiekiem [115, 116]. Z kolei ekspresja 

miR-21 i miR-23a wzrasta u ludzi w średnim wieku, a obniża się w wieku podeszłym 
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[117]. Dalsza część artykułu koncentruje się na mikroRNA, których ekspresja ma 

udowodniony wpływ na wystąpienie przerzutów w węzłach chłonnych, przeżycie  

i nawrót choroby u pacjentek z EC. 
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5.2. Publikacja oryginalna: „Absolute Quantification of Selected 

microRNAs Expression in Endometrial Cancer by Digital PCR” 

 

  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38542261/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38542261/


57 
 



58 
 



59 
 



60 
 



61 
 



62 
 



63 
 



64 
 



65 
 



66 
 



67 
 



68 
 



69 
 



70 
 



71 
 



72 
 



73 
 



74 
 



75 
 



76 
 

 

  



77 
 

W przeprowadzonym badaniu dokonano szczegółowej analizy zmian ekspresji trzech 

mikroRNA: miR-21-5p, miR-205-5p oraz miR-222-3p w tkance endometrium pacjentek 

z rakiem endometrium. Łącznie w badaniu uczestniczyło 130 kobiet – 111 pacjentek  

z rozpoznanym EC (grupa badana) oraz 19 zdrowych kobiet (grupa kontrolna).  

U wszystkich uczestniczek materiał endometrium został pobrany podczas operacji 

histerektomii. 

W badaniu zaobserwowano istotne zmiany poziomów ekspresji analizowanych 

mikroRNA w tkance nowotworowej. Szczególnie zauważalna była nadekspresja  

miR-205-5p w grupie badanej (4009.2 copies/µl) w porównaniu do grupy kontrolnej  

(181.52 copies/µl). Z kolei ekspresja miR-222-3p była istotnie obniżona w tkance raka 

endometrium (69 752 copies/µl) względem grupy kontrolnej (112 168 copies/µl).  

W przypadku miR-21-5p, istotna różnica w ekspresji została odnotowana jedynie  

w podgrupie pacjentek z nowotworem o wysokim stopniu złośliwości histologicznej 

(G3), gdzie poziom ekspresji wynosił 860 536 copies/µl w porównaniu do 938 736 

copies/µl w grupie kontrolnej. 

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano istotną nadekspresję miR-205-5p  

w grupie pacjentek z rakiem endometrium w porównaniu z grupą kontrolną  

(FC 1.4; p < 0.001). Związek ten został dodatkowo potwierdzony za pomocą analizy 

regresji logistycznej zarówno jednowymiarowej (OR 7.72; p = 0.037), jak  

i wielowymiarowej (OR 6.05; p = 0.003). Poziomy miRNA analizowano także  

w różnych grupach zróżnicowania histopatologicznego (EIN, G1, G2 i G3). 

Zaobserwowano istotną nadekspresję miR-205-5p u pacjentek ze zdiagnozowanym  

EIN (p = 0.018), jak i w grupie chorych o wysokim stopniu rozwoju raka endometrium  

G3 (p = 0.037). Odnotowane zmiany mają istotne znaczenie biologiczne, ponieważ 

wiadomym jest, że miR-205-5p powoduje obniżenie ekspresji PTEN  i w ten sposób może 

wpływać na kancerogenezę [77]. Dodatkowo miR-205-5p może również nasilać 

proliferację komórek nowotworowych i hamować apoptozę poprzez wpływ na FOXO1. 

Lepsze zrozumienie tych mechanizmów może oddziaływać na hamowanie 

kancerogenezy w EC poprzez zastosowanie inhibitorów miR-205-5p [78]. 

Xin W. i wsp. również wykazali istotny wzrost ekspresji miR-205-5p w tkankach raka 

endometrium. Badanie to zostało oparte na materiale tkanki endometrium pobranym od 

60 pacjentek (30 stanowiło grupę badawczą, a 30 grupę kontrolną). Grupę kontrolną, 
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podobnie jak w naszym badaniu, stanowiły kobiety leczone z powodu chorób 

niezwiązanych z tkanką endometrium, tj. mięśniaków macicy i wypadania narządów 

miednicy mniejszej i materiał tkankowy pobrano poprzez histerektomię lub 

łyżeczkowanie jamy macicy [80]. Ponadto Kulinczak i wsp. wykazali nadekspresję  

miR-205-5p nie tylko w tkance EC, ale również w tkance sąsiadującej  

z guzem. Badanie to zostało oparte na 49-osobowej grupie badawczej i 25-osobowej 

grupie kontrolnej [118]. 

Większość badań sugeruje, że miR-222-3p ma onkogenne działanie na komórki 

nowotworowe [59, 84, 119]. Wybór i włączenie miR-222-3p do badania wynikało z jego 

potencjalnego wpływu na rozwój EC [59]. Poprzednie badania pokazują, że miR-222-3p 

ma onkogenne działanie poprzez regulację MMP2, MMP9 (ang. matrix metallopeptidase 

2, 9), TRPS1 (ang. transcriptional repressor GATA binding 1) i CDKN1C/p57 (ang. cyclin 

dependent kinase inhibitor 1C) [59, 120]. Wyniki uzyskane w omawianym badaniu nie 

potwierdzają onkogennej roli miR-222-3p, sugerując jednocześnie, że mikroRNA to 

może pełnić funkcję supresora nowotworowego. Stawia to miR-222-3p w nowym świetle  

i otwiera możliwości dalszych badań nad jego potencjalnym znaczeniem terapeutycznym. 

Badanie wykazało, że ekspresja miR-222-3p uległa obniżeniu w tkankach raka 

endometrium w porównaniu z grupą kontrolną (FC 0.94; p = 0.013). Natomiast nie 

wykazano istotnych zmian w poziomach ekspresji miR-222-3p pomiędzy 

poszczególnymi grupami zróżnicowania histopatologicznego. Interesujące jest jednak to, 

że poziomy miR-222-3p mają tendencję do zmniejszania się we wszystkich grupach, przy 

czym najniższą ekspresję zaobserwowano w G3 (grupa kontrola 112 168 copies/µl;  

EIN 74 548 copies/µl; G1 83 720 copies/µl; G2 63 376 copies/µl; G3 43 648 copies/µl. 

Uzyskane wyniki sugerują raczej supresyjną rolę miR-222-3p w rozwoju raka 

endometrium. Możliwość indukowania wzrostu jego ekspresji może mieć potencjał 

terapeutyczny – poprzez hamowanie proliferacji komórek nowotworowych w EC. 

Inne badanie dotyczące raka endometrium wykazało nadekspresję miR-222-3p  

w tkankach ERα-ujemnych, podczas gdy ekspresja tego mikroRNA była istotnie niższa 

w tkankach ERα-dodatnich. W tym badaniu poziom ekspresji miR-222-3p był odwrotnie 

skorelowany z ekspresją ERα, a poziom ekspresji miR-222-3p był niższy w nowotworach 

o niższym stopniu złośliwości. Badanie przeprowadzono na grupie 75 pacjentów [59]. 
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Zupełnie inną rolę miR-222-3p wykazali Fu i wsp. w badaniu przeprowadzonym na 

grupie 74 pacjentek z rakiem jajnika. W tym badaniu miR-222-3p działa jako supresor 

raka jajnika. Naukowcy odnotowali dłuższe przeżycie u pacjentek z rakiem jajnika  

z nadekspresją miR-222-3p w porównaniu z grupą o obniżonym poziomie ekspresji  

miR-222-3p. Badanie to pokazuje, że miR-222-3p może być lepszym wskaźnikiem 

prognostycznym dla pacjentek z rakiem jajnika [83]. 

Jako onkogen w raku endometrium uznawany jest miR-21-5p, jest on dobrze opisanym 

inhibitorem PTEN [92]. Badacze wskazali również jego rolę w promowaniu EMT [24], 

co stanowiło podstawę do włączenia go do badania. W analizie grupy pacjentek z EC nie 

zaobserwowano jednak istotnych statystycznie różnic w poziomach ekspresji miR-21-5p 

w porównaniu z grupą kontrolną. Ponadto brak było statystycznie istotnych zmian  

w poziomach ekspresji miR-21-5p w poszczególnych stopniach zróżnicowania 

histopatologicznego względem grupy kontrolnej. Warto jednak zauważyć, że w analizie 

poszczególnych grup histopatologicznych zaobserwowano statystycznie istotny wzrost 

ekspresji miR-21-5p w zróżnicowaniu histopatologicznym G3 w porównaniu z innymi 

grupami klasyfikacyjnymi (OR = 0.49; p = 0.019). 

MiR-21-5p jest jednym z najbardziej konsekwentnie wyrażanych miRNA w niemal 

wszystkich typach ludzkich nowotworów i może być użytecznym klinicznie 

biomarkerem i celem terapeutycznym [99, 100, 103], zwiększa się on również w raku 

endometrium. Sato i wsp. opisali nadekspresję miR-21-5p w komórkach EC i była ona 

związana z większym postępem choroby i przerzutami do węzłów chłonnych [91]. 

Bouziyane i wsp. wykazali wysoką skuteczność diagnostyczną miR-21-5p w swoich 

badaniach, które dotyczyły grupy 71 próbek tkanek raka endometrium, 53 próbek tkanek 

sąsiadujących oraz 54 przypadków łagodnych zmian [121]. 

W naszym badaniu nie uzyskaliśmy istotnego wyniku dotyczącego zmian ekspresji  

miR-21-5p w grupie EIN przy użyciu jednowymiarowej regresji logistycznej, jednak 

statystycznie istotny wynik zaobserwowano w grupie pacjentek z rakiem endometrium  

o wysokim stopniu zróżnicowania histopatologicznego G3 (p = 0.019). Podobne 

obserwacje zgłosili Sato i wsp., którzy zbadali związek między ekspresją miR-21-5p  

a cechami kliniczno-patologicznymi. Badanie przeprowadzono na dużej liczbie pacjentek 

z rakiem trzonu macicy. Cała grupa liczyła 230 pacjentek, w tym 176 z rakiem 



80 
 

endometroidalnym (G1 = 77, G2 = 51, G3 = 48). Naukowcy wykazali nadekspresję  

miR-21-5p w komórkach nowotworowych o wyższym zróżnicowaniu histologicznym 

(G3 vs. G1, G2, p < 0.0001) w przypadku raka endometrium, natomiast nie wykazano 

żadnego związku pomiędzy ekspresją miR-21-5p a wiekiem pacjentki (<60 vs. ≥60),  

jak również pomiędzy stopniami zaawansowania choroby według klasyfikacji FIGO 

(stopień I/II vs. III/IV) [91]. 

Choroby współistniejące są znanymi czynnikami ryzyka raka endometrium i zostały 

opisane w literaturze [91, 113, 122–124]. Uzyskane w badaniu dane zostały 

przeanalizowane przy użyciu jednowymiarowej regresji logistycznej. W wyniku tej 

analizy potwierdzono, że wiek pacjentek, BMI i nadciśnienie wpływają na częstość 

występowania raka endometrium. Grupa badawcza z rakiem endometrium została 

podzielona według obecności chorób współistniejących lub braku chorób 

współistniejących. Statystycznie istotny wynik uzyskano w grupie podzielonej według 

wieku pacjentek (p = 0.041). W grupie pacjentek >50 lat poziom miR-205-5p uległ 

nadekspresji. Natomiast w podgrupach pacjentek z nadciśnieniem, cukrzycą lub 

niedoczynnością tarczycy nie stwierdzono istotnych statystycznie różnic w ekspresji 

analizowanych mikroRNA. 

Ze względu na to, że otyłość jest istotnym czynnikiem ryzyka raka endometrium [123], 

parametr ten został włączony do badania. W wyniku analizy potwierdzono, że BMI jest 

czynnikiem ryzyka raka endometrium (p < 0.001). Zaobserwowano dodatnią korelację 

między wzrostem BMI a ryzykiem rozwoju raka endometrium (OR 1.23; p = 0.001). 

Ponadto przeanalizowano wpływ BMI na ekspresję badanych miRNA u pacjentek  

z rakiem endometrium. Nie stwierdzono jednak istotnych różnic w ekspresji miRNA 

między pacjentkami EC z prawidłowym BMI a tymi z nadwagą lub otyłością. U pacjentek 

EC z wyższym niż prawidłowy BMI wystąpiła tendencja do obniżonej ekspresji  

miR-21-5p, chociaż wynik ten nie osiągnął istotności statystycznej. Warto zaznaczyć, że 

otyłość i zmiany w ekspresji mikroRNA zostały opisane w innych pracach jako czynnik 

ryzyka nowotworów [125]. Rodrigues i wsp. wykazali również zwiększoną ekspresję 

miR-21-5p u osób otyłych z hepatokancerogenezą [126]. 

Początkowo do badania wybrano snRNA U6 i SNORD48 jako potencjalne geny 

referencyjne. Ze względu na brak stabilności zarówno SNORD48, jak i U6  

w analizowanych próbkach, zdecydowano się na prezentację wyników ekspresji miRNA 
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w postaci bezwzględnych wartości (kopie/µl). Takie podejście pozwala na uniknięcie 

błędów związanych z nieodpowiednią normalizacją i umożliwia wiarygodną ocenę 

poziomu ekspresji miRNA w badanych grupach.  

SNORD48 (Small Nucleolar RNA, C/D Box 48; RNU48) jest jednym z wielu małych 

jądrowych RNA wyznaczonych jako członkowie rodziny SNORD, których ekspresja jest 

na stałym poziomie w wielu tkankach. Dlatego też jest często używany jako referencyjny 

w badaniach nad poziomem ekspresji miRNA obok takich genów jak np. U6, SNORD44. 

Geny referencyjne badali Torres i wsp., którzy analizowali ich stabilność u pacjentek  

z rakiem endometrium. Wykazali, że RNU48 był jednym z najbardziej stabilnych genów 

w EC. Naukowcy wykorzystujący zarówno NormFinder, jak i geNorm 

(https://norm.btm.umed.pl) wskazali, że SNORD48 był optymalny do normalizacji 

danych qPCR w tkankach EC, był również wyrażany w równym stopniu między 

próbkami normalnymi i próbkami guza [127]. Podobne obserwacje poczynili Bignotti  

i wsp., którzy analizowali stabilność SNORD48 w raku jajnika i wykazali,  

że jest on stabilny między tkankami złośliwymi i prawidłowymi u pacjentek z rakiem 

jajnika. Poparto wykorzystanie SNORD48 jako najlepszego odniesienia do względnej 

kwantyfikacji w badaniach ekspresji w raku jajnika [128]. Z kolei inne badania wskazują, 

że stabilność SNORD48 może być zależna od typu materiału biologicznego i warunków 

środowiskowych. Egidi i wsp. badali stabilność genu w osadzie moczu u pacjentów  

z rakiem prostaty i wykazali, że wartość SNORD48 przekroczyła granicę 

akceptowalności [129]. Lawlor i wsp. badali endogenny SNORD48 u pacjentów 

napromieniowanych z powodu raka prostaty. Naukowcy wykazali, że poziomy ekspresji 

były związane z niskim współczynnikiem zmienności po napromieniowaniu (6 Gy). 

Zauważyli wpływ promieniowania na zmiany w endogennym SNORD48 [130].  

W badaniach nad rakiem jelita grubego Shen i wsp. zaobserwowali wzrost ekspresji 

SNORD48 w tkankach nowotworowych [131], natomiast Rapti i wsp. także użyli 

SNORD48 jako genu referencyjnego w tym typie nowotworu [132]. Masè i wsp. ocenili 

stabilność pięciu genów referencyjnych: U6, SNORD48, SNORD44, miR-16 i 5S  

w tkankach przedsionków serca 18 pacjentów poddanych operacji kardiochirurgicznej  

z rytmem zatokowym i migotaniem przedsionków. Wszystkie ilościowe metody oceny 

stabilności dowiodły, że SNORD48 to najlepszy gen referencyjny [133].  

https://norm.btm.umed.pl/
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Natomiast wyniki uzyskane w niniejszym badaniu wskazują, że SNORD48 nie jest 

stabilny, a jego ekspresja różni się znacząco w tkankach EC i w tkankach od zdrowych 

osób. Badanie to wykazało, że ekspresja SNORD48 uległa obniżeniu w tkance raka 

endometrium w porównaniu z grupą kontrolną (FC 0.92; p < 0.001). Ponadto SNORD48 

został zidentyfikowany jako czynnik rozwoju raka endometrium w analizie regresji 

logistycznej zarówno jednowymiarowej (OR 0.04; p < 0.001), jak i wielowymiarowej 

(OR 0.01; p = 0.018). Ponadto analiza grupy badanej podzielonej na stopnie 

histopatologiczne ujawniła zmiany w ekspresji SNORD48. W grupie G3 stwierdzono 

nadekspresję SNORD48 w porównaniu z innymi grupami histopatologicznymi, w tym 

EIN. Zależność była statystycznie istotna (p < 0,001). Dodatkowo niestabilność 

SNORD48 potwierdzono za pomocą narzędzia NormiRazor, co podważa zasadność jego 

zastosowania jako genu referencyjnego w badaniach ekspresji miRNA w raku 

endometrium. 

Podsumowując, badanie sugeruje, że SNORD48 może wpływać na rozwój raka 

endometrium. Jednak konieczne są dalsze badania, aby lepiej zrozumieć jego rolę  

w rozwoju tego nowotworu. 

Drugim analizowanym RNA, planowanym jako gen referencyjny, był U6 (RNU6-1).  

U6 jest często stosowany jako endogenny gen kontrolny w badaniach ekspresji miRNA, 

w tym również w raku endometrium. Jurcevic i wsp., badając endogenne geny kontrolne 

w szczurzym modelu raka endometrium, wykryli istotne różnice w ekspresji U6 między 

próbkami złośliwymi i niezłośliwymi (p < 0.05). Jednocześnie przy użyciu algorytmu 

NormFinder stwierdzono, że zastosowanie zestawu pięciu najbardziej stabilnych genów, 

w tym U6, zapewniło najlepszą normalizację [134]. Z kolei badania przeprowadzone 

przez Lou i wsp. wykazały, że U6 może być niestabilny w różnych typach tkanek 

nowotworowych. Badanie to skupiło się na tkankach raka piersi, w których ekspresja U6 

była wyższa w porównaniu ze zdrową tkanką. Wysokie poziomy ekspresji U6 były 

wyższe w tkankach raka wątroby i wewnątrzwątrobowych dróg żółciowych  

w porównaniu z sąsiadującymi normalnymi tkankami. Naukowcy wykazali, że ekspresja 

i dystrybucja U6 wykazują dużą zmienność wśród kilku typów komórek ludzkich [135]. 

W niniejszym badaniu nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w ekspresji U6 

między grupą badaną i kontrolną. Jednakże szczegółowa analiza poszczególnych grup 

histologicznych ujawniła nieoczekiwane zmiany ekspresji U6, co wskazuje na jego 
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niestabilność. Poziom ekspresji tego snRNA zmniejszył się we wczesnych fazach (EIN, 

G1 i G2), podczas gdy wzrósł w G3 w porównaniu z grupą kontrolną (p < 0.001). Ponadto 

oceniliśmy stabilność U6 w tkance raka endometrium za pomocą narzędzia NormiRazor. 

Analiza potwierdziła niską stabilność tego snRNA. Dlatego U6 nie mógł zostać 

wykorzystany jako gen referencyjny. Wyjaśnienie zmian ekspresji U6  

w różnych stopniach histologicznych wymaga dalszych badań. 
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5.3. Publikacja oryginalna: „MiR-205-5p and MiR-222-3p as Potential 

Biomarkers of Endometrial Cancer” 
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W omawianym badaniu przeprowadzono analizę poziomów ekspresji trzech wybranych 

mikroRNA w surowicy pacjentek z rakiem endometrium. W badaniu wzięło udział  

18 pacjentek z EC i 19 kobiet zdrowych, które stanowiły grupę kontrolną. Ze względu na 

ograniczoną liczebność próby badanie ma charakter pilotażowy i wymaga dalszej 

walidacji na większej populacji pacjentek. Analiza ekspresji mikroRNA została 

przeprowadzona przy użyciu dPCR, co wyróżnia to badanie na tle innych, opartych 

głównie na technikach takich jak qPCR. Ważnym aspektem jest także użycie 

wolnokrążącego mikroRNA, a nie izolowanego z egzosomów. Surowica krwi jest 

materiałem, który można pobrać od pacjenta w sposób minimalnie inwazyjny,  

a bezpośrednią izolację mikroRNA można łatwo wykonać w rutynowych badaniach. 

Należy jednak zaznaczyć, że bezpośrednie porównanie wyników ekspresji 

wolnokrążącego miRNA z wynikami badań, w których analizowano miRNA pochodzący 

z egzosomów, jest niemożliwe lub ograniczone ze względu na różnice w metodach 

izolacji oraz źródle analizowanego RNA. 

W analizie tkanki raka endometrium (EC) uzyskano statystycznie istotne wyniki dla 

całkowitej ekspresji miR-205-5p (p < 0.001), które pozostały istotne także po korekcie 

Benjaminiego-Hochberga. Wyniki te są zgodne z innymi podobnymi badaniami [67, 77, 

78, 136]. Warto jednak zaznaczyć, że w niniejszym badaniu ekspresja miR-205-5p nie 

osiągnęła istotności statystycznej w analizie surowicy, co może wskazywać na różnice  

w stabilności mikroRNA lub odmienność mechanizmów regulacyjnych między tkanką  

a wolnokrążącym RNA w surowicy. W przeciwieństwie do uzyskanych wyników, rola 

miR-205-5p została wcześniej opisana w innych typach nowotworów, takich jak rak 

jajnika, niedrobnokomórkowy rak płuc lub rak piersi [74, 137, 138]. W badaniach tych 

analizowano zmiany ekspresji miR-205 w surowicy pacjentów z niedrobnokomórkowym 

rakiem płuc oraz w surowicy pacjentów z rakiem piersi, przy czym w przypadku raka 

jajnika w badaniach wykorzystano mikroRNA pochodzące z egzosomów. Rola miR-205 

została opisana również w surowicy zwierząt [139]. 

W przeprowadzonej analizie jednowymiarowej regresji logistycznej potwierdzono 

istotną rolę miR-205-5p jako czynnika związanego z rakiem endometrium, jednak tylko 

w tkance EC. 

W dalszym etapie badania pacjentki zostały podzielone na grupy w zależności od stopnia 

zaawansowania choroby według klasyfikacji FIGO (FIGO < 2 vs. FIGO => 2), badano 
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zmiany ekspresji w poszczególnych grupach. Początkowo różnice w ekspresji  

miR-205-5p pomiędzy grupami były statystycznie istotne (p = 0.017), jednak po 

zastosowaniu korekcji metodą Benjaminiego-Hochberga wynik ten stracił istotność (p = 

0.17). 

Analogiczna sytuacja miała miejsce po podziale pacjentów według stopnia 

zróżnicowania (G3 vs. nie-G3). Również w tym przypadku ekspresja miR-205-5p różniła 

się początkowo i osiągnęła istotność statystyczną (p = 0.024), po korekcie wielokrotnych 

porównań uzyskany wynik przestał być istotny (p = 0.12). Mimo braku istotności 

statystycznej po korekcji, wyniki te są obiecujące i sugerują potencjalną wartość kliniczną 

miR-205-5p jako biomarkera w wybranych podgrupach chorych. Wskazują one również 

na konieczność przeprowadzenia dalszych badań z udziałem większej liczby pacjentek, 

celem weryfikacji uzyskanych obserwacji i potwierdzenia ich przydatności 

diagnostyczno-prognostycznej. 

Następnym badanym mikroRNA był miR-222-3p. W analizie ekspresji w tkance 

uzyskano wynik istotny statystycznie (p < 0.001), który po zastosowaniu metody 

Benjaminiego-Hochberga pozostał istotny (skorygowane p = 0.002). W badaniu 

wykazano obniżenie ekspresji miR-222-3p zarówno w tkance, jak i w surowicy pacjentek 

z EC, co wskazuje na jego supresyjną rolę w komórkach EC. Podczas badania surowicy 

w grupie pacjentek z rakiem endometrium jedynie miR-222-3p wykazał istotność 

statystyczną (p = 0.011). Jednakże nie stwierdzono istotnej korelacji pomiędzy 

poziomami ekspresji miR-222-3p w tkankach i w surowicy, co może świadczyć  

o niezależnych mechanizmach regulacyjnych w tych dwóch typach materiałów 

biologicznych. 

Ekspresja miR-222-3p była również badana w egzosomach, gdzie opisano jego 

onkogenny wpływ na raka jajnika [87]. Natomiast rolę supresyjną tego mikroRNA opisali 

Fu i wsp., również w badaniu dotyczącym raka jajnika [83]. 

Natomiast w przeprowadzonym badaniu miR-21-5p nie wykazał znaczących zmian ani 

w tkance, ani w surowicy, pomimo wcześniejszych raportów łączących jego nadekspresję 

z szybszym postępem choroby, przerzutami do węzłów chłonnych i wysoką 

skutecznością diagnostyczną w EC [91, 121]. Uzyskane wyniki pozostają w sprzeczności 

z wcześniejszymi obserwacjami i mogą wynikać z różnic metodologicznych, wielkości 
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próby, charakterystyki populacji badanej lub źródła izolowanego mikroRNA. 

Rozbieżność ta podkreśla konieczność dalszych, szerzej zakrojonych badań w celu 

pełniejszego zrozumienia roli miR-21-5p oraz oceny jego potencjału jako biomarkera  

w diagnostyce raka endometrium.  

Obserwowane rozbieżności między wzorcami ekspresji miRNA w tkankach a surowicą, 

a także otrzymanymi wynikami w niniejszym badaniu a danymi z wcześniejszych badań 

świadczą o złożoności regulacji miRNA w raku endometrium. Uzyskane wyniki 

dostarczają cennych spostrzeżeń, wskazują również na istotne ograniczenia, w tym 

potrzebę zwiększenia liczebności próby w celu potwierdzenia statystycznie istotnych 

wyników oraz przeprowadzenia bardziej kompleksowych analiz nad molekularnym 

działaniem miRNA i genów referencyjnych w raku endometrium. Implikują one 

konieczność dalszych badań na większych kohortach o większej mocy statystycznej oraz 

zastosowania pogłębionych analiz molekularnych, które umożliwią pełniejsze 

zrozumienie biologicznego znaczenia obserwowanych zmian ekspresji w kontekście 

patogenezy raka endometrium.  
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6. Wnioski 

Niniejsza praca miała na celu zbadanie roli mikroRNA w patogenezie raka endometrium. 

Badanie zostało oparte na analizie zmian ekspresji mikroRNA zarówno w tkance,  

jak i w surowicy u pacjentek z EC, w porównaniu ze zdrową grupą kontrolną. 

Zaobserwowano zmiany ekspresji w tkance raka endometrium dla miR-205-5p,  

miR-222-3p i SNORD48. W tkance raka endometrium miR-205-5p uległ nadekspresji  

w porównaniu z grupą kontrolną, podczas gdy ekspresja zarówno miR-222-3p, jak  

i SNORD48 obniżyła się. Zaobserwowano także zmiany ekspresji miR-205-5p, U6 oraz 

SNORD48 w zależności od stopni zróżnicowania histologicznego.  

Niniejsze badanie wskazuje, że SNORD48 i U6 nie spełniły oczekiwań dotyczących  

genu referencyjnego. Zarówno SNORD48, jak i U6 wykazały brak stabilności  

w różnych stopniach zróżnicowania histologicznego, co sugeruje, że mogą również 

wpływać na rozwój raka endometrium. Ponadto SNORD48 został zidentyfikowany jako 

czynnik rozwoju raka endometrium w analizie regresji logistycznej jednowymiarowej, 

jak i wielowymiarowej. Konieczne są dalsze badania, aby lepiej zrozumieć rolę 

SNORD48 i U6 w rozwoju raka endometrium. 

W badaniu tym nie wykazano związku pomiędzy ekspresją badanych mikroRNA  

a wskaźnikiem masy ciała (BMI) lub innymi chorobami współistniejącymi u pacjentek  

z rakiem endometrium. 

Analizy przeprowadzone z surowicy wykazały zmniejszoną ekspresję miR-222-3p  

w próbkach tkanek, która była obserwowana też w tkance EC. Wyniki te sugerują,  

że miR-222-3p może służyć jako potencjalny biomarker z surowicy pacjentek z EC. 

Surowica jest materiałem łatwo dostępnym w porównaniu z tkanką endometrium,  

a możliwość wykorzystania jej jako źródła informacji o miR-222-3p daje szanse na 

stworzenie markera diagnostycznego w populacji kobiet obciążonych ryzykiem raka 

endometrium.  

Badanie to miało pewne ograniczenia. Pierwszym była grupa kontrolna, która składała 

się tylko z 19 pacjentów. Zaobserwowano także, w pierwszym etapie badania, 

nierównomierny rozkład pacjentów w poszczególnych grupach zróżnicowania 

histopatologicznego – grupa EIN składała się z 22 pacjentów, grupa G1 z 30,  
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grupa G2 z 47, zaś G3 zaledwie z 12 pacjentów. Natomiast ograniczeniem w drugim 

etapie badania była mała grupa pacjentów biorących w nim udział, ponieważ grupa 

badawcza składała się z 18 pacjentów z EC, a grupa kontrolna z 19, było to związane  

z pilotażowym charakterem prowadzonych analiz. 

Nasze badania wymagają potwierdzenia na większej grupie pacjentów i zwiększenia 

liczby testowanych mikroRNA. Stwarza to nowe możliwości diagnostyczne i poprzez 

innowacyjne ukierunkowane terapie daje nam nowatorskie możliwości leczenia. 

Wyniki badań mikroRNA w EC mogą mieć znaczenie we wczesnej diagnostyce pacjentek 

z EC lub stanowić punkty uchwytu w nowych terapiach celowanych, odwracając postęp 

lub skutki nowotworu. 
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7. Streszczenie 

Rak endometrium jest jednym z najczęstszych nowotworów, głównie w krajach 

wysokorozwiniętych Europy i Ameryki Północnej. Częstość zachorowania na ten typ 

raka ma tendencję wzrostową. W ostatnich latach udowodniono, że na powstawanie raka 

endometrium mają wpływ mutacje genetyczne, co spowodowało wprowadzenie przez 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) w 2013 r. podziału molekularnego EC. Natomiast do 

mechanizmów, które regulują ekspresję genów możemy zaliczyć mechanizmy 

epigenetyczne oraz niekodujące RNA. Jednym z rodzajów niekodujących RNA są 

mikroRNA (miR), które nie są klasycznymi czynnikami epigenetycznymi, ale odgrywają 

istotną rolę w regulacji ekspresji genów na poziomie posttranskrypcyjnym.  

Celem niniejszej pracy było zbadanie związku między ekspresją trzech mikroRNA,  

tj.: miR-21-5p, miR-205-5p i miR-222-3p w tkance raka endometrium. Cel stanowiło 

również zbadanie stabilności ekspresji SNORD48 i U6, które są często używane jako 

geny referencyjne w badaniach ekspresji mikroRNA. 

Grupę badaną stanowiło 111 pacjentek z EC, od których pobrano tkankę nowotworową 

podczas histerektomii. Do grupy kontrolnej włączono 19 pacjentek poddawanych 

operacji mięśniaków macicy lub wypadania narządów miednicy mniejszej bez zmian 

nowotworowych. Wszystkie pacjentki wyraziły pisemną zgodę na udział w badaniu. 

W celu określenia bezwzględnej ekspresji poszczególnych mikroRNA zastosowano 

metodę dPCR opierającą się na wykorzystaniu mikroprzepływowych nanopłytek oraz 

systemu dPCR QIAcuity (Qiagen, Hilden, Niemcy). 

W tkance raka endometrium miR-205-5p ulegał nadekspresji, podczas gdy ekspresja 

miR-222-3p i SNORD48 była obniżona w porównaniu z grupą kontrolną. Wykryto 

statystycznie istotną korelację ekspresji miR-205-5p, U6 i SNORD48 z różnymi 

stopniami histologicznymi. Ekspresja miR-205-5p wzrasta wraz ze wzrostem 

zróżnicowania histopatologicznego (EIN = 1590, G1 = 3367,2, G2 = 8067 i G3 = 20 360), 

podczas gdy ekspresja U6 i SNORD spada od EIN do G2 i wzrasta ponownie w stopniu 

G3 (U6: EIN = 19 032, G1 = 16 482,4, G2 = 13 642,4, G3 = 133 008; SNORD48:  

EIN = 97 088, G1 = 59 520, G2 = 43 544, G3 = 227 200).  
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Prezentowane wyniki badań pokazują, że zwiększenie ekspresji miR-205-5p  

i zmniejszenie ekspresji miR-222-3p oraz SNORD48 może wpływać na rozwój raka 

endometrium. Ponadto zmiany ekspresji miR-205-5p, U6 i SNORD48 mogą być 

związane z postępem raka endometrium. Wyniki wskazują również, że SNORD48 i U6, 

powszechnie stosowane jako geny referencyjne, mogą wpływać na rozwój i postęp raka 

endometrium i dlatego nie powinny być stosowane do normalizacji.  

Kolejnym etapem badań było porównanie poziomu ekspresji miR-21-5p, miR-205-5p  

i miR-222-3p w tkankach raka endometrium z poziomem ekspresji w surowicy. Z całej 

grupy badanej do tego etapu włączono 18 pacjentek oraz całą grupę kontrolną (n=19). 

Ekspresja została oznaczona zarówno w tkanka endometrium jak i w surowicy  

z wykorzystaniem dPCR. Zaobserwowano statystycznie istotne różnice dla miR-205-5p 

tylko w tkance (p < 0,001) oraz dla miR-222-3p zarówno w tkance (p = 0,003),  

jak i w surowicy (p = 0,019). 

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano podwyższoną ekspresję miR-205-5p 

w tkankach raka endometrium oraz obniżoną ekspresję miR-222-3p zarówno w tkankach, 

jak i w surowicy. Uzyskane wyniki wskazują, że miR-205-5p oraz miR-222-3p mogą 

pełnić rolę potencjalnych biomarkerów raka endometrium. Spośród nich jedynie  

miR-222-3p potwierdził istotnie obniżony poziom ekspresji w surowicy, co wskazuje na 

jego przydatność jako łatwo dostępnego markera w diagnostyce tego nowotworu. 
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8. Summary 

Endometrial cancer is one of the most common cancers, mainly in highly developed 

countries of Europe and North America. Its incidence is increasing. In recent years, it has 

been proven that genetic mutations influence the development of endometrial cancer, 

which resulted in the introduction of the molecular division of EC in 2013 by The Cancer 

Genome Atlas (TCGA). On the other hand, the mechanisms that regulate gene expression 

include epigenetic mechanisms and non-coding RNAs. One type of non-coding RNA is 

microRNA (miR), which are not classic epigenetic factors, but play an important role in 

the regulation of gene expression at the post-transcriptional level. 

The aim of this dissertation was to examine the relationship between the expression of 

three microRNAs (miR-21-5p, miR-205-5p and miR-222-3p) in endometrial cancer 

tissue. The objective was also to examine the stability of SNORD48 and U6 expression, 

which are often used as reference genes in microRNA expression studies. 

The study group consisted of 111 patients with EC, whose tumor tissue was collected 

during hysterectomy. The control group included 19 patients undergoing surgery for 

uterine fibroids or pelvic organ prolapse without tumors. All patients gave written consent 

to participate in the study.  

The dPCR method based on the use of microfluidic nanoplates and the QIAcuity dPCR 

system (Qiagen, Hilden, Germany) was applied to determine the absolute expression of 

individual microRNAs. 

In endometrial cancer tissue, miR-205-5p was overexpressed, while miR-222-3p and 

SNORD48 expression were downregulated compared with the control group.  

A statistically significant correlation of miR-205-5p, U6, and SNORD48 expression with 

different histological grades was detected. MiR-205-5p expression grew with the 

increasing histopathological grade (squamous intraepithelial neoplasia – EIN = 1590,  

G1 = 3367.2, G2 = 8067, and G3 = 20,360), whereas U6 and SNORD expression 

decreased from EIN to G2 and increased again at G3 (U6: EIN = 19,032, G1 = 16,482.4, 

G2 = 13,642.4, G3 = 133,008; SNORD48: EIN = 97,088, G1 = 59,520, G2 = 43,544,  

G3 = 227,200).  
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The outcomes of the study show that increased expression of miR-205-5p and decreased 

expression of miR-222-3p and SNORD48 may affect the development of endometrial 

cancer. Moreover, changes in the expression of miR-205-5p, U6 and SNORD48 may be 

associated with the progression of endometrial cancer. The results also indicate that 

SNORD48 and U6, commonly used as reference genes, may affect the development and 

progression of endometrial cancer, and therefore should not be used for normalization. 

The next stage of the study was to compare the expression level of miR-21-5p,  

miR-205-5p and miR-222-3p in endometrial cancer tissues with the expression level in 

serum. From the entire study group, 18 patients and the entire control group (n=19) were 

included in this stage. The expression was determined in both endometrial tissue and 

serum using dPCR. Statistically significant differences were observed for miR-205-5p 

only in tissue (p < 0.001) and for miR-222-3p both in tissue (p = 0.003) and in serum  

(p = 0.019). 

Based on the conducted analyses, increased expression of miR-205-5p in endometrial 

cancer tissues and decreased expression of miR-222-3p in both tissues and serum were 

demonstrated. The results indicate that miR-205-5p and miR-222-3p may act as potential 

biomarkers of endometrial cancer. Of these, only miR-222-3p confirmed a significantly 

reduced level of expression in serum, which indicates its usefulness as an easily accessible 

marker in the diagnosis of this cancer. This study requires confirmation in a larger group 

of patients and an increase in the number of tested microRNAs. This creates new 

diagnostic possibilities and, through new targeted therapies, gives us new treatment 

options. 
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