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SAZETAK

Tumor je nakupina stanica koje imaju nekontroliran rast. Tumor
nastaje tumorogenezom, slozenim procesom pretvorbe normalnih stanica u
tumorske u uvjetima hipoksije. Tumori se mogu podijeliti na dobro¢udne
(benigne) i zlocudne (maligne). Na proliferaciju i progresiju malignog
tumora ne utjeCu samo tumorske stanice, nego i stanice koje se nalaze u
tumorskom mikrookoliSu (TME), a bitnu ulogu u razvoju imaju i microRNA
(miRNA). Postoje dvije glavne podjele miRNA koje sudjeluju u metabolizmu
tumora, onkomiR i anti-onkomiR. OnkomiR su miRNA koje mogu
transformirati normalne stanice u tumorske, a anti-onkomiR mogu sprijeciti
transformaciju u tumorske stanice. miRNA se mogu smatrati kljuc¢nim
elementom koji utjeCe na stanice TME jer sudjeluju u regulaciji genske
ekspresije i na taj nacin mijenjaju TME i poti¢u lucenje citokina.
Dugogodisnja istrazivanja lijekova za tumore jos uvijek nisu dala ocekivane
rezultate te su potrebna daljnja istrazivanja i razumijevanje mehanizama
koji pogoduju inicijaciji i progresiji tumora. Buduci da je deregulacija miRNA
povezana s razvojem i napredovanjem raka, cirkuliraju¢e miRNA razmatraju
se kao novi, minimalno invazivni biomarkeri te su potencijalna terapeutska
meta jer je dokazana mogucnost njihove manipulacije. Kako bi se miRNA
mogle uspjesno koristiti kao terapeutici potrebno je premostiti izazov

isporuke miRNA u ciljana tkiva.

Kljucne rijeci
Tumor
miRNA

tumorski mikrookolis



ABSTRACT

A tumor is a mass of abnormal cells that have uncontrolled growth.
The tumor is formed by tumorigenesis, a complex process of converting
normal cells into tumor cells under conditions of hypoxia. Tumors can be
divided into benign and malignant. The proliferation and progression of a
malignant tumor is influenced not only by tumor cells, but also by cells
located in the tumor microenvironment (TME), and microRNA (miRNA) also
plays an important role in its development. There are two main divisions of
miRNAs involved in tumor metabolism, oncomiR and anti-oncomiR.
OncomiR are miRNAs that can transform normal cells into tumor cells, and
anti-oncomiR can prevent transformation into tumor cells. miRNAs can be
considered a key element that affects TMEs cells because they participate
in the regulation of gene expression and thus alter TMEs and stimulate the
secretion of cytokines. Many years of research into tumor drugs have not
yet given the expected results, so further research and understanding of
the mechanisms conducive to tumor initiation and progression is needed.
Because deregulation of miRNAs is associated with cancer development and
progression, circulating miRNAs are considered a new, minimally invasive
biomarker and are a potential therapeutic target because the possibility for
their manipulation has been proven. In order for miRNA to be used
successfully as a therapeutic, it is necessary to bridge the challenge of

delivering miRNA to target tissues.
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1. UVOD

Visestoljetna istrazivanja tumora i pokusaji pronalaska pravog
pristupa u lijeCenju dovela su do novih spoznaja o proliferaciji i progresiji
tumora, ali i dalje nema ocekivanog odgovora tumora na lijeCenje. Potrebna

su daljnja istrazivanja kako bi dosli do prikladnih terapeutskih meta.

Tumor je novotvorina, odnosno nakupina stanica koje imaju nekontroliran
rast. Obiljezja tumora su nesvrsishodnost (nema koristi za organizam),
samostalnost, parazitizam (iskoriStavanje organizma u kojem se nalazi) i
nekontroliran rast. Mogu se podijeliti na dobroéudne (benigne) i na zlo¢udne
(maligne) tumore. [1] U ovom radu osvrnut ¢u se na maligne tumore za

koje je uvrijezen izraz rak.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da inicijacija i progresija tumora nisu
odredene samo tumorskim stanicama nego i tumorskim mikrookoliSem.
Tumorski mikrookoliS (engl. Tumor microenvironment, TME) je slozena
cjelina razlicitih stanica koja se kontinuirano razvija i omogucuje progresiju
tumoru. Sastav TME razlikuje se izmedu razlicitih tipova tumora, ali za sve
tipove karakteristicne znacajke su imunosne stanice (makrofagi, dendriticke
stanice, neutrofili, NK stanice (engl. Natural killer cells, prirodnoubilacke
stanice), T stanice, B stanice), stromalne stanice, krvne zZile i izvanstanicni
matriks (engl. Extracellular matrix, ECM). Smatra se da je TME vazan kao
podrSka za prezivljavanje stanica tumora te za lokalnu invaziju i

metastaziranje. [2]

Sve viSe dokaza ukazuje na to da mikroRNA (miRNA) ima klju¢nu ulogu u
oblikovanju biologije i funkcije stromalnih stanica tumora, a time i utjecaj
na oblikovanje mikrookoliSa i dinamiku kojom ¢e se tumor razvijati.
Deregulacije miRNA povezana je sa gotovo svim aspektima inicijacije i
progresije tumora. [3] Deregulacija profila ekspresije miRNA dokazana je u
vecini ispitanih tumora. [4] U istrazivanju iz 2006. godine (Volinia i sur.)

pokazano je da su ciljevi dereguliranih miRNA klasi¢ni onkogeni ili tumor
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supresorski geni. [3] Neodgovaraju¢a ekspresija miRNA koja regulira
onkogene ili tumor supresorske gene moze dovesti do razvoja tumora, a
obitelji miRNA kao Sto su miR-15, miR-1 i let-7 Cesto su povezane s
progresijom tumora i metastaziranjem. [5] Onkogeni i tumor supresori su
vrijedni paznje jer imaju potencijal normalnu stanicu pretvorit u stanicu
raka. [3] Specificne miRNA koje su sposobne transformirati normalne

stanice u tumorske poznate su kao onkomiR. [5]

U ovom zavrsnom radu provest Cu literaturno pretrazivanje i na osnovu toga
pokusSati opisati mehanizam djelovanja miRNA na remodelaciju TME, a time
i na progresiju samog tumora. Objasnit ¢u potencijal miRNA u klinickoj

primjeni kao potencijalna klinicka meta i biomarker.



2. SVRHA RADA

Cilj ovog zavrsnog rada je pretrazivanjem znanstvene literature
objasniti utjecaj miRNA na rast i razvoj tumora, komunikaciju miRNA s
MRNA i TME te utjecaj TME na sami tumor. Razumijevanje uloge miRNA u
TME vazno je za shvacdanje molekularnih mehanizama progresije tumora te
za istrazivanje novih terapeutskih ciljeva. U ovom radu osvrnut ¢u se i na
dijagnosticke potencijale miRNA. Svrha je razumijevanjem dosadasnjih
otkrica unaprijediti znanje i do¢i do novih metoda lijeCenja kako bi postigli

Zeljeni odgovor tumora na terapije.



3. LITERATURNI PREGLED

3.1. Sto je tumor?

Tumor (lat. Tumor-oteklina) je nakupina stanica koje imaju
nekontroliran rast. Normalne stanice pretvaraju se u tumorske stanice
slozenim, postepenim i nerazjasnjenim procesom koji se naziva
tumorogeneza. Glavna obiljezja tumora su nesvrsishodnost (nije koristan
za organizam u kojem se nalazi, moze biti Stetan), parazitizam (iskoriStava
organizam u kojem se nalazi, dugoroc¢no i iscrpljuje), samostalnost obzirom
na organizam u kojem se nalazi (ne ovisi o fizioloskim nadzornim sustavima
u organizmu) i neorganiziranost (tumorske stanice ne stvaraju nove organe
ili normalna tkiva). [1] Stanice raka su sposobne proliferirati neovisno o
signalima rasta, ne reagiraju na signale inhibicije rasta, izbjegavaju puteve
programirane staniCne smrti (apoptoze), prevladavaju granice unutarnje
stani¢ne replikacije, induciraju i odrzavaju angiogenezu (stvaranje novih
krvnih zila) i stvaraju nove kolonije odvojeno od primarnog tumora. [4]
Glavna podjela tumora je na zlo¢udne (maligne) i dobro¢udne (benigne). O
tome kakav je tumor ovisi kakve su prognoze bolesti i nacin lijeCenja. [1]
Razvoj malignog tumora moze se podijeliti na 4 koraka: inicijacija,
promocija, progresija i metastaziranje. [6] Neki tumori imaju poznate
uzroke kao Sto su nasljedne promjene gena, onkogeni virusi i kancerogene
tvari, a za druge tumore su pripisani ¢imbenici rizika kao Sto su dob, spol,
nacin zivota, lijekovi, infekcije. Obzirom na vrstu tumora, lijeCenje se
provodi kemoterapijom, kirurSkim zahvatom ili zralenjem, a u slucaju
benignog tumora lije¢enje se ne mora provoditi ukoliko tumor pacijentu ne
smanjuje kvalitetu Zivota. Stanice zlo¢udnog tumora mogu se prosSiriti krvlju
ili limfom do drugog mijesta u tijelu, taj proces naziva se metastaziranje i
odvija se u odmaklom stadiju tumora. [1] Geni povezani s razvojem raka
okarakterizirani su kao onkogeni i tumor supresori. Onkogeni produkti mogu
se kategorizirati u Sest skupina na temelju njihove funkcije: mogu biti

transkripcijski ¢imbenici, faktori rasta, remodelatori kromatina, regulatori
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apoptoze ili transduktori signala. Prekomjerna ekspresija ovih genskih
produkata daje selektivne prednosti rasta koje mogu potaknuti razvoj
tumora. Onkogeni se mogu aktivirati genetskim promjenama koje
pojacavaju gen, mijenjaju promotore/pojacCivace za povecanje ekspresije
gena ili mijenjaju strukturu proteina u trajno aktivno stanje. Suprotno tome
produkti gena za supresiju tumora imaju regulatornu ulogu u bioloskim
procesima. Gubitak ili smanjenje funkcije tumor supresora rezultira

disregulacijom povezanom s nastankom raka. [4]

Na slici 1 prikazan je tumor, odnosno koje promjene stanice prolaze kako
bi se tumorogenezom razvio tumor. Abnormalne stanice, koje opcenito cCine
tumor, razlikuju se od normalnih stanica po tome Sto su u procesu
tumorogeneze prosle jednu ili vise sljede¢ih promjena: 1) hipertrofija ili
povecanje veli¢ine pojedinacnih stanica, 2) hiperplazija ili povecanje broja
stanica unutar odredene zone te 3) anaplazija ili regresija fizickih
karakteristika stanica prema primitivnijem tipu. Rast tumora tj. hiperplaziju
omogucuje proces angiogeneze te na taj nacin nove krvne Zile opskrbljuju
tumor kisikom i nutrijentima za daljnju invaziju. Kada tumor zahvati okolna
tkiva i krvne Zile tada prelazi u fazu invazije i metastaziranja te se krvlju

Siri u ostale dijelove tijela. [21]

1 povréina koZe tumor 2. invazivni tumor

temeljna I
\ tkiva \
.
\/ { &\
. \\/\ /—\
normaine
l'mme \ nove kr.vt_)e zile koje rak koji zahvaca
iile stanice opskrbljuju tumor temeljna tkiva stanoca raka stanica raka putuje u
raka kisikom i hranjivim druge dijelove tijela
tvarima krvnu Zilu

© 2014 Encyclopmda Brtannca, Ino

Slika (1). Proces tumorogeneze (prilagodeno prema

https://www.britannica.com/science/tumor) [21]


https://www.britannica.com/science/tumor

Rast, prezivljavanje i metastaziranje tumora ne bi bilo moguce bez
prikladnog TME koji to omogucuje i koji omogucuje tumoru izbjegavanje

imunosnog sustava domacdina.

3.2. Tumorski mikrookolis

Tumorski mikrookolis odnosi se na stani¢nu okolinu u kojoj se nalazi
tumor ili matiCne stanice raka. Mati¢ne stanice raka su stanice u tumoru
koje imaju sposobnost samoobnavljanja i pokretanja tumorogeneze. TME
obuhvaca okolne imunosne stanice (makrofage, dendritiCke stanice,
neutrofile, NK stanice, T stanice, B stanice), krvne zile, ECM, fibroblaste,

limfocite i signalne molekule. [7]

Glavne stanice TME u imunosnom kontekstu kod razvoja raka prikazane su
na slici 2. Shema prikazuje tri glavne komponente u TME, imunosne stanice,
tumorske stanice te stromalne stanice i ECM. Kod svake komponente
naglasene su glavne uloge. Kod imunosnih stanica CD8* T i NK stanice imaju
antitumorske citotoksicne sposobnosti, dendriticke stanice i B stanice
pripremaju i educiraju T stanice, a M2 makrofagi, supresorske stanice koje
su potekle iz mijeloidnog progenitora (engl. Myeloid-derived suppressor
cel, MDSC) i Treg poticu proliferaciju tumora, imunosupresiju i
angiogenezu. Tumorske stanice eksprimiraju tumorske antigene kako bi ih
imunosni sustav mogao prepoznati i reagirati na njih, mutacije tumorskih
stanica mogu inducirati sekreciju i ekspresiju imunomodulatornih molekula
te na taj nacin aktivirati ili suprimirati imunosni sustav. U stromalnim
stanicama i ECM glavne funkcije imaju endotelne stanice i fibroblasti.
Endotelne stanice imaju slabe sposobnosti regrutacije T stanica. Fibroblasti
imaju imunosupresivnu ulogu i djeluju kao barijera za kemoterapijske

agense, a jedna od vaznijih uloga fibroblasta je stvaranje kolagena. [22]



Tumorske stanice

- Ekprimiraju tumorske antigene
Imunosne stanice - Mutadje mogu indudrati sekredjui
- CD8' T stanica i NK stanice: ekspresiju imunomodulatornih molekula
antitumorske Gtotoksicne sposobnosti
- Dendriticke stanice i B stanice:
priprema i edukadja T stanica ‘ 27
- M2 makrofagi, MDSCi Treg: {
poticu profiferadju tumora, /
imunosupresiju i angiogenezu

Stromalne stanice i izvanstanicni matriks
- Endoteine stanice:

mala sposobnost regrutadje T stanica

- Fibroblasti:

imunosupresivni i djeluju kao barijera za
kemoterapeutske agense

Slika (2). Tumorski mikrookolis (TME) i imunosne uloge kod tumora
(prilagodeno prema Giraldo, N.A., Sanchez-Salas, R., Peske, 1.D. i sur.)
[22]

S vremenom kako su se metode za proucavanje funkcija imunosnih stanica
koje infiltriraju tkivo poboljSale, a time i proSirilo razumijevanje njihovih
interakcija s drugim stanicama, uloga TME u odvijanju razvoja stanica
tumora postala je od znacajne vaznosti. Analiza stanic¢nih interakcija u TME
na temelju prirode, funkcije, gustole i lokalizacije imunosnih stanica
pokazala je da imunosne reakcije unutar mikrookolisSa utjecu na klinicki

ishod tumora.

Trenutne funkcije TME imaju velik utjecaj na progresiju tumora i

preoblikovanje njegovog karaktera te imaju velik terapijski potencijal. [8]

Stanice unutar TME su u medusobnoj interakciji i u interakciji sa stanicama
raka kako bi utjecale na razvoj i napredovanje tumora. U tom procesu
utjeCu na invaziju stanica raka, rast tumora i metastaze. Prema
dosadasnjim istrazivanjima TME odreduje toleranciju i odgovor domacdina

na tumor. [10] Na slici 3 prikazano je da stanice uklju¢ene u TME odreduju



na koji nacin ¢e TME utjecati na tumor, moze biti imunosupresivni TME i
anti-tumorski TME. [2]

Antitumorski imunosni mikrookolis Imunosupresivni mikrookolis
- 'rl
- )
Abijanje <= VEGF ]'
@ " N
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3 - IL-10
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tumorsich IFN-y VEGF <
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e | apc feney o . N\,
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D - ' rasta, @ )
o lL‘-2\ ‘e

Slika (3). Utjecaj imunosnih stanica na oblikovanje TME (prilagodeno

prema Nicole M. Anderson, M. Celeste Simon) [2]

3.2.1. Imunosne stanice

Imunosne stanice klju¢na su komponenta TME. One mogu suprimirati
rast tumora ili ga promovirati. Trajna upala zbog kroni¢ne infekcije je
mehanizam koji je u osnovi formiranja tumora u nekoliko vrsta raka,
primjerice kolorektalnog i raka vrata maternice. Imunosne stanice opcenito
se dijele u dvije kategorije: urodene imunosne stanice i ste¢ene imunosne
stanice. StecCeni imunosni sustav se aktivira izlaganjem specificnim
antigenima i koristi imunosnu memoriju za odgovor i poja¢avanje imunosne
reakcije. U steCeni imunosni odgovor spadaju NK stanice, T stanice i B

stanice.

Urodeni imunitet je nespecifican obrambeni mehanizam koji se aktivira u
roku od nekoliko sati od ulaska stranog antigena u organizam. Stanice koje
su kljuéne za urodeni imunosni odgovor su makrofagi, neutrofili i

dendriticke stanice. [2]



Svaka T stanica ima svoj vlastiti T stani¢ni receptor (engl. T-cell receptor,
TCR) koji prepoznaje specifican antigen. Unutar TME postoji nekoliko
razliCitih populacija T stanica koje utjeCu na tumorogenezu. Citotoksicne T
stanice (CD8*) otkrivaju abnormalne antigene koji su eksprimirani na
stanicama raka, ciljaju ih i unistavaju. Prisutnost CD8* stanica u TME Cesto
je povezana s pozitivnom prognozom kod pacijenata s rakom. Osim Sto
uniStavaju tumorske stanice, one takoder suprimiraju angiogenezu
lu¢enjem interferona gama (IFN-y). [2] IFN-y aktivira stani¢nu imunost,
ima citostatsko, apoptoticko i antiproliferativno djelovanje. Utjecaj IFN-y na

imunosne stanice vidimo na slici 4. [9]

IFN-y
a9
&

L
I'i
® |a

Makrofag Dendriticka stanica T stanica
1 Pojafana reguladils MHC 1IN l

K1 Sagripeeanis
Stimulacija proupalne funkeije Ekcspresija kastimulatormih
Indulkcifa tumoricidne aktivmosti makeiula
Povedana proizvodnga NO Snanjeno prodivijaans

Pojatana ekspresija kemokina

Inhibicija Th2 i Th17 diferencijacije
Indukcija proizvodnje IFN-y putem Stimulacija citotoksitne
pozitivne povratne sprege aktivnosti

Profiferacija T stanica

Inhibicija Trag

Slika (4). Interakcija IFN-y sa imunosnim stanicama (prilagodeno prema

Jorgovanovic, D., Song, M., Wang, L. i sur.) [9]



CD4+* T stanice se diferenciraju u razne podvrste i na taj nacin koordiniraju
Sirok raspon imunosnih odgovora u TME. T pomoc¢nicke stanice 1 (engl. T-
helper cell 1, Th-1) su proupalne stanice koje podrzavaju CD8* stanice
lu¢enjem interleukina 2 (IL-2) Cija je glavna uloga stimulacija proliferacije
aktiviranih T-limfocita i poticanje antitumorskog odgovora [10] i IFN-y i
zbog toga je njihova prisutnost u TME takoder povezana s pozitivhim
ishodima u mnogim vrstama raka. Regulatorne T stanice (Treg) su potrebne
za suzbijanje upalnog odgovora i kontrolu autoimunosti. U TME Treg su
sveprisutne i poti¢u razvoj i progresiju tumora sprecavanjem antitumorskog
imunosnog odgovora. Treg direktno podrzavaju prezivljavanje i rast
tumorskih stanica tako sto luce faktore rasta. Obzirom na imunosne stanice
i funkcije, TME se dijeli na 3 glavne kategorije: imunosni infiltriran,
imunosno iskljuen i imunosno ,tih". U imunosno infiltriranom imunosne
stanice su homogeno rasporedene po cijelom tumoru i to ukazuje na aktivan
imunosni odgovor. U imunosno isklju¢enima T stanice se nalaze samo na
periferiji tumora i nisu se infiltrirale u TME. Imunosno ,tihi* u potpunosti
nemaju stanicni infiltrat Sto ukazuje na to da nema imunosnog odgovora na

tumor. [2]

B stanice su specijalizirane imunosne stanice koje su odgovorne za
proizvodnju antitijela, prezentaciju antigena i izluCivanje citokina. Citokini
su glikoproteini koji posreduju pri imunosnim reakcijama i reguliraju ih. B
stanice se obi¢no nakupljaju na marginama tumora, a nalaze se i u limfnim
¢vorovima u neposrednoj blizini TME. U usporedbi s T stanicama, B stanice
se relativno malo infiltriraju u TME, medutim studije su pokazale da je
prisutnost i funkcija B stanica vazna tijekom tumorogeneze jer formiraju
tercijarne limfoidne strukture koje omogucuju povezanost izmedu T i B
stanica i njihova prisutnost je pozitivan prognosticki marker kod raka dojke,
melanoma i raka jajnika. Uloge antitumorskih B stanica su prezentacija
antigena T stanicama, proizvodnja antitumorskih protutijela i lucenje
citokina, poput IFN-y, koji potic¢u citotoksi¢ni imunosni odgovor. Takoder, B

stanice mogu imati i funkcije koje potiCu rast tumora slicno kao i Treg
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stanice, B regulatorne stanice poticu agresiju tumora proizvodnjom citokina
kao Sto su interleukin 10 (IL-10) i faktor rasta tumora (TGF-B) koji poticu
stvaranje imunosupresivnih fenotipova makrofaga, neutrofila i CD8*
stanica. [2] IL-10 djeluje tako Sto inhibira ekspresiju glavnog sustava tkivne
podudarnosti klase II (engl. Major histocompatibility complex, MHC), Cija je
uloga prepoznavanje stranih molekula u organizmu, i na taj nacin inhibira
sposobnost antigen prezentiraju¢ih stanica da prezentiraju antigen T

stanicama. [11]

NK stanice cirkuliraju krvotokom trazeci virusno inficirane stanice domacina
i tumorske stanice. Funkcionalno one se mogu podijeliti u dvije klase, prva
klasa koja izravno sudjeluje u stani¢no posredovanom ubijanju tumorskih
stanica te druga klasa koja luci upalne citokine. NK stanice imaju visoku
ucinkovitost u ubijanju tumorskih stanica u cirkulaciji i mogu sudjelovati u

blokiranju metastaza, ali unutar TME su manje ucinkovite u ubijanju. [2]

Makrofagi su klju¢ne komponente urodenog imunosnog sustava koje
moduliraju imunosne odgovore fagocitozom patogena i prezentacijom
antigena. Takoder, klju¢ni su za rano zacjeljivanje i popravak tkiva. Postoje
dvije vrste makrofaga, upalni M1 makrofagi koji fagocitiraju i ubijaju stanice
i imunosupresivni M2 makrofagi koji sudjeluju u zarastanju rana. Iako se
oba razreda makrofaga mogu pronac¢i unutar tumora, TME promovira
fenotip M2 kroz hipoksiju (smanjena koli¢ina kisika u stanicama) i sekreciju
citokina kao Sto su interleukin 4 (IL-4) za potporu rasta i napredovanje
tumora. Odredeni tipovi tumora mogu biti toliko jako infiltrirani sa
makrofagima da oni ¢ine do 50% mase tumora. [2] Cesto makrofagi
okruzuju krvne zile u TME gdje luce faktor rasta vaskularnog endotela (engl.
Vascular endothelial growth factor, VEGF) i induciraju formiranje novih
krvnih Zila Sto potice rast tumora. Visoka infiltracija makrofaga je povezana

s loSom prognozom pacijenata kod mnogih vrsta raka. [2]

Neutrofili ¢ine do 70% cirkulirajucih leukocita i prva su linija obrane protiv
mnogih patogena. U kontekstu tumora mogu djelovati tako da suprimiraju

ili pospjesuju rast tumora, ovisno o vrsti tumora i stadiju razvoja. Kako
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tumor raste, neutrofili se regrutiraju u TME i poticu upalu oslobadanjem
citokina i reaktivnih kisikovih vrsta (engl. Reactive oxygen species, ROS)
koje poti¢u apoptozu tumorskih stanica. U kasnijem stadiju razvoja tumora
neutrofili potiCu rast tumora kroz modifikaciju ECM, oslobadajuci VEGF i
proizvodnjom matriks metaloproteaze 9 (MMP-9) za stimulaciju
angiogeneze te u konacnici progresije tumora i lokalne invazije. Jedna od

uloga matriks metaloproteaza je i cijepanje proteina u ECM. [2]

Dendriticke stanice imaju vaznu ulogu u imunosnom sustavu kao antigen
prezentiraju¢e stanice. Prepoznaju, hvataju i prezentiraju antigene T
stanicama u sekundarnim limfnim organima, primjerice u limfnim
¢vorovima. DendritiCke stanice su izuzetno vazne zato Sto povezuju urodeni
i specifi¢ni imunitet kako bi inducirale patogen-specifican odgovor T stanica.
U TME dendriticCke stanice mogu imati anti-tumorski odgovor, ali i
toleranciju ovisno o signalima koje dobivaju od samog TME. TME izlucuje
citokine koji poticu dendriticke stanice da toleriraju prisutnost stanica

tumora i blokiraju imunosni odgovor. [2]

3.2.2. Fibroblasti povezani s rakom

Najzastupljenije stanice u TME su fibroblasti koji se nakon aktivacije
mijenjaju u miofibroblaste koji su poznati i kao fibroblasti povezani s rakom
(engl. Cancer-associated fibroblasts, CAFs). Miofibroblasti su prolazno
prisutni tijekom prirodnog zacjeljivanja rana, ali za razliku od procesa
zacjeljivanja CAF-ovi na mjestu tumora ostaju neprestano aktivirani.
Aktivacija fibroblasta moze biti inducirana razliitim faktorima kao Sto su
¢imbenici rasta, izravna komunikacija izmedu stanica, ROS i miRNA. Kada
fibroblasti ostanu aktivirani nakon Sto se pocetna povreda tkiva povuce,
aktivirani fibroblasti odnosno CAF-ovi mogu djelovati drugim molekularnim
putevima kako bi potaknuli inicijaciju neoplazme. Obzirom da se
miofibroblasti mogu razlikovati po a-glatkom misi¢u, transformirajuéem
faktoru rasta beta i VEGF-A oni su prepoznati kao nositelji kljuéne uloge u

metastaziranju i razvoju raka. Za razliku od ne-aktiviranih fibroblasta, CAF-
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ovi pokazuju povecéano lucenje razli¢itih ¢imbenika rasta koji utjecu na
proliferaciju stanica raka, prezivljavanje i invazivni potencijal. CAF-ovi
imaju znacajan utjecaj na napredovanje raka remodelacijom izvanstani¢nog
matriksa, induciranjem angiogeneze, regrutiranjem upalnih stanica i
izravnim stimuliranjem proliferacije stanica. Izravnu stimulaciju
proliferacije = CAF-ovi  postizu izlu¢ivanjem Cimbenika rasta i
imunosupresivnih citokina. Koevolucija CAF-ova i stanica tumora tijekom
tumorogeneze je neophodna za napredovanje u potpuno maligne tumore.
[29] CAF-ovi poticu napredovanje raka prekomjernom proizvodnjom
razliCitih modifikatora izvanstanicnog matriksa te povecavanjem krutosti
matriksa Sto dovodi do pojacanog metastatskog ponasanja tumora.
Povelana krutost matriksa takoder korelira s infiltracijom makrofaga M2

koji poti¢u malignu progresiju.

Uspjesno stvaranje metastaza zapravo je rijedak dogadaj koji se sastoji od
viSe procesa koji obuhvacaju lokalnu invaziju, intravazaciju (ulazak maligne
stanice u krvnu ili limfnu zilu), prezivljavanje u krvotoku, ekstravazaciju
(izlazak stanica iz Zile) i na kraju kolonizaciju udaljenih organa. U vedini
slu¢ajeva samo mali podskup stanica primarnog raka modi ¢e uspjesno
uspostaviti metastaze. Korak koji odreduje brzinu metastaziranja je
metastatska kolonizacija, a dokazano je da CAF-ovi u udaljenim organima
podrzavaju kolonizaciju metastatski stanica. CAF-ovi regrutirani na
metastatska mjesta proizvode brojne faktore za stvaranje niSe koja

podrzava metastatsku kolonizaciju. [30]

3.2.3. Stromalne stanice

Stanice tumora regrutiraju potporne stanice iz okolnog endogenog
tkiva stroma za promicanje klju¢nih koraka u formiranju tumora te oni zbog
toga Cine vaznu komponentu TME. Sastav stromalnih stanica znacajno
varira izmedu razlicitih tipova tumora i one ukljucuju vaskularne endotelne

stanice, fibroblaste, adipocite i zvjezdaste stanice. Kada su stromalne
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stanice regrutirane u TME, lu¢e mnoge ¢imbenike (faktore rasta i citokine)

koji utjeCu na angiogenezu, proliferaciju, invaziju i metastaze. [2]

3.2.4. Izvanstani¢ni matriks

Izvanstani¢ni matriks sastoji se od kolagena, fibronektina, elastina i
lamina i vazna je komponenta TME. Pruza fizi¢ki prostor za stanice, ali ima
i klju¢nu ulogu u poticanju Sirenja stanica tumora. Cvrsti tumori imaju velike
naslage ECM koje <Cine do 60% mase tumora. MMP (matriks
metaloproteaze) su proteaze koje cijepaju proteine ECM i vazni su u
remodelaciji ECM omogucujuci tumoru progresiju i metastaziranje. ECM je
depo za citokine i faktore rasta koje oslobadaju proteaze poput MMP-a.
Cesto je depo za proangiogene C¢imbenike poput VEGF, FGF (faktor rasta
fibroblasta), PDGF (trombocitni faktor rasta) i TGF-B. [2]

S nabrojenim funkcijama TME i razliCitim mehanizmima vidimo koliko
nacina su tumori pronasli kako bi izbjegli imunosni odgovor domacina i
pronasli novi put proliferacije i progresije, ali bez posrednika u komunikaciji
izmedu stanica tumora sa stromalnim stanica i ostalim proteinima tumori
ne bi uspjeli toliko napredovati. Za ucinkovit rast tumora i Sirenje potrebna
je kontinuirana komunikacija izmedu stanica raka i okruzenja domacina, a

tu komunikaciju omogucuju egzosomi.

3.3. Egzosomi

Egzosomi su male membranske vezikule raspona veli¢ine 30-200 nm.
Njihov sadrzaj odrazava stanice iz kojih su nastali, ukljuCujuéi proteine,
RNA, DNA i lipide. [2] Mnogo razlicitih tipova stanica, kao Sto su imunosne
stanice, mezenhimalne stanice i stanice raka, oslobadaju egzosome. [12]
Vazno je naglasiti da pored svih proteina i citokina koje egzosomi prenose
oni mogu prenositi i miRNA.

14



Imunoregulatorne

o Stanicne adhezijske
[MHC 1, MHC 11} 28 sekule:
integrini, ICAM
b 7

mANA
microRNA
ostale nekodirajule RNA

Proteint:
Ctoplazm atsie | signaing

molekuie: ‘
GAPDH, Peroksidaze, ~

Kom ponente blogeneae:

AUX, TSG101

Laperont: HSPTO O
[

Unutarstanicne prometne
molekule aneksini

€D9, CDR1, CD63, TSPAN 6,
TSPAN 8, flotiin 182

Lipidne splavi

Egzosom

Slika (5). Sadrzaj i markeri egzosoma (prilagodeno prema

https://www.intechopen.com/chapters/64230)

Prvi korak u nastanku egzosoma je sazrijevanje ranog endosoma u kasni.
Tijekom ovog procesa dolazi do invaginacije membrane endosoma prema
unutra i formiranja intraluminalnih vezikula (engl. Intraluminal vesicles,
ILVs). Pupanje ILV-a iz endosomskih odjeljaka i njihovo spajanje rezultira
stvaranjem kasnog endosoma. Nastali kasni endosom, koji se joS naziva i
multivezikularno tijelo (engl. Multivesicular body, MVB), ispunjen je
vezikulama Ciji ¢e se sadrzaj ili razgraditi fuzijom s lizosomima ili izluciti iz
stanice fuzijom sa stanichom membranom. IzluCene vezikule, odnosno
egzosomi obavijene su fosfolipidnim dvoslojem. Nastanak ILV zahtjeva dva
bitna procesa. U prvi proces uklju¢eni su tetraspanini CD9 i CD63 na koje
¢e se kasnije vezati proteini koji su odgovorni za drugi proces u nastanku
ILV-a. U drugom procesu formiraju se endosomalni sortiraju¢i kompleksi
zaduzeni za transport (engl. Endosomal sorting complex required for
transport, ESCRT). ESCRT-I i -II pokreé¢u pupanje membrane, a ESCRT-III,
koji se na ESCRT-I i -1I veze preko proteina Alix, odgovoran je za dovrSetak

pupanja. [23]
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Sadrzaj u egzosomima se moze razlikovati ovisno o mati¢noj stanici iz koje
je egzosom nastao. Egzosomi sadrzaj primaju i putem ESCRT-ovisnih i
neovisnih mehanizama. Kod ESCRT-neovisnih mehanizama vaznu ulogu u
sortiranju proteina u egzosome imaju tetraspanini. Post-translacijske
modifikacije mogu direktno kontrolirati mehanizme razvrstavanja sadrzaja
u egzosomima. Na sadrzaj egzosoma mogu utjecati i promjene u

egzosomima uzrokovane stresom kao Sto je hipoksija. [24]

U TME egzosomi imaju klju¢nu ulogu u omogudavanju unakrsne
komunikacije izmedu tumorskih stanica i stromalnih stanica. Pokazalo se da
imaju i proupalnu funkciju, poti¢u progresiju tumora i metastaze unutar
TME. Uvijeti hipoksije pogorSavaju proizvodnju egzosoma od strane stanica
tumora i na taj nacdin poti¢u pretvorbu stromalnih stanica u tumorske
fibroblaste. [2] Egzosomi mogu imati dvije razli¢ite uloge u tumoru. Slika 7
prikazuje kako egzosomi mogu manipulirati lokalnim i sustavnim
okruzenjem kako bi pomogli u rastu i Sirenju raka, ali takoder mogu i
programirati imunosni sustav da izazove antitumorski odgovor. Egzosomi u
tumorima su heterogeni i luCe ih sve stanice Sto dovodi do mreze interakcija

koje su vrlo sloZzene. [12] Prijenosom posredovanim egzosomima, tumorske
16



stanice izmjenjuju proteine s onkogenom aktivnoséu, smatra se da na taj
nacin dolazi do kemorezistencije, ali potrebna su daljnja istrazivanja kako
bi se to potvrdilo. Ova istrazivanja predstavljaju novi pogled na to kako
maligne stanice mogu povecati svoj tumorogeni potencijal i razviti
kemorezistentnost putem egzosoma. Provedene studije pokazuju da
egzosomi dobiveni iz tumorskih stanica imaju klju¢nu ulogu u manipuliranju
TME za dobrobit stanica raka. Medustani¢na komunikacije putem egzosoma
je dvosmjerna izmedu stanica raka i strome povezane s rakom.
Komunikacija posredovana egzosomima izmedu tumorskih stanica i
imunosnog sustava ukljucena je u regrutiranje protumorogenih imunosnih
stanica. MiRNA u egzosomima oslobodenim od strane stanica raka mogu
utiSati transkripte povezane s obitelji Toll-like receptora (TLR) u
makrofagima. Ovaj mehanizam stimulira makrofage da luCe proupalne
citokine, Sto podupire pojacano Sirenje tumora. Stanice raka sposobne su
inhibirati  antitumorske  funkcije = imunosnog sustava domacdina
singnalizacijom putem egzosoma. Egzosomi otpusteni iz tumora aktiviraju
MDSC. MDSC imaju imunosupresivne funkcije u karcinomu supresijom
odgovora T stanica. [12] Egzosomi stanica raka mogu pridonijeti
horizontalnom razmnoZavanju onkogenih miRNA. Iako mehanizam
izluCivanja i ugradnje miRNA nije razjasnjen, sekretorne miRNA mogu imati
klju¢nu ulogu kao signalne molekule u fizioloskim i patofizioloskim

procesima. [13]
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Slika (7). Prikaz lokalnih i sustavnih ucinaka egzosoma (prilagodeno
prema Kahlert, C., Kalluri, R.) [12]

Sve viSe dokaza upucuje na to da mikroRNA ima vaznu ulogu u oblikovanju
biologije i funkcije tumorskih stromalnih stanica. Deregulacija miRNA

povezana je s gotovo svim aspektima inicijacije i napredovanja raka.

3.4. miRNA

miRNA je klasa nekodiraju¢ih RNA, prosjecne duljine 17-22
nukleotida, koje imaju vaznu ulogu u regulaciji genske ekspresije. [14]
MiRNA su male, evolucijski ocCuvane, jednolancane, nekodiraju¢e RNA
molekule koje vezu ciljnu mRNA kako bi sprijecile proizvodnju proteina
jednim od dva razli¢ita mehanizma. Zrela miRNA nastaje cijepanjem
primarne miRNA (pri-miRNA) u dva koraka. miRNA funkcionira kao vodic
uparujuéi baze s ciljnom mMRNA kako bi negativho regulirala njezinu
ekspresiju. Razina komplementarnosti izmedu miRNA (vodica) i cijne mRNA
odreduje koji od dva mehanizma za utiSavanje ¢e se koristiti: cijepanje
ciljne mRNA s naknadnom degradacijom ili inhibicija translacije. [4] Vecina
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mMiRNA su prepisane sa DNA sekvence u prekursorske miRNA i zrele miRNA.
[14] Gen miRNA se prepisuje kako bi se stvorila primarna miRNA (pri-
miRNA) prekursorska molekula koje se podvrgava nuklearnom cijepanju
kako bi se formirala prekursorska miRNA (pre-miRNA). Pre-miRNA se cijepa
u citoplazmi kako bi se stvorio miRNA dupleks koji sadrzi zrelu miRNA.
Dupleks se odmotava i zrela miRNA se sastavlja u RNA-inducirani kompleks
za utiSavanje (engl. RNA-induced silencing complex, RISC). RISC je
multiproteinski kompleks koji djeluje u utiSavanju gena pri transkripciji i
translaciji. Parovi baza miRNA s ciljnom mRNA za usmjeravanje utiSavanja
gena putem cijepanja mRNA ili potiskivanja translacije na temelju razine
komplementarnosti izmedu miRNA i ciljane mRNA. Genomske analize
pokazale su da su primarne prekursorske miRNA dugi policistronski
transkripti koji su slicni mRNA po tome Sto imaju razliCite 5' i 3' granice, 7-
metil gvanilat (m7G) kape i poli(A) repove. Veéina miRNA transkribirana je
RNA polimerazom II (pol II). Sinteza miRNA od strane pol II i pol III
implicira da je miRNA temeljni regulatorni element generiran iz razliCitih
lokusa unutar ljudskog genoma, koji su ukljuceni u kontrolu ekspresije gena
esencijalnih za normalnu stani¢nu funkciju. Naknadna obrada pre-miRNA
dogada se u citoplazmi. Pre-miRNA se sastavlja u kompleks s
nukleocitoplazmatskim transportnim faktorom Exportin-5 i RanGTP, koji
sprjecavaju nuklearnu degradaciju i olakSavaju translokaciju u citoplazmu.
[4] U vecini slucajeva miRNA su u interakciji s 3' netranslacijskim regijama
(engl. 3'-untranslated region, 3'-UTR) ciljne mRNA kako bi suprimirale
ekspresiju. [14] 2006. godine Volinia i sur. prvi su identificirali djelovanje
mMiRNA u ljudskim karcinomima. Jedna od onkogenih miRNA koju su
identificirali bila je miR.21. Napredovanjem tehnika za otkrivanje miRNA,
miRNA dobivene iz stanica raka istaknule su se kao obecavajudi
dijagnosticki i terapijski ciljevi. [15] Neodgovarajuéa ekspresija miRNA koja
regulira klju¢ne gene kao Sto su onkogeni ili tumor supresori moze dovesti
do razvoja tumora, a obitelji kao Sto su miR-15, miR-1 i let-7 su cCesto
povezane s rastom raka i metastazama. Specificne miRNA koje su sposobne

transformirati normalne stanice u tumorske stanice poznate su kao
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onkomiR. Prvi opisan oncomiR bio je miR-17/92 klaster, policistronska RNA
koja kodira za Sest razlicitih miRNA. Suprotno od toga, postoji jos jedan
podskup miRNA, tumor supresorske miRNA koje su poznate kao anti-
onkomiR. [5] Procjenjuje se da se 10% ekspresije miRNA kontrolira
metilacijom DNA. Dodatni dokazi podupiru miRNA kao odgovor na hipoksiju,
hormonalne i prehrambene promjene. MiRNA igraju vaznu ulogu u regulaciji
brojnih metabolickih i stani¢nih putova, posebice onih koji kontroliraju
stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i prezivljavanje. [4] Na slici 8 je prikaz

sazrijevanja i funkcije miRNA.
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Slika (8). Sinteza i djelovanje miRNA (prilagodeno prema Peng, Y., Croce,
C.) [31]
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Slika (9). Shematski prikaz sazrijevanja i funkcije miRNA (prilagodeno

prema Macfarlane LA, Murphy PR.) [4]

3.4.1. Uloga miRNA u regulaciji tumorskih makrofaga

Stanice raka mogu regulirati ekspresiju miRNA u infiltrirajué¢im
imunosnim stanicama, cime suprimiraju lokalni antitumorski imunosni
odgovor i u konacnici dovode do progresije tumora. Tumorski makrofagi
imaju i pro- i antitumorogena svojstva, ovisno o tome pripadaju li M1 ili M2
podtipu, kao Sto je navedeno u tekstu iznad. U kasnoj fazi raka, vecina

infiltriraju¢ih makrofaga je fenotipa M2 i stvaraju imunosupresivno
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okruzenje koje pogoduje napredovanju tumora. Povec¢ana dostava miR-21-
5p od strane izvanstanicnih vezikula dobivenih iz mezenhimalnih matic¢nih
stanica potice polarizaciju makrofaga prema M2 fenotipu. miR-125b se veze
na 3' UTR regiju faktora tumorske nekroze alfa (TNF-a) i inhibira njegovu
proizvodnju i odrzavajuci fenotip M1 makrofaga. Suprotno tome, miR-146
izravno inhibira ekspresiju adapterskog proteina faktora 6 povezanog s
faktorom nekroze tumora faktora 6 i kinaze-1 povezane s IL-1 receptorom
u NF-kB putu i time smanjuje proizvodnju proupalnih citokina i poticu M2
aktivaciju. [15]

3.4.2. Uloga miRNA u regulaciji T stanica

miRNA imaju glavnu ulogu u sazrijevanju, aktivaciji i funkcioniranju T
stanica. Imunosupresivne FOXP3* regulatorne T stanice (Treg) obogacene
su u tumorskim tkivima i povezane su s razvojem i progresijom raka.
Egzosomalna miR-24-3p inhibira proliferaciju T stanica, diferencijaciju Th1l
i Th17 te potiCe razvoj Treg kroz potiskivanje faktora rasta fibroblasta 11.
miR-214 koju izlu€uje tumor moze inducirati Treg da luce vece razine IL-10
Sto dovodi to supresije imuniteta i brzog rasta tumora. Pokazalo se da
inhibicija miR-214 koje izlucuju tumorske stanice blokira Treg indukciju i
tumorski rast i to sugerira da anti-miR-214 terapija moze prekinuti
tumorom induciranu ekspanziju Treg stanica i suprimirati rast tumora.
UspjesSnost ove terapije sugerira da su miRNA klju¢ni regulatori funkcija T
stanica u TME. [15]

3.4.3. Uloga miRNA u regulaciji endotelnih stanica

Angiogeneza je klju¢na za napredovanje tumora i metastaziranje.
Mangala i sur. izolirali su endotelne stanice iz karcinoma jajnika i normalnog

tkiva jajnika, u endotelnim stanicama karcinoma identificirali su
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deregulirane miRNA. Oni su pokazali da je jedna od dereguliranih miRNA,
miR-29a/c, regulator VEGF-a te da povecanjem ekspresije VEGF potice
napredovanje karcinoma. Kod raka dojke tumorske stanice mogu otpustiti
miR-939 u endotelne stanice putem egzosoma, a miR-939 potiskuje
ekspresiju vaskularnog endotel-kadherina u endotelnim stanicama i na taj
nacin povecava vaskularnu permeabilnost. Iz njihovog istrazivanja vidimo
da miRNA imaju razli¢ite uloge u regulaciji aktivnosti endotelnih stanica i

tumorske angiogeneze. [15]

3.5. Uloga miRNA dobivene iz TME u regulaciji progresije tumora

Rast tumora uvelike ovisi 0 komunikaciji tumorskih stanica i stanica
TME. Jedne od stanica na kojima je dokazano da miRNA utje¢e na TME su
fibroblasti. Tijekom progresije tumora miRNA sudjeluje u interakcijama
izmedu tumorskih stanica i tumorskih stromalnih stanica, kao sto su CAF-
ovi, endotelne stanice i infiltriraju¢e imunosne stanice. Primjerice fibroblasti
daju stromalni okvir za tumorske stanice tijekom ranog rasta tumora. Na
mjestu primarnog tumora, fibroblasti poprimaju razliCite fenotipske
karakteristike i postaju CAF kroz regulaciju visestrukih signalnih putova
posredovanu miRNA. CAF se razlikuju od normalnih fibroblasta po visokoj
ekspresiji a-glatkog misi¢éa i svojim protumorogenim svojstvima. CAF
izluCuju Sirok raspon proupalnih molekula, ukljucujuéi interleukine i
kemokine u konacnici poticudi rast tumora moduliranjem upale povezane s
tumorom. [15] U procesu aktivacije fibroblasta i nastanka CAF miRNA imaju
vaznu ulogu te djeluju kao parakrini podrazaj za aktiviranje susjednih
fibroblasta ¢ime se Siri tzv. ,CAF stanje“. [25] MIRNA mogu regulirati
nastanak i ucinke CAF-ova preko regulacije razlic¢itih signalnih puteva,
otpustanjem citokina/faktora rasta ili egzosoma. [26] Pokazalo se da miR-
211 dobiven iz stanica melanoma inducira stvaranje CAF-a izravnim
ciljanjem faktora rasta 2 slicnog inzulinu i aktiviranjem signalizacije protein

kinaze aktivirane mitogenom Sto zauzvrat pojacava rast melanoma. Yin i
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sur. pokazali su da egzosomalni miR-501-3p izveden iz M2 makrofaga
olakSava stvaranje tumora in vivo regulacijom signalnog puta

transformiraju¢eg TGF-B. [15]

Makrofagi transficirani molekulom koja oponasa djelovanje miR-125a
pokazali su povecanu fagocitoznu aktivnost i suprimirali rast raka pluca kod
misSeva. Prema tome vidimo da miRNA povezane s TME imaju klju¢nu ulogu

u rastu tumora. [15]

3.6. miRNA-mRNA interakcije

miRNA su ukljucene u destabilizaciju i degradaciju mRNA. [5] miRNA
se veze na svoju ciljnu mRNA i negativno regulira njezinu ekspresiju nakon
transkripcije uparivanjem baza s 3'-UTR ciljne mRNA. [16, 4] miRNA se
vezu samo za mjesta koja su obiljezena 7 metil gvanozin trifosfathom
kapom. Nakon vezanja miRNA, argonaut protein (Ago) RISC kompleksa
interferira ili sa m7G kapom ili sa eukariotskim translacijskim inicijacijskim
faktorom i ta interakcija ometa aktivaciju inicijacijskog kompleksa. Tada se
MmRNA ne moze vezati za ribosomske podjedinice i ne dolazi do sinteze

proteina. [17]

Identifikacija parova interakcija miRNA-mRNA dobiva znacajnu pozornost
obzirom na njihove potencijalne implikacije u osmisljavanju novih terapija.
[5] Jedan miRNA vodi¢ moZe regulirati nekoliko ciljnih mRNA i obrnuto
nekoliko miRNA mogu kooperativho regulirati jednu ciljnu mRNA. miRNA
usmjereno cijepanje mRNA katalizira argonaut 2 protein (Ago2), kada su
ciljna mRNA i miRNA opsezno uparene bazama u regijama. Jedno opsezno
komplementarno podrucje obi¢éno je dovoljno za cijepanje. Produkti
cijepanja razgraduju se jednim od dva procesa odgovorna za masovnu
degradaciju stanicne mRNA, a oba pocinju s deadenilacijom mRNA kako bi
se uklonio poli (A) rep. Naknadna degradacija moze se dogoditi preko

egzosoma, koji je viseproteinski kompleks s aktivhos¢u egzonukleaze od 3'
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do 5'. Alternativnho, mRNA se moze podvrgnuti uklanjanju kape enzimima

Dcp1l i Dcp2 sto olakSava razgradnju od 5' do 3' egzoribonukleazom Xrnip.

[4]

3.7. Dijagnostika

Znacajna pozornost i resursi posveceni su otkrivanju biomarkera
raka. Biomarkeri se koriste za rano otkrivanje, prognozu i terapijsko
usmjerenje. Jos uvijek postoji ograni¢en broj korisnih biomarkera dostupnih
za klinicku upotrebu. Idealan biomarker trebao bi se lako analizirati i biti
dostupan minimalno invazivnim medicinskim postupkom, ali imati visoku
osjetljivost i specificnost. Uobic¢ajeni biomarkeri su cirkulirajuéi proteini u
serumu, od kojih vedéina zahtijeva intenzivnu analizu ometanu niskom
osjetljivos¢u. Bududéi da je deregulacija miRNA povezana s razvojem i
napredovanjem raka, cirkuliraju¢e miRNA razmatraju se kao novi,

minimalno invazivni biomarker. [18]

Otkriveno je da izvanstani¢ne miRNA cirkuliraju u krvi i kod zdravih i kod
bolesnih pojedinaca iako je ribonukleaza prisutna i u plazmi i u serumu.
MiRNA bez nositelja razgradit ée se probavom ribonukleaza i drugih
okolisnih Cimbenika pa je vecina cirkuliraju¢ih miRNA ukljuena u
komplekse lipida ili lipoproteina, kao Sto su apoptotska tijela, mikrovezikule
ili egzosomi, Sto ih Ccini stabilnima i Stiti od razgradnje. Postojanje
cirkuliraju¢ih miRNA u krvi pacijenata s rakom povecalo je moguénost da
miRNA mogu posluziti kao novi dijagnosticki biomarker. Mnoge vrste
cirkuliraju¢ih miRNA zabiljezene su u raznim vrstama raka. Odredeni
karcinomi ne mogu se dijagnosticirati poznatim serumskim biomarkerima i
u takvim sluc¢ajevima miRNA u serumu, slini i urinu su odli¢ni kandidati za
buducu upotrebu (slika 10). [13]
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Slika (10). miRNA u slini, serumu i urinu kao biomarkeri. AML, akutna
mijeloidna leukemija; DLBCL, difuzni veliki B-stani¢ni limfom (prilagodeno

prema Kosaka, N., Iguchi, H. and Ochiya, T.) [13]

Osim kao biomarkeri, miRNA se mogu koristiti i kao indikatori za prognozu
tijeka bolesti i brzine oporavka nakon kirurskog odstranjivanja tumora.
Pomocu ekspresije miRNA moguce je odvojiti maligna od benignih stanja i
odrediti stadij raka. MiRNA potpisi pokazali su dijagnosticku vrijednost u
odredivanju poloZaja organa karcinoma nepoznatog primarnog podrijetla
¢ime se moze poboljsati tijek lijeCenja i ishod bolesti. Prednost miRNA kao
biomarkera je dijagnoza raka bez upotrebe invazivnih metoda kao Sto je

biopsija limfnih ¢vorova. [28]

Izazov na koji nailazimo kod upotrebe miRNA kao biomarkera je izbjeci
interferenciju  miRNA iz krvnih stanica u profiliranju mMIiRNA u
serumu/plazmi. Vazno je razlikovati miRNA dobivene iz tumora od onih iz
krvnih stanica. [18]
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3.8. Terapijski pristup

Obzirom da miRNA utjecu na ekspresiju viSe gena i na taj nacin utjecu
na vise tocaka razvoja bolesti, miRNA i njihovi ciljni geni predstavljaju
zanimljive terapeutske mete. Istrazivanja na zivotinjama pokazala su
izvedivost manipuliranja razinama miRNA. [19] Izazov predstavlja
ucinkovita isporuka miRNA u ciljana tkiva. Kationski polimeri ili virusni
vektori ucinkoviti su agensi za isporuku, ali sistemska toksi¢nost i
imunogenost ograniCavaju njihovu upotrebu. Ciljanje i kontinuirano
oslobadanje miRNA i anti-miRNA koristenjem nanocestica (engl.
nanoparticles, NP) smanjuju potrebnu terapijsku dozu, ali istodobno
minimiziraju sistemsku i stani¢nu toksi¢nost. NP koje se do sada koriste su
izvanstani¢ne vezikule, lipidne nanoclestice, bakterijske ministanice i
anorganske nanocestice (od zlata, silicija te dendrimeri). Izvanstanicne
vezikule su prirodne nanocestice koje otpustaju sve stanice i imaju vaznu
ulogu u stanicnoj komunikaciji tako Sto sudjeluju u transportu
inkapsuliranih proteina, lipida i nukleinskih kiselina izmedu stanica.
Liposomi su lipidne vezikule koje se sastoje od jednog ili viSe fosfolipidnih
dvosloja koji inkapsuliraju vodenu otopinu. Obzirom da su amfipatski,
liposomi mogu vezati i hidrofobne i hidrofilne molekule, Sto ih Cini dobrim
prijenosnicima lijekova koji se ve¢ godinama koriste u farmaceutskoj
industriji. Bakterijske ministanice su nanocestice bez jezgre stvorene
gasenjem gena stani¢ne diobe u roditeljskim bakterijskim stanicama.
Anorganske nanocestice ukljuCuju derivate silicija i razne metale. Na slici
11 prikazana je inkapsulacija tumor supresorskih miRNA u navedene
formulacije nanocestica za dostavu primarnim tumorima i metastazama.
[20]
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Slika (11). Inkapsulacija tumor supresorskih miRNA u formulacije
nanocestica (prilagodeno prema Aditya Ganju, Sheema Khan, Bilal B.
Hafeez, Stephen W. Behrman, Murali M. Yallapu, Subhash C. Chauhan,
Meena Jaggi) [20]

Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se razvila nanoformulacija miRNA
koja bi postigla poboljSano stani¢no preuzimanje, bioraspolozivost i

akumulaciju na ciljanom mjestu. [20]

Provedeno je istrazivanje kombiniranog lijeCenja miRNA terapeutika s
malim molekulama lijekova protiv raka koje je dobilo mnogo paznje zbog
superiorne terapeutske koristi. Ovakav pristup lijeCenju ima mnogo
prednosti u odnosu na konvencionalne terapije, epitelno-mezenhimalni
prijelaz, inhibicija nastanka rezistencije na lijekove, poticanje apoptoze i
autofagije i supresija angiogeneze. Aktivnim ciljanjem onkogenih miRNA
koriStenjem anti-miR sustava ili vraéanjem izgubljenih tumor supresorskih

miRNA moguce je senzibilizirati stanice na kemoterapijske lijekove. [20]

UspjesSna isporuka miRNA stanicama raka glavna je prepreka u terapiji raka.
Zajednicka isporuka miRNA/siRNA zajedno s kemoterapijskim lijekovima
ima velik potencijal jer ima sinergisticko djelovanje. Kemoterapijski lijekovi
mogu inhibirati rast i proliferaciju stanica raka, ali tijekom odredenog
vremenskog razdoblja stanice stjeCu otpornost zbog poveéane ekspresije

28



efluksnih  transportera i antiapoptotske signalizacije. Kombinacija
miRNA/siRNA pomaze u prevladavanju rezistencije izravnim ciljanjem
ekspresije efluksnog transportera i antiapoptotske signalizacije ¢ime se
stanice raka senzibiliziraju na kemoterapijske lijekove. Ovaj sustav
zajednicke dostave je obecavajuca platforma i zbog toga zahtijeva daljnje

istrazivanje. [20]

Kako bi razvili farmakoloski pristup za utiSavanje miRNA, znanstvenici su
dizajnirali kemijski modificirane jednolanane analoge RNA konjugirane s
kolesterolom, nazvane antagomir ili antimiR. Antagomiri su
komplementarni s miRNA i koriste se za priguSivanje miRNA. U buducnosti
bi aktivacija tumor anti-onkomiR s agomiR ili utiSavanje onko-miR s antimiR
mogla postati terapijska strategija za lijeCenje raka. Prije primjene takve
strategije u klinici potrebno je savladati nekoliko poteskoca, na primjer je li
moguce dizajnirati antagomire koji ciljaju odredena tkiva ili organe te
takoder potrebno je regulirati stabilnost antagomira i odrediti odgovarajuce

doze za optimalan ucinak te ispitati potencijalne nuspojave. [27]
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4. RASPRAVA

Istrazivanjem je dokazana deregulacija profila ekspresije miRNA u
vecini pregledanih tumora. Otkri¢e uloge miRNA u razvoju tumora otvorilo
je nove terapijske pristupe. Obrasci ekspresije razlikuju se za specificna
tkiva i stanja diferencijacije, a to je jedan od problema u klasifikaciji miRNA.
Potencijal miRNA kao biomarkera u buduénosti bi mogao omoguditi ranije
otkrivanje raka neinvazivnim metodama, a time bi se olaksalo i unaprijedilo

i lijeCenje jer bi se reagiralo na vrijeme.

Interakcija i utjecaj miRNA na stanice tumora, ali i na TME i njegova
remodelacija kako bi bio pogodan za progresiju tumora, pokazuje koliko
znacajnu ulogu miRNA imaju u inicijaciji i progresiji tumora. Samim time
Sto imaju veliku ulogu u vise procesa i potencijal iskoriStavanja miRNA u

klinicke svrhe je velik.

Obzirom da miRNA sudjeluju u brojnim regulatornim putevima u stanici,
bitno je razumjeti s ¢im i kako se odvijaju te interakcije kako bi se miRNA
mogle promatrati u terapeutskom kontekstu. U in vivo, in vitro i klinickim
istrazivanjima pojedinacno ciljanje miRNA pokazalo se neucinkovitim. Neki
pacijenti su imali teSke nuspojave, a njihov uzrok je bilo tesko procijeniti
zbog svih interakcija u kojima bi testirana miRNA mogla sudjelovati. Kako
bi se mogla nastaviti klinicka ispitivanja mora se razumjeti cijela

regulatorna mreza.

Nekoliko izvjeSéa pokazalo je da se tumori mogu ucinkovito suzbiti ili
utiSavanjem pro-kancerogene miRNA ili ekspresijom anti-kancerogene
miRNA. [16] Kada se sva otkric¢a i istrazivanja zajedno uzmu u obzir, ona
pokazuju da miRNA imaju klju¢nu ulogu u razvoju i napredovanju raka, ali
nuzna su daljnja istrazivanja i vece razumijevanje svih regulatornih puteva
kako bi se mogle premostiti prepreke i miRNA iskoristiti u dijagnosticke i

terapeutske svrhe.
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5. ZAKLJUCAK

Tumori su novotvorine Ciji rast nije uskladen s normalnim stanicama,

mogu se podijeliti na dobroc¢udne (benigne) i zlo¢udne (maligne)
U inicijaciju i progresiju tumora ukljucen je tumorski mikrookolis

Na remodelaciju tumorskog mikrookoliSa utjecu miRNA tako Sto reguliraju

gensku ekspresiju

Postoje onkomiR koje sudjeluju u transformaciji normalnih stanica u

tumorske i anti-onkomiR koje sprjecavaju takvu transformaciju

Dugogodisnjim istrazivanjima i pokusajima pronalaska terapijskih meta za
lijeCenje tumora, znanstvenici su vidjeli potencijal u miRNA koje sudjeluju

u remodelaciji tumorskog mikrookoliSa

miRNA cirkuliraju i u krvi te su zbog toga mogudi biomarkeri za rano
otkrivanje raka, potrebno je premostiti interferenciju tumorskih miRNA i

onih iz krvnih stanica

Iako miRNA imaju velik potencijal i kao terapeutska meta i kao biomarkeri,
joS uvijek postoje problemi koje je potrebno premostiti daljnjim
istrazivanjima kako bi se uspjesno iskoristio njihov potencijal te omogudilo

lijeCenje pacijenata s tumorom i poboljSanje kvalitete njihovog zZivota
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