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MikroRNA (miRNA) jsou nekédujici jednofetézcové RNA o délce 18-25 nukleotidl tvotici novou skupinu reguldtor geno-
vé exprese vyskytujici se v rostlinnych i Zivoc¢i§nych buiikach. Kédujici mRNA negativné reguluji jednim ze dvou mechanizmit
v zavislosti na mife komplementarity miRNA s cilovou sekvenci. Pfi tplné ¢i téméf tiplné komplementarit€¢ miRNA s cilovou
sekvenci dochdzi k jevu RNA interference. Kodujici mRNA jsou $tépeny ribonukledzami v multiproteinovém komplexu asocio-
vaném s miRNA, RISC (RNA-induced silencing complex), dokud nejsou zcela degradovany. Tento mechanizmus byl opakova-
né pozorovan v rostlinnych buiikéch, ale doposud nebyl prokdzan u bungk zivocisnych. Zivocisné miRNA vyuZivaji rozdilného
mechanizmu, ktery neni spojeny s degradaci cilové mRNA. Regula¢ni uc¢inek uskute¢iiuji vazbou na nedokonale komplemen-
tarni sekvence v rdmci 3’ netranslatovanych oblasti (UTR) cilovych mRNA, a expresi gent reguluji post-transkripéné tim, Ze zne-
moZiuji jejich translaci. Druhy mechanizmus je proto doprovazen souvisejicim poklesem hladiny kédovaného proteinu, zatim-
co hladina cilové mRNA neni ovlivnéna [1].

Biogeneze miRNA z prekurzorovych molekul je dvoustupriovy proces. Primarni transkripty, pri-miRNA, jsou ¢asto dlouhé
i nékolik kilobézi a jsou déle v jadfe zpracovavany RNézou III zvanou Drosha a dvoufetézcovou-RNA-vazajicim proteinem Pas-
ha na pfiblizn€ 70 nukleotidi dlouhé pre-miRNA vytvafejici nedokonalé vldsenkové struktury, které jsou exportovany do cyto-
plazmy transportérem exportin 5. Pre-miRNA jsou déle §t€épeny RNazou III zvanou Dicer na finalni miRNA duplexy dlouhé pfi-
blizné 22 bazi. Jedno z vldken miRNA duplexu se asociuje ke komplexu RISC a druhé vldkno je ihned degradovano. Komplex
miRNA-RISC je pfipraven na transla¢ni represi pfipadné degradaci cilovych mRNA. Schopnost miRNA vézat se k cilovym
sekvencim i v pfipadé nedokonalé komplementarity je diivodem velkého mnozZstvi cilovych mRNA pro kazdou jednotlivou
miRNA. Podle odhadti bioinformatickych analyz tvofi miRNA pfibliZzné 3% genii a maji potencial regulovat pfiblizné 30% lid-
skych gent [1,2,3].

Stale vice diikazti svéd¢i pro zasadni roli miRNA v kontrole buné¢né proliferace a pieZivani tedy procesii bezprostiedné sou-
visejicich s onkogennim procesem. Pfiblizné 50% miRNA genil se nachézi na fragilnich ¢astech chromozémi, coZ vede k ¢astym
abnormalitdm v poctu jejich kopii, zahrnujici jak jejich ztrdtu tak amplifikaci, pravé v pfipadé onkologickych onemocnéni [4].
MiRNA mohou mit funkci onkogenu nebo naddorového supresoru v zavislosti na charakteru cilovych kédujicich mRNA [2,3].
Vyznamnym piikladem miRNA s funkci nddorového supresoru je rodina miRNA oznacovand let-7 negativné regulujici onkogen
RAS. SniZena exprese let-7 v nddorech vede ke zvySenym hladindm onkogenu RAS a souvisejici ztraté kontroly proliferace [5,
6]. Do regulace dal3iho vyznamného onkogenu MYC je zapojen napiiklad klastr miR-17-92, miR-142 nebo miR-155 [2,3]. Kla-
sickym piipadem onkogenni miRNA je miR-21, jejiZ antiapoptoticky efekt byl pozorovan u glioblastomi, ve kterych se miR-21
vyskytovala aZ ve stondsobné zvySenych hladinach oproti kontrolni zdravé tkani [7]. ZvySené hladiny miR-21 byly pozorovany
také u mamarniho a kolorektalniho karcinomu [8, 9]. Diky rychlému vyvoji metod jako jsou miRNA mikro€ipy ¢i varianta kvan-
titativni RT-PCR slouzZici k detekci miRNA se podafilo identifikovat a vyizolovat specifické expresni miRNA profily u vSech
dosud zkoumanych typt nddorovych onemocnéni: chronické lymfocytarni leukémie [10, 11], mamérniho karcinomu [8], gliob-
lastomu [12], karcinomu §titné zlazy [13], hepatoceluldrniho karcinomu [14], plicniho karcinomu [15, 16] a také kolorektalniho
karcinomu [9,17,18].

Na buné¢nych liniich karcinomu tlustého stfeva byl pozorovan nddorové supresorovy efekt let-7a-1. Transfekce prekurzoru
let-7a-1 do nadorovych bunék vedla k signifikatnimu potlaceni jejich ristu a byla spojeno se sniZenim hladin proteini RAS
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a MYC, zatimco hladiny jejich mRNA zlstaly neovlivnény [6]. Ve studii srovnavajici hladiny 283 miRNA v naddorové tkéni kolo-
rektalniho karcinomu a jeji korespondujici zdravé sliznici u Sestnicti pacientil bylo pozorovano globalni sniZeni exprese miRNA
v nddorové tkani, nejvice signifikantni redukci exprese v karcinomech ovSem vykazovaly miR-143 a miR-145 [17]. Cummins
a kol. (2005) a kol. pouZila varianty metodiky sériové analyzy genové exprese (SAGE) pro miRNA (miRAGE) a identifikovala
50 rozdilné exprimovanych miRNA v kolorektdlni nddorové tkani, z t€chto miRNA bylo 32 down-regulovanych, soucasti této
skupiny byly rovnéZ miR-143 a miR-145. Expresi 156 miRNA srovnaval mezi nddorovou tkdni a zdravou sliznici u 12 pacientil
ana 16 buné¢nych liniich kolorektalniho karcinomu Bandres a kol. (2006). Studie zaloZena na detekci miRNA piesnou metodou
kvantitativni RT-PCR mimo jiné potvrdila pfedchozi pozorovani popisujici sniZeni exprese miR-143 a miR-145 a zvySeni expre-
se miR-21 v kolorektdlni nddorové tkdni. Autoriim se rovnéz podaftilo asociovat hladiny miR-31 ke stagingu nddorového one-
mocnéni, klinické stddium IV bylo spojeno s nejvy$§imi hladinami miR-31 [18]. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze v patogenezi
kolorektalniho karcinomu lze na zakladé opakovanych pozorovani piredpokladat onkogenni vlastnosti u miR-21 a miR-
31, naopak za nadorové supresory lze povazovat let-7-a, miR-143 a miR-145.

Zatimco v pfipadé hematologickych malignit, ale i mamérniho karcinomu nebo karcinomu plic, jiZ probé&hly ¢i pravé probi-
haji klinické pfedevsim prognostické studie zaloZené na stovkach pacientl s velice slibnymi vysledky [8, 11, 16], vyzkum miRNA
u kolorektdlniho karcinomu doposud probihal pfedev§im na buné¢nych liniich nebo na trovni pilotnich studii na souborech ¢ita-
jicich okolo 20 pacientd.

Cilem nasi studie je analyzovat metodou kvantitativni RT-PCR expresi vybranych, na zdkladé soucasnych poznatki rele-
vantnich mikroRNA (miR-21, miR-31, let-7-a, miR-143 a miR-145) v nddorové tkani a zdravé sliznici u souboru pfiblizné 50
pacientl s kolorektdlnim karcinomem, a korelovat ji s vybranymi klinicko-patologickymi charakteristikami. Zna¢na ¢ast pra-
covniho souboru pacientl byla jiZ diive molekularné charakterizovdna pomoci komerc¢nich oligonukleotidovych makrocipi a pro
nékteré miRNA jsou tedy zndmé hladiny jejich cilovych mRNA. Planujeme proto také stanoveni hladin vybranych korespondu-
jicich proteini (RAS, MYC,...), abychom mohli potvrdit pfipadné vyvrétit pfedpoklddany post-transkripcni regulacni ic¢inek
konkrétni miRNA na konkrétni kédujici mRNA.
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