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MikroRNA (miRNA) jsou nekódující jednofietûzcové RNA o délce 18-25 nukleotidÛ tvofiící novou skupinu regulátorÛ geno-

vé exprese vyskytující se v rostlinn˘ch i Ïivoãi‰n˘ch buÀkách. Kódující mRNA negativnû regulují jedním ze dvou mechanizmÛ

v závislosti na mífie komplementarity miRNA s cílovou sekvencí. Pfii úplné ãi témûfi úplné komplementaritû miRNA s cílovou

sekvencí dochází k jevu RNA interference. Kódující mRNA jsou ‰tûpeny ribonukleázami v multiproteinovém komplexu asocio-

vaném s miRNA, RISC (RNA-induced silencing complex), dokud nejsou zcela degradovány. Tento mechanizmus byl opakova-

nû pozorován v rostlinn˘ch buÀkách, ale doposud nebyl prokázán u bunûk Ïivoãi‰n˘ch. Îivoãi‰né miRNA vyuÏívají rozdílného

mechanizmu, kter˘ není spojen˘ s degradací cílové mRNA. Regulaãní úãinek uskuteãÀují vazbou na nedokonale komplemen-

tární sekvence v rámci 3’ netranslatovan˘ch oblastí (UTR) cílov˘ch mRNA, a expresi genÛ regulují post-transkripãnû tím, Ïe zne-

moÏÀují jejich translaci. Druh˘ mechanizmus je proto doprovázen souvisejícím poklesem hladiny kódovaného proteinu, zatím-

co hladina cílové mRNA není ovlivnûna [1].

Biogeneze miRNA z prekurzorov˘ch molekul je dvoustupÀov˘ proces. Primární transkripty, pri-miRNA, jsou ãasto dlouhé

i nûkolik kilobází a jsou dále v jádfie zpracovávány RNázou III zvanou Drosha a dvoufietûzcovou-RNA-vázajícím proteinem Pas-

ha na pfiibliÏnû 70 nukleotidÛ dlouhé pre-miRNA vytváfiející nedokonalé vlásenkové struktury, které jsou exportovány do cyto-

plazmy transportérem exportin 5. Pre-miRNA jsou dále ‰tûpeny RNázou III zvanou Dicer na finální miRNA duplexy dlouhé pfii-

bliÏnû 22 bazí. Jedno z vláken miRNA duplexu se asociuje ke komplexu RISC a druhé vlákno je ihned degradováno. Komplex

miRNA-RISC je pfiipraven na translaãní represi pfiípadnû degradaci cílov˘ch mRNA. Schopnost miRNA vázat se k cílov˘m

sekvencím i v pfiípadû nedokonalé komplementarity je dÛvodem velkého mnoÏství cílov˘ch mRNA pro kaÏdou jednotlivou

miRNA. Podle odhadÛ bioinformatick˘ch anal˘z tvofií miRNA pfiibliÏnû 3% genÛ a mají potenciál regulovat pfiibliÏnû 30% lid-

sk˘ch genÛ [1,2,3].

Stále více dÛkazÛ svûdãí pro zásadní roli miRNA v kontrole bunûãné proliferace a pfieÏívání tedy procesÛ bezprostfiednû sou-

visejících s onkogenním procesem. PfiibliÏnû 50% miRNA genÛ se nachází na fragilních ãástech chromozómÛ, coÏ vede k ãast˘m

abnormalitám v poãtu jejich kopií, zahrnující jak jejich ztrátu tak amplifikaci, právû v pfiípadû onkologick˘ch onemocnûní [4].

MiRNA mohou mít funkci onkogenu nebo nádorového supresoru v závislosti na charakteru cílov˘ch kódujících mRNA [2,3].

V̆ znamn˘m pfiíkladem miRNA s funkcí nádorového supresoru je rodina miRNA oznaãovaná let-7 negativnû regulující onkogen

RAS. SníÏená exprese let-7 v nádorech vede ke zv˘‰en˘m hladinám onkogenu RAS a související ztrátû kontroly proliferace [5,

6]. Do regulace dal‰ího v˘znamného onkogenu MYC je zapojen napfiíklad klastr miR-17-92, miR-142 nebo miR-155 [2,3]. Kla-

sick˘m pfiípadem onkogenní miRNA je miR-21, jejíÏ antiapoptotick˘ efekt byl pozorován u glioblastomÛ, ve kter˘ch se miR-21

vyskytovala aÏ ve stonásobnû zv˘‰en˘ch hladinách oproti kontrolní zdravé tkáni [7]. Zv˘‰ené hladiny miR-21 byly pozorovány

také u mamárního a kolorektálního karcinomu [8, 9]. Díky rychlému v˘voji metod jako jsou miRNA mikroãipy ãi varianta kvan-

titativní RT-PCR slouÏící k detekci miRNA se podafiilo identifikovat a vyizolovat specifické expresní miRNA profily u v‰ech

dosud zkouman˘ch typÛ nádorov˘ch onemocnûní: chronické lymfocytární leukémie [10, 11], mamárního karcinomu [8], gliob-

lastomu [12], karcinomu ‰títné Ïlázy [13], hepatocelulárního karcinomu [14], plicního karcinomu [15, 16] a také kolorektálního

karcinomu [9,17,18].

Na bunûãn˘ch liniích karcinomu tlustého stfieva byl pozorován nádorovû supresorov˘ efekt let-7a-1. Transfekce prekurzoru

let-7a-1 do nádorov˘ch bunûk vedla k signifikatnímu potlaãení jejich rÛstu a byla spojeno se sníÏením hladin proteinÛ RAS
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a MYC, zatímco hladiny jejich mRNA zÛstaly neovlivnûny [6]. Ve studii srovnávající hladiny 283 miRNA v nádorové tkáni kolo-

rektálního karcinomu a její korespondující zdravé sliznici u ‰estnácti pacientÛ bylo pozorováno globální sníÏení exprese miRNA

v nádorové tkáni, nejvíce signifikantní redukci exprese v karcinomech ov‰em vykazovaly miR-143 a miR-145 [17]. Cummins

a kol. (2005) a kol. pouÏila varianty metodiky sériové anal˘zy genové exprese (SAGE) pro miRNA (miRAGE) a identifikovala

50 rozdílnû exprimovan˘ch miRNA v kolorektální nádorové tkáni, z tûchto miRNA bylo 32 down-regulovan˘ch, souãástí této

skupiny byly rovnûÏ miR-143 a miR-145. Expresi 156 miRNA srovnával mezi nádorovou tkání a zdravou sliznicí u 12 pacientÛ

a na 16 bunûãn˘ch liniích kolorektálního karcinomu Bandres a kol. (2006). Studie zaloÏená na detekci miRNA pfiesnou metodou

kvantitativní RT-PCR mimo jiné potvrdila pfiedchozí pozorování popisující sníÏení exprese miR-143 a miR-145 a zv˘‰ení expre-

se miR-21 v kolorektální nádorové tkáni. AutorÛm se rovnûÏ podafiilo asociovat hladiny miR-31 ke stagingu nádorového one-

mocnûní, klinické stádium IV bylo spojeno s nejvy‰‰ími hladinami miR-31 [18]. Z v˘‰e uvedeného vypl˘vá, Ïe v patogenezi

kolorektálního karcinomu lze na základû opakovan˘ch pozorování pfiedpokládat onkogenní vlastnosti u miR-21 a miR-
31, naopak za nádorové supresory lze povaÏovat let-7-a, miR-143 a miR-145.

Zatímco v pfiípadû hematologick˘ch malignit, ale i mamárního karcinomu nebo karcinomu plic, jiÏ probûhly ãi právû probí-

hají klinické pfiedev‰ím prognostické studie zaloÏené na stovkách pacientÛ s velice slibn˘mi v˘sledky [8, 11, 16], v˘zkum miRNA

u kolorektálního karcinomu doposud probíhal pfiedev‰ím na bunûãn˘ch liniích nebo na úrovni pilotních studií na souborech ãíta-

jících okolo 20 pacientÛ.

Cílem na‰í studie je analyzovat metodou kvantitativní RT-PCR expresi vybran˘ch, na základû souãasn˘ch poznatkÛ rele-

vantních mikroRNA (miR-21, miR-31, let-7-a, miR-143 a miR-145) v nádorové tkáni a zdravé sliznici u souboru pfiibliÏnû 50

pacientÛ s kolorektálním karcinomem, a korelovat ji s vybran˘mi klinicko-patologick˘mi charakteristikami. Znaãná ãást pra-

covního souboru pacientÛ byla jiÏ dfiíve molekulárnû charakterizována pomocí komerãních oligonukleotidov˘ch makroãipÛ a pro

nûkteré miRNA jsou tedy známé hladiny jejich cílov˘ch mRNA. Plánujeme proto také stanovení hladin vybran˘ch korespondu-

jících proteinÛ (RAS, MYC,…), abychom mohli potvrdit pfiípadnû vyvrátit pfiedpokládan˘ post-transkripãní regulaãní úãinek

konkrétní miRNA na konkrétní kódující mRNA.
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