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W Polsce diagnozuje si¢ okoto 3000 nowych przypadkéw nowotwordéw tarczycy rocznie
i liczba ta wcigz rosnie. Wsrod nowotwordw tarczycy wyrozniamy cztery gidwne typy: rak
brodawkowaty, pecherzykowy, rdzeniasty oraz anaplastyczny. Najczescie] wystepujacym
nowotworem zlosliwym tarczycy jest rak brodawkowaty (PTC, ang. Papillary Thyroid
Carcinoma), nalezacy do rakow zréznicowanych, ktory stanowi okoto 85% wszystkich
diagnozowanych przypadkow. Nowotwory gruczolu tarczowego sa najczestszymi
nowotworami gruczotdw endokrynnych.

Leczenie zroznicowanych nowotworéw tarczycy polega na chirurgicznej resekcji catego
gruczotu 1 regionalnych weztow chlonnych oraz zastosowaniu leczenia uzupehiajgcego
przez podanie jodu promieniotworczego (131 1). Celem leczenia jodem radioaktywnym jest
zniszczenie pozostatych po operacji komorek nowotworowych. Leczenie 131 1 jest mozliwe
dzieki unikalnej zdolnosci komoérek gruczohn do pobierania jonéw jodkowych z krwiobiegu
do wnetrza pecherzykow tarczycowych, wynikajacej z aktywno$ci specyficznych
przenosnikOw — miedzy innymi symportera sodowo-jodowego NIS. Niestety, licznym
przypadkom raka tarczycy towarzyszy znaczgce obnizenie ekspresji genu SLC5HAD5,
kodujgcego symporter sodowo-jodowy. Konsekwencjg tego zaburzenia jest zmniejszona
wydajnos$¢, a czgsto zupelny brak poboru jodu radioaktywnego przez tkanke nowotworowa.
Obnizenie ekspresji genu kodujgcego NIS skutkuje uposledzeniem poboru jodu przez
komorki tarczycy, zahamowaniem procesu syntezy hormondw tarczycy, w ktorych jod jest
niezbednym skfadnikiem, oraz licznymi zmianami w fizjologii komorki. Zjawiska
powodujace obnizenie poziomu NIS w raku tarczycy nie sa dokladnie poznane.
Podejmowane sg proby przywrdcenia wlasciwego poziomu symportera w tkance tarczycy,
wsrdd nich np. stymulacja komoérek rekombinowang tyreotroping, czy proby wprowadzenia
funkcjonalnego genu za pomoca wirusowych i nie wirusowych transfekcji komorek.
Symporter sodowo-jodowy NIS jest kodowany przez gen SLC5A5, zlokalizowany
na chromosomie 19. w pozycji 19p13 i zbudowany z 15 eksondéw i 14 intronow. Gen

SLC5A5 ulega ekspresji w wielu tkankach, ale w tarczycy jego ekspresja jest najwieksza.



Biatkowy produkt genu nalezy do duzej rodziny bialek odpowiadajacych za transport
anionéw (SLC5, ang, Solute carrier family 5). Mechanizmy prowadzace do obnizenia jego
ekspresji w PTC nie sg dobrze poznane, ale w nowotworach tarczycy obserwuje si¢

deregulacje¢ licznych czasteczek mikroRNA, co moze leze¢ u podloza tego zjawiska.

MikroRNA sa krotkimi ok. 22-nukleotydowymi niekodujacymi czasteczkami RNA,
wpltywajacymi na regulacje ekspresji gendow poprzez wigzanie ze specyficznymi
sekwencjami w regionie 3°’UTR ich transkryptow. Kazda dojrzata czgsteczka mikroRNA
powstaje z jednego ramienia struktury spinki, i nazwana jest -3p albo -5p w zaleznosci od
tego, z ktorego ramienia spinki powstaje. Sekwencja odpowiadajaca za wigzanie z 3’'UTR
genu docelowego nazywana jest regionem ,,seed”, bedacym sekwencjg siedmiu nukleotydow
(od 2. do 8.) dojrzalej czasteczki. Zwigzanie mikroRNA w regionie 3’UTR transkryptu
prowadzi do zahamowania dalszych etapéw biosyntezy biatka. W nowotworach dochodzi do
znacznej nadekspresji wielu czasteczek mikroRNA, co prowadzi do znacznego obnizenia
poziomu docelowych transkryptow i biatek. Deregulacje poziomu mikroRNA opisano takze
w raku brodawkowatym tarczycy. Szczegdlng rodzing mikroRNA, ktorej wptyw na rozwoj
PTC zostal potwierdzony w licznych badaniach, jest rodzina mikroRNA miR-146.
MiR-146b-5p jest czasteczkg, ktora ulega najwyzszej ekspresji w tkance PTC, za$
polimorfizm pojedynczego nukleotydu w sekwencji miR-146a-3p (SNP G>C, rs2910164)
jest czynnikiem predysponujagcym do PTC. Ponadto, locus rs2910164 jest miejscem czestych
mutacji somatycznych w tkance PTC. Fakt, ze rs2910164 jest zlokalizowany w regionie
odpowiedzialnym za wigzanie miR-146a-3p z docelowym mRNA powoduje, ze powstajgce
dojrzate czasteczki mikroRNA maja r6zne geny docelowe. Pacjenci, ktorzy posiadajg
heterozygotyczny wariant 1s2910164 maja w komorkach 3 produkty genu dla mir-146a:
miR-146a-5p, miR-146a-3p*C i miR-146a-3p*G.

Glownym celem niniejszej pracy byla identyfikacja czasteczek mikroRNA, ktore wigzg
si¢ Z3’'UTR genu SLC5A5 i odpowiadaja za regulacje jego ekspresji. Celem pracy bylo
takze wykazanie, ze zmieniajac poziom mikroRNA w komorce, mozna przywrocic
prawidtowa ekspresje 1 funkcje NIS oraz wptyna¢ na fenotyp komoérek nowotworowych.
Analiza PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzona na 47 parach tkanek pochodzacych od
pacjentow z PTC oraz kontroli od tego samego pacjenta wykazata 9-krotne obnizenie
poziomu ekspresji genu SLC5A5 w tkance nowotworowej (p=8x107). Dodatkowo, analiza
danych klinicznych pacjentow wykazata ujemna korelacje pomigdzy ekspresja SLC5AS
a wielkoscia guza (R=-0,32; p=0,026). W kolejnych etapach podjeto zatem probe



zidentyfikowania mechanizmoéw, ktore moga prowadzi¢ do obnizenia ekspresji symportera
NIS wPTC.

Analiza in silico pozwolita na identyfikacje czasteczek mikroRNA, ktore potencjalnie moga
wigzaé oraz wplywa¢ na regulacje genu SLC5A5: miR-129-2-3p, miR-146a-5p,
miR-146a-3p, mMiR-146b-5p, miR-146b-3p, miR-21-5p, miR-221-3p, miR-29b-3p oraz
mMiR-339-5p. Bezposrednie wigzanie pomigdzy zidentyfikowang czasteczka mikroRNA
a SLC5A5 bylo badane w systemie lucyferazowym, w ktorym obecnos¢ interakcji objawia
si¢ obnizeniem aktywnosci lucyferazy i spadkiem luminescencji. Znaczace obnizenie
aktywnos$ci lucyferazy wykazano dla miR-146b-3p (34%, p=0,03), miR-146b-5p (25%,
p=0,006), miR-146a-5p-3p*C (22%, p=0,0001), miR-146a-5p-3p*G (17%, p=0,0004),
miR-339-5p (21%, p=0,006) oraz miR-129-2-3p (29%, p=0,004). Wyniki otrzymane dla
miR-21-5p, miR-221-3p oraz miR-29b-3p wskazuja, ze te czasteczki mikroRNA nie
odpowiadaja za bezposrednig regulacje ekspresji SLC5AS5 poniewaz nie wigzg si¢ z 3’UTR
tego genu.

Ponadto, poziom mRNA SLC5A5 byt zalezny od genotypu rs2910164 w miR-146a-3p.
W tkankach o genotypie GC, w ktorym ekspresji ulegajag wszystkie 3 czasteczki
polimorficznego mikroRNA (miR-146b-5p, miR-146a-5p-3p*C, miR-146a-5p-3p*G)
poziom ekspresji SLC5A5 jest obnizony 10,77-krotnie w stosunku do tkanek o genotypie GG
(p=0,001).

Analiza PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzona w 47 parach tkanek PTC-tkanka
kontrolna, w ktorych uprzednio oznaczano poziom transkryptu NIS, wykazata 15,7-krotny
wzrost ekspresji miR-146b-3p (p=3,3x10®) oraz 15,6-krotny wzrost ekspresji miR-146b-5p
(p=2,1x10"). Dodatkowo, poziom ekspresji NIS wykazat ujemna korelacje z poziomem obu
czasteczek mikroRNA: miR-146b-3p (R=-0,40; p=0,01) oraz miR-146-5p (R=-0,47;
p=0,002). Réznica poziomu PTC/tkanka kontrolna dla miR-129-2-3p, miR-146a-5p oraz
miR-339-5p nie byta istotna statystycznie, jednakze z uwagi na udowodniony zwigzek
z PTC, miR-146a zostat wiaczony do dalszych badan.

Do badan funkcjonalnych wykorzystano komoérki linii MCF7 indukowane kwasem
retinowym i hydrokortyzonem (tRA/H). Jest to dobrze scharakteryzywany model,
umozliwiajacy prowadzenie funkcjonalnych analiz biatka NIS. Komorki poddawano
transfekcji inhibitorami mikroRNA, bedacymi czasteczkami syntetycznymi, badZ wektorami
plazmidowymi czyli tzw. sponge. Wzrost ekspresji mMRNA genu SLC5A5 uzyskano po
wykorzystaniu inhibitorow mikroRNA: miR-146b-3p (1,76 krotny wzrost; p=0,02),

miR-146b-5p (1,77 krotny wzrost; p=0,0009) oraz po roéwnoczesnym zahamowaniu
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miR-146b-3p i miR-146b-5p (miR-146b, 3 krotny wzrost; p=0,0029). Zastosowanie
inhibitora, ktorego celem bylo usuni¢cie z komorki produktow polimorficznego genu
miR-146a (miR-146a-5p-3p*C-3p*G) spowodowalo 2,86 krotny wzrost poziomu NIS
(p=0,0001). Wyniki uzyskane po zastosowaniu inhibitora dla miR-146a-5p nie byly istotne
statystycznie.

Po wykorzystaniu inhibitorow mikroRNA miR-146b oraz miR-146a-5p-3p*C-3p*G
zaobserwowano takze zwigkszenie poboru jodu radioaktywnego przez komorki linii MCF7.
Efektem zahamowania aktywnosci obu czgsteczek miR-146b byt 1,22 krotny wzrost poboru
jodu radioaktywnego (p=0,03), za$ zahamowanie wszystkich produktow polimorficznego
miR-146a (miR-146a-5p-3p*C-3p*G) spowodowato 1,24 krotny wzrost poboru jodu
(p=0,006). Dodatkowo, zastosowanie inhibitorow spowodowato zmniejszenie ruchliwosci
komorek 1,4 x (miR-146b-3p, p=0,002) i 1,3x (miR-146b-5p, p=0,008).

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze mikroRNA z rodziny miR-146 oraz miR-129-2-3p
i MiR-339-5p uczestniczg W regulacji ekspresji genu SLC5A5, a inhibicja mikroRNA
z rodziny miR-146 skutkuje przywréceniem prawidlowej ekspresji i funkcji symportera
sodowo-jodowego NIS. W trakcie realizacji innego projektu wykazaliSmy, ze mikroRNA
mMiR-146 reguluja takze ekspresj¢ receptora kwasu retinowego RARP. Tym samym,
zastosowanie specyficznych inhibitorow moze skutkowaé rownoczesng indukcjg NIS
I RARP, zwickszajac skuteczno$¢ terapii jodem radioaktywnym i kwasem retinowym.
W przysziosci wyniki te mogg stanowi¢ podstawe do terapii genowych w nowotworach

opornych na leczenie jodem radioaktywnym.



