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Souhrn

MicroRNA jsou malé molekuly ribonukleotidové kyseliny, které se vyznamné podileji na regulaci genové exprese.
Pusobeni microRNA vyuziva mechanismu RNA interference (RNAi), ktery umoziiuje cilené utlumeni genové expre-
se na post-transkrip¢ni drovni prostrednictvim kratkych dvouretézcovych RNA molekul. V lidském genomu bylo
dosud nalezeno priblizné 750 microRNA geni, pricemz tento pocet zatim neni konecny (pocitacové analyzy lidského
genomu predikuji existenci asi tisice microRNA). Predpoklada se vsak, Ze tyto microRNA reguluji expresi az tretiny
protein-kédujicich gent, coZ naznacuje jejich zasadni vyznam pro fungovani buiiky a bunécného cyklu. Deregulace
microRNA byla popsana u vétSiny nadoru véetné hematologickych malignit a pribyva stale vice diitkazi o tom, Ze mic-
roRNA hraji zasadni roli v maligni transformaci buiiky. U fady hematologickych malignit byl popsan jejich primy
vyznam v patogenezi onemocnéni. Prikladem je delece microRNA miR-15a a miR-16-1, regulujici expresi onkogenu
BCL2 u priblizné 50 % pacientu s chronickou lymfocytarni leukemii.
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Summary

Pospisilova S., Malinova K., Mraz 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.
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mu, embryogeneze, modulace diferenciace krvetvornych

Vyznam microRNA

RNA byla po dlouhou dobu povaZzovana za moleku-
lu, kterd funguje predevsim jako prostiednik mezi dé-
di¢nou informaci, uloZenou v DNA, a realizaci informa-
ce uloZené v genech — proteiny. Neddvn4 Iéta vSak uka-
zuji, Ze funkce RNA vyznamné zasahuji do rozsahlejsi-
ho okruhu bunéénych pochodi. Byly totiz objeveny
kratké dvouretézcové molekuly RNA, schopné pfi své
délce kolem 20 nukleotidd ovlivnit expresi velkého
mnoZzstvi genl. Principem jejich ptsobeni je zpravidla
inhibice translace mRNA do proteinu a byly oznaceny
jako microRNA (1-3).

MicroRNA (miRNA) jsou schopny v burce ovliviiovat
celou fadu vyznamnych procesi. U Zivocicht se ucastni
procest bunécné proliferace, buné¢né smrti, metabolis-

*Autorky se podilely na pripravé publikace stejnym dilem.

bunék savci a dalSich pochodt (4, 5). U rostlin kontro-
luji vyvoj listl a kvétl (6). Poéitacové analyzy, vyhleda-
vajici cilové sekvence mRNA, ukazuji, Ze tyto ptiklady
predstavuji pouze zlomek z celého mnozstvi pochodi,
jichZ se microRNA dcastni (7). V lidském genomu jiz by-
lo charakterizovano vice neZ 750 microRNA. Podle bio-
informatickych predpovédi jejich poCet dosahuje tisic ne-
bo i vice. Funkce vSak u vétSiny dosud objasnéna neby-
la. Je vSak zfejmé, Ze jejich nepfitomnost ¢i nespravna
funkce mtize vést k vyvojovym vaddm &i provézet roz-
voj fady onemocnéni. Bylo také prokdzano, Ze exprese
microRNA v nadorovych buikach vcetné leukemickych
vykazuje odlisny charakter od exprese ve zdravych bun-
kdch a ,expresni profily* microRNA u jednotlivych pa-
cientl mohou pomoci upfesnit diagnézu a progndzu one-
mocnéni.
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V neddvné dobé& byly objeveny také miRNA kdédo-
vané viry. Nejcastéji pochdzeji z virl s genomem tvo-
fenym dvoufetézcovou nukleovou kyselinou - byly de-
tekovdny u herpesvirti (EBV, KSHV, HCMV), polyo-
mavird (SV40) a retrovirt (HIV) (8), predpoklada se je-
jich pfitomnost u adenovird a poxvirti. Vztah mezi vi-
ry a miRNA je vSak dvoustranny. Kromé toho, Ze viro-
vé miRNA mohou svym nositelim pomahat v infekci
hostitelské bunky, mohou se buné¢né microRNA ucast-
nit procesu RNA interference zajistujiciho ochranu bun-
ky proti virovym ndkazdm (9).

Proces RNA interference

MicroRNA vyuzivaji mechanismus tzv. RNA inter-
ference, ktery umoznuje post-transkripcni utlumeni ex-
prese genl. K prvotnimu studiu procesu RNA interfe-
rence byl vyuZzit modelovy organismus hlista Caenor-
habditis elegans. Bylo zjisténo, Ze vneseni dvouretézco-
vé RNA s vhodnou sekvenci miize mit za ndsledek utlu-
menf aktivity vybraného genu, a to s vyS§i u¢innosti nez
vneseni jednoretézcové protismysiné RNA (10). Brzy se
ukdzalo, Ze popsany jev neni vyhrazen pouze pro tento
organismus. Regulace genové exprese pomoci RNAi by-
la zakrédtko prokdzdna u mouchy octomilky, trypanozo-
my a pfedevsim u velkého poctu genti obratloveti. Za ob-
jev RNA interference byla v roce 2006 udélena Nobe-
lova cena, jejimiZ nositeli se stali Andrew Z. Fire a Cra-
ig C. Mello.

Pro vSechny typy procesu RNA interference je cha-
rakteristickd pfitomnost kratkych fetézci RNA, které
jsou odvozeny od dvouretézcové RNA (dsRNA). Lze je
rozdélit do dobre definovanych skupin: endogenni mic-
roRNA (miRNA) a malé interferujici RNA (siRNA).
Kromé nich existuji dalsi skupiny kratkych RNA jako
napf. piRNA (Piwi interacting RNA) interagujici s pro-
teinem Piwi, ktery ndleZ{ do skupiny proteinl Argonaut.
Funkce kratkych RNA souvisi zejména s transkripci
mRNA, se stabilitou mRNA a jeji translaci. V nékterych
pfipadech mohou miRNA fungovat stejnymi mechanis-
my jako siRNA a naopak. Rozhodujicim rysem, ktery
urcuje jejich schopnost ovliviiovat cilovou molekulu, je
jejich sekvence. Podle miry komplementarity 1ze odhad-
nout, zda budou potlacovat genovou expresi prostied-
nictvim §tépeni cilové RNA nebo potladenim translace.
JestliZze je pdrovdni bdzi mezi malou RNA a cilovou
mRNA tplné nebo témér tplné, dochazi ke Stépeni
mRNA. Takto ptisobi prevazné siRNA. JestliZe je kom-
plementarita niZ§i, nastdva potlaceni translace. Tento
mechanismus je spise spojovan s miRNA. Uroven repre-
se translace je pak zdvisld na mnoZstvi mRNA i na
mnozstvi dostupnych miRNA, pro potladeni translace se
¢asto na cilovou mRNA naviZe nékolik miRNA najed-
nou. Jediny druh miRNA se miZe vdzat az ke stovkdm
cilovych mRNA. Ve vSech piipadech je pro rozpozna-
vani cilové mRNA klicové parovéni 2.—7. nukleotidu od
5" konce malé RNA (7).

Biogeneze microRNA

Vznik tzv. zralé funkéni microRNA je pomérné slozi-
ty proces a ucastni se ho fada proteinovych komplext
(obr. 1). MicroRNA ptisobi ve formé jednorfetézcovych
RNA molekul (ssRNA) o délce 18-24 nukleotidt (11),
které vznikaji transkripci gent pro microRNA a jsou tran-
skribovany za vzniku primdrniho transkriptu (pri-mi-
RNA). Dozravani miRNA zacind v jadre sestfihem pri-
miRNA na 60 az 70 nukleotidi dlouhy meziprodukt,
oznacovany jako pre-miRNA. Sestfih provadi endonuk-
ledza Drosha. Pre-miRNA je pak exportovana do cyto-
plazmy za Gcasti exportniho receptoru Exportin-5 s ko-
faktorem Ran-GTP. V cytoplasmé je pre-miRNA sestfi-
Zena enzymem Dicer, ¢imZ je urCen i druhy konec budou-
ci zralé miRNA (12). Vysledkem sestfizeni pre-miRNA
je kratky duplex miRNA. Jeden z fetézcl duplexu je de-
gradovén, druhy predstavuje zralou miRNA, kterd je za-
¢lenéna do efektorového komplexu RISC (RNA-Induced
Silencing Complex). Tento efektorovy komplex, zahrnu-
jici miRNA, byva ozna¢ovan jako miRNP (miRNA ribo-
nucleoprotein complex) a jeho jadrem je protein Argo-
naut. Do komplexu RISC je integrovan pouze jeden feté-
zec z duplexu miRNA. Ktery fetézec bude do komplexu
RISC zaclenén, je rozhodnuto na zdkladé porovnani re-
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Obr. 1. Biogeneze microRNA je zahdjena transkripci primdrniho tran-
skriptu pri-miRNA pomoci RNA polymerdzy II (Pol II). Protein Drosha
zaji§t'uje Upravu pri-miRNA na prekurzor pre-miRNA. Nasledné je pre-
miRNA exportovédna z jadra za dcasti exportniho receptoru Exportin-5
s kofaktorem Ran-GTP (E). V cytoplazmé pokracuje Uprava pre-miRNA
enzymem Dicer na duplex miRNA, z né€hoz je jeden fetézec degradovan
a druhy je vyuZit jako zrald funkéni miRNA. Ta je zaclenéna do kom-
plexu RISC, ktery umoziuje inhibici translace cilové mRNA nebo jeji
degradaci. Jadro komplexu RISC tvoii protein Argonaut (AGO).
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lativn{ stability obou konci duplexu — do RISC je prevaz-
né zaclenén fetézec s termodynamicky labilnéjsim 5 kon-
cem. Pokud je termodynamicka stabilita fetézct duplexu
miRNA priblizné stejnd, jsou oba fetézce zaclenovany do
komplexu se stejnou frekvenci (13).

Geny kodujici microRNA

RozloZen{ gentt pro miRNA v rdamci lidského genomu
neni ndhodné. Bylo nalezeno 36 clustert, které dohro-
mady kéduji devadesat miRNA (12). Ze srovndni s jiny-
mi organismy vyplyva, Ze rozloZeni clusteri miRNA po
genomu je patrné u vSech druhti obdobné. Tyto poznatky
mohou slouzit pro identifikaci novych genit miRNA.

Lokalizace genti kddujicich microRNA je rtizna. Z cel-
kového poctu cca 750 dosud objevenych lidskych miRNA
je asi 50 % uloZeno v intronech — 40 % v intronech gent
kddujicich protein a desetina v intronech gentl, které prote-
in nekdduji. Dalsi desetina miRNA leZi v exonech protein
nekédujicich gent a priblizné 5 % leZi v oblastech, které
podléhaji alternativnimu sestiihu (14). Zbytek, tedy kolem
35 %, lezi v exonech kédujicich sekvenci. MiRNA v intro-
nech jsou obvykle orientovany souhlasné s jejich hostitel-
skou mRNA a jsou obecné exprimovany spolecné s jejich
hostitelskym genem. MiRNA uloZené v clusterech jsou ty-
picky exprimovany soucasné (jako polycistronni) (15).

Experimenty vyuZivajici analyzu genové exprese v rtiz-
nych tkdnich vedly ke zji$t€ni, Ze exprese miRNA je tka-
nove specificka — kazdd tkan ma charakteristicky tzv. mi-
RNom (celkovy obsah miRNA v burikdch dané tkan¢ ne-
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Obr. 2. MicroRNA mohou fungovat jako onkogeny nebo nddorové
supresory. (A) V normdlni tkdni napoméha exprese miRNA udrZovat
optiméln{ hladiny bunéénych proteind. Vysledkem je normdlni pribéh
bunécného cyklu, proliferace, diferenciace i apoptdzy. (B) Naruseni bio-
geneze nebo funkce miRNA fungujicich jako nddorové supresory, které
potla¢uji produkci onkoproteint, mize vést k rozvoji nddorového bu-
jeni. To muze byt provazeno narlstem proliferace bunék, invazivity i
angiogeneze, sniZenim trovné€ apoptézy nebo morfologickymi zména-
mi v nddorové tkdni. (C) Amplifikace nebo nadmérnd exprese onkogen-
nich miRNA mize mit také za ndsledek rozvoj nadorového bujeni.
Divodem je omezeni produkce nddorovych supresorti. Disledky jsou
podobné jako pfi sniZzeni hladin supresorovych miRNA.

bo v populaci bunék). K témto analyzam jsou s vyhodou
vyuziviany DNA Cipy (microarrays), které umoznily sta-
noven{ tkariové specifickych profili miRNA (16).

MicroRNA u nadorovych onemocnéni

Uloze miRNA pfi vzniku a rozvoji nddorovych onemoc-
néni je v poslednich letech vénovdna zna¢néd pozornost.
Spojitost exprese miRNA se stavem onkologickych paci-
entd jsou sledovény jak u solidnich nadort, tak u hemato-
logickych malignit. Vyznamnd uiloha miRNA u nadort je
podporena skute¢nosti, Ze asi 50 % genl kédujicich mi-
RNA je lokalizovano v mistech, které Casto pfi nddorovych
onemocnénich podléhaji mutacim a zlomtim (12). Také by-
lo prokézdno, Ze deletované oblasti spojované s kancero-
genez{ Casto obsahuji geny pro miRNA (17).

MicroRNA v bunce zastavaji fadu funkci a mohou na-
ptiklad ptsobit jak v roli onkogent, tak i nddorovych sup-
resord (18) (obr. 2). Nékteré miRNA také hraji dlohu pfi
vzniku chromozomalnich aberaci. Napriklad miR-142 je
spojovdna s translokaci t(8; 17), coZ m4 za nasledek fiizi
gentll Bel3 a c-myc a rozvoj agresivni formy akutni pro-
lymfocytdrni leukemie. NaruSeni funkce miRNA v nado-
rové tkdni mize byt také zapfiCinéno epigenetickymi
zménami jako je napt. methylace DNA (19). Velmi zaji-
mavd je také potencidlni dloha microRNA u nadorti indu-
kovanych virovou ndkazou. Bylo prokdzano, Ze nejcas-
t&jSim mistem zaclenéni lidského papillomaviru 16
(HPV16) do genomu hostitelské buriky jsou geny pro mi-
RNA. Zaclenuje se tam asi tfikrat Castéji nez do ostat-
nich ¢4sti genomu hostitele (17).

Podobné jako zdrava tkan, ma kazda nadorova tkan
specificky expresni profil microRNA. Klasifikace nado-
rl podle exprese miRNA se jevi jako velmi uZite¢na, pro-
toZe rozdily v zastoupeni miRNA mohou pfinést obsah-
lou informaci o vyvojové fazi a stupni diferenciace tumo-
rl. Sledovani zmén exprese miRNA tak umoznuje odha-
lit uZ velmi ¢asnd stadia rozvoje nddorového bujeni (20).
Soucasné muize profilovani exprese miRNA poslouZit pro
urceni, ptipadné zpfesnéni prognézy choroby (21).

U fady typti nddort jiz byly objeveny specifické miRNA,
jejichZ exprese se vlivem nddorového bujeni vyrazné méni
(ve srovndni se zdravymi butikami klesd nebo nartistd). Na-
priklad u glioblastomu byl detekovan soubor miRNA, je-
jichZ exprese v naddoru se vyznamné odliSuje od exprese ve
zdravé tkéni. Nejvyraznéjsi jsou silné zvysené hladiny miR-
2] v glioblastomovych bunkach. Je-li miR-21 vyrazena
z funkce, dochazi k aktivaci kaspaz a prechodu bunék do
apoptdzy. Predpoklada se tedy, Ze zvySend exprese této mi-
RNA se podili na malignim stavu prostfednictvim bloko-
vén{ exprese genll nutnych pro apoptézu bunék (22). Silné
zvySend exprese byla zaznamendna také u miR-221, naopak
niz8i exprese v glioblastomovych bunkach byla nalezena
u nékolika miRNA typickych pro mozkovou tkan (napf.
miR-128, a rodina miR-181) (23).

Exprese miRNA je vyznamné zménéna také u rakovi-
ny prsu. ZvySené hladiny byly registrovany u miR-21
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Tab. 1. MicroRNA se zménénou expresi ve srovnani se zdravymi kontrolami u vybranych hematoonkologickych diagnéz.

Diagnéza miRNA se zménénou expresi Cilovy gen Reference
ALL TmiR-331 SOCSI (34)
AML miR-155 BACHI (45,46, 47)
miR-181a HOX
Burkittiv lymfom ImiR-143 MAPK (42)
UmiR-145 MAPK
CLL TmiR-331 SOCS1 (31 34, 36)
MmiR-181 TCLI, HOXAII
TmiR-29a TCLI
MmiR-155 AGTRI
ImiR-15 BCL2
UmiR-16 BCL2
DLBCL TmiR-155 AGTRI (36,37, 38)
miR-21 BCL2
miR-17-92 E2F1
Hodgkintiv lymfom MmiR-155 AGTRI1 (36)
Lymfom margindlni zény MmiRr-155 AGTRI1 (36, 38)
MmiR-17-92 E2F1
Lymfom z plastovych bunék TmiR-17-92 E2F1 (38)

a miR-155 (24), zatimco sniZena exprese byla pozorova-
na u miR-10b, miR-125b a miR-145. Gen pro miR-125b
se nachazi v oblasti 11q23-24, tedy v tdseku velmi Casto
deletovaném u nadorti prsu, vaje¢niku a plic (25). Poda-
filo se identifikovat také nékolik miRNA, které souvisi
s mirou proliferace (miR-145), se stadiem nadoru (miR-
21), mirou vaskularizace nebo metastazovanim do miz-
nich uzlin (miR-9-3) (24).

U rakoviny plic se setkdvame s piimou korelaci exprese
miRNA s prognostickymi vyhlidkami pacienta. Nizka hla-
dina exprese let-7 snizuje pravdépodobnost dlouhodobého
preziti, narast hladiny let-7 mad za nésledek potlaceni proli-
ferace nadorovych bunék. Zvysena exprese clusteru miR-
17-92 je spojena s malobunéénym karcinomem plic (26).

DalSim casto diskutovanym typem rakoviny je niddor
kolorekta. Vyzkumy potvrdily, Ze dvé miRNA, miR-143
amiR-145, vykazuji nizkou expresi u Zlaznatého (prekan-
cerdzniho) a rakovinného stadia kolorektalni neoplasie
(27). To, ze urcita miRNA vykazuje pozménénou expre-
si jiz v prekancer6znim stadiu, by mohlo poslouzit jako
potenciondlni diagnosticky faktor. Dalsi studium expre-
se miRNA u kolorektdlntho karcinomu potvrdilo sniZzené
hladiny obou miRNA a odhalilo zvySenou expresi miR-
21 amiR-31. Obzvlasté zvySené hladiny miR-21 byly za-
znamenany v priipadech s infiltraci lymfatickych uzlin
a rozvojem metastaz (28).

MicroRNA u hematologickych malignit

Mezi prvnimi pracemi viibec, které upozortiuji na tlo-
hu miRNA pfi nddorovém bujeni, byly molekuldrné bio-
logické vyzkumy B-bunécné chronické lymfocytarni leu-
kemie (B-CLL) (Tab.1). Delece v oblasti 13q14 se obje-
vuji ve vice neZ poloviné piipadi B-CLL, u poloviny lym-
fomu plastové zony a ddle u mnohocetného myelomu (29).
Oblast 13q14.3 koduje dvé miRNA, které jsou uloZeny
v tseku o velikosti asi 30 kb mezi dvéma exony genu

DLEU2. Delece v oblasti 13q14 je heterogenni a nové po-
drobné analyzy ukdazaly, Ze rozsah delece umoziuje roz-
lisit B-CLL na subtypy s riznymi klinickymi projevy (30).
Pomoci experimentdlnich metod zaloZenych na analyze
genové exprese expresnimi Cipy se ukdzalo, Ze sniZzend ex-
prese miR-15a se vyskytuje v 25 % piipadt u a miR-16-1
u 45 % ptipadi B-CLL (31). Ackoliv se v chromozomal-
ni oblasti 3q25-26.1 vyskytuje cluster obsahujici obdob-
né miRNA, sniZen{ exprese se tykd miRNA kédovanymi
na chromozomu 13. Podafilo se uz také identifikovat je-
den z cild obou miRNA. Jednd se o gen BCL2, ktery je
obéma miRNA negativné regulovan na post-transkripéni
urovni. Vyzkumy vedou k zavéru, Ze represe BCL2 t€mi-
to miRNA indukuje apoptézu bunék (32). Nizka exprese
miR-15a a miR-16-1 byla zaznamendna také u nekterych
jinych druhti nddord (napf. u rakoviny prostaty).

Kromé zmén exprese byly v miR-15a a miR-16-1 iden-
tifikovany také sekvencni abnormality. Sledovani muta-
ci a jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) v miRNA
vedlo k zavéru, Ze tyto zmény mohou byt z ¢asti prici-
nou dédi¢né predispozice k rozvoji B-CLL (21). Dédic¢-
né zmény v expresi a sekvenci mnoha dalSich miRNA by
tak mohly ovlivnit hladiny exprese u vét§itho poctu tu-
mor supresorovych genti a onkogenit. Takové zjistén{ pod-
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poruje ,.kaskadovy* model, podle kterého je rozvoj nado-
rového bujeni zapficinén komplexnimi zménami v expre-
si jak ur¢itych proteint, tak miRNA.

Kromé zminénych podrobnych analyz miR-15a a miR-
16-1 bylo publikovano nékolik praci, které se zabyvaly
korelaci zmén microRNA s ostatnimi prognostickymi fak-
tory. Bylo naptiklad popsédno, Ze exprese 13 miRNA spo-
le¢né s hladinou exprese ZAP-70 a muta¢nim statusem
IgVy umoziuje rozliSit pacienty s dobrou, resp. Spatnou
prognézou. Pomoci téchto markert by mélo byt mozné
také urcit, jak dlouhy bude interval od stanoveni diagnoé-
zy do zacdtku 1écby (21). Mezi odlisné€ exprimované mi-
RNA u pacientti s B-CLL déle patii miRNA lokalizova-
né v oblastech Casto postiZenych strukturnimi aberace-
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mi. V nékterych clusterech jsou chybné regulovdny vSech-
ny obsazené miRNA, v jinych pfipadech jsou Spatné re-
gulovany pouze nékteré miR geny (napr. u clusteru miR-
17-92 uloZeném v oblasti 13q31) (31).

Dosud neni podrobné prostudovdna souvislost hladin
miRNA s funkénim stavem proteinu p53, ktery patfi me-
zi nejvyznamnéjsi prognostické markery u CLL i rady
dalSich malignit. Aktudlni vysledky ukazuji, Ze u pacien-
ti s mutaci ¢i deleci v genu TP53 — tedy skupiny se $pat-
nou progndzou — je vyznamné sniZzena exprese miR-34a,
ktera reguluje expresi BCL2. Tento fakt poukazuje na po-
tencidlni vyznam této miRNA v patogenezi sledovaného
subtypu B-CLL (33).

V soucasnosti se také objevuji studie, které poukazuji
na odli$nou expresi velkého poctu miRNA u B-CLL ve
srovnéni se zdravymi lymfocyty. U akutni lymfocytdrn{
leukemie jiz byly také ziskdany obdobné expresni profily
miRNA. V tomto sméru zajimavou je miR-331, ktera
ovliviiuje expresi genu SOCS1, zapojeného do procest
proliferace a bunéc¢ného prezivani (34).

Rada zmén exprese microRNA byla detekovana také
u lymfomd. V nadorové tkani i lymfomovych bunéénych
liniich byl prokdzéan velky narGst exprese miR-155 (odvo-
zené z BIC RNA —tj. sekvence nekddujici protein s otev-
fenym Ctecim ramcem, kterd nese informaci pro miR-
155). Prestoze je miR-155 povazovana za onkogen, jeji
pfitomnost v bunce je nezbytna pro rozvinuti optimdln{
imunitni odpovédi bunky. Podili se na regulaci produkce
cytokint, tcastn{ se kontroly diferenciace Ty; bunék a je
nezbytnd pro funkci B a T lymfocyti i dendritickych bu-
nék (35). Na druhou stranu se predpoklada, ze miR-155
indukuje polyklonaln{ expanzi, kterd umoznuje vznik se-
kundérnich genetickych zmén nezbytnych pro maligni
transformaci. ZvySend exprese miR-155 byla nalezena
u difuznitho velkobuné¢ného bunééného lymfomu
(DLBCL), lymfomu margindlni zény a u dal$ich typt B-
bunéénych lymfoproliferaci vcéetné B-CLL, ale také
u Hodgkinova lymfomu. Bylo ukdzdno, Ze hladiny miR-
155 1 BIC RNA by mohly byt vhodnym néstrojem pro kla-
sifikaci subtypti DLBCL a stanovovani progndzy (36).
Novym dileZitym poznatkem je, Ze lze izolovat volné
microRNA z krevniho séra, coZ zvySuje jejich dostupnost
jako diagnostického markeru. Tyto vysledky byly ziska-
ny u pacientti s DLBCL, u nichz byly zjistény zvySené
hladiny miR-155, miR-210 a miR-21 v séru oproti zdra-
vym kontroldm. Navic se ukdzalo, Ze zvySené mnoZstvi
miR-21 v séru koreluje s lepSi prognézou pacientt (37).

Casto diskutovanymi miRNA, jejichZ pozménéna ex-
prese souvisi s B-bunéénymi lymfomy (a nidorovym bu-
jenim obecné), jsou miRNA lokalizované v clusteru miR-
17-92 (13q31.3). Tento cluster obsahuje sedm miRNA,
k nimz patfi miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18, miR-19a,
miR-20, miR-19b1 a miR-92-1. Jeho abnormdlni exprese
byva spojovdna s DLBCL, folikularnim lymfomem, lym-
fomem plastové zony, primarnim koznim B-bunéénym
lymfomem i jinymi typy nadora (38). Exprese miRNA
z tohoto clusteru jsou ovliviiovany expresi c-myc, ktery
se vaze pfimo k jeho genomickému lokusu a v dusledku

vazby dochdzi k aktivaci exprese clusteru. c-myc ale
ovliviiuje také expresi transkripéniho faktoru E2F1, kte-
ry podporuje postup bunécného cyklu. E2F1 je vSak ne-
gativné regulovan dvémi miRNA z clusteru. Tento me-
chanismus umoziiuje jemné kontrolovat signaly k proli-
feraci bunky (39). Nedavno bylo prokazano, Ze promo-
tor clusteru miR-17-92 obsahuje vazebnd mista pro dva
transkripéni faktory E2F1 a E2F3. Zatimco prvni zmi-
nény ma pro-apoptotickou funkci, druhy je antiapoptotic-
ky. Pfedpoklddd se proto, Ze rozvoj proliferace tumort
muze byt ¢aste¢né zaprfi¢inén posunutim rovnovahy ve
vazbé E2F faktoru (40).

Prestoze vyznam miR-16-1 byl nejprve odhalen u chro-
nické lymfocytarni leukemie, dalsi studie pfindSeji nové
informace o jeji roli také u ostatnich tumorti. Z vyzkumu
je patrné, Zze miR-16-1 ovliviiuje nejen antiapoptoticky
protein bcl2, ale i fadu dal$ich proteind véetné Cyklinu
D1.U lymfomu plastové zény (MCL) byla popsana sou-
vislost zkraceného Cyklinu DI se Spatnou progndzou pa-
cientl. Protein hraje dlohu v regulaci buné¢ného cyklu
a jeho exprese je vyrazné zvysena u fady malignit vcet-
né MCL. Detekovand zkracend mRNA Cyklinu DI zne-
moznuje vazbu miR-16-1 a tim down-regulaci jeho expre-
se, coZ prispiva k vysoké hladiné proteinu (41).

Stejné jako u B-CLL se u Burkittova lymfomu (BL) ob-
jevuje sniZend exprese miR-143 a miR-145. Po vneseni
prekurzor obou miRNA do bunééné linie BL vykazuji-
cf jejich nizkou expresi a zaroven zvysenou proliferaci,
byla pozorovdna vyraznd inhibice riistu bunék zavisld na
mnozstvi vnesenych prekurzor. miR-143 a miR-145 te-
dy negativné ovliviuji bunéény rtst ovlivnénim exprese
genti potfebnych pro rist buiky (42). Na rozdil od jinych
lymfomd, u Burkittova lymfomu nebyly zaznamendny
zvySené hladiny miR-155, 1 kdyZ hladiny jeho hostitel-
ské BIC RNA byly zvySeny. Pri¢inou této skutecnosti je
nejspiSe regulace prekurzoru miR-155 Protein kindzou C
a jadernym faktorem NF-xB (43).

Vyzkumy, které by sledovaly expresi miRNA v mye-
loidnich typech leukemie, zatim nejsou tak rozsahlé jako
v oblasti lymfatickych leukemii a lymfoma. Presto se uz
objevilo nékolik praci, které se pravé touto problemati-
kou zabyvaji. U chronické myeloidni leukemie bylo zji§-
téno, Ze exprese clusteru miR-17-92 je indukovdna on-
kogeny BCR-ABL a c-MYC. ZvySené hladiny miRNA to-
hoto clusteru byly zaznamendany u piipadd v chronické fa-
7i, ale nikoliv v blastické krizi (44).

V piipadech akutni myeloidni leukemie s normalnim
karyotypem byla prokdzdna korelace mezi expresi miR-
181a a morfologickymi subtypy onemocnéni (podle FAB
klasifikace). ZvySena exprese miR-181a byla detekova-
na u AML subtypd M1 a M2, u nichZ byl také identifiko-
vén soubor diferencidlné exprimovanych gent regulova-
nych touto microRNA (45). SniZzené hladiny miR-181a
byly naopak zaznamendany v ptipadech AML s multiline-
arni dysplazif, kterd pro pacienty predstavuje horsi pro-
gnézu onemocnéni (46). U AML subtypti M4 a M5 byla
pozorovana zvySend exprese miR-155 v kostni dfeni. Uka-
zuje se tak, Ze jeji naruSend exprese souvisi s rozvojem
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hematologickych malignit lymfoidni i myeloidn{ fady
(47). Exprese miR-155 je zvySena také v nadorovych bun-
kéach s mutaci FLT3-ITD. Pfi sledovéni pacientd se zmé-
nami v karyotypu byly nalezeny sady miRNA, jejichZ ex-
prese byla charakteristicka pro jednotlivé skupiny s urci-
tou aberaci. Exprese miRNA tak miZe slouzit k podrob-
n&jsi klasifikaci pacientd s AML a miZe napomoci k po-
chopeni etiologie tohoto onemocnéni (46).

V neddvné dobé€ se objevila také prace, ktera se zaby-
vd studiem exprese miRNA u Polycytemia Vera. Popisu-
je pozménénou expresi ur¢itych miRNA v bunkach my-
eloidni fady u pacientd oproti zdravym kontroldm (48).

Moderni metody studia microRNA

Studium miRNA je komplikovano predevsim Ctyimi
faktory. Patii k nim délka miRNA, kterd se pohybuje ko-
lem 20 nukleotidti. ZtéZuje nejen jejich izolaci, ale také
dalsi analyzu. miRNA nelze amplifikovat jako b&Znou
mRNA, protoZe jsou pfili§ kratké pro zpétnou transkrip-
ci, vyzadujici nasednuti primeru. Dal§im faktorem, ktery
znesnadnuje jejich hybridizaci, je Siroké rozmezi teplot
tan{ Tm jejich heteroduplexti s komplementarnimi fetézci
DNA. Na tfetim misté je tfeba uvést, Ze jejich podil v cel-
kové bunécné RNA se pohybuje kolem 0,01 %, coZ opét
navic vzdjemné odliSuji pouze o jeden nukleotid.

Presto byla vyvinuta fada metod, které zminéné pre-
kazky prekonaly. Jedna se hlavné o kvantitativni PCR
v redlném cCase, detekci hybridizace miRNA na nosnych
kulickach (technologie Luminex) a analyzu miRNA na ¢i-
pech (microarrays). VSechny dosud objevené miRNA
véetné anotaci jsou shromazdény v nékolika interneto-
vych databazich — napf. miRBase (on-line pfistup
http://www.sanger.ac.uk/ Software/Rfam/mirna). Databa-
ze poskytuji nejen informaci o jejich sekvenci, ale umoz-
nuji na zdkladé vypocetniho algoritmu (napr. miRanda ne-
bo TargetScan) také predpovéd cilovych gendl konkrétnich
miRNA (http://www.microrna.org nebo http://www.targets-
can.org). Tyto poznatky podstatné rozsifuji moznosti analy-
zy exprese miRNA.

Kvantitativni PCR v realném c¢ase

V oblasti kvantitativni PCR v redlném case (RQ-RT-
PCR) byly vyvinuty metody, které jsou schopné kvanti-
fikovat jak zralé miRNA, coZ je ztiZeno jejich délkou, tak
1 prekurzory miRNA, coZ zase komplikuje jejich sekun-
darn{ struktura. Ve vétsing piipadi se vSak ddva prednost
analyze exprese zralych miRNA. Na druhou stranu jsou
prekurzory miRNA detekovatelné tehdy, kdyZ jsou hla-
diny odpovidajicich zralych miRNA piili§ nizké pro je-
jich zachyceni (49). Cela analyza zahrnuje reverzni tran-
skripci, po které nasleduje vlastni kvantitativni PCR. Aby
mohly byt do cDNA prepsany zralé miRNA, vyuzivaji
se primery se smyckou. K buzenf fluorescen¢niho signa-

Iu béhem qPCR, ktery poskytuje informaci o mnoZstvi
sledovanych miRNA, je nejcastéji vyuZivdna technologie
TagMan sond. Fluorescence je emitovadna poté, co Ta-
gMan sonda hybridizuje k odpovidajici sekvenci cDNA.
Jina technologie prepisuje templat miRNA do cDNA ge-
nove specifickym primerem, ktery obsahuje pridatnou se-
kvenci. Vznikld chiméra primeru s cDNA je nédsledné vy-
uZivana v kvantitativni PCR. V prvnim cyklu je chiméra
prepsdna LNA (Locked Nucleic Acid) reverznim prime-
rem, komplementarnim k cDNA. V dalSich cyklech je
DNA amplifikovdna univerzdlnim primerem, komple-
mentdrnim k piidatné sekvenci piivodniho primeru. Pri-
béh reakce je provézen fluorescenci SYBR green.

Detekce microRNA pomoci hybridizace na
nosnych kulickach (Luminex)

Dals8i metodou pro analyzu hladin exprese miRNA
je detekce hybridizace na mikrocasticich. Nejrozsire-
néjsi technologii je Luminex, kterd vyuZiva polystyre-
nové mikrokulicky, pokryté oligonukleotidovymi son-
dami, pfipojenymi pfes karboxylové skupiny. Navic
jsou mikrokuli¢ky znaceny dvéma fluorescenénimi
znaCkami, jejichZ vlnova délka emitovaného zareni je
635 nm, resp. 532 nm. Vhodnou kombinaci téchto flu-
orescencnich znacek 1ze dosdhnout jedine¢né ,,spektral-
ni adresy®, kterd mikrokuli¢ku nesouci urcitou sondu
identifikuje pfi analyze. V jediné reakci byva smés tak-
to oznacenych mikrokulicek. Jsou schopny detekovat
pritomnost az stovek molekul miRNA pravé podle je-
jich spektrdlni ptislusnosti (50).

Postup pro analyzu exprese miRNA zahrnuje tyto kro-
ky: amplifikace miRNA polymerazovou fetézovou reak-
ci, vyuzivajici biotinylovany primer, ndsleduje hybridiza-
ce produkti PCR k sonddm na povrchu mikrokuli¢ek
a nakonec obarveni mikrokuli¢ek streptavidinem-fykoe-
rytrinem (20). Mikrokuli¢ky jsou pak v proudu nosné ka-
paliny jednotlivé hndny detektorem a na zdkladé ziskané-
ho signdlu je Ize podle jejich spektrdlni piislusnosti roz-
tridit a kvantifikovat reakci, kterd probéhla na jejich po-
vrchu. Intenzita zafeni produkovana fykoerytrinem na-
vic poskytuje informaci o mnoZstvi navdzané miRNA
(50). Zpusobem provedeni analyzy se jednd v podstaté
o analogii k pritokové cytometrii.

DNA ¢ipy (,,miR-arrays*)

Rozsifenou metodou pro analyzu exprese miRNA jsou
&ipy (microarrays). Cipy umoziiuji hybridizaci miRNA ke
stovkdm oligonukleotidovych sond soucasné. Jsou tvo-
feny sklenénym nebo kifemikovym podkladem, na ktery
jsou naneseny predem syntetizované sondy, nebo se son-
dy syntetizuji pfimo na podkladu fotochemicky.

MiRNA jsou vhodnym zptisobem obarveny a nésled-
né hybridizovdny k sonddm na ¢ipu. Jako sondy slouZzi
fragmenty cDNA ¢i syntetické oligonukleotidy. Jsou na-
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vrhovany tak, aby byly schopny rozlisit jednotlivé zralé
miRNA, které se mohou odliSovat jen o jeden nukleo-
tid, a zralé miRNA od jejich prekurzorti. Analyza ex-
prese miRNA na ¢ipech (microarrays) zahrnuje postu-
py oznaceni miRNA, hybridizace miRNA k sonddm na-
tiSténym na Cipu a analyzu ziskanych obrazovych dat
pomoci vhodného softwaru. Obecné jsou protokoly pro
analyzu exprese miRNA oproti procedurdm pro jiné ex-
presni Cipy (napf. celogenomové) jednodussi, protoze
nezahrnuji kroky pro prepisovani vzorku RNA do
cDNA a nédsledn€ do cRNA.

Dilezitym pozadavkem je, aby vSechny duplexy mi-
RNA se sondami mély teplotu tani 7m priblizn¢ stej-
nou. Tento problém byl prekondn pfipravou LNA oli-
gonukleotidi (Locked Nucleic Acid). Jedn4 se o nuk-
leové kyseliny, jejichZ rib6zovy kruh je ,,uzamcen* met-
hylenovym mistkem mezi atomy 2°-O a 4°-C. V LNA
jsou obsazeny vSechny bdze, které se obvykle vysky-
tuji v nukleovych kyselindch, ¢imZ je zajiSténo pdro-
vani s komplementarnimi retézci nukleovych kyselin.
Volbou vhodného uspotradani bazi a délky sekvence 1ze
navic dosahnout normalizované, takze komplementdr-
ni miRNA hybridizuji k LNA sonddm v tzkém teplot-
nim intervalu (51).

Zavér

PrestoZe nové poznatky o vztahu nadorovych one-
mocnéni s hladinami microRNA zatfm plné€ nepronikly
do klinické praxe, maji do budoucna velky vyznam
v oblastech diagnostiky i stanoveni prognézy pacien-
ti. U B-CLL se uz podafilo ur¢it konkrétni microRNA,
které jsou asociovdny s mutovanym, resp. nemutova-
nym statusem genu pro IgVy, s hladinami tyrosinkina-
zy ZAP-70, antionkogenu p53 a dal§imi aberantné pro-
dukovanymi bunéénymi faktory. Také u ostatnich ma-
lignit vyzkumy potvrzuji rozsdhlé souvislosti exprese
microRNA s pribéhem onemocnéni. Lze oCekdvat, Ze
dals{ podrobné studium microRNA pfinese dilezité in-
formace o mechanismech, které ovliviiuji vznik a roz-
voj onemocnéni, a vyznamné prispéje k lepSimu pocho-
peni jejich biologické podstaty.

SEZNAM ZKRATEK

bcl2 — antiapoptoticky protein B-Cell CLL/Lymphoma 2
c-myc — myelocytomatosis oncogene

IgVy — variabilni oblast genu pro tézky retézec imunog-
lobulinG

DLEU? - Deleted in lymphocytic LEUkemia, 2
FLT3-ITD — FMS-related Tyrosine kinase 3 s intern{ tan-
demovou duplikaci

miRNA — microRNA

piRNA — Piwi-Interacting RNA

PTGS - Post-Transcriptional Gene Silencing

RNAIi — RNA interference

siRNA — small interfering RNA

ZAP-70 — Zeta chain Associated Protein 70 kDa
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