
Význam microRNA

RNA byla po dlouhou dobu považována za moleku-
lu, která funguje především jako prostředník mezi dě-
dičnou informací, uloženou v DNA, a realizací informa-
ce uložené v genech – proteiny. Nedávná léta však uka-
zují, že funkce RNA významně zasahují do rozsáhlejší-
ho okruhu buněčných pochodů. Byly totiž objeveny
krátké dvouřetězcové molekuly RNA, schopné při své
délce kolem 20 nukleotidů ovlivnit expresi velkého
množství genů. Principem jejich působení je zpravidla
inhibice translace mRNA do proteinu a byly označeny
jako microRNA (1–3).

MicroRNA (miRNA) jsou schopny v buňce ovlivňovat
celou řadu významných procesů. U živočichů se účastní
procesů buněčné proliferace, buněčné smrti, metabolis-

mu, embryogeneze, modulace diferenciace krvetvorných
buněk savců a dalších pochodů (4, 5). U rostlin kontro-
lují vývoj listů a květů (6). Počítačové analýzy, vyhledá-
vající cílové sekvence mRNA, ukazují, že tyto příklady
představují pouze zlomek z celého množství pochodů,
jichž se microRNA účastní (7). V lidském genomu již by-
lo charakterizováno více než 750 microRNA. Podle bio-
informatických předpovědí jejich počet dosahuje tisíc ne-
bo i více. Funkce však u většiny dosud objasněna neby-
la. Je však zřejmé, že jejich nepřítomnost či nesprávná
funkce může vést k vývojovým vadám či provázet roz-
voj řady onemocnění. Bylo také prokázáno, že exprese
microRNA v nádorových buňkách včetně leukemických
vykazuje odlišný charakter od exprese ve zdravých buň-
kách  a „expresní profily“ microRNA u jednotlivých pa-
cientů mohou pomoci upřesnit diagnózu a prognózu one-
mocnění.

180 Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008

MicroRNA – malé molekuly s velkým významem 
(nejen) u hematologických malignit

Pospíšilová Š.*, Malinová K.*, Mráz M., Mayer J.
Centrum molekulární biologie a genové terapie, Interní hematoonkologická klinika, LF MU a FN Brno

*Autorky se podílely na přípravě publikace stejným dílem. 

Souhrn
MicroRNA jsou malé molekuly ribonukleotidové kyseliny, které se významně podílejí na regulaci genové exprese.
Působení microRNA využívá mechanismu RNA interference (RNAi), který umožňuje cílené utlumení genové expre-
se na post-transkripční úrovni prostřednictvím krátkých dvouřetězcových RNA molekul. V lidském genomu bylo
dosud nalezeno přibližně 750 microRNA genů, přičemž tento počet zatím není konečný (počítačové analýzy lidského
genomu predikují existenci asi tisíce microRNA). Předpokládá se však, že tyto microRNA regulují expresi až třetiny
protein-kódujících genů, což naznačuje jejich zásadní význam pro fungování buňky a buněčného cyklu. Deregulace
microRNA byla popsána u většiny nádorů včetně hematologických malignit a přibývá stále více důkazů o tom, že mic-
roRNA hrají zásadní roli v maligní transformaci buňky. U řady hematologických malignit byl popsán jejich přímý
význam v patogenezi onemocnění. Příkladem je delece microRNA miR-15a a miR-16-1, regulující expresi onkogenu
BCL2 u přibližně 50 % pacientů s chronickou lymfocytární leukemií.
Klíčová s lova: microRNA, miRNA, RNA interference, regulace genové exprese, CLL – chronická lymfocytární le-
ukemie

Summary
Pospíšilová Š., Malinová K., Mráz M., Mayer J. MicroRNA – small molecules with major role (not only) in hemato-
logical malignancies
MicroRNAs are small molecules of ribonucleic acid, which play an important role in the regulation of gene expressi-
on. Their function is based on the mechanism of RNA interference that enables specific gene silencing on the post-
transcriptional level. About 750 microRNA genes have been already detected in the humane genome. However, this
number is not finite as the computational analyses predict an existence of at least one thousand human microRNAs.
It is presumed that microRNAs may regulate the expression of one third of protein-coding genes, what documents
their crucial role in a cell. Deregulation of miRNAs has been described in the majority of cancers including hemato-
logical malignancies. There is growing evidence that aberrant miRNA expression could participate in the process of
malignant transformation of a cell. Their role in the pathogenesis has been described in many hematological malig-
nancies. Deletion of miR-15a and miR-16-1, which regulate expression of BCL2 oncogene, can serve as an example.
Their deletion was detected in approximately 50 % patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia.
Key words: microRNA, miRNA, RNA interference, regulation of gene expression, CLL – chronic lymphocytic leukemia
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V nedávné době byly objeveny také miRNA kódo-
vané viry. Nejčastěji pocházejí z virů s genomem tvo-
řeným dvouřetězcovou nukleovou kyselinou - byly de-
tekovány u herpesvirů (EBV, KSHV, HCMV), polyo-
mavirů (SV40) a retrovirů (HIV) (8), předpokládá se je-
jich přítomnost u adenovirů a poxvirů. Vztah mezi vi-
ry a miRNA je však dvoustranný. Kromě toho, že viro-
vé miRNA mohou svým nositelům pomáhat v infekci
hostitelské buňky, mohou se buněčné microRNA účast-
nit procesu RNA interference zajišťujícího ochranu buň-
ky proti virovým nákazám (9). 

Proces RNA interference

MicroRNA využívají mechanismus tzv. RNA inter-
ference, který umožňuje post-transkripční utlumení ex-
prese genů. K prvotnímu studiu procesu RNA interfe-
rence byl využit modelový organismus hlísta Caenor-
habditis elegans. Bylo zjištěno, že vnesení dvouřetězco-
vé RNA s vhodnou sekvencí může mít za následek utlu-
mení aktivity vybraného genu, a to s vyšší účinností než
vnesení jednořetězcové protismyslné RNA (10). Brzy se
ukázalo, že popsaný jev není vyhrazen pouze pro tento
organismus. Regulace genové exprese pomocí RNAi by-
la zakrátko prokázána u mouchy octomilky, trypanozo-
my a především u velkého počtu genů obratlovců. Za ob-
jev RNA interference byla v roce 2006 udělena Nobe-
lova cena, jejímiž nositeli se stali Andrew Z. Fire a Cra-
ig C. Mello.

Pro všechny typy procesu RNA interference je cha-
rakteristická přítomnost krátkých řetězců RNA, které
jsou odvozeny od dvouřetězcové RNA (dsRNA). Lze je
rozdělit do dobře definovaných skupin: endogenní mic-
roRNA (miRNA) a malé interferující RNA (siRNA).
Kromě nich existují další skupiny krátkých RNA jako
např. piRNA (Piwi interacting RNA) interagující s pro-
teinem Piwi, který náleží do skupiny proteinů Argonaut.
Funkce krátkých RNA souvisí zejména s transkripcí
mRNA, se stabilitou mRNA a její translací. V některých
případech mohou miRNA fungovat stejnými mechanis-
my jako siRNA a naopak. Rozhodujícím rysem, který
určuje jejich schopnost ovlivňovat cílovou molekulu, je
jejich sekvence. Podle míry komplementarity lze odhad-
nout, zda budou potlačovat genovou expresi prostřed-
nictvím štěpení cílové RNA nebo potlačením translace.
Jestliže je párování bází mezi malou RNA a cílovou
mRNA úplné nebo téměř úplné, dochází ke štěpení
mRNA. Takto působí převážně siRNA. Jestliže je kom-
plementarita nižší, nastává potlačení translace. Tento
mechanismus je spíše spojován s miRNA. Úroveň repre-
se translace je pak závislá na množství mRNA i na
množství dostupných miRNA, pro potlačení translace se
často na cílovou mRNA naváže několik miRNA najed-
nou. Jediný druh miRNA se může vázat až ke stovkám
cílových mRNA. Ve všech případech je pro rozpozná-
vání cílové mRNA klíčové párování 2.–7. nukleotidu od
5´ konce malé RNA (7). 

Biogeneze microRNA

Vznik tzv. zralé funkční microRNA je poměrně složi-
tý proces a účastní se ho řada proteinových komplexů
(obr. 1). MicroRNA působí ve formě jednořetězcových
RNA molekul (ssRNA) o délce 18–24 nukleotidů (11),
které vznikají transkripcí genů pro microRNA a jsou tran-
skribovány za vzniku primárního transkriptu (pri-mi-
RNA). Dozrávání miRNA začíná v jádře sestřihem pri-
miRNA na 60 až 70 nukleotidů dlouhý meziprodukt,
označovaný jako pre-miRNA. Sestřih provádí endonuk-
leáza Drosha. Pre-miRNA je pak exportována do cyto-
plazmy za účasti exportního receptoru Exportin-5 s ko-
faktorem Ran-GTP. V cytoplasmě je pre-miRNA sestři-
žena enzymem Dicer, čímž je určen i druhý konec budou-
cí zralé miRNA (12). Výsledkem sestřižení pre-miRNA
je krátký duplex miRNA. Jeden z řetězců duplexu je de-
gradován, druhý představuje zralou miRNA, která je za-
členěna do efektorového komplexu RISC (RNA-Induced
Silencing Complex). Tento efektorový komplex, zahrnu-
jící miRNA, bývá označován jako miRNP (miRNA ribo-
nucleoprotein complex) a jeho jádrem je protein Argo-
naut. Do komplexu RISC je integrován pouze jeden řetě-
zec z duplexu miRNA. Který řetězec bude do komplexu
RISC začleněn, je rozhodnuto na základě porovnání re-
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Obr. 1. Biogeneze microRNA je zahájena transkripcí primárního tran-
skriptu pri-miRNA pomocí RNA polymerázy II (Pol II). Protein Drosha
zajišťuje úpravu pri-miRNA na prekurzor pre-miRNA. Následně je pre-
miRNA exportována z jádra za účasti exportního receptoru Exportin-5
s kofaktorem Ran-GTP (E). V cytoplazmě pokračuje úprava pre-miRNA
enzymem Dicer na duplex miRNA, z něhož je jeden řetězec degradován
a druhý je využit jako zralá funkční miRNA. Ta je začleněna do kom-
plexu RISC, který umožňuje inhibici translace cílové mRNA nebo její
degradaci. Jádro komplexu RISC tvoří protein Argonaut (AGO).
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lativní stability obou konců duplexu – do RISC je převáž-
ně začleněn řetězec s termodynamicky labilnějším 5´kon-
cem. Pokud je termodynamická stabilita řetězců duplexu
miRNA přibližně stejná, jsou oba řetězce začleňovány do
komplexu se stejnou frekvencí (13).

Geny kódující microRNA

Rozložení genů pro miRNA v rámci lidského genomu
není náhodné. Bylo nalezeno 36 clusterů, které dohro-
mady kódují devadesát miRNA (12). Ze srovnání s jiný-
mi organismy vyplývá, že rozložení clusterů miRNA po
genomu je patrně u všech druhů obdobné. Tyto poznatky
mohou sloužit pro identifikaci nových genů miRNA. 

Lokalizace genů kódujících microRNA je různá. Z cel-
kového počtu cca 750 dosud objevených lidských miRNA
je asi 50 % uloženo v intronech – 40 % v intronech genů
kódujících protein a desetina v intronech genů, které prote-
in nekódují. Další desetina miRNA leží v exonech protein
nekódujících genů a přibližně 5 % leží v oblastech, které
podléhají alternativnímu sestřihu (14). Zbytek, tedy kolem
35 %, leží v exonech kódujících sekvencí. MiRNA v intro-
nech jsou obvykle orientovány souhlasně s jejich hostitel-
skou mRNA a jsou obecně exprimovány společně s jejich
hostitelským genem. MiRNA uložené v clusterech jsou ty-
picky exprimovány současně (jako polycistronní) (15).

Experimenty využívající analýzu genové exprese v růz-
ných tkáních vedly ke zjištění, že exprese miRNA je tká-
ňově specifická – každá tkáň má charakteristický tzv. mi-
RNom (celkový obsah miRNA v buňkách dané tkáně ne-

bo v populaci buněk). K těmto analýzám jsou s výhodou
využívány DNA čipy (microarrays), které umožnily sta-
novení tkáňově specifických profilů miRNA (16).

MicroRNA u nádorových onemocnění

Úloze miRNA při vzniku a rozvoji nádorových onemoc-
nění je v posledních letech věnována značná pozornost.
Spojitost exprese miRNA se stavem onkologických paci-
entů jsou sledovány jak u solidních nádorů, tak u hemato-
logických malignit. Významná úloha miRNA u nádorů je
podpořena skutečností, že asi 50 % genů kódujících mi-
RNA je lokalizováno v místech, které často při nádorových
onemocněních podléhají mutacím a zlomům (12). Také by-
lo prokázáno, že deletované oblasti spojované s kancero-
genezí často obsahují geny pro miRNA (17). 

MicroRNA v buňce zastávají řadu funkcí a mohou na-
příklad působit jak v roli onkogenů, tak i nádorových sup-
resorů (18) (obr. 2). Některé miRNA také hrají úlohu při
vzniku chromozomálních aberací. Například miR-142 je
spojována s translokací t(8; 17), což má za následek fúzi
genů Bcl3 a c-myc a rozvoj agresivní formy akutní pro-
lymfocytární leukemie. Narušení funkce miRNA v nádo-
rové tkáni může být také zapříčiněno epigenetickými
změnami jako je např. methylace DNA (19). Velmi zají-
mavá je také potenciální úloha microRNA u nádorů indu-
kovaných virovou nákazou. Bylo prokázáno, že nejčas-
tějším místem začlenění lidského papillomaviru 16
(HPV16) do genomu hostitelské buňky jsou geny pro mi-
RNA. Začleňuje se tam asi třikrát častěji než do ostat-
ních částí genomu hostitele (17). 

Podobně jako zdravá tkáň, má každá nádorová tkáň
specifický expresní profil microRNA. Klasifikace nádo-
rů podle exprese miRNA se jeví jako velmi užitečná, pro-
tože rozdíly v zastoupení miRNA mohou přinést obsáh-
lou informaci o vývojové fázi a stupni diferenciace tumo-
rů. Sledování změn exprese miRNA tak umožňuje odha-
lit už velmi časná stadia rozvoje nádorového bujení (20).
Současně může profilování exprese miRNA posloužit pro
určení, případně zpřesnění prognózy choroby (21). 

U řady typů nádorů již byly objeveny specifické miRNA,
jejichž exprese se vlivem nádorového bujení výrazně mění
(ve srovnání se zdravými buňkami klesá nebo narůstá). Na-
příklad u glioblastomu byl detekován soubor miRNA, je-
jichž exprese v nádoru se významně odlišuje od exprese ve
zdravé tkáni. Nejvýraznější jsou silně zvýšené hladiny miR-
21 v glioblastomových buňkách. Je-li miR-21 vyřazena
z funkce, dochází k aktivaci kaspáz a přechodu buněk do
apoptózy. Předpokládá se tedy, že zvýšená exprese této mi-
RNA se podílí na maligním stavu prostřednictvím bloko-
vání exprese genů nutných pro apoptózu buněk (22). Silně
zvýšená exprese byla zaznamenána také u miR-221, naopak
nižší exprese v glioblastomových buňkách byla nalezena
u několika miRNA typických pro mozkovou tkáň (např.
miR-128, a rodina miR-181) (23). 

Exprese miRNA je významně změněna také u rakovi-
ny prsu. Zvýšené hladiny byly registrovány u miR-21
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Obr. 2. MicroRNA mohou fungovat jako onkogeny nebo nádorové
supresory. (A) V normální tkáni napomáhá exprese miRNA udržovat
optimální hladiny buněčných proteinů. Výsledkem je normální průběh
buněčného cyklu, proliferace, diferenciace i apoptózy. (B) Narušení bio-
geneze nebo funkce miRNA fungujících jako nádorové supresory, které
potlačují produkci onkoproteinů, může vést k rozvoji nádorového bu-
jení. To může být provázeno nárůstem proliferace buněk, invazivity i
angiogeneze, snížením úrovně apoptózy nebo morfologickými změna-
mi v nádorové tkáni. (C) Amplifikace nebo nadměrná exprese onkogen-
ních miRNA může mít také za následek rozvoj nádorového bujení.
Důvodem je omezení produkce nádorových supresorů. Důsledky jsou
podobné jako při snížení hladin supresorových miRNA.
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a miR-155 (24), zatímco snížená exprese byla pozorová-
na u miR-10b, miR-125b a miR-145. Gen pro miR-125b
se nachází v oblasti 11q23-24, tedy v úseku velmi často
deletovaném u nádorů prsu, vaječníku a plic (25). Poda-
řilo se identifikovat také několik miRNA, které souvisí
s mírou proliferace (miR-145), se stadiem nádoru (miR-
21), mírou vaskularizace nebo metastázováním do míz-
ních uzlin (miR-9-3) (24).

U rakoviny plic se setkáváme s přímou korelací exprese
miRNA s prognostickými vyhlídkami pacienta. Nízká hla-
dina exprese let-7 snižuje pravděpodobnost dlouhodobého
přežití, nárůst hladiny let-7 má za následek potlačení proli-
ferace nádorových buněk. Zvýšená exprese clusteru miR-
17-92 je spojena s malobuněčným karcinomem plic (26).

Dalším často diskutovaným typem rakoviny je nádor
kolorekta. Výzkumy potvrdily, že dvě miRNA, miR-143
a miR-145, vykazují nízkou expresi u žlaznatého (prekan-
cerózního) a rakovinného stádia kolorektální neoplasie
(27). To, že určitá miRNA vykazuje pozměněnou expre-
si již v prekancerózním stadiu, by mohlo posloužit jako
potencionální diagnostický faktor. Další studium expre-
se miRNA u kolorektálního karcinomu potvrdilo snížené
hladiny obou miRNA a odhalilo zvýšenou expresi miR-
21 a miR-31. Obzvláště zvýšené hladiny miR-21 byly za-
znamenány v případech s infiltrací lymfatických uzlin
a rozvojem metastáz (28).

MicroRNA u hematologických malignit 

Mezi prvními pracemi vůbec, které upozorňují na úlo-
hu miRNA při nádorovém bujení, byly molekulárně bio-
logické výzkumy B-buněčné chronické lymfocytární leu-
kemie (B-CLL) (Tab.1). Delece v oblasti 13q14 se obje-
vují ve více než polovině případů B-CLL, u poloviny lym-
fomů plášťové zóny a dále u mnohočetného myelomu (29).
Oblast 13q14.3 kóduje dvě miRNA, které jsou uloženy
v úseku o velikosti asi 30 kb mezi dvěma exony genu

DLEU2. Delece v oblasti 13q14 je heterogenní a nové po-
drobné analýzy ukázaly, že rozsah delece umožňuje roz-
lišit B-CLL na subtypy s různými klinickými projevy (30).
Pomocí experimentálních metod založených na analýze
genové exprese expresními čipy se ukázalo, že snížená ex-
prese miR-15a se vyskytuje v 25 % případů u a miR-16-1
u 45 % případů B-CLL (31). Ačkoliv se v chromozomál-
ní oblasti 3q25-26.1 vyskytuje cluster obsahující obdob-
né miRNA, snížení exprese se týká miRNA kódovanými
na chromozomu 13. Podařilo se už také identifikovat je-
den z cílů obou miRNA. Jedná se o gen BCL2, který je
oběma miRNA negativně regulován na post-transkripční
úrovni. Výzkumy vedou k závěru, že represe BCL2 těmi-
to miRNA indukuje apoptózu buněk (32). Nízká exprese
miR-15a a miR-16-1 byla zaznamenána také u některých
jiných druhů nádorů (např. u rakoviny prostaty). 

Kromě změn exprese byly v miR-15a a miR-16-1 iden-
tifikovány také sekvenční abnormality. Sledování muta-
cí a jednonukleotidových polymorfismů (SNP) v miRNA
vedlo k závěru, že tyto změny mohou být z části příči-
nou dědičné predispozice k rozvoji B-CLL (21). Dědič-
né změny v expresi a sekvenci mnoha dalších miRNA by
tak mohly ovlivnit hladiny exprese u většího počtu tu-
mor supresorových genů a onkogenů. Takové zjištění pod-
poruje „kaskádový“ model, podle kterého je rozvoj nádo-
rového bujení zapříčiněn komplexními změnami v expre-
si jak určitých proteinů, tak miRNA.

Kromě zmíněných podrobných analýz miR-15a a miR-
16-1 bylo publikováno několik prací, které se zabývaly
korelací změn microRNA s ostatními prognostickými fak-
tory. Bylo například popsáno, že exprese 13 miRNA spo-
lečně s hladinou exprese ZAP-70 a mutačním statusem
IgVH umožňuje rozlišit pacienty s dobrou, resp. špatnou
prognózou. Pomocí těchto markerů by mělo být možné
také určit, jak dlouhý bude interval od stanovení diagnó-
zy do začátku léčby (21). Mezi odlišně exprimované mi-
RNA u pacientů s B-CLL dále patří miRNA lokalizova-
né v oblastech často postižených strukturními aberace-
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Diagnóza miRNA se změněnou expresí Cílový gen Reference
ALL ⇑⇑miR-331 SOCS1 (34)
AML ⇑⇑miR-155 BACH1 (45, 46, 47)

⇑⇑miR-181a HOX
Burkittův lymfom ⇓⇓miR-143 MAPK (42)

⇓⇓miR-145 MAPK
CLL ⇑⇑miR-331 SOCS1 (31 ,34, 36)

⇑⇑miR-181 TCL1, HOXA11
⇑⇑miR-29a TCL1
⇑⇑miR-155 AGTR1
⇓⇓miR-15 BCL2
⇓⇓miR-16 BCL2

DLBCL ⇑⇑miR-155 AGTR1 (36, 37, 38)
⇑⇑miR-21 BCL2
⇑⇑miR-17–92 E2F1

Hodgkinův lymfom ⇑⇑miR-155 AGTR1 (36)
Lymfom marginální zóny ⇑⇑miR-155 AGTR1 (36, 38)

⇑⇑miR-17–92 E2F1
Lymfom z plášťových buněk ⇑⇑miR-17–92 E2F1 (38)

Tab. 1. MicroRNA se změněnou expresí ve srovnání se zdravými kontrolami u vybraných hematoonkologických diagnóz.
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mi. V některých clusterech jsou chybně regulovány všech-
ny obsažené miRNA, v jiných případech jsou špatně re-
gulovány pouze některé miR geny (např. u clusteru miR-
17-92 uloženém v oblasti 13q31) (31).

Dosud není podrobně prostudována souvislost hladin
miRNA s funkčním stavem proteinu p53, který patří me-
zi nejvýznamnější prognostické markery u CLL i řady
dalších malignit. Aktuální výsledky ukazují, že u pacien-
tů s mutací či delecí v genu TP53 – tedy skupiny se špat-
nou prognózou – je významně snížena exprese miR-34a,
která reguluje expresi BCL2. Tento fakt poukazuje na po-
tenciální význam této miRNA v patogenezi sledovaného
subtypu B-CLL (33).

V současnosti se také objevují studie, které poukazují
na odlišnou expresi velkého počtu miRNA u B-CLL ve
srovnání se zdravými lymfocyty. U akutní lymfocytární
leukemie již byly také získány obdobné expresní profily
miRNA. V tomto směru zajímavou je miR-331, která
ovlivňuje expresi genu SOCS1, zapojeného do procesů
proliferace a buněčného přežívání (34). 

Řada změn exprese microRNA byla detekována také
u lymfomů. V nádorové tkáni i lymfomových buněčných
liniích byl prokázán velký nárůst exprese miR-155 (odvo-
zené z BIC RNA – tj. sekvence nekódující protein s otev-
řeným čtecím rámcem, která nese informaci pro miR-
155). Přestože je miR-155 považována za onkogen, její
přítomnost v buňce je nezbytná pro rozvinutí optimální
imunitní odpovědi buňky. Podílí se na regulaci produkce
cytokinů, účastní se kontroly diferenciace TH buněk a je
nezbytná pro funkci B a T lymfocytů i dendritických bu-
něk (35). Na druhou stranu se předpokládá, že miR-155
indukuje polyklonální expanzi, která umožňuje vznik se-
kundárních genetických změn nezbytných pro maligní
transformaci. Zvýšená exprese miR-155 byla nalezena
u difuzního velkobuněčného buněčného lymfomu
(DLBCL), lymfomu marginální zóny a u dalších typů B-
buněčných lymfoproliferací včetně B-CLL, ale také
u Hodgkinova lymfomu. Bylo ukázáno, že hladiny miR-
155 i BIC RNA by mohly být vhodným nástrojem pro kla-
sifikaci subtypů DLBCL a stanovování prognózy (36).
Novým důležitým poznatkem je, že lze izolovat volné
microRNA z krevního séra, což zvyšuje jejich dostupnost
jako diagnostického markeru. Tyto výsledky byly získá-
ny u pacientů s DLBCL, u nichž byly zjištěny zvýšené
hladiny miR-155, miR-210 a miR-21 v séru oproti zdra-
vým kontrolám. Navíc se ukázalo, že zvýšené množství
miR-21 v séru koreluje s lepší prognózou pacientů (37).

Často diskutovanými miRNA, jejichž pozměněná ex-
prese souvisí s B-buněčnými lymfomy (a nádorovým bu-
jením obecně), jsou miRNA lokalizované v clusteru miR-
17-92 (13q31.3). Tento cluster obsahuje sedm miRNA,
k nimž patří miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18, miR-19a,
miR-20, miR-19b1 a miR-92-1. Jeho abnormální exprese
bývá spojována s DLBCL, folikulárním lymfomem, lym-
fomem plášťové zóny, primárním kožním B-buněčným
lymfomem i jinými typy nádorů (38). Exprese miRNA
z tohoto clusteru jsou ovlivňovány expresí c-myc, který
se váže přímo k jeho genomickému lokusu a v důsledku

vazby dochází k aktivaci exprese clusteru. c-myc ale
ovlivňuje také expresi transkripčního faktoru E2F1, kte-
rý podporuje postup buněčného cyklu. E2F1 je však ne-
gativně regulován dvěmi miRNA z clusteru. Tento me-
chanismus umožňuje jemně kontrolovat signály k proli-
feraci buňky (39). Nedávno bylo prokázáno, že promo-
tor clusteru miR-17-92 obsahuje vazebná místa pro dva
transkripční faktory E2F1 a E2F3. Zatímco první zmí-
něný má pro-apoptotickou funkci, druhý je antiapoptotic-
ký. Předpokládá se proto, že rozvoj proliferace tumorů
může být částečně zapříčiněn posunutím rovnováhy ve
vazbě E2F faktorů (40).

Přestože význam miR-16-1 byl nejprve odhalen u chro-
nické lymfocytární leukemie, další studie přinášejí nové
informace o její roli také u ostatních tumorů. Z výzkumů
je patrné, že miR-16-1 ovlivňuje nejen antiapoptotický
protein bcl2, ale i řadu dalších proteinů včetně Cyklinu
D1. U lymfomu plášťové zóny (MCL) byla popsána sou-
vislost zkráceného Cyklinu D1 se špatnou prognózou pa-
cientů. Protein hraje úlohu v regulaci buněčného cyklu
a jeho exprese je výrazně zvýšena u řady malignit včet-
ně MCL. Detekovaná zkrácená mRNA Cyklinu D1 zne-
možňuje vazbu miR-16-1 a tím down-regulaci jeho expre-
se, což přispívá k vysoké hladině proteinu (41). 

Stejně jako u B-CLL se u Burkittova lymfomu (BL) ob-
jevuje snížená exprese miR-143 a miR-145. Po vnesení
prekurzorů obou miRNA do buněčné linie BL vykazují-
cí jejich nízkou expresi a zároveň zvýšenou proliferaci,
byla pozorována výrazná inhibice růstu buněk závislá na
množství vnesených prekurzorů. miR-143 a miR-145 te-
dy negativně ovlivňují buněčný růst ovlivněním exprese
genů potřebných pro růst buňky (42). Na rozdíl od jiných
lymfomů, u Burkittova lymfomu nebyly zaznamenány
zvýšené hladiny miR-155, i když hladiny jeho hostitel-
ské BIC RNA byly zvýšeny. Příčinou této skutečnosti je
nejspíše regulace prekurzoru miR-155 Protein kinázou C
a jaderným faktorem NF-κB (43).

Výzkumy, které by sledovaly expresi miRNA v mye-
loidních typech leukemie, zatím nejsou tak rozsáhlé jako
v oblasti lymfatických leukemií a lymfomů. Přesto se už
objevilo několik prací, které se právě touto problemati-
kou zabývají. U chronické myeloidní leukemie bylo zjiš-
těno, že exprese clusteru miR-17-92 je indukována on-
kogeny BCR-ABL a c-MYC. Zvýšené hladiny miRNA to-
hoto clusteru byly zaznamenány u případů v chronické fá-
zi, ale nikoliv v blastické krizi (44).

V případech akutní myeloidní leukemie s normálním
karyotypem byla prokázána korelace mezi expresí miR-
181a a morfologickými subtypy onemocnění (podle FAB
klasifikace). Zvýšená exprese miR-181a byla deteková-
na u AML subtypů M1 a M2, u nichž byl také identifiko-
ván soubor diferenciálně exprimovaných genů regulova-
ných touto microRNA (45). Snížené hladiny miR-181a
byly naopak zaznamenány v případech AML s multiline-
ární dysplazií, která pro pacienty představuje horší pro-
gnózu onemocnění (46). U AML subtypů M4 a M5 byla
pozorována zvýšená exprese miR-155 v kostní dřeni. Uka-
zuje se tak, že její narušená exprese souvisí s rozvojem
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hematologických malignit lymfoidní i myeloidní řady
(47). Exprese miR-155 je zvýšena také v nádorových buň-
kách s mutací FLT3-ITD. Při sledování pacientů se změ-
nami v karyotypu byly nalezeny sady miRNA, jejichž ex-
prese byla charakteristická pro jednotlivé skupiny s urči-
tou aberací. Exprese miRNA tak může sloužit k podrob-
nější klasifikaci pacientů s AML a může napomoci k po-
chopení etiologie tohoto onemocnění (46).

V nedávné době se objevila také práce, která se zabý-
vá studiem exprese miRNA u Polycytemia Vera. Popisu-
je pozměněnou expresi určitých miRNA v buňkách my-
eloidní řady u pacientů oproti zdravým kontrolám (48).

Moderní metody studia microRNA

Studium miRNA je komplikováno především čtyřmi
faktory. Patří k nim délka miRNA, která se pohybuje ko-
lem 20 nukleotidů. Ztěžuje nejen jejich izolaci, ale také
další analýzu. miRNA nelze amplifikovat jako běžnou
mRNA, protože jsou příliš krátké pro zpětnou transkrip-
ci, vyžadující nasednutí primeru. Dalším faktorem, který
znesnadňuje jejich hybridizaci, je široké rozmezí teplot
tání Tm jejich heteroduplexů s komplementárními řetězci
DNA. Na třetím místě je třeba uvést, že jejich podíl v cel-
kové buněčné RNA se pohybuje kolem 0,01 %, což opět
přináší komplikace při jejich izolaci. Některé miRNA se
navíc vzájemně odlišují pouze o jeden nukleotid. 

Přesto byla vyvinuta řada metod, které zmíněné pře-
kážky překonaly. Jedná se hlavně o kvantitativní PCR
v reálném čase, detekci hybridizace miRNA na nosných
kuličkách (technologie Luminex) a analýzu miRNA na či-
pech (microarrays). Všechny dosud objevené miRNA
včetně anotací jsou shromážděny v několika interneto-
vých databázích – např. miRBase (on-line přístup
http://www.sanger.ac.uk/ Software/Rfam/mirna). Databá-
ze poskytují nejen informaci o jejich sekvenci, ale umož-
ňují na základě výpočetního algoritmu (např. miRanda ne-
bo TargetScan) také předpověď cílových genů konkrétních
miRNA(http://www.microrna.org nebo http://www.targets-
can.org). Tyto poznatky podstatně rozšiřují možnosti analý-
zy exprese miRNA.

Kvantitativní PCR v reálném čase 

V oblasti kvantitativní PCR v reálném čase (RQ-RT-
PCR) byly vyvinuty metody, které jsou schopné kvanti-
fikovat jak zralé miRNA, což je ztíženo jejich délkou, tak
i prekurzory miRNA, což zase komplikuje jejich sekun-
dární struktura. Ve většině případů se však dává přednost
analýze exprese zralých miRNA. Na druhou stranu jsou
prekurzory miRNA detekovatelné tehdy, když jsou hla-
diny odpovídajících zralých miRNA příliš nízké pro je-
jich zachycení (49). Celá analýza zahrnuje reverzní tran-
skripci, po které následuje vlastní kvantitativní PCR. Aby
mohly být do cDNA přepsány zralé miRNA, využívají
se primery se smyčkou. K buzení fluorescenčního signá-

lu během qPCR, který poskytuje informaci o množství
sledovaných miRNA, je nejčastěji využívána technologie
TaqMan sond. Fluorescence je emitována poté, co Ta-
qMan sonda hybridizuje k odpovídající sekvenci cDNA.
Jiná technologie přepisuje templát miRNA do cDNA ge-
nově specifickým primerem, který obsahuje přídatnou se-
kvenci. Vzniklá chiméra primeru s cDNA je následně vy-
užívána v kvantitativní PCR. V prvním cyklu je chiméra
přepsána LNA (Locked Nucleic Acid) reverzním prime-
rem, komplementárním k cDNA. V dalších cyklech je
DNA amplifikována univerzálním primerem, komple-
mentárním k přídatné sekvenci původního primeru. Prů-
běh reakce je provázen fluorescencí SYBR green. 

Detekce microRNA pomocí hybridizace na
nosných kuličkách (Luminex)

Další metodou pro analýzu hladin exprese miRNA
je detekce hybridizace na mikročásticích. Nejrozšíře-
nější technologií je Luminex, která využívá polystyre-
nové mikrokuličky, pokryté oligonukleotidovými son-
dami, připojenými přes karboxylové skupiny. Navíc
jsou mikrokuličky značeny dvěma fluorescenčními
značkami, jejichž vlnová délka emitovaného záření je
635 nm, resp. 532 nm. Vhodnou kombinací těchto flu-
orescenčních značek lze dosáhnout jedinečné „spektrál-
ní adresy“, která mikrokuličku nesoucí určitou sondu
identifikuje při analýze. V jediné reakci bývá směs tak-
to označených mikrokuliček. Jsou schopny detekovat
přítomnost až stovek molekul miRNA právě podle je-
jich spektrální příslušnosti (50). 

Postup pro analýzu exprese miRNA zahrnuje tyto kro-
ky: amplifikace miRNA polymerázovou řetězovou reak-
cí, využívající biotinylovaný primer, následuje hybridiza-
ce produktů PCR k sondám na povrchu mikrokuliček
a nakonec obarvení mikrokuliček streptavidinem-fykoe-
rytrinem (20). Mikrokuličky jsou pak v proudu nosné ka-
paliny jednotlivě hnány detektorem a na základě získané-
ho signálu je lze podle jejich spektrální příslušnosti roz-
třídit a kvantifikovat reakci, která proběhla na jejich po-
vrchu. Intenzita záření produkovaná fykoerytrinem na-
víc poskytuje informaci o množství navázané miRNA
(50). Způsobem provedení analýzy se jedná v podstatě
o analogii k průtokové cytometrii.

DNA čipy („miR-arrays“)

Rozšířenou metodou pro analýzu exprese miRNA jsou
čipy (microarrays). Čipy umožňují hybridizaci miRNA ke
stovkám oligonukleotidových sond současně. Jsou tvo-
řeny skleněným nebo křemíkovým podkladem, na který
jsou naneseny předem syntetizované sondy, nebo se son-
dy syntetizují přímo na podkladu fotochemicky. 

MiRNA jsou vhodným způsobem obarveny a násled-
ně hybridizovány k sondám na čipu. Jako sondy slouží
fragmenty cDNA či syntetické oligonukleotidy. Jsou na-
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vrhovány tak, aby byly schopny rozlišit jednotlivé zralé
miRNA, které se mohou odlišovat jen o jeden nukleo-
tid, a zralé miRNA od jejich prekurzorů. Analýza ex-
prese miRNA na čipech (microarrays) zahrnuje postu-
py označení miRNA, hybridizace miRNA k sondám na-
tištěným na čipu a analýzu získaných obrazových dat
pomocí vhodného softwaru. Obecně jsou protokoly pro
analýzu exprese miRNA oproti procedurám pro jiné ex-
presní čipy (např. celogenomové) jednodušší, protože
nezahrnují kroky pro přepisování vzorku RNA do
cDNA a následně do cRNA. 

Důležitým požadavkem je, aby všechny duplexy mi-
RNA se sondami měly teplotu tání Tm přibližně stej-
nou. Tento problém byl překonán přípravou LNA oli-
gonukleotidů (Locked Nucleic Acid). Jedná se o nuk-
leové kyseliny, jejichž ribózový kruh je „uzamčen“ met-
hylenovým můstkem mezi atomy 2´-O a 4´-C. V LNA
jsou obsaženy všechny báze, které se obvykle vysky-
tují v nukleových kyselinách, čímž je zajištěno páro-
vání s komplementárními řetězci nukleových kyselin.
Volbou vhodného uspořádání bází a délky sekvence lze
navíc dosáhnout normalizované, takže komplementár-
ní miRNA hybridizují k LNA sondám v úzkém teplot-
ním intervalu (51).

Závěr

Přestože nové poznatky o vztahu nádorových one-
mocnění s hladinami microRNA zatím plně nepronikly
do klinické praxe, mají do budoucna velký význam
v oblastech diagnostiky i stanovení prognózy pacien-
tů. U B-CLL se už podařilo určit konkrétní microRNA,
které jsou asociovány s mutovaným, resp. nemutova-
ným statusem genu pro IgVH, s hladinami tyrosinkiná-
zy ZAP-70, antionkogenu  p53 a dalšími aberantně pro-
dukovanými buněčnými faktory. Také u ostatních ma-
lignit výzkumy potvrzují rozsáhlé souvislosti exprese
microRNA s průběhem onemocnění. Lze očekávat, že
další podrobné studium microRNA přinese důležité in-
formace o mechanismech, které ovlivňují vznik a roz-
voj onemocnění, a významně přispěje k lepšímu pocho-
pení jejich biologické podstaty. 

SEZNAM ZKRATEK
bcl2 – antiapoptotický protein B-Cell CLL/Lymphoma 2
c-myc – myelocytomatosis oncogene
IgVH – variabilní oblast genu pro těžký řetězec imunog-
lobulinů
DLEU2 – Deleted in lymphocytic LEUkemia, 2
FLT3-ITD – FMS-related Tyrosine kinase 3 s interní tan-
demovou duplikací 
miRNA – microRNA
piRNA – Piwi-Interacting RNA
PTGS – Post-Transcriptional Gene Silencing
RNAi – RNA interference
siRNA – small interfering RNA
ZAP-70 – Zeta chain Associated Protein 70 kDa
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