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Izvleček
Med bolnicami z rakom dojk obstajajo velike razlike v pojavnosti neželenih učinkov po obsevanju, 
k čemur lahko prispevajo tudi različni molekularni dejavniki. V raziskavi želimo poiskati miRNA, 
ki bi lahko služile kot označevalci odgovora na zdravljenje z obsevanjem ter raziskati povezavo med 
izražanjem miRNA v plazmi in neželenimi učinki zdravljenja z obsevanjem na koži in na srcu pri 
bolnicah z duktalnim karcinomom in situ.

Uvod

Rak dojk je najpogostejša oblika raka pri ženskah in njegova incidenca še narašča (1). 
Okoli 20 % novo ugotovljenih primerov raka dojk predstavlja duktalni karcinom in 
situ (angl. ductal carcinoma in situ, DCIS), neinvazivna oblika raka dojk, ki se razvije v 
duktusu mamarne žleze (2).
Bolnice z DCIS večinoma zdravimo kirurško in z obsevanjem. Dopolnilno obsevanje 
izboljša lokalno kontrolo bolezni, vendar pa se pri bolnicah, ki se zdravijo z obsevanjem, 
lahko pojavijo tako akutni kot kasni neželeni učinki zdravljenja, kar zmanjšuje kakovost 
življenja bolnic (3). Najpogosteje se pojavijo neželeni učinki na koži, med najbolj 
problematičnimi pa so neželeni učinki na srcu.
Sedanje strategije zdravljenja DCIS temeljijo na konvencionalnih klinično-
patoloških napovednih dejavnikih in ne omogočajo prilagajanja zdravljenja na podlagi 
individualnega tveganja za ponovitev bolezni, napredovanje v invazivno bolezen ali 
pojav neželenih učinkov, kar lahko vodi v premalo ali preveč agresivno zdravljenje  
(3-5). K interindividualnim razlikam v pojavnosti neželenih učinkov po obsevanju lahko 
prispevajo tudi različni molekularni dejavniki, med drugimi tudi miRNA.
miRNA so kratke nekodirajoče RNA, vključene v potranskripcijsko uravnavanje izražanja 
genov. Vežejo se na 3'-neprevedljivo regijo tarčnih mRNA, kar vodi do zmanjšanja 
translacije ali celo razgradnje mRNA (6). Pri raku je uravnavanje miRNA spremenjeno, 
kar lahko spodbudi ali inhibira napredovanje tumorjev ali metastaz (2). Različne miRNA 
lahko uravnavajo celični cikel, apoptozo, celično proliferacijo in diferenciacijo, migracijo, 
invazijo in metastaziranje (7). V tumorskem tkivu in krvi bolnic z rakom dojk je pogosto 
povišana raven izražanja onkogenih miRNA, ki uravnavajo izražanje tumor supresorskih 
genov. Pri DCIS so miRNA vpletene v regulacijo adhezije celic, signalizacijo TGF-β in 
v modulacijo zunajceličnega matriksa (2). Raziskave kažejo, da lahko miRNA sodelujejo 



322

tudi pri odgovoru na zdravljenje z obsevanjem, njihova vloga pri razvoju neželenih 
učinkov obsevanja pa še ni dobro pojasnjena (8).
V naši raziskavi želimo poiskati miRNA, ki bi lahko služile kot označevalci odgovora 
na zdravljenje z obsevanjem, ter raziskati povezavo med izražanjem miRNA v plazmi in 
neželenimi učinki zdravljenja z obsevanjem pri bolnicah z DCIS.

Zasnova raziskave in metode

Bioinformatska analiza

S pomočjo podatkovnih zbirk in pregleda literature smo določili nabor miRNA, ki 
so povezane z izpostavljenostjo sevanju v različnih modelnih sistemih (6). Z uporabo 
podatkovne zbirke Human microRNA Disease Database (HMDD) smo poiskali 
miRNA, povezane z rakom dojk, za katere so potrdili, da se spremenjeno izražajo v krvi 
(9). Za miRNA smo preverili tudi izražanje v tumorskem tkivu raka dojk v podatkovni 
zbirki miR-TV, ki omogoča analizo podatkov, zbranih v zbirki The Cancer Genome 
Atlas (TCGA) (10).
Ker na izražanje miRNA lahko vplivajo tudi genetske spremembe, smo v genih, ki 
kodirajo za izbrane miRNA, s pomočjo pregleda literature in podatkovne zbirke dbSNP 
poiskali še potencialno funkcionalne polimorfizme, ki so pogosti v evropski populaciji 
(frekvenca redkejšega alela več kot 5 %).
Klinična raziskava

V prospektivno raziskavo bomo vključili 121 bolnic z DCIS, ki so bile zdravljene z 
obsevanjem na Onkološkem inštitutu Ljubljana. Za vse bolnice smo zbrali vzorce krvi 
pred začetkom zdravljenja z obsevanjem, po zaključku obsevanja in ob kontrolnem 
pregledu po 6 mesecih. Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za 
medicinsko etiko.
Za bolnice bomo pridobili podatke o akutnih neželenih učinkih zdravljenja z obsevanjem. 
Za spremljanje neželenih učinkov na koži bomo uporabili kriterije CTCAEv.5 in 
LENT-SOMA, za spremljanje neželenih učinkov na srcu pa nivo N-konca pro-B-tipa 
natriuretičnega peptida (NT-proBNP) in oceno morebitnega srčnega popuščanja s 
pomočjo lestvice Newyorškega združenja za srce (angl. New York Heart Association, 
NYHA). Prav tako bomo pri bolnicah spremljali pojav morebitnih zgodnjih sprememb 
na srcu s pomočjo slikovnih preiskav (ultrazvok in magnetna resonanca).
Pri bolnicah bomo spremljali izražanje izbranih miRNA v plazmi in določili prisotnost 
pogostih polimorfizmov v genih za miRNA. Za izolacijo miRNA bomo uporabili 
vzorce plazme, za izolacijo DNA pa vzorce periferne krvi. Za določanje izražanja 
miRNA v različnih časovnih točkah bomo uporabili kvantitativni PCR, za določanje 
polimorfizmov pa alelno-specifični PCR. Preverili bomo, ali se izražanje izbranih 
miRNA pri bolnicah z DCIS pri zdravljenju z obsevanjem spremeni, ter ovrednotili 
povezavo teh miRNA in njihove genetske variabilnosti s pojavom neželenih učinkov 
obsevanja.



3 23

Rezultati

Rezultati bioinformatske analize

V različnih modelnih sistemih je bilo 20 miRNA povezanih z izpostavljenostjo sevanju 
(6). Glede na podatke HMDD so v dosedanjih raziskavah poročali o 163 miRNA, 
katerih izražanje v krvi je bilo spremenjeno pri vsaj eni obliki raka dojk. Od teh je bilo 53 
(32,5 %) miRNA identificiranih v več kot eni raziskavi. S presekom rezultatov obeh analiz 
smo dobili nabor 11 miRNA, ki bi lahko služile kot potencialni neinvazivni označevalci 
odgovora na zdravljenje z obsevanjem pri raku dojk (Tabela 1). Pri vseh teh miRNA je 
bilo tudi v tumorskem tkivu pri raku dojk izražanje drugačno kot v normalnem tkivu. 
V genih za miRNA smo identificirali 9 pogostih polimorfizmov, ki bi lahko vplivali na 
njihovo izražanje (Tabela 1).
Pričakovani rezultati prospektivne raziskave

V raziskavi bomo opredelili, kako se izražanje izbranih miRNA spreminja tekom 
zdravljenja z obsevanjem ter preverili, ali miRNA oziroma njihova genetska variabilnost 
vpliva na izid zdravljenja. Pričakujemo, da bomo tako identificirali nove biološke 
označevalce, povezane z akutnimi neželenimi učinki zdravljenja z obsevanjem, kar bi 
lahko pripomoglo k boljšemu razumevanju odgovora na zdravljenje pri bolnicah z DCIS. 
Izražanje cirkulirajočih miRNA pred terapijo bi lahko pomagalo napovedati akutne 
neželene učinke, izražanje miRNA po obsevanju pa bi lahko pomagalo pri identifikaciji 
bolnic, ki potrebujejo spremembo zdravljenja ali pa bi pomagalo napovedati pojav 
neželenih učinkov (11).

Tabela 1. Seznam miRNA, ki bi lahko služile kot neinvazivni označevalci odgovora na 
zdravljenje z obsevanjem pri raku dojk.

miRNA
Izražanje v tumorskem tkivu pri raku 

dojk
Izbrani polimorfizmi v genih 

za miRNA
hsa-let-7a Znižano rs10739971

hsa-miR-16 Povišano rs9535416
hsa-miR-17 Povišano rs9588884

hsa-miR-19b Povišano /
hsa-miR-20a Povišano /
hsa-miR-21 Povišano rs1292037

hsa-miR-34a Povišano rs2666433
hsa-miR-106b Povišano rs999885
hsa-miR-125b Znižano rs2241490
hsa-miR-143 Znižano rs4705343
hsa-miR-221 Minimalno povišano rs2858060

Zaključek

V raziskavi želimo identificirati miRNA, ki bi lahko služile kot označevalci odgovora na 
zdravljenje z obsevanjem pri raku dojk. Boljše poznavanje molekularnih mehanizmov, ki 
sodelujejo pri odgovoru na zdravljenje z obsevanjem, je ključno za identifikacijo novih 
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napovednih dejavnikov, ki bi omogočili bolniku prilagojeno zdravljenje, na primer 
stratifikacijo bolnic in izbor zdravljenja pri DCIS, kar bi lahko zmanjšalo pojav neželenih 
učinkov in izboljšalo izid zdravljenja.
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