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Streszczenie w języku polskim 

Rak endometrium jest najczęstszym nowotworem żeńskich dróg rodnych i czwartym 

najczęstszym nowotworem u kobiet. Jest diagnozowany głównie u pacjentek po 

menopauzie. W związku z rosnącym występowaniem otyłości w populacji, nowotwór ten 

jest coraz częściej rozpoznawany. Wśród czynników ryzyka wyróżniamy m.in. zespół 

metaboliczny, zaburzenia miesiączkowania i niezrównoważoną terapię estrogenową. 

Historycznie wyróżniano dwa typy raka endometrium- typ I (gruczolakorak 

endometrioidalny, zależny od estrogenów) i typ II (gruczolakorak nieendometrialny - 

najczęściej rak surowiczy, niezależny od hiperestrogenizmu), który charakteryzuje się 

gorszym rokowaniem. Obecnie w diagnostyce istotną rolę pełnią badania molekularne, 

których wyniki uwzględnione są w najnowszej klasyfikacji FIGO 2023 raka endometrium. 

MikroRNA to krótkie niekodujące cząsteczki RNA, których mechanizm działania polega 

na post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji genów poprzez wyciszenie translacji lub 

degradację mRNA. Poprzez ten wpływ biorą udział w patogenezie wielu chorób, w tym 

nowotworów. W komórkach nowotworowych mogą pełnić rolę inhibitorów tranformacji 

nowotworowej i progresji choroby lub cząsteczek stymulujących te procesy (nazywanych 

onkomiRami). Ekspresja mikroRNA jest regulowana wieloma czynnikami. Wcześniejsze 

badania wykazały wpływ estrogenów na ekspresję mikroRNA i transformację 

nowotworową  w raku piersi. Głównym celem niniejszej pracy doktorskiej, złożonej 

z cyklu trzech artykułów przeglądowych i dwóch prac oryginalnych, było zbadanie roli 

indukowanych przez estradiol mikroRNA w patogenezie raka endometrium. 

Pierwszym artykułem wchodzącym w skład cyklu publikacji jest praca przeglądowa 

pt. „Regulators at Every Step-How microRNAs Drive Tumor Cell Invasiveness and 

Metastasis”, która została opublikowana w czasopiśmie Cancers. W artykule szczegółowo 

omówiono mechanizm działania oraz rolę cząsteczek mikroRNA jako inhibitorów lub 

promotorów poszczególnych etapów progresji nowotworów. Opisano wpływ mikroRNA 

na migrację komórek nowotworowych, miejscową inwazję, proces przejścia nabłonkowo-

mezenchymalnego, angiogenezę oraz przerzutowanie. W  tabelach uporządkowano 

dotychczas zebrane dane dotyczące roli poszczególnych cząsteczek mikroRNA 

i wiążących je, docelowych mRNA w wymienionych procesach. Ponadto omówiono 

potencjalne zastosowanie mikroRNA jako biomarkerów nowotworów, a nawet jako 

czynników terapeutycznych. 
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Drugim artykułem wchodzącym w skład cyklu jest przegląd systematyczny pt. „The Role 

of miRNAs in the Regulation of Endometrial Cancer Invasiveness and Metastasis-

A Systematic Review”. Praca przygotowana wg wytycznych PRISMA poddaje analizie 163 

artykułów, które spełniły kryteria włączenia. W pracy zebrano dane dotyczące ekspresji 

106 cząsteczek mikroRNA i ich roli w regulacji inwazyjności i migracji komórek raka 

endometrium in vitro oraz wzrostu guza i tworzenia przerzutów w badaniach in vivo. 

Spośród nich 63 cząsteczki mikroRNA pełniły funkcję inhibitorów, a 38 sprzyjały 

rozwojowi raka endometrium. Usystematyzowano również dane dotyczące mechanizmu 

działania mikroRNA w komórkach raka endometrium oraz ich wpływu na różne szlaki 

sygnałowe. Podsumowano korelację ekspresji poszczególnych mikroRNA z parametrami 

klinicznymi pacjentów.  Badanie to wykazało złożoność procesów, w jakie zaangażowane 

są mikroRNA w patogenezie raka endometrium oraz zidentyfikowało dalsze kierunki 

badań nad mikroRNA. 

Szczególną grupą cząsteczek mikroRNA jest rodzina mikroRNA-200, w skład której 

wchodzą mikroRNA-200a, mikroRNA-200b, mikroRNA-200c, mikroRNA-141, oraz 

mikroRNA-429. Regulują one wszystkie cechy nowotworów opisane przez Hanahana 

i Weinberga, co omówiono w trzeciej publikacji wchodzącej w skład cyklu pt. „The role 

of miR-200 family in the regulation of hallmarks of cancer”. Rodzina mikroRNA-200 pełni 

funkcję onkomiRNA jak i inhibitorów proliferacji, wzrostu guza, migracji, inwazji 

i angiogenezy w różnych typach nowotworów, uwzględniając raka endometrium. 

Przeprowadzony przegląd literatury stanowił podstawę do badań oryginalnych, których 

wyniki zostały zebrane w dwóch manuskryptach. Artykuł pt. „Decreased expression of 

miR-23b is associated with poor survival of endometrial cancer patients” został 

opublikowany w czasopiśmie Scientific Reports. Celem tego badania była ocena ekspresji 

wybranych 16 miRNA w obu typach raka endometrium i zdrowym endometrium. 

W badaniu wzięło udział 45 pacjentek: 18 pacjentek z rakiem endometrium typu I, 

12 z rakiem endometrium typu II i 15 ze zdrowym endometrium (grupa kontrolna). Przy 

zastosowaniu metody laserowej mikrodyssekcji (LCM) wyizolowano komórki 

nowotworowe oraz zdrowe tkanki endometrium z preparatów histologicznych. Z tych 

tkanek wyizolowano RNA, a ekspresję wybranych miRNA określono ilościowo za pomocą 

metody qPCR w czasie rzeczywistym. Ekspresja miR-23b, miR-125b-5p, miR-199a-3p, 

miR-221-3p i miR-451a była obniżona w tkankach raka endometrium w porównaniu do 

zdrowego endometrium. Natomiast ekspresja miR-34a-5p i miR-146-5p była wyższa 
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w raku endometrium typu I w porównaniu do raka endometrium typu II. Analiza bazy 

danych The Cancer Genome Atlas (TCGA) potwierdziła obniżoną ekspresję miR-23b, 

miR-125b-5p i miR-199a-3p w tkankach raka endometrium w porównaniu do zdrowych 

tkanek. Zmniejszona ekspresja miR-23b wiązała się z krótszym przeżyciem pacjentów 

chorych na raka endometrium. 

Artykuł pt. „Estradiol induces global changes in miRNA expression in endometrial cancer 

cells and upregulates oncogenic miR-182” został opublikowany jako preprint w bioRxiv. 

Celem tego badania była ocena roli osi miRNA-estrogen w komórkach raka endometrium. 

W badaniu wykorzystano modelową linię komórkową raka endometrium Ishikawa, która 

jest zależna od estrogenów. Komórki inkubowano z estradiolem, a następnie wyizolowano 

z nich RNA. Zastosowano mikromacierze, aby zidentyfikować miRNA indukowane 

estradiolem w komórkach raka endometrium. Następnie wykorzystano tkanki pochodzące 

od 45 pacjentów (18 pacjentek z rakiem endometrium typu I, 12 z rakiem endometrium 

typu II, 15 pacjentek ze zdrowym endometrium), które zostały pocięte przy zastosowaniu 

LCM. Ekspresję wybranych miRNA i regulowanych przez nie mRNA oceniono przy 

użyciu metody qPCR w czasie rzeczywistym. Komórki Ishikawa zostały transfekowane 

miRNA-mimetykiem, inhibitorem miRNA (anty-miRNA) i ich kontrolami. 

Zidentyfikowano 66 miRNA, których ekspresja była zwiększona po inkubacji komórek 

raka endometrium z estradiolem. Spośród nich, poziom ekspresji miR-182 był 

podwyższony w tkankach raka endometrium typu I w porównaniu do zdrowego 

endometrium. Badania funkcjonalne wykazały, że miR-182 pełnił funkcję onkomiRNA  

w raku endometrium, ponieważ jego zwiększona ekspresja promowała proliferację 

komórek raka endometrium, a zmniejszona ekspresja miR-182 była związana 

z hamowaniem proliferacji komórek nowotworowych. Hamowanie miR-182 zwiększyło 

ekspresję SMAD4, ważnego elementu szlaku sygnałowego TGFβ, co może być 

potencjalnym mechanizmem działania tego mikroRNA. 

Podsumowując, wyniki przeprowadzonych badań wskazują na ważną rolę mikroRNA 

w patogenezie raka endometrium, w tym cząsteczek mikroRNA indukowanych przez 

estradiol. W związku z tym mikroRNA mogą stać się obiecującymi biomarkerami choroby. 

Potencjalnie mikroRNA mogą być zastosowane w celach  leczniczych, lecz ich 

zastosowanie kliniczne wymaga wielu dalszych badań translacyjnych. 
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Streszczenie w języku angielskim 

The role of estradiol-induced microRNAs in the pathogenesis of endometrial cancer 

Endometrial cancer is the most common cancer of the female reproductive tract and the 

fourth most common cancer in women. It is diagnosed mainly in postmenopausal patients. 

Due to the increasing prevalence of obesity in the population, this cancer is increasingly 

being diagnosed. Risk factors include metabolic syndrome, menstrual disorders and 

unbalanced estrogen therapy. Historically, two types of endometrial cancer were 

distinguished - type I endometrioid adenocarcinoma (estrogen-dependent) and type II (non-

endometrioid adenocarcinoma, most often serous, independent of hiperestrogenism), which 

is characterized by a worse prognosis. Currently, molecular tests play an important role in 

diagnostics, the results of which are included in the latest FIGO 2023 classification of 

endometrial cancer.  

MicroRNAs are short non-coding RNA molecules whose mechanism of action is the post-

transcriptional regulation of gene expression by silencing translation or degradation of 

mRNA. By affecting their targets, they participate in the pathogenesis of many diseases, 

including cancers. In cancer cells, they can act as tumor supressors or oncomiRs. 

MicroRNA expression is regulated by multiple factors. Previous studies have shown the 

influence of estrogens on microRNA expression and neoplastic transformation in breast 

cancer. The aim of the presented doctoral thesis, consisting of a series of three review 

articles and two original papers, was to investigate the role of estradiol-induced microRNAs 

in the pathogenesis of endometrial cancer. 

The first article in the series is a review article entitled "Regulators at Every Step-How 

microRNAs Drive Tumor Cell Invasiveness and Metastasis", published in Cancers. The 

article discusses in detail the mechanism of action and the role of microRNA molecules as 

inhibitors or promoters of each stage of cancer progression. It describes the influence of 

microRNAs on cancer cell migration, local invasion, epithelial-mesenchymal transition, 

angiogenesis, and distant metastasis. The tables summarize and organize the existing data 

on the role of individual microRNA molecules and their target mRNAs in the above-

mentioned processes. In addition, the potential use of microRNAs as cancer biomarkers 

and therapeutic agents is discussed. 

The second article in the series is a systematic review entitled "The Role of miRNAs in the 

Regulation of Endometrial Cancer Invasiveness and Metastasis-A Systematic Review", 
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which was published in Cancers. The manuscript, prepared according to PRISMA 

guidelines, analyses 163 articles that met the inclusion criteria. The paper collected data on 

the expression of 106 microRNA molecules and their role in the regulation of endometrial 

cancer cell invasiveness and migration in vitro, as well as tumor growth and metastasis in 

in vivo studies. Of these, 63 microRNA molecules acted as inhibitors, and 38 promoted the 

development of endometrial cancer. Data on the mechanisms of action of microRNAs in 

endometrial cancer cells, their targets and their effect on various signaling pathways were 

also organized. Moreover, the study summarized the correlation of the expression of 

individual microRNAs with clinical parameters of patients. This study showed the 

complexity of the processes in which microRNAs are involved in the pathogenesis of 

endometrial cancer. 

A special group of microRNA molecules is the microRNA-200 family, which includes 

microRNA-200a, microRNA-200b, microRNA-200c, microRNA-141, and microRNA-

429. They regulate all hallmarks of cancer described by Hanahan and Weinberg, as 

discussed in the third publication entitled "The role of miR-200 family in the regulation of 

hallmarks of cancer". The microRNA-200 family can act as oncomiRs and as inhibitors of 

proliferation, tumor growth, migration, invasion, and angiogenesis in various types of 

cancer, including endometrial cancer. 

The literature review was the basis for the original research, whose results were collected 

in two manuscripts. The article entitled “Decreased expression of miR-23b is associated 

with poor survival of endometrial cancer patients” was published in Scientific Reports 

journal. The aim of this study was to evaluate the expression level of a panel of 16 miRNAs 

in both types of endometrial cancer and healthy endometrium. A total of 45 patients 

participated in the study: 18 patients with type 1 endometrial cancer, 12 patients with type 

2 endometrial cancer, and 15 patients with healthy edometrium as controls. Using the laser 

microdissection method (LCM), tumor tissues and healthy endometrial tissues were 

dissected from FFPE slides. RNA was isolated from the tissues, and the expression of 

selected miRNAs was determined using real-time qPCR. The expression levels of miR-

23b, miR-125b-5p, miR-199a-3p, miR-221-3p, and miR-451a were decreased in 

endometrial cancer compared to healthy endometrium. The expression of miR-34a-5p and 

miR-146-5p was increased in type I endometrial cancer compared to type II endometrial 

cancer. Analysis of The Cancer Genome Atlas (TCGA) database confirmed the decreased 
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expression levels of miR-23b, miR-125b-5p, and miR-199a-3p in EC. Reduced expression 

of miR-23b was associated with poorer survival of endometrial cancer patients. 

The article “Estradiol induces global changes in miRNA expression in endometrial cancer 

cells and upregulates oncogenic miR-182” has been published as a preprint in bioRxiv. The 

aim of this study was to evaluate the role of the miRNA-estrogen axis in endometrial cancer 

cells. The study used the Ishikawa endometrial cancer cell line, which is estrogen-

dependent. Cells were incubated with estradiol and then RNA was isolated. A microarray 

method was used to identify estradiol-induced miRNAs in endometrial cancer cells. Then, 

tissues from 45 patients (18 patients with type I endometrial cancer, 12 patients with type 

II endometrial cancer, and 15 patients with healthy edometrium) were cut using LCM. The 

expression of selected miRNAs and their targets was assessed using RT-qPCR. Ishikawa 

cells were transfected with miRNA-mimic, miRNA inhibitor (anti-miRNA), and 

corresponding controls. We identified 66 miRNAs whose expression was upregulated after 

incubation of endometrial cancer cells with estradiol. Among them, the expression level of 

miR-182 was increased in type I endometrial cancer tissues compared with healthy 

endometrium. Additionally, miR-182 acted as an oncomiR in endometrial cancer, as its 

increased expression promoted endometrial cancer cells proliferation, and decreased miR-

182 expression was associated with inhibition of cancer cell proliferation. Inhibition of 

miR-182 increased the expression of SMAD4, an important member of the TGFβ signaling 

pathway, which may be a potential mechanism of action of this microRNA. 

In summary, the results of the conducted studies indicate an important role of microRNAs 

in the pathogenesis of endometrial cancer, including estradiol-induced microRNAs. 

Therefore, microRNAs may become promising biomarkers of the disease. Potentially, 

microRNAs can be used for therapeutic purposes, but their clinical application requires 

further translational studies. 
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Wstęp 

Rak endometrium (rak trzonu macicy) jest najczęstszym nowotworem żeńskich dróg 

rodnych, czwartym najczęstszym nowotworem u kobiet i piątym pod względem 

śmiertelności [1]. Najczęściej chorują kobiety w okresie pomenopauzalnym, ze szczytem 

zachorowania około 60 roku życia [2]. Najczęstszym objawem choroby jest krwawienie po 

menopauzie. U młodszych pacjentek mogą występować obfite, przedłużające się 

miesiączki, a także krwawienia międzymiesiączkowe. W bardziej zaawansowanej chorobie 

pojawia się ból brzucha, zaburzenia czynności jelit i układu moczowego [2].  

Główne czynniki ryzyka zachorowania na raka endometrium są związane 

z niezrównoważoną przez progesteron ekspozycją na estrogen, który stymuluje komórki 

endometrium do proliferacji [3]. Są to m.in. otyłość, cukrzyca, cykle bezowulacyjne, 

wczesna menarche, późna menopauza, bezdzietność, stosowanie estrogenowej 

hormonalnej terapii zastępczej [4]. Pod wpływem estrogenów dochodzi do hiperplazji 

endometrium bez atypii lub z atypią, która stanowi podłoże do rozwoju nowotworu [5].  

Diagnoza opiera się na badaniu histopatologicznym wyskrobin w jamy macicy lub macicy 

po histerektomii [6]. Historycznie wyróżniano dwa typy raka endometrium [7]. Typ I, 

zależny od estrogenów gruczołowy rak endometrioidny, jest najczęściej diagnozowany 

i charakteryzuje się lepszym rokowaniem. Typ 2 to gruczolakorak nieendometrialny - 

najczęściej rak surowiczy, niezależny od hiperestrogenizmu. Obecnie stosowana jest 

molekularna klasyfikacja raka endometrium [8].  Wyróżniono w niej cztery grupy raka 

endometrium. Pierwsza grupa to nowotwory z mutacją genu POLE, które charakteryzują 

się dobrym rokowaniem. Drugą grupę stanowią nowotwory z deficytem naprawy 

niesparowanych zasad (MMRd), trzecią z mutacją TP53. Ostatnią grupę stanowią 

niesklasyfikowane pod względem molekularnym nowotwory (NSMP). Najnowsza 

klasyfikacja FIGO 2023, oceniająca zaawansowanie raka endometrium, uwzględnia wynik 

badania molekularnego, a także naciekanie przestrzeni limfatycznej (LVSI) [9].  

Leczenie choroby zależy od jej zaawansowania. Leczenie chirurgiczne polega na 

radykalnej histerektomii z usunięciem przydatków i biopsją węzłów biodrowo-

zasłonowych. Stosuje się także brachyterapię, teleradioterapię i chemioterapię u pacjentów 

z rakiem endometrium [10]. Głównymi czynnikami prognostycznymi są stadium 

zaawansowania choroby, typ histologiczny, naciekanie przestrzeni limfatycznej (LVSI), 

a także podtyp molekularny [11, 12]. W związku z rosnącą liczbą przypadków, wysoką 
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śmiertelnością i coraz wcześniejszym pojawianiem się choroby, rak endometrium stanowi 

ważny klinicznie problem [13]. 

MikroRNA to krótkie, jednoniciowe, niekodujące cząsteczki RNA [14]. Po raz pierwszy 

zostały one opisane w 1993r. przez Lee jako krótkie cząsteczki RNA, które regulują 

ekspresję białka lin-14 w Caenorhabditis elegans [15]. Biogeneza mikroRNA w komórce 

jest wieloetapowa. W pierwszym etapie cząsteczki pri-mikroRNA są trankrybowane 

w jądrze komórki przez polimerazę RNA II. Z jednej cząsteczki pri-mikroRNA może 

powstać jedna lub grupa cząsteczek mikroRNA. Następnie cząsteczka pri-mikroRNA jest 

cięta przez kompleks zwany Microprocessor, który składa się z enzymu DROSHA 

i czynnika DGCR8. W ten sposób powstaje pre-mikroRNA, które jest transportowane do 

cytoplazmy przez eksportynę 5, gdzie ulega dalszym przemianom przez enzym Dicer. Przy 

udziale białek Argonaute z mikroRNA powstaje kompleks RISC (RNA-induced silencing 

complex), który wpływa na ekspresję genów post-transkrypcyjnie [16].  

Dotychczas opisano tysiące cząsteczek mikroRNA. Ich mechanizm działania polega na 

zahamowaniu translacji lub degradacji mRNA poprzez wiązanie się cząsteczki mikroRNA 

do komplementarnych sekwencji w docelowym mRNA [16]. Pojedyncza cząsteczka 

mikroRNA może wiązać się z wieloma różnymi mRNA i przez to kontrolować wiele 

rożnych procesów [17]. Cząsteczki mikroRNA pełnią ważną rolę w patogenezie wielu 

chorób, w tym także nowotworów [18]. W komórkach nowotworowych mogą pełnić rolę 

inhibitorów transformacji nowotworowej (supresorów) lub onkomirów (cząsteczek 

promujących transformację nowotworową i progresję choroby), wpływając na różne ich 

cechy poprzez regulację ważnych szlaków sygnałowych [18]. Opisano dotychczas rolę 

mikroRNA m. in. w regulacji proliferacji, inwazyjności, różnicowania, apoptozy 

angiogenezy i wielu innych [19]. MikroRNA są stabilne i możliwe jest oznaczenie ich 

ekspresji w świeżo mrożonych tkankach, preparatach histologicznych FFPE oraz płynach 

ustrojowych, takich jak surowica, ślina i mocz [20, 21]. W związku z tym poszukuje się 

ich zastosowania jako biomarkerów diagnostycznych i prognostycznych [22, 23]. Dostępne 

są już komercyjne testy wykorzystujące mikroRNA jako biomarker diagnostyczny [24]. 

Trwają również badania nad zastosowaniem mikroRNA jako opcji terapeutycznej [25]. 

Dotychczas opisywany był związek szlaków sygnałowych estrogenów z cząsteczkami 

mikroRNA. Natomiast większość badań była przeprowadzana w modelu raka piersi [26, 

27]. W raku endometrium zbadano rolę onkomiRów mikroRNA-107-5p, mikroRNA205 
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i mikroRNA 222-3p, które wpływają na receptory estrogenowe i w ten sposób promują 

progresję nowotworu [28-30]. Istnieją także doniesienia naukowe dotyczące roli 

indukowanych przez estradiol mikroRNA- 181c i mikroRNA-200c w modelu raka 

endometrium [31, 32].  

Niniejsza praca doktorska stanowi cykl pięciu publikacji opisujących rolę cząsteczek 

mikroRNA w patogenezie nowotworów, ze szczególnym uwzględnieniem roli 

indukowanych przez estradiol mikroRNA w rozwoju raka endometrium. Sumaryczna 

wartość współczynnika oddziaływania (ang. impact factor) czasopism, w których 

opublikowano artykuły wynosi 22,514, a całkowita liczba punktów MEiN to 520. 

Pierwszym etapem pracy doktorskiej było zebranie dotychczasowej wiedzy na temat roli 

mikroRNA w patogenezie nowotworów, w tym raka endometrium. W artykule pt. 

„Regulators at Every Step-How microRNAs Drive Tumor Cell Invasiveness and 

Metastasis” opisano rolę mikroRNA jako inhibitorów i promotorów inwazyjności 

i przerzutów komórek nowotworowych [33]. W pracy szczegółowo opisano wpływ 

mikroRNA na kolejne etapy progresji nowotworu, w tym na wzrost pierwotnego guza, 

miejscową inwazję, migrację, proces przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego, 

angiogenezę i tworzenie guzów przerzutowych. W obszernych tabelach zebrano dane na 

temat poszczególnych cząsteczek mikroRNA wraz z ich docelowymi mRNA i efektem 

działania w komórce nowotworowej. W artykule przedyskutowano także rolę mikroRNA 

jako biomarkerów nowotworowych. Dzięki temu, że są one stabilne w różnych płynach 

ustrojowych, świeżo pobranych tkankach, a także w materiale FFPE, są one obiecującym 

markerem diagnostycznym i prognostycznym [34]. Istnieją doniesienia na temat korelacji 

pomiędzy poziomem ekspresji mikroRNA w surowicy a obecnością przerzutów do węzłów 

chłonnych i odległych przerzutów [35]. W artykule omówiono również możliwość 

zastosowania mikroRNA jako czynników terapeutycznych.  Pierwsze badanie kliniczne 

zbadało MRX34, liposomalny mimetyk mikroRNA-34, w nowotworach litych. Badanie 

I fazy potwierdziło skuteczność działania przeciwnowotworowego i wykazało 

akceptowalne bezpieczeństwo przy stosowaniu z premedykacją deksametazonem 

u pacjentów z różnymi nowotworami litymi w zaawansowanym stadium [36]. Jednak 

dalsze badania zostały przerwane z powodu poważnych zdarzeń niepożądanych 

(NCT01829971, NCT02862145) [37]. Głównym ograniczeniem dotyczącym zastosowania 

mikroRNA w terapii nowotworów jest złożoność oddziaływań pomiędzy mikroRNA 

a mRNA, gdyż jedna cząsteczka miroRNA może mieć wiele docelowych mRNA. 
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Dodatkowym wyzwaniem jest dostarczenie terapeutycznego mirkroRNA do guza 

z ograniczeniem toksyczności dla tkanek zdrowych. Stąd tez konieczne są dalsze badania 

w tym zakresie. 

Drugim artykułem przeglądowym jest praca pt. „The Role of miRNAs in the Regulation of 

Endometrial Cancer Invasiveness and Metastasis—A Systematic Review” [38]. Jest to 

przegląd systematyczny literatury dotyczący złożonej roli mikroRNA w patogenezie raka 

endometrium ze szczególnym uwzględnieniem danych dotyczących zmienionej ekspresji 

mikroRNA w tkankach i liniach komórkowych raka endometrium, a także ich roli 

w regulacji inwazji, przerzutów oraz wpływu na wyniki leczenia pacjentów. Artykuł został 

przygotowany wg wytycznych PRISMA. Spośród 379 artykułów wyszukanych w bazach 

PubMed, Embase i Scopus, 163 prace spełniły kryteria włączenia. Zidentyfikowano 106 

cząsteczek mikroRNA, których ekspresja jest zmieniona w tkankach raka endometrium, w 

tym 63 to supresory, 38 to onkomiRy, a dane dotyczące ekspresji 5 mikroRNA były 

niezgodne. W artykule podzielono cząsteczki mikroRNA na te, które wpływają na 

inwazyjność, migrację, wzrost guza i przerzuty raka endometrium. Zebrano szczegółowe 

dane dotyczące celów poszczególnych cząsteczek mikroRNA, a także procesów 

komórkowych, w których biorą udział. Szczegółowo omówiono rolę jaką mikroRNA 

pełnią w komórkach raka endometrium poprzez wpływ na proces przejścia nabłonkowo- 

mezenchymalnego, cykl komórkowy, czynniki wzrostu, cytoszkielet, epigenetykę, 

hormony, szlak sygnałowy PI3K/AKT, apoptozę, macierz pozakomórkową, szlak 

sygnałowy JAK-STAT, czynniki adhezyjne, angiogenezę, szlak sygnałowy cAMP, i inne. 

Zebrano również dane dotyczące korelacji ekspresji poszczególnych mikroRNA 

w surowicy z parametrami klinicznymi pacjentów, w tym z inwazją miometrium 

i obecnością przerzutów do węzłów chłonnych.  Badanie to ukazało złożoność procesów, 

w jakie zaangażowane są mikroRNA w patogenezie raka endometrium. 

W artykule przeglądowym pt. „The role of miR-200 family in the regulation of hallmarks 

of cancer”, opublikowanym w czasopiśmie Frontiers in Oncology, opisano rolę rodziny 

mikroRNA-200, w skład której wchodzą cząsteczki mikroRNA- 200a, -200b, -200c, -141, 

i -429.  [39]. Jest to rodzina mikroRNA, która pełni głównie rolę supresorową w komórkach 

nowotworowych poprzez wpływ na zinc-finger E-box binding homeobox (ZEB) 

i zahamowanie procesu przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego (EMT) [40]. W artykule 

omówiono rolę mikroRNA-200 w regulacji wszystkich cech nowotworów opisanych przez 

Hannahana i Weinberga, ang. hallmarks of cancer. W aktualnej wersji wyróżniamy 14 cech 
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charakterystycznych dla nowotworów, są to: stała aktywacja szlaków sygnałowych 

odpowiedzialnych za proliferację, brak reakcji na inhibitory wzrostu guza, nieśmiertelność 

replikacyjna, aktywacja inwazji i przerzutowania, zaburzenie apoptozy, indukowanie 

angiogenezy, „unikanie” nadzoru przez układ odpornościowy, utrzymywanie zapalenia 

promującego nowotworzenie, niestabilność genomu i mutacje, przeprogramowanie 

metabolizmu komórkowego, odblokowanie plastyczności fenotypowej, zaburzenie 

mikrobiomu, niemutacyjne przeprogramowanie epigenetyczne i senestencja komórkowa 

[41]. W artykule zebrano dane literaturowe na temat poziomu ekspresji rodziny 

mikroRNA-200 w tkankach różnych typów nowotworów oraz w płynach ustrojowych. 

Poziom ekspresji cząsteczek z rodziny mikroRNA-200 jest podwyższony w tkankach raka 

endometrium w porównaniu do zdrowej tkanki [42, 43]. Dodatkowo poziomy mikroRNA- 

200a i mikroRNA- 141 są podwyższone w surowicy pacjentów chorych na raka 

endometrium [43]. Omówiono również ważną rolę mikroRNA-200 w regulacji oporności 

na leczenie.  

Przeprowadzony przegląd literatury stanowił podstawę do badań oryginalnych, których 

wyniki zostały zebrane w dwóch manuskryptach. Pierwszym z nich jest praca pt. 

„Decreased expression of miR-23b is associated with poor survival of endometrial cancer 

patients” opublikowana w czasopiśmie Scientific Reports [44]. Głównym celem pracy było 

lepsze poznanie patogenezy raka endometrium poprzez ocenę ekspresji panelu mikroRNA, 

które pełnią ważną rolę w rozwoju nowotworów. W badaniu wzięło udział 30 pacjentek 

chorych na raka endometrium. Wśród nich u 18 zdiagnozowano raka endometrium typu I, 

a u 12 z nich raka surowiczego endometrium (typu II). Kontrolę stanowiło 15 pacjentów 

operowanych z innych powodów, m.in. z powodu mięśniaków macicy, a ich endometrium 

oceniono jako zdrowe w badaniu histopatologicznym. Przy zastosowaniu techniki LCM 

z preparatów FFPE precyzyjnie wycięto tylko komórki nowotworowe i zdrowe 

endometrium, co umożliwiło dalszą analizę bez zaburzenia wyników wynikających 

z obecności nienowotworowych tkanek otaczających [45]. W tak przygotowanym 

materiale oceniono poziom ekspresji panelu 16 cząsteczek mikroRNA: mikroRNA-21, 

mikroRNA-23b, mikroRNA-34a-5p, mikroRNA- 96-5p, mikroRNA-134-5p, mikroRNA-

146-5p, mikroRNA-150-5p, mikroRNA-181b-5p, mikroRNA-199a-3p, mikroRNA-200b-

3p, mikroRNA-211-3p, mikroRNA-221-3p, mikroRNA-410-3p i mikroRNA-451a. 

Badanie wykazało obniżony poziom ekspresji cząsteczek mikroRNA-23b, mikroRNA-

125b-5p, mikroRNA-199a-3p, mikroRNA-221-3p i mikroRNA-451a w tkankach raka 
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endometrium w porównaniu do zdrowej tkanki. Dodatkowo, poziom ekspresji mikroRNA-

34a-5p i mikroRNA-146-5p był wyższy w tkankach raka endometrium endometrioidalnego 

w porównaniu do surowiczego raka endometrium. W celu potwierdzenia tych danych 

przeprowadzono analizę 418 tkanek raka endometrium zebranych w TCGA wykorzystując 

bazę danych OncomiR [46]. Potwierdzono istotne statystycznie obniżenie poziomu 

ekspresji mikroRNA -23b, mikroRNA-125b-5p, mikroRNA- 199a-3p i mikroRNA-221-3p 

w tkankach raka endometrium w porównaniu do zdrowej tkanki. Dodatkowo, obniżona 

ekspresja mirkoRNA-23b korelowała z gorszym przeżyciem pacjentów, co sprawdzono 

przy zastosowaniu OncoLnc [47]. W kolejnym etapie przeprowadzono badania in vitro w 

celu oceny roli jaką pełni mikroRNA-23b w komórkach raka endometrium. W tym celu 

komórki linii Ishikawa transfekowano syntetycznymi mimetykiem i inhibitorem 

mikroRNA-23b oraz ich kontrolami, a następnie przeprowadzono test proliferacji 

komórkowej. Zaobserwowano zahamowanie proliferacji komórek raka endometrium po 

transfekcji syntetycznym mikroRNA-23b. Natomiast zastosowanie inhibitora mikroRNA-

23b powodowało zwiększoną proliferację komórek linii Ishikawa. W związku z tym 

mikroRNA-23b pełni rolę supresora w komórkach raka endometrium. Następnie wykonano 

analizę bazy danych ENCORI w celu identyfikacji mechanizmu działania mikroRNA-23b 

[48]. Pokazano, że mirkroRNA-23b reguluje kluczowe szlaki komórkowe, m.in. szlak 

sygnałowy p53, szlak sygnałowy Wnt, szlak sygnałowy mTOR, cykl komórkowy, 

cytoszkielet. Badanie to wskazało cząsteczki mikroRNA, które potencjalnie mogą służyć 

jako biomarkery choroby, w szczególności mikroRNA-23b. Natomiast głównym 

ograniczeniem pracy była liczba analizowanych preparatów. Stąd tez konieczne są dalsze 

badania dotyczące zastosowania klinicznego badanych mikroRNA. 

Głównym celem projektu doktorskiego było zbadanie roli indukowanych przez estradiol 

mikroRNA w raku endometrium. Wyniki przeprowadzonych w tym celu badań zebrano w 

manuskrypcie pt. „Estradiol induces global changes in miRNA expression in endometrial 

cancer cells and upregulates oncogenic miR-182” opublikowanym jako preprint w 

bioRxiv. W pracy wykorzystano linię raka endometrium Ishikawa, która charakteryzuje się 

obecnością receptorów estrogenowych [49]. Aby zbadać poziom ekspresji cząsteczek 

mikroRNA zastosowano szerokospektralną metodę mikromacierzy. W ten sposób 

oceniono poziom ekspresji 754 cząsteczek mikroRNA w komórkach raka endometrium, 

które były uprzednio inkubowane z estradiolem przez 48 godzin.  Spośród nich wybrano 

26 mikroRNA, których ekspresja wzrosła najbardziej pod wpływem estradiolu. Poziom 
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ekspresji wybranych mikroRNA zbadano w tkankach FFPE pochodzących od 

30 pacjentów z rakiem endometrium (18 pacjentów z rakiem endometrium typu I, 

12 pacjentów z rakiem endometrium typu II) i od 15 pacjentów ze zdrowym endometrium. 

Tkanki zostały wcześniej przygotowane przy zastosowaniu LCM. Zaobserwowano 

zwiększony poziom ekspresji mikroRNA-182 w tkankach raka endometrium typu I w 

porównaniu do zdrowego endometrium, obniżony poziom ekspresji mikroRNA- 27b w 

tkankach raka endometrium typu II w porównaniu do zdrowego endometrium oraz 

obniżony poziom ekspresji mikroRNA-140 w tkankach raka endometrium typu I i typu II 

w porównaniu do zdrowego endometrium. Do badań funkcjonalnych in vitro wybrano 

mikroRNA-182. Komórki raka endometrium linii Ishikawa były tranfekowane 

synetynczymi mimetykiem i inhibitorem mikroRNA-182 oraz ich odpowiadającymi 

kontrolami.  Zaobserwowano, że zwiększony poziom mikroRNA-182 powodował 

zwiększenie proliferacji komórek nowotworowych, a obniżenie poziomu mikroRNA-182 

prowadziło do zahamowania proliferacji komórek Ishikawa. Badanie to pokazało, że 

mikroRNA-182 pełni rolę onkomiRNA w komórkach raka endometrium. Kolejnym 

etapem było ustalenie mechanizmu działania mikroRNA-182 w raku endometrium. W tym 

celu z transfekowanych komórek wyizolowano RNA, a następnie przy zastosowaniu RT-

qPCR zbadano poziom ekspresji wybranych na podstawie literatury targetów. Oceniono 

rolę mikroRNA-182 w regulacji kluczowych szlaków sygnałowych odpowiadających m.in. 

za proces przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego, apoptozę i proliferację komórek raka 

endometrium. Zaobserwowano, że zahamowanie mikroRNA-182 prowadzi do 

zwiększonej ekspresji SMAD4, który jest elementem szlaku TGFβ [50].  Natomiast 

konieczne są dalsze badania dotyczące bezpośredniego punktu uchwytu mikroRNA-182 

i jego mechanizmu działania.  

Podsumowując, w pracy doktorskiej zidentyfikowano mikroRNA, które są indukowane 

przez estradiol w komórkach raka endometrium metodą mikromacierzy. W obu pracach 

oryginalnych łącznie zbadano poziom ekspresji 42 cząsteczek mikroRNA 

z wykorzystaniem 30 preparatów FFPE od pacjentów chorych na raka endometrium i 15 

pacjentów ze zdrowym endometrium. Rola wybranych mikroRNA została zbadana w 

testach in vitro.  

W pracy doktorskiej pokazano, że mikroRNA-23b, którego ekspresja była obniżona w 

tkankach raka endometrium, pełni rolę supresora proliferacji komórek raka endometrium 

w badaniach in vitro, a poziom jego ekspresji koreluje z przeżyciem pacjentek z rakiem 
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endometrium. Natomiast indukowany przez estradiol w komórkach raka endometrium 

mikroRNA-182 pełni rolę onkomiRNA i stymuluje proliferację komórek raka 

endometrium w badaniach in vitro, a poziom jego ekspresji koreluje z poziomem ekspresji 

ważnego czynnika sygnałowego SMAD4. Głównymi ograniczeniami badania była mała 

liczba pacjentów włączonych do badania oraz brak danych klinicznych dotyczących 

pacjentów, co uniemożliwiło korelację wyników badań m. in. z czasem przeżycia 

pacjentów i innymi parametrami. Konieczne są także dalsze badania dotyczące 

mechanizmu działania mikroRNA-23b i mikroRNA-182. 
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Założenia i cel pracy 

Dotychczas opisywana była rola cząsteczek mikroRNA w patogenezie wielu 

nowotworów. Istniały także doniesienia naukowe na temat wpływu estradiolu na 

ekspresję mikroRNA w komórkach nowotworowych. Jednak rola regulacji 

mikroRNA przez estradiol była słabo zbadana w modelu raka endometrium. Stąd 

też konieczne były badania nad rolą estradiolu w regulacji ekspresji cząsteczek 

mikroRNA oraz ich roli w patogenezie raka endometrium i potencjalnej roli jako 

biomarkerów. 

Głównym celem projektu było zbadanie osi estradiol- mikroRNA w komórkach 

raka endometrium, określenie poziomu ekspresji cząsteczek mikroRNA w tkankach 

raka endometrium i zdrowego endometrium, a następnie określenie ich wpływu na 

komórki raka endometrium w badaniach in vitro oraz poznanie mechanizmu 

odziaływania na komórki nowotworowe. 

Poszczególne cele pracy doktorskiej to: 

• Przegląd literatury na temat roli mikroRNA w regulacji migracji, 

inwazyjności i przerzutów komórek nowotworowych; 

• Przegląd systematyczny literatury na temat roli mikroRNA w regulacji 

inwazyjności i przerzuto komórek raka endometrium; 

• Przegląd literatury na temat wpływu rodziny mikroRNA-200 na różne 

cechy nowotworów zaproponowane przez Hanahana i Weinberga; 

• Identyfikacja indukowanych przez estradiol cząsteczek mikroRNA 

w komórkach raka endometrium; 

• Zbadanie poziomu ekspresji cząsteczek mikroRNA w tkankach 

surowiczego i endometrioidnego raka endometrium oraz w tkankach 

zdrowego endometrium; 

• Zbadanie wpływu poszczególnych cząsteczek mikroRNA na komórki raka 

endometrium w badaniach in vitro; 

• Określenie roli mikroRNA jako biomarkerów w modelu raka endometrium; 

• Zbadanie mechanizmu działania mikroRNA w komórkach raka 

endometrium. 
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Decreased expression of miR-23b is associated with poor survival of 

endometrial cancer patients 
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Estradiol induces global changes in miRNA expression in endometrial 

cancer cells and upregulates oncogenic miR-182 
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Podsumowanie i wnioski 

W pracy doktorskiej zebrano i usystematyzowano dotychczasową wiedzę dotyczącą roli 

mikroRNA w regulacji inwazyjności i przerzutów komórek nowotworowych, ze 

szczególnym uwzględnieniem ich roli w modelu raka endometrium. Wyniki 

przeprowadzonych badań oryginalnych wykazały szczególną rolę osi estradiol-mikroRNA 

w patogenezie raka endometrium. Mogą one posłużyć jako podstawa do dalszych badań 

nad rolą mikroRNA jako biomarkerów raka endometrium- zarówno jako wczesnego 

markera choroby, jak i jej czynnika prognostycznego. 

Szczegółowe wyniki badań w ramach pracy doktorskiej: 

• Estradiol wpływa na globalną zmianę poziomu ekspresji cząsteczek mikroRNA 

w  komórkach raka endometrium; 

• Ekspresja miR-23b, miR-125-b-5p, miR-140, miR-199a-3p, miR-221-3p i miR-

451a jest obniżona w tkankach raka endometrium w porównaniu do zdrowego 

endometrium; 

• Ekspresja miR-34a-5p i miR-146-5p jest wyższa w tkankach raka endometrium 

typu I w porównaniu do raka endometrium typu II; 

• Ekspresja miR-182 jest podwyższona w tkankach raka endometrium typu I 

w porównaniu do zdrowego endometrium;  

• Ekspresja miR-27b jest obniżona w tkankach raka endometrium typu II 

w porównaniu do zdrowego endometrium; 

• Obniżona ekspresja miR-23b jest związana z gorszym rokowaniem u pacjentów;  

• MiR-23b hamuje proliferację komórek raka endometrium linii Ishikawa;  

• MiR-182 zwiększa proliferację komórek raka endometrium linii Ishikawa;  

• Zahamowanie miR-182 powoduje zwiększenie ekspresji SMAD4, który jest 

członkiem szlaku sygnałowego TGFβ. 
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