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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Czgsteczki mikroRNA sa krétkimi, niekodujacymi oligonukleotydami odpowiadajacymi za po-
transkrypcyjna regulacje ekspresji genéw. W wyniku ich aktywnosci kontrolowanych jest wiele
proceséw komdrkowych oraz szlakéw sygnalizacyjnych. Od 2010 roku wiadomo, ze wchodza
one w sktad mleka kobiecego, ktére obecnie uznaje sie za jedno z najbogatszych pokarmowych
zrédet mikroRNA. Funkgje tych czasteczek w organizmie karmionego mlekiem matki dziecka sg
zwigzane z ksztaltowaniem sie uktadu odpornosciowego, wzrostem i prawidtowym rozwojem.
Wykazano, ze czgsteczki mikroRNA pochodzace z mleka kobiecego sa stabilne w warunkach
in vitro symulujacych trawienie w przewodzie pokarmowym niemowlecia oraz moga podlegaé
wchlanianiu przez enterocyty, przez co stanowia potencjalnie bioaktywny sktadnik mleka
kobiecego sprzyjajacy rozwojowi niemowlat karmionych piersig. Ochrone przed degradacja
w wyniku dziatania RNaz badZ niskiego pH zapewnia otoczka egzosomdw, ktdre stanowia nosnik
mikroRNA we frakcji odtluszczonej mleka, natomiast we frakgji lipidowej i komérkowej funkcje
te przypisuje sie koloidalnym skupiskom pecherzykéw, zwanych kuleczkami ttuszczowymi, oraz
laktocytom. W przeciwieristwie do mleka matki, sztuczne mieszanki mlekozastepcze zawieraja
tylko nieliczne czgsteczki mikroRNA - co wiecej - wywodzace sie od innych organizméw.
Mozna przypuszczal, ze dodatek krétkich RNA o sekwencjach identycznych z mikroRNA wy-
stepujacymi naturalnie w mleku kobiecym do preparatéw do karmienia zastepczego niemowlat
moze staé sie nowym, waznym sktadnikiem mieszanek mlekozastepczych.

mikroRNA - mleko kobiece « kwasy nukleinowe w zywnosci - bioaktywne sktadniki mleka kobiecego

Summary

MicroRNAs are short, non-coding oligonucleotides that regulate gene expression at the post-
transcriptional level. These small molecules participate in the control of various cellular pro-
cesses and signalling pathways. Since 2010 microRNAs have been recognized as a new bioactive
component of breastmilk, which is an exceptionally rich source of these oligonucleotides. In
infants fed with breastmilk, microRNAs are involved in the growth and proper development
as well as maturation of the immune system. It has been demonstrated that microRNAs are
resistant to harsh conditions during in vitro digestion in simulated gastrointestinal tract of
a newborn and, therefore, may be absorbed by the intestinal cells. Protection against RNase
activity and low pH is provided by exosomes, which are carriers of microRNAs in skim milk
or by fat globules and milk cells. It has been reported that, in contrast to human milk, infant
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formulas contain only a few microRNAs, which have been derived from other organisms, such
as cow or soy. It may be presumed that supplementing infant formulas with microRNAs iden-
tical with those which occur naturally in breastmilk may constitute a new way of designing
artificial substitutes for human breastmilk.
Keywords: microRNAs - human milk - breastmilk - breastfeeding - dietary nucleic acids - breastmilk bioactive
components
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a-LA - a-laktoalbumina (a-lactalbumin); Akt - kinaza Akt (kinase Akt); B4GalT1 - B-1,4-
galaktozylotransferaza 1 (3-1,4-galactosyltransferase 1); AGPAT6 — O-acylotransferaza 6 1-acy-
loglicerolo-3-fosforanu (1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 6); ATPaza — adenozyno-
trifosfataza (adenylpyrophosphatase); DGCR8 - podjednostka kompleksu mikroprocesorowego
(DiGeorge syndrome critical region 8); DNMT1 — metylotransferaza DNA 1 (DNA methyltransfe-
rase 1); DNMT3b - metylotransferaza DNA 3b (DNA methyltransferase 3b); ER - receptory es-
trogenowe (estrogen receptors); ERBB3 - receptor czynnika wzrostu naskorka (tyrosine-protein
kinase erbB-3 receptor); FTO - gen podatnosci na otytos¢ (fat mass and obesity-associated gene);
GHR - receptor hormonu wzrostu (growth hormone receptor); GLUT1 - transporter glukozy 1
(glucose transporter 1); hGH - ludzki hormon wzrostu (human growth hormone); HIEC - linia
komérkowa krypt jelitowych zdrowych komérek nabtonkowych jelita cienkiego (normal human
intestinal epithelial crypt-like cells); IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (insulin-like
growth factor 1); IGF-IR - receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu (insulin-like growth
factor-l receptor); INS — insulina (insulin); INSR - receptor insuliny (insulin receptor); JAK2 - ki-
naza Janus 2 (Janus kinase 2); miR — mikroRNA (microRNA); mTOR - kinaza mTOR (mammalian
target of rapamycin); ORP9 - biatko powigzane z biatkiem wigzacym oksysterol (oxysterol binding
protein-related protein 9); PI3K - kinaza fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol-3-kinase);
pre-mikroRNA - prekursorowy mikroRNA (precursor microRNA); pri-mikroRNA - pierwotny
mikroRNA (primary microRNA); PXR - receptor pregnanu X (pregnane X receptor); RAA - uktad
renina-angiotensyna-aldosteron (renin-angiotensin-aldosteron system); RAS — uktad renina-
-angiotensyna (renin-angiotensin system); RISC — indukowany przez RNA kompleks wyciszajacy
(RNA-induced silencing complex); RNaza - rybonukleaza (ribonuclease); ROCK1 — Rho-zalezna
kinaza 1 (Rho-associated protein kinase 1); SOCS - supresor sygnalizacji cytokin (suppressor
of cytokine signaling); STAT - przekazniki sygnatu i aktywatory transkrypcji (signal transducers
and activators of transcription); TGIF2 - represor transkrypcji modulujacy szlak sygnalizacyjny
zwigzany z TGF-f (transforming growth-interacting factor 2); TLR - receptory Toll-podobne
(Toll-like receptors); TNF-a — czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor).

wowych sktadnikéw pokarmowych, mleko kobiece dostar-

cza dziecku substancji aktywnych biologicznie, ktére nie

Mleko kobiece jest cennym Zrédtem sktadnikéw pokar-
mowych dostosowanych do potrzeb rozwijajgcego sie
dziecka [52]. Z tego wzgledu wylaczne karmienie piersia
jest rekomendowane przez Swiatowg Organizacje Zdro-
wia przez pierwsze sze$¢ miesiecy zycia niemowlecia,
a dalsze karmienie nawet do osiagniecia przez dziecko
wieku dwdch lat przy stopniowo wprowadzanych do diety
innych produktach uzupetniajacych [53]. Oprécz podsta-

tylko zapewniaja odpowiedni rozwdj, ale tez wzmacniaja
uktad immunologiczny, a w dorostym zyciu chronia przed
rozwojem chordb przewlektych [43]. 0d 2010 r. do tej
grupy sktadnikéw zalicza sie takze krétkie niekodujace
jednoniciowe kwasy nukleinowe, tzw. mikroRNA, kt6rych
bioaktywno$¢ oraz biodostepno$¢ jest intensywnie bada-
nia w mleku kobiecym [3, 4, 5, 50, 73], krowim [73, 79, 84],
mysim [88], owczym [73] oraz pobranym od loch [32].
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Biogeneza czasteczek mikroRNA przebiega w kilku eta-
pach, ktére szczegStowo opisali Grenda i wsp. [31]. Pierw-
sze etapy zachodza w jadrze komérkowym, gdzie powstaja
pierwotne transkrypty pri-miRNA, sktadajace sie z pota-
czonych ze soba struktur szpilek do wtoséw, ktére moga
osiggnac dtugosé nawet kilku tysiecy par zasad. Takie
struktury pri-miRNA sg nastepnie poddawane obrébce
przez kompleks enzymatyczny, w ktérego sktad wcho-
dzi biatko jadrowe DGCR8 oraz rybonukleaza I1I o nazwie
Drosha. Obrébka uwalnia pojedyncze struktury szpilki
do wloséw o ditugo$ci okoto 60-100 par zasad tworzace
czgsteczki pre-miRNA, ktére sa nastepnie przenoszone
przez biatko eksportyne 5 do cytoplazmy, gdzie w wyniku
dziatania enzymu Dicer podlegaja przeksztalceniu w doj-
rzate, dwuniciowe czasteczki mikroRNA o dlugosci okoto
20 nukleotyddéw. Dojrzata czasteczka mikroRNA po wspo-
mnianej obrébce enzymatycznej przeprowadzonej przez
enzym Dicer wystepuje w formie dupleksu sktadajacego
sie z nici wiodacej i pasazerskiej. W ostatnim etapie cza-
steczki mikroRNA przyjmuja aktywna postaé po wbudo-
waniu ich w biatkowy kompleks RISC, w ktérym wystepuja
w finalnej jednoniciowej formie [65]. Gléwna rolg czaste-
czek mikroRNA jest potranskrypcyjna regulacja ekspresji
genéw zachodzaca albo przez blokowanie translacji biatka
na rybosomach, albo w wyniku degradacji czasteczek
mRNA. W 2014 r. na podstawie danych z bazy miRBase
v21 oszacowano, ze prawie 30% ludzkich genéw koduja-
cych biatka stanowi cel molekularny dla 2588 poznanych
juz wéweczas ludzkich czasteczek mikroRNA [26, 51]. Jest
to mozliwe, poniewaz jedna czasteczka mikroRNA moze
oddziatywaé z sekwencjami nawet 100 réznych trans-
kryptéw [19, 82]. W ten sposéb czasteczki mikroRNA, zali-
czane do epigenetycznych modulatoréw ekspresji gendéw,
biora znaczacy udziat w ksztattowaniu sie transkryptomu,
a tym samym réwniez proteomu, czyli zbioréw czaste-
czek, odpowiednio RNA oraz bialek w danej populacji
komérek badz organizmie.

Dzieki technologiom sekwencjonowania nowej genera-
cji i bioinformatycznej analizie danych mozliwe stato
sie poznanie tzw. miRNoméw, czyli kompletnych pro-
fili czasteczek mikroRNA danej komérki, tkanki, ptynéw
ustrojowych (takich jak mleko) czy tez organizmu. Stad
wiadomo, ze mleko kobiece jest jednym z najbogatszych
zrédet mikroRNA sposréd wszystkich ptynéw ustro-
jowych cztowieka; juz w pierwszych analizach stwier-
dzono w nim obecno$¢ ponad 200 dojrzatych czasteczek
mikroRNA [4]. Mozna oczekiwad, ze poznanie miRNomu
mleka kobiecego pozwoli dogtebnie zrozumied role kar-
mienia piersig oraz wyjasni¢ na poziomie epigenetycz-
nym ptynace z tego korzysci dla dziecka, ale tez lepiej
projektowa¢ mieszanki mlekozastepcze przeznaczone do
karmienia niemowlat [66, 79].

CZASTECZKI mikroRNA W POSZCZEGOLNYCH FRAKCJACH
MLEKA KOBIECEGO

Czasteczki mikroRNA sa obecne w kazdej z trzech frakcji
mleka kobiecego: odttuszczonej [50, 94], lipidowej [3] oraz
komdrkowej [4]. Laktocyty (komdrki nabtonkowe gruczotu

mlekowego petniagce funkcje wydzielnicze) sa dominujaca
grupa komérek w dojrzatym mleku matki. Oprécz mleka,
wydzielajg takze ttuszcz mleczny [38]. Frakcja komérkowa
i lipidowa mleka kobiecego charakteryzujg sie podobnym
profilem ekspresji czasteczek mikroRNA, dlatego tez Alsa-
weed i wsp. [3] uznali gruczot mlekowy za gtéwne miejsce
ich syntezy, wskazujac na jedynie niewielki udziat uktadu
krazenia matki w dostarczaniu pozostatych z nich [3, 5].
Podobne wyniki uzyskali Li i wsp. [62], przeprowadzajac
analize miRNomu kazdej z frakcji mleka krowiego. Swo-
iste dla okresu cigzy i laktacji czasteczki mikroRNA moga
istotnie wptywacé na rozwdj i prawidlowe funkcjonowanie
gruczotu mlekowego, m.in. biorac udziat w regulacji przej-
$cia epitelialno-mezenchymalnego [5, 34], ktérego celem
jest przystosowanie tego gruczotu do wytwarzania mleka.
Sprawia to, ze czasteczki mikroRNA moga takze petnié
role biomarkeréw stanu zdrowia gruczotu mlekowego
u karmigcych matek [3, 4, 5].

Frakcja odtluszczona

Pierwsze opublikowane w 2010 r. prace badawcze doty-
czace czasteczek mikroRNA w mleku kobiecym ogra-
niczaly sie jedynie do mleka odttuszczonego [50, 94].
Obecnie wiadomo, ze spo$rdd wszystkich frakcji mleka,
we frakcji odttuszczonej oligonukleotydy te wystepuja
najmniej licznie [3, 8]. W badaniach opublikowanych
przez Kosaka i wsp. [50] oraz Weber i wsp. [94], wykorzy-
stano mikroptytki stuzace do detekeji odpowiednio 723
oraz 714 znanych mikroRNA pochodzgcych z organizmu
czlowieka. Pierwsza grupa zidentyfikowata 281, nato-
miast druga 429 réznych czasteczek mikroRNA, wskazu-
jac mleko kobiece jako drugie, po ptynie owodniowym,
najbogatsze Zrédlo czasteczek mikroRNA sposréd pty-
néw ustrojowych. Rola tych czasteczek, ktére charakte-
ryzowaly sie najwyzszym poziomem ekspresji, wigzata
sie z rozwojem uktadu immunologicznego, co stanowito
punkt wyjscia do dalszego zgtebiania ich bioaktywnych
korzysci ptynacych z karmienia piersia.

Czasteczki mikroRNA odttuszczonej frakcji mleka moga
by¢ zamkniete w matych transportujgcych pecherzy-
kach btonowych bioracych udzialt w komunikacji mie-
dzykomdrkowej, zwanych egzosomami [27, 63, 67, 100].
Mozliwe jest ich wchtanianie w przewodzie pokar-
mowym dzieki obecnosci na powierzchni egzosoméw
oraz komdrek nabtonkowych jelita swoistych glikopro-
tein [95]. Egzosomy sa uznawane za gtéwny noénik czg-
steczek mikroRNA umozliwiajacy ich transfer z pokarmu
matki do organizmu dziecka, gdzie moga spetniaé okre-
$lone funkcje biologiczne, wptywajac na zmiane ekspre-
sji genéw [6, 27, 49, 63, 95]. Same czasteczki mikroRNA
petnia réwniez gtéwna role w komunikacji miedzyko-
mdérkowej [15]. Istnieja wprawdzie takze doniesienia
podwazajace mozliwo$¢ rzeczywistej biodostepnosci
i bioaktywno$ci czasteczek mikroRNA obecnych w pozy-
wieniu w organizmie konsumenta. Watpliwosci te
skupiajg sie jednak gtéwnie na mozliwym dziataniu
mikroRNA pochodzenia ro$linnego na spozywajace je
z pokarmem ro$linnym organizmy zwierzece [10, 88].
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Zhou i wsp. [100] zidentyfikowali 452 rodzaje prekur-
sorowych czasteczek pre-mikroRNA pochodzacych
z egzosoméw mleka kobiecego, ktére sg Zrédtem az 639
réznych dojrzatych sekwencji. Spos$réd nich dla 602
profil ekspresji zostat okre$lony jako unikatowy dla
mleka kobiecego. Potwierdzono, ze funkcje biologiczne
pelnione przez cze$¢ z tych czasteczek byly powigzane
z rozwojem uktadu immunologicznego. Wspomniana
grupa zidentyfikowanych czasteczek mikroRNA wyste-
pujacych najliczniej w egzosomach mleka kobiecego
jest zgodna z wynikami badan prowadzonych przez
inng grupe badawcza [63]. Niewielkie réznice miedzy
uzyskanymi profilami mikroRNA wynikajg z natural-
nych réznic osobniczych miedzy matkami, od ktérych
pobrano pokarm.

Dzieki zamknieciu w egzosomach, czasteczki mikroRNA
mleka kobiecego cechuja sie duza badZ cze$ciowa,
w zalezno$ci od rodzaju czasteczki, stabilnoscia i opor-
noécia na degradacje pod wptywem czynnikéw, takich
jak: dtugotrwate przechowywanie mleka w tempera-
turze pokojowej [100], wielokrotne zamrazanie oraz
rozmrazanie [50, 100], trawienie RNazg [50, 100],
10-minutowe gotowanie [100], niskie pH [50] oraz tra-
wienie w modelu uktadu pokarmowego in vitro [49,
63]. Trawienie in vitro zostalo przeprowadzone
w $rodowisku odzwierciedlajacym proces trawienia
w uktadzie pokarmowym niemowlecia, tj. w fizjolo-
gicznym pH wynoszacym 4,0 (badZz w pH réwnym 4,5
w przypadku wcze$niakéw [49]) oraz w obecnos$ci enzy-
moéw trawiennych reprezentowanych przez $wiriska
pepsyne oraz pankreatyne. W wyniku trawienia in
vitro profil czgsteczek mikroRNA zawartych w egzoso-
mach nie ulegt zmianie [63]. To, ze moga by¢ nastepnie
wchtaniane do krwiobiegu przez enterocyty potwier-
dzono z wykorzystaniem linii komérkowej HIEC odwzo-
rowujgcej morfologiczne oraz fizjologiczne whasciwosci
komdrek nabtonkowych jelita cienkiego. Niecatkowicie
uksztattowana bariera jelitowa u niemowlat réwniez
moze ulatwiaé zachodzenie procesu absorpcji czaste-
czek mikroRNA [9].

Wykazana odporno$¢ czasteczek mikroRNA na nieko-
rzystne warunki panujace w przewodzie pokarmowym
potomstwa wspiera hipoteze o mozliwosci regulacji eks-
presji gendw dziecka zachodzgcej z udzialem matczynych
czasteczek mikroRNA obecnych w jej mleku. Analo-
giczne doniesienia dotyczg takze egzosoméw i czgsteczek
mikroRNA pochodzgcych z mleka krowiego [79, 84].

Frakcja lipidowa i komorkowa

Badajac profil mikroRNA w ttuszczu mlecznym, Munch
i wsp. [72] zidentyfikowali 308 czasteczek wraz z ich 9074
potencjalnymi celami molekularnymi. Zaledwie dziesie¢
mikroRNA, ktérych ekspresja w kuleczkach ttuszczu byta
najwyzsza (tabela 1), moze regulowad aktywno$¢ 2691
gendw. Ich dziatanie moze potencjalnie wptywa¢ na pro-
ces transkrypcji, szlaki metaboliczne oraz uktad immu-
nologiczny dziecka.

Tabela 1. Liczba regulowanych gendw przez poszczegélne czasteczki mikroRNA
charakteryzujace sie najwyzsza ekspresja we frakgji lipidowej mleka kobiecego [72]

(zasteczka mikroRNA Liczba regulowanych genéw

miR-30d 890
miR-200¢ 664
|et-7f 531
let-7a 529
let-7b 527
let-79 527
miR-148a 425
miR-103 332
miR-21 166
miR-146b-5p 89

Jedng z czasteczek o podwyzszonej ekspresji byta cza-
steczka miR-564, ktéra w okresie laktacji moze by¢
zaangazowana w regulacje syntezy mleka badz ttuszczu
mlecznego zachodzacych w laktocytach. Laktocyty sa
gtéwnym sktadnikiem komérkowej frakcji mleka kobie-
cego, w ktérej wystepuja réwniez komérki uktadu odpor-
no$ciowego oraz komérki macierzyste. Komérki uktadu
odporno$ciowego dominuja w siarze badz w mleku matki,
ktérej dziecko (lub ona sama) przechodzi infekcje [35, 37].
Komérki mleka kobiecego nie ulegaja degradacji w ukta-
dzie pokarmowym dziecka, lecz przechodza przez btone
$luzowg jelita, docierajac wraz z krwig do réznych tka-
nek, gdzie mogg sie taczy¢ i réznicowaé [39]. Jednocze-
$nie umozliwia to transport zawartych w nich czasteczek
mikroRNA do tkanek i krwiobiegu organizmu dziecka.

Alsaweed i wsp. [3], analizujac frakcje komédrkows i
ttuszczowa mleka kobiecego, poczatkowo zidentyfi-
kowali 1136 i 835 czasteczek mikroRNA, odpowiednio w
komdrkach oraz ttuszczu mlecznym. Az 776 czasteczek
mikroRNA byto wspélnych dla obu frakcji, natomiast
360 czagsteczek byto swoistych dla frakcji komérko-
wej, a tylko 59 dla lipidowej. Ponadto, zidentyfikowano
276 nowych sekwencji mikroRNA swoistych dla frakcji
komdrkowej, 72 mikroRNA swoiste dla frakcji lipidowe;j
oraz 81 sekwencji wspdlnych. W nastepnych badaniach
w komérkach pochodzacych z mleka kobiecego ziden-
tyfikowano az 1467 znanych oraz 1996 nowych sekwen-
cji mikroRNA. Tym samym spo$réd wszystkich frakcji
mleka kobiecego, frakcja komdrkowa zostata uznana za
ich najbogatsze 7Zrédlo [4]. Dla 23 czasteczek mikroRNA
charakteryzujacych sie najwyzsza ekspresja zostato
przewidzianych facznie 8925 gendw, ktérych aktywnosé
moze by¢ przez nie regulowana. Zestawienie ich funkcji
zostato przedstawione w tabeli 2.

ZNACZENIE BIOLOGICZNE mikroRNA MLEKA KOBIECEGO

Sekwencje i aktywno$¢ biologiczna czasteczek mikroRNA
sa sukcesywnie poznawane. Badania te sa prowadzone
przede wszystkim z my$lg o zrozumieniu roli mikroRNA
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Tabela 2. Funkgje poszczegdlnych czasteczek mikroRNA wykazujacych
najwyzsza ekspresje we frakcji komdrkowej mleka kobiecego [4, 5]

(zasteczki

mikroRNA Funkdje

miR-181a-5p
miR-101-3p
miR-148a-3p
miR-30a-5p
miR-16-5p
miR-141-3p
miR-22-3p
miR-182-5p
let-7f-5p

Regulacja ekspresji ATPazy,
Regulacja syntezy triacylogliceroli,
Regulacja ekspresji transportera GLUT1

miR-181a-5p
miR-375-3p Kontrola szlakdw sygnatowych w gruczole
miR-148a-3p mlekowym poprzez wywieranie bezpo$redniego
miR-30a-5p wptywu na ekspresje receptorow:
miR-16-5p GHR
miR-141-3p IGF-IR
miR-22-3p INSR,
miR-182-5p Regulacja ekspresji genéw kodujacych receptory
miR-125b-5p estrogenowe ERa oraz ERB
let-7f-5p

miR-181a-5p
miR-148a-3p
miR-30a-5p
miR-141-3p
miR-22-3p
miR-182-5p
let-7f-5p

Przeciwdziatanie procesom nowotworzenia

miR-148a-3p

miR-181a-5p

miR-182-5p Dziatanie zwiazane z uktadem immunologicznym
miR-16-5p dziecka

miR-99b-5p
let-7f-5p

w réznych stanach chorobowych, a przez to wykorzy-
staniu jako biomarkeréw pozwalajacych na wczesna
diagnostyke m.in. nowotwordéw [70], cukrzycy [89], cho-
réb sercowo-naczyniowych [83] oraz neurodegenera-
cyjnych [30]. Wiadomo, ze w DNA czasteczki mikroRNA
czesto sa kodowane w postaci klastréw, czyli grup
sekwencji kodujacych mikroRNA odpowiedzialnych za
kontrole tych samych wewnatrzkomdérkowych mecha-
nizmdw [16]. Te same rodzaje czasteczek lub klastréw
mikroRNA czesto pojawiajg sie takze w mleku kobiecym.
Ich uprzednio zdefiniowana rola w organizmie cztowieka
pozwala wnioskowaé o mozliwym wptywie na orga-
nizm karmiacej kobiety i karmionego mlekiem kobie-
cym dziecka. W nastepnych podrozdziatach oméwiono
zagadnienia funkcji mikroRNA wiasnie z tym zwigzane.
Obecnie wiadomo, ze ponad 65% czasteczek mikroRNA
mleka kobiecego wptywa na poziomie komérkowym
i molekularnym na procesy immunologiczne i meta-

boliczne, regulujac i kontrolujac procesy podstawowe
dla rozwoju organizmu dziecka oraz przebiegu laktacji
u karmigcej matki [4, 5, 63, 100].

Znaczenie mikroRNA mleka kobiecego dla
organizmu dziecka

W ksztattowaniu sie mechanizméw wrodzonej i naby-
tej odpornosci oraz regulacji dojrzewania i réznicowa-
nia limfocytéw B i T biorg udzial tzw. immunologiczne
mikroRNA. Ksztattuja u dziecka odpowiedZ immunolo-
giczng po zetknieciu sie z patogenami, takimi jak np.
wirus grypy typu A, w ten sposéb wzmacniajac mechani-
zmy ochronne organizmu przeciwdziatajace rozwojowi
choréb gérnych i dolnych drég oddechowych [4]. Cza-
steczki mikroRNA mogg takze przeciwdziata¢ rozwojowi
chordb autoimmunologicznych u dziecka [76].

Wsréd immunologicznych mikroRNA wysoka ekspresja
w mleku kobiecym charakteryzuje sie klaster miR-17-92,
w ktérego sktad wchodza: miR-17-5p, miR18a, miR-19a,
miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1 i miR-106a [85]. Wszystkie
te czasteczki moga by¢ odpowiedzialne za regulacje réz-
nicowania i dojrzewania monocytéw oraz limfocytéw B
i T u dziecka. Jednak klaster miR-17-92 zostat wcze$niej
zidentyfikowany jako tzw. onkomiR, co sugeruje, ze roz-
regulowanie jego ekspresji moze dziata¢ onkogennie,
przejawiajac sie wzmozona proliferacjg komérek oraz
zahamowaniem apoptozy. Ponadto, ekspresja tego kla-
stra zostata skorelowana z wystepowaniem makrosomii
plodu, czyli jego nadmierna masg w stosunku do czasu
trwania cigzy [60]. Nadekspresja miR-17-92 u myszy pro-
wadzi do rozwoju choréb limfoproliferacyjnych i autoim-
munizacji przez wzrost liczby aktywowanych limfocytéw
B i T CD4+ oraz w mniejszym stopniu T CD8+ [85, 96].
Znaczenie czgsteczek mikroRNA kodowanych przez kla-
ster miR-17-92 dla dziecka karmionego mlekiem kobie-
cym, inne niz prawdopodobny wptyw na rozwéj uktadu
immunologicznego, nadal pozostaje niewyjasnione. Ist-
nieja doniesienia o rozpoznaniu takze innych onkogenéw
uczestniczacych w prawidtowych przemianach zacho-
dzgcych w gruczole mlekowym podczas laktacji [36].
W zwigzku z tym mozna przypuszczal, ze rolg miR-17-92
jest wlasnie wspomaganie sekrecji mleka i na tym eta-
pie rozwoju klaster ten raczej nie dziala jako onkogen [1].

Sposréd czasteczek mikroRNA bioracych udziat w pro-
cesach immunologicznych oraz metabolicznych, szcze-
g6lnie wysokim poziomem ekspresji w mleku, zaréwno
kobiecym [100], jak i krowim [12], charakteryzuje sie miR-
-148a. Wedtug Golan-Gerstl i wsp. [27], miR-148a stanowi
prawie 40% i 8% miRNomu, odpowiednio odttuszczone;
oraz ttuszczowej, frakcji mleka kobiecego. Oprécz funkeji
regulatora tolerancji obwodowej limfocytéw B, miR-148a
petni takze role regulatora autoimmunizacji, ktérego nie-
prawidlowa ekspresja moze doprowadzi¢ do rozwoju cho-
réb autoimmunologicznych [28]. Jak wykazano w réznych
modelach badawczych, cele molekularne czasteczki miR-
-148a stanowig ponadto: (1) represor transkrypcji TGIF2,
ktérego ekspresja jest podwyzszona w nowotworowych
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Tabela 3. Funkcje poszczegdlnych czasteczek mikroRNA zwiazanych z uktadem immunologicznym dziecka

Funkgje petnione w uktadzie inmunologicznym dziecka Czasteczki mikroRNA Irédto
Regulacja rozwoju limfocytow B, T oraz monocytéw miR-17-92 [50,100]
Hamowanie stanu zapalnego wywotanego alergia miR-20a [64,100]
Regulacja rozwoju i réznicowania limfocytow T miR-22-3p [3]
Dziatanie immunosupresyjne miR-29a-3p miR-30b-5p [100]
Obnizenie ekspresji prozapalnej IL-8 miR-106a [45,100]
Hamowanie produkgji i aktywacji czynnika TNF-a miR-125b [4,47,50]
Supresja aktywnosci komérek odpowiedzi nieswoistej uktadu odpornosciowego miR-146b [50]
Regulacja tolerangji obwodowej limfocytow B miR-148a [28,100]
Regulacja dojrzewania i réznicowania limfocytéw Ti B miR-155 miR-181a [3,50]
Selekcja limfocytow T CD4+ miR-181b [50]
Indukcja odpowiedzi immunologicznej poprzez limfocyty T miR-182-5p [100]
Hamowanie réznicowania limfocytow T miR-200a [91,100]
Regulacja proliferacji oraz aktywadji neutrofili miR-223 [50]
Regulacja ekspresji TLR4 w ludzkich cholangiocytach let-7i-5p [50]

liniach komérkowych jajnika [48], (2) PXR (receptor pre-
gnanu X) - gléwny czynnik transkrypcyjny regulujacy
indukowana ekspresje wielu transporterdéw oraz enzy-
méw detoksykacyjnych w ludzkiej watrobie [86], (3)
receptor ERBB i (4) kinaza ROCK1 biorgce udziat w pro-
cesie nowotworzenia i przerzutowania, odpowiednio
w modelu komdrkowym raka piersi oraz u pacjentéw
chorujacych na raka zotadka [61, 97], (5) DNMT3b - mety-
lotransferaza DNA nanoszaca wzdr metylacyjny de novo
na wczesnym etapie rozwojowym cztowieka [18] oraz
(6) DNMT1 - metylotransferaza DNA odpowiadajgca
za zachowanie prawidlowego wzoru metylacji DNA po
podziatach komérkowych u cztowieka [40]. Uwaza sie, ze
przez regulacje ekspresji powyzszych genéw miR-148a
moze petnié funkcje supresora nowotworowego, chronigc
w ten sposdb organizm dziecka przed kancerogeneza. Bio-
dostepnos¢ oraz bioaktywno$¢ miR-148a in vitro wykazali
Golan-Gerstl i wsp. [27]. W do$wiadczeniach wykorzy-
stano prawidtowe (CRL 1831) i nowotworowe (Lim 1215)
linie komdrkowe jelita grubego oraz komérki biataczkowe
(K562). W wyniku inkubacji komérek z wyizolowanymi
z mleka kobiecego egzosomami oraz kuleczkami ttuszczo-
wymi zawierajacymi czgsteczki mikroRNA nastapit wzrost
ekspresji miR-148a, a tym samym zmniejszenie ekspresji
DNMTT1, enzymu bedacego jego celem molekularnym [27].
Poniewaz u pacjentéw chorujacych na biataczke ekspresja
DNMTT1 jest obnizona, wzrost ekspresji miR-148a w bia-
taczkowej linii komdérkowej moze sugerowaé ochrone
dziecka przed rozwojem biataczki [91].

Przypuszcza sie, ze czasteczki mikroRNA obecne w mleku
matki moga mie¢ udziat w regulacji proceséw anabolicz-
nych u dziecka. Wysoka podaz sktadnikéw odzywczych

dostarczanych wraz z mlekiem matki prowadzi do akty-
wacji szlakédw sygnalizacyjnych (np. PI3K/Akt/mTOR)
odpowiedzialnych za procesy anaboliczne, waznych dla
wzrostu organizmu dziecka. Dzialanie szlaku PI3K/Akt/
mTOR moze by¢ stymulowane m.in. przez insuline oraz
insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-1), ktérych eks-
presja jest regulowana w procesie metylacji DNA. Mel-
nik i wsp. wysuneli hipoteze, ze przez supresje DNMT1
czgsteczki mikroRNA mleka kobiecego mogg prowadzié
do demetylacji obszaréw regulujacych ekspresje genéw
uczestniczacych w procesach anabolicznych, takich jak:
FTO, INS, IGF-1 oraz geny lipogeniczne [68]. Za przyktad
moze postuzy¢ aktywacja ekspresji czynnika IGF-1 wsku-
tek obnizenia ekspresji enzymu DNMT1 odpowiedzialnego
za podtrzymanie wzoru metylacji. Mleko kobiece samo
w sobie jest juz bogate w IGF-1, przy czym siara zawiera
wiecej tego czynnika niz mleko dojrzate [4]. Rolg IGF-1 jest
wspomaganie wzrostu i rozwoju dziecka przez stymulo-
wanie réznicowania oraz podzialéw komérkowych. Jest
to mozliwe dlatego, iz IGF-1 wzmaga dzialanie kinazy Akt,
ktéra nastepnie stymuluje aktywno$¢ biatka MDM2 odpo-
wiedzialnego za zwiekszona degradacje biatka p53, ktére
jest nie tylko tzw. straznikiem genomu, ale réwniez waz-
nym regulatorem metabolizmu [99]. Okoto 10% promoto-
réw ludzkich genéw zawiera sekwencje, do ktérej wiaze sie
biatko p53 [25, 44], a jednym z nich jest DNMT1. Interak-
cja, ktéra zachodzi miedzy p53 oraz DNMT1 prowadzi do
wyciszenia ekspresji gendw, co moze zahamowad pewne
procesy metaboliczne [21]. Przy ograniczonym dostepie
do sktadnikéw odzywezych mogtoby to mieé na celu utrzy-
manie komdrkowych zasobéw energetycznych na odpo-
wiednim poziomie. Jednak mleko matki jest pokarmem
o wysokiej warto$ci odzywczej, w zwigzku z czym hamo-
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wanie przez zawarte w nim czasteczki mikroRNA ekspre-
sji DNMT1 oraz biatka p53 moze raczej sprzyja¢ procesom
anabolicznym, zachodzacym u dziecka podczas okresu kar-
mienia piersig przez utrzymanie aktywnosci transkryp-
cyjnej odpowiednich genéw stymulujacych prawidlowy
wzrost i rozwéj [68]. Przyktadami innych czasteczek, ktére
hamujg ekspresje wyzej opisanych gendw sa, oprécz wspo-
mnianego wcze$niej miR-148a, takze miR-125b odpowie-
dzialny za supresje ekspres;ji biatka p53 w ludzkich liniach
komérkowych [58], miR-155-5p i miR-21-5p hamujace eks-
presje metylotransferaz DNA w ludzkich [98], a miR-29b-1-
3p w zwierzecych modelach komérkowych [69].

Korzysci ptynace z karmienia dziecka mlekiem matki to
nie tylko zwiekszona odporno$¢ mtodego organizmu oraz
jego prawidlowy rozwdj. Dzieci karmione mlekiem matki
wykazujg zmniejszone ryzyko wystgpienia otytosci i nad-
wagi w pdZniejszym zyciu, a takze rzadziej rozwija sie
u nich cukrzyca typu 11i 2 [56]. Czasteczki mikroRNA mogg
mie¢ w tym udzial. Ryzyko wystgpienia cukrzycy typu 2
jest bowiem zwigzane z nadmierng aktywnoscia uktadu
hormonalnego renina-angiotensyna (zwanego RAS) [29],
ktéry jest regulowany przez czgsteczki mikroRNA mleka
kobiecego. Uktad RAS jest uktadem tkankowym o dziataniu
autokrynnym oraz parakrynnym i w przypadku cukrzycy,
jego nadmierna stymulacja moze doprowadzi¢ do uszko-
dzenia nerek oraz siatkéwki oka [11]. Ponadto, prawidtowe
funkcjonowanie uktadu RAS chroni organizm przed roz-
winieciem sie insulinooporno$ci zwiekszajacej zagrozenie
cukrzyca typu 2 oraz przed wzrostem masy ciata w wyniku
zaburzenia homeostazy energetycznej organizmu. Insulina
jest jednym z hormonéw regulujacych apetyt, a jej podwyz-
szone stezenie we krwi powstate na skutek insulinoopor-
noéci, razem z obnizonym poziomem leptyny, bedzie miato
deregulacyjny wplyw na apetyt [78]. W zwiazku z tym przy-
puszcza sie, ze kontrola uktadu RAS przez mikroRNA mleka
kobiecego moze wptywad na apetyt dziecka [4, 8, 22, 90].

MikroRNA mleka kobiecego moga mieé takze udziat
w zwiekszaniu biodostepnosci jonéw wapnia pochodza-
cych z mleka kobiecego, o ktérej wiadomo, ze jest znacz-
nie lepsza w poréwnaniu z biodostepno$cia wapnia
pochodzacego ze sztucznych mieszanek mlekozastep-

czych. Mleko kobiece jest bowiem bogate w czasteczki
mikroRNA let-5{-5p, miR-181a-5p, miR-101-rp, miR-
-148a-3p, miR-30a-5 oraz miR-16-3p, ktdre przez regu-
lacje aktywno$ci ATPaz stymulujg transport jondw
wapnia, wzmagajac jego wchlanianie w przewodzie
pokarmowym dziecka. Aktywno$cig ATPazy charaktery-
zuje sie réwniez jedno z gtéwnych biatek immunologicz-
nych mleka kobiecego - laktoferyna [33].

Znaczenie mikroRNA mleka kobiecego dla
karmigcej macki

Alsaweed i wsp. [4], jak juz wspomniano, za pomocg
sekwencjonowania nowej generacji oraz narzedzi ana-
lizy bioinformatycznej okreslili cele molekularne cza-
steczek mikroRNA obecnych w mleku kobiecym. Na
podstawie wynikéw analiz stwierdzili, ze czasteczki
mikroRNA mleka kobiecego mogg braé udziat takze
w regulacji wielu proceséw metabolicznych oraz szla-
kéw sygnalizacyjnych uruchamianych podczas laktacji
w gruczole mlekowym karmiacej matki. Sposréd nich
mozna wyrdznié: biosynteze kwaséw ttuszczowych, fos-
folipidéw, glikosfingolipidéw, zachowanie homeostazy
cholesterolowej, oksydacje lipidéw, synteze laktozy,
metabolizm porfiryn i azotu oraz katabolizm lizyny [4].

Na poziomie molekularnym synteza laktozy jest
regulowana przez czasteczki let-7f-5p, miR-148a-3p,
miR-181a-5p oraz miR-182-5p [4]. Wplywaja one na eks-
presje transportera glukozy (GLUT1) bioracego udziat
w transporcie tego monosacharydu do aparatu Gol-
giego. Tam glukoza, z udziatem a-laktoalbuminy (a-LA)
oraz B-1,4-galaktozylotransferazy (B4GalT1), w reakcji
z UDP-galaktoza, jest przeksztalcana w laktoze. Biatka
a-LA oraz p4GalT1 tworzg razem kompleks umozliwia-
jacy synteze cukru mlecznego, a ich ekspresja jest regu-
lowana przez miR-181a-5p oraz miR-148a-3p, czyli te
same czgsteczki, ktére byly odpowiedzialne za regula-
cje ekspresji GLUT1 [4, 55].

W komdrkach nabtonkowych gruczotu mlecznego
nastepuje réwniez synteza de novo kwaséw ttuszczo-
wych wykorzystywanych w syntezie triacylogliceroli,

Tabela 4. Funkgje poszczegdlnych czasteczek mikroRNA regulujacych metabolizm ttuszczu mlecznego oraz przemiany gruczotu mlekowego karmiacej matki 4, 5]

Czasteczki mikroRNA Funkcje

let-7f-5p

miR-22-3p Regulacja ekspresji biatka AGPAT6 bioracego udziat w syntezie triacylogliceroli i dtugotanicuchowych kwasow
miR-148a-3p thuszczowych

miR-182-5p

miR-302-5 Regulacja ekspresji biatek odpowiedzialnych za metabolizm glicerofosfolipidow oraz biosynteze nienasyconych kwaséw

P thuszczowych

miR-33a Regulacja homeostazy cholesterolowej na poziomie komérkowym
miR-125a-5p Regulacja ekspresji biatka ORP9 bioracego udziat w przemianach metabolicznych lipidéw

mi-148a Stymulacja réznicowania adipocytéw
miR-193b-3p ymuiag pocy
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czyli gléwnego sktadnika ttuszczu mlecznego [71]. Jed-
nym z enzymdw katalizujacych synteze triacyloglice-
roli oraz dtugotaricuchowych kwaséw ttuszczowych
jest O-acylotransferaza 6 1-acyloglicerolo-3-fosforanu
(AGPATS6) [87]. Alsaweed i wsp. [4] sugeruja, ze czasteczki
let-7f-5p, miR-22-3p, miR-148a-3p oraz miR-182-5p cha-
rakteryzujace sie wysoka ekspresja we frakcji komérko-
wej mleka kobiecego, moga regulowaé poziom ekspresji
AGPAT6 oraz innych genéw zwiazanych z metabolizmem
lipidéw obecnych w ttuszczu mlecznym. Czgsteczka miR-
-148a jest zaangazowana réwniez w regulacje szlakéw
zwigzanych z adipogeneza w gruczole mlekowym oraz
wydajnoscig laktacji, co stwierdzono na podstawie ana-
liz bioinformatycznych zsekwencjonowanych czasteczek
mikroRNA wyekstrahowanych z mleka kobiecego oraz
badan prowadzonych w modelu zwierzecym [4, 13, 17].
Czasteczki mikroRNA mleka kobiecego zaangazowane
w regulacje metabolizmu lipidéw zestawiono w tabeli 4.

Sugeruje sie, ze mikroRNA mleka kobiecego moga tez
regulowa( szlaki sygnalizacyjne umozliwiajace wzrost
i rozwéj tkanek gruczotu mlekowego w okresie ciazy
i laktacji (tabela 5). Czasteczki let-7f-5p, miR-151-3p
oraz miR165p sa odpowiedzialne za regulacje ekspresji
receptora hormonu wzrostu (GHR) [4, 54]. Gdy hormon
wzrostu (hGH) taczy sie ze swoim receptorem, naste-
puje aktywacja kinazy JAK2, ktéra nastepnie fosforyluje
GHR oraz transduktory sygnatu i aktywatory trans-
krypcji (STAT), powodujac ich aktywacje [41, 93]. Szlak
sygnalizacyjny Jak/STAT umozliwia prawidtowy rozwdj
gruczotu sutkowego i przebieg laktacji w organizmie
matki. W jego kontrole zaangazowane sa mikroRNA
o wysokim poziomie ekspresji we frakcji komdrko-
wej mleka kobiecego: miR-375-3p, miR-181a-5p, miR-
-30a/d-5p i miR-141-3p [4].

Ekspresja receptoréw estrogenowych (ERa i ERp) u kar-
miacej matki réwniez moze by¢é zalezna od obecnych
w mleku kobiecym czgsteczek mikroRNA, ktére obni-
zajac ekspresje tych receptordéw, moga sprzyjaé laktacji
przez utrzymanie niskiego poziomu estrogenu [5]. Przy
niskim poziomie estrogenu, laktacja moze przebiegaé
dzieki aktywno$ci prolaktyny. Regulacja ekspresji tego
hormonu przez mikroRNA zostata do tej pory potwier-
dzona tylko w komdrkach nabtonkowych krowiego gru-
czotu mlecznego [74]. MikroRNA mleka kobiecego moga
mie¢ takze znaczenie w prewencji i/lub terapii nowo-
twordw piersi, gdzie nadekspresja receptoréw estro-
genowych jest charakterystyczna dla najpowszechniej
wystepujacego typu nowotworu piersi (ER+) [75, 101].

Rodzina mikroRNA let-7 w mleku kobiecym

Wysoka ekspresja w mleku kobiecym charakteryzuje
sie grupa czasteczek mikroRNA o nazwie let-7 (nazwa
pochodzi od ang. lethal-7) (tabela 6) [4, 5, 50]. Cza-
steczka cel-let-7 byta jedng z dwéch pierwszych pozna-
nych czasteczek mikroRNA podczas prac na nicieniu
Caenorhabditis elegans - organizmie modelowym cze-
sto wykorzystywanym do badari biologicznych [80].

Tabela 5. (zasteczki mikroRNA mleka kobiecego regulujace ekspresje gendw
odpowiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie szlakéw sygnalizacyjnych
w gruczole mlekowym [5]

Geny, ktorych ekspresja jest requlowana przez
mikroRNA mleka kobiecego

miR-148a-3p a-LA
miR-181a-5p B4GalT1

miR-21-5p miR-22-3p
miR-181a-5p
let-7f-5p ERB
miR-16-5p

miR-151-3p GHR
let-7f-5p

miR-148a-3p

miR-181a-5p GLUT1
miR-182-5p

miR-16-5p

miR-30a/d-5p

miR-141-3p IGF-IR
miR-182-5p
miR-375-3p let-7f-5p
miR-22-3p
miR-30a-5p
miR-141-3p
miR-148a-3p
miR-181-5p
miR-182-5p
miR-375-3p JAK2
miR-16-5p

miR-22-3p

miR-141-3p

miR-148a-3p S0CS1-7
miR-181a-5p

miR-182-5p

let-7f-5p

miR-30a/d-5p

miR-141-3p STAT
miR-181a-5p

Czasteczki mikroRNA

ERa

INSR

Sekwencja dojrzatej czasteczki cel-let-7 rozpoznanej
u C. elegans byta takze pierwszym poznanym mikroRNA
w genomie ludzkim (hsa-let-7a), co umozliwita analiza
sekwencji za pomocg narzedzia bioinformatycznego
stuzacego do lokalnego przyréwnywania sekwencji ami-
nokwaséw i nukleotydéw (BLAST, basic local alignment
serach tool). MikroRNA z rodziny let-7 sa czasteczkami
o zakonserwowanych ewolucyjnie sekwencjach nukle-
otydowych, a zatem i pelnionych funkcjach. Uczestnicza
w rozwoju i fizjologii ssakéw, kontrolujac m.in. réznico-
wanie sie komérek we wezesnym stadium rozwojowym
oraz apoptoze, a obnizenie ich ekspresji stwierdzono
w wielu chorobach nowotworowych [7, 81]. We frak-
cji komérkowej i ttuszczowej mleka kobiecego w cza-
sie pierwszych 6 miesiecy laktacji najwyzsza ekspresje
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stwierdzono dla let-7f-5p. Tak jak opisano wcze$niej,
na podstawie analizy bioinformatycznej mikroRNA
zidentyfikowanych w prébach mleka kobiecego prze-
widuje sie, ze let-7f-5p jest zaangazowany m.in. w syn-
teze makrosktadnikéw mleka, regulacje ekspresji genu
GLUT1 i w dziatanie szlakéw sygnalizacyjnych gruczotu
sutkowego (GHR, IGF-IR, INSR, ER) oraz procesy zwig-
zane z rozwojem uktadu nerwowego i immunologicz-
nego dziecka [4].

WPLYW CZYNNIKOW BIOLOGICZNYCH NA ZMIANY PROFILU
1 POZIOMU EKSPRESJI mikroRNA W MLEKU KOBIECYM

Czas trwania lakeacji

Alsaweed i wsp. [4]. przeprowadzili badania nad zmia-
nami profilu mikroRNA we frakcji komérkowej i lipi-
dowej mleka kobiecego zachodzacymi wraz z czasem
trwania laktacji. Mleko kobiece pobrano od 10 zdrowych,
karmigcych matek podczas drugiego, czwartego i szé-
stego miesiaca karmienia. Uzyskane wyniki nie wyka-
zaly zadnych znaczacych cyklicznych zmian w stezeniu
mikroRNA dla frakcji komérkowej i lipidowej w prze-
ciagu pierwszych 6 miesiecy laktacji. Warto zaznaczy¢,
ze jest to zalecany okres, w ktérym dziecko powinno by¢
karmione wytacznie mlekiem matki. W miesigcu czwar-
tym, w poréwnaniu do miesigca drugiego i széstego,
niektdre czasteczki charakteryzowaly sie zmienionym
poziomem ekspresji. Jedynie w przypadku czasteczki
let-7f-5p nastgpit wyrazny wzrost ekspresji miedzy dru-
gim, a széstym miesigcem laktacji. Funkcje let-7f-5p
opisano w poprzednim podrozdziale. Zmiany te moga
by¢ odzwierciedleniem adaptacji sktadu pokarmu do
biezacych potrzeb niemowlecia. Podobne zaleznosci
dotyczgce zmian ekspresji niektérych mikroRNA wraz
z czasem laktacji opisano takze dla mleka kréw [12]
oraz loch [32]. Powyzsze spostrzezenia sg zgodne réw-
niez z tymi dla frakcji odttuszczonej mleka kobiecego,
w ktdrej profil mikroRNA w okresie od wczesnego do
pbznego stadium laktacji nie zmieniat sie [63]. Wedtug
Kosaka i wsp. [50], profil mikroRNA mleka kobiecego
pochodzgcego od jednej matki nie ulega zmianie przez
pierwsze 12 miesiecy laktacji, a obserwowane réznice
wynikaja z cech osobniczych. Sugerowano przy tym, ze

Tabela 6. Rodzina let-7 w mleku kobiecym [4, 5, 50]

sktad jako$ciowy oraz ilo$ciowy czasteczek mikroRNA
mleka kobiecego moze by¢ natomiast ksztattowany
przez czynniki §rodowiskowe i w ten sposéb odzwier-
ciedla¢ stan zdrowia matki, co zostato pézniej potwier-
dzone w innych badaniach [24, 77].

Karmienie

Podczas karmienia piersig zmienia sie konsystencja
mleka kobiecego: na poczatku karmienia dziecko otrzy-
muje mleko I fazy (foremilk) przypominajace mleko
odtluszczone, a wraz z postepujacym karmieniem mleko
11 fazy, ktére jest bogatsze w ttuszcz i bardziej kaloryczne
(hindmilk) [38]. Mleko II fazy zawiera wiecej ttuszczu
i laktocytéw, zatem bedzie zawierato wiecej czasteczek
mikroRNA niz mleko fazy I, niemniej we frakcji komér-
kowej poziom ekspresji wiekszosci z nich nie ulega zmia-
nie. Do niewielkiej grupy czasteczek mikroRNA, ktérych
ekspresja po zakoriczonym karmieniu zostata podwyz-
szona, naleza czasteczki miR-191-5p oraz miR-30e-3p.
Moga by¢ odpowiedzialne za stymulacje podziatéw
komérkowych w celu wytworzenia wiekszej liczby lak-
tocytéw, a tym samym ufatwienia wytwarzania nastep-
nej porcji mleka [4].

Porod przedwezesny

Mleko matki, ktéra urodzita przedwczesnie rézni sie od
mleka matki dziecka urodzonego w terminie nie tylko
pod wzgledem zawarto$ci mikro- i makrosktadnikéw,
lecz réwniez profilem ekspresji czasteczek mikroRNA [8,
59]. Pordd przedwczesny jest odzwierciedlony w profilu
mikroRNA mleka kobiecego wskutek zmian hormonal-
nych, jakie zachodzg po porodzie. Moga one wptywa’
na proces transkrypcji w laktocytach nie tylko na pozio-
mie pri- i premikroRNA, ale takze w wyniku wystapienia
czynnikéw zewnetrznych, takich jak pordd przez cesar-
skie ciecie. Matki, ktére urodzily przedwcze$nie maja
nizszy poziom prolaktyny, estrogenu i progesteronu niz
matki, ktére urodzity w terminie. Istnieje zwigzek mie-
dzy poziomem tych hormonéw w organizmie ludzkim,
a ekspresjg czasteczek mikroRNA, np. nizszy poziom
prolaktyny moze by¢ przyczyna ich obnizonej ekspresji
i sekrecji [14, 23, 42].

Czasteczki mikroRNA Numery identyfikacyjne miRbase 22.1

Sekwencje nukleotydowe

let-7a-5p MIMAT0000062 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
let-7b-5p MIMAT0000063 UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
let-7¢-5p MIMAT0000064 UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
let-7d-5p MIMAT0000065 AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
let-7e-5p MIMAT0000066 UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
let-7f-5p MIMAT0000067 UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU
let-7g-5p MIMAT0000414 UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
let-7i-5p MIMAT0000415 UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
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Dzieci urodzone przedwcze$nie sa bardziej narazone na
infekcje wirusowe i bakteryjne. Wedtug Carney i wsp. [8]
moze to si¢ wigzaé ze spadkiem ekspresji czasteczek miR-
-1260a i miR1260b w mleku przedwczesnym, ktérych
rola jest zwigzana z dziataniem uktadu immunologicz-
nego (tabela 3). Ponadto, cze$¢ mikroRNA w pokarmie
przedwczesnym reguluje geny zwigzane z metabolizmem
dziecka, mogac pozytywnie wptywaé na homeostaze glu-
kozowa oraz proces adipogenezy. Prawdopodobnie to
jedno z wyjasnieri dlaczego wczesniaki rosna lepiej, dosta-
jac pokarm od wtasnej matki, w poréwnaniu z karmio-
nymi pokarmem z banku mleka [8].

Sposob zywienia matki

Innym czynnikiem réwniez wplywajacym na miRNom
mleka kobiecego jest sposéb odzywiania matki. W mleku
kobiet bedacych na diecie wysokottuszczowej nastapit
wyrazny wzrost ekspresji miR-27 oraz miR-67, natomiast
w przypadku stosowania diety wysokoweglowodanowe;j
nie zaobserwowano zmian profilu mikroRNA. Udziat
miR-27 oraz miR-67 w procesie laktacji badZ rozwoju
dziecka nie zostat jeszcze okreslony [72].

MIKRORNA W PREPARATACH DO KARMIENIA NIEMOWLAT

Istnieje wiele powoddw, dla ktérych matki zaprzestajg
naturalnego karmienia piersia i siegaja po komercyjnie
dostepne sztuczne mieszanki mlekozastepcze dla nie-
mowlat. Podjecie takiej decyzji moze byé spowodowane
problemami z laktacja, nieprawidlowym, zbyt ptytkim
chwytaniem dziecka za piers$, co moze by¢ bolesne dla
matki i wiaze sie z ulewaniem podczas karmienia; nie-
wystarczajaca wiedza na temat karmienia czy brakiem
wsparcia ze strony specjalistéw [46].

W serwatce mleka krowiego dotychczas zidentyfi-
kowano 245 réznych czasteczek mikroRNA, z czego
najliczniejszymi sa miR-29b oraz miR-200c o takich
samych sekwencjach jak te pochodzace z mleka kobie-
cego. Podczas produkgji sztucznych mieszanek mlecz-
nych odrzucane sg dwie najbogatsze w czasteczki
mikroRNA frakcje mleka: ttuszczowa oraz komdrkowa.
W zwiazku z tym preparaty przeznaczone do karmie-
nia niemowlat na bazie mleka krowiego i na bazie
soi zawierajg stosunkowo niewielkg ilo§¢ mikroRNA

PISMIENNICTWO

w poréwnaniu z mlekiem kobiecym [5, 12]. Howard
i wsp. [46] uwazaja, ze pasteryzacja i homogenizacja
mleka krowiego dodatkowo powoduja znaczny spa-
dek zawarto$ci miR-200c oraz miR-29, choé inni auto-
rzy nie zaobserwowali wplywu pasteryzacji na ogdlny
profil mikroRNA mleka krowiego, a takze koziego [27].
W preparatach na bazie mleka krowiego i soi obecne
sa: 33 i 8 czasteczek mikroRNA wspélnych z profi-
lem mleka kobiecego, lecz poziom ich ekspresji jest
niski [5]. W sztucznych preparatach do karmienia nie-
mowlat stwierdzono znaczny spadek zawarto$ci cza-
steczki miR-148a, ktéra jest jedna z najliczniejszych
czgsteczek mikroRNA mleka kobiecego petniacych
m.in. funkcje immunologiczne [27, 100]. Niska zawar-
to$¢é mikroRNA w sztucznych mieszankach mlecznych
moze by¢ wyjasnieniem dlaczego dzieci karmione
w sposéb naturalny wykazuja lepsza odporno$¢ [58].

PODSUMOWANIE

Mleko kobiece stanowi jedno z najbogatszych zrédet
czasteczek mikroRNA, ktérych profil rézni sie osobni-
czo oraz moze zmienia¢ sie pod wptywem czynnikdw
$rodowiskowych [4, 24, 77]. Czasteczki mikroRNA sa
obecne w kazdej z trzech frakcji mleka, przy czym naj-
mniej wystepuje ich w mleku odttuszczonym, a najwie-
cej w ttuszczu mlecznym i frakeji komdrkowej [4]. Ich
potencjalne dziatanie biologiczne dotyczy zaréwno
organizmu matki, jak i rozwijajacego sie dziecka, gdzie
moga regulowaé wiele proceséw komérkowych i szlakéw
sygnalizacyjnych [16], wplywajac w ten sposéb m.in. na
przebieg laktacji, a takze na rozwdéj uktadu immuno-
logicznego niemowlecia [5, 50]. Czasteczki mikroRNA
dzieki odpowiednim no$nikom, takim jak egzosomy, sa
oporne na dziatanie RNaz, niskiego pH oraz trawienia
in vitro symulujacego warunki w uktadzie pokarmowym
dziecka [49, 50, 63, 100]. Po dotarciu do jelita niemow-
lecia moga by¢ w tej postaci wchtaniane przez entero-
cyty [63]. Wykazano, ze sztuczne mieszanki mleczne sg
ubogie w czasteczki mikroRNA charakterystyczne dla
mleka kobiecego, co moze wyjasniaé dlaczego dzieci
karmione naturalnie cieszg sie lepszym zdrowiem [35,
58]. Oméwione doniesienia naukowe pozwalajg uznaé
mikroRNA za biodostepne i potencjalnie nowe bioak-
tywne sktadniki mleka kobiecego ksztattujace zdrowie
i rozwdj dzieci karmionych piersi.
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