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Souhrn

MikroRNA (miRNA) jsou pocetnou skupinou kratkych nekddujicich RNA (cca 18-25 nukleo-
tid(), které tlumi translaci vazbou na cilové mRNA, pfipadné vedou k jejich degradaci. Tyto
endogenni molekuly RNA jsou vysoce sekvencné konzervované, a to i napfi¢ nepiibuznymi
organizmy, coz poukazuje na jejich roli v zdkladnich biologickych procesech, jako je vyvoj, di-
ferenciace, proliferace a apoptdza. Rovnéz se podileji na regulaci kmenovych vlastnosti bunék,
imunitniho systému nebo nadorové transformaci. Tento piehled podéava ucelené informace
o miRNA u karcinomu jicnu, a to jak o jejich roli v zékladnich pochodech vzniku a rozvoje nado-
rového onemocnéni, tak o moznostech jejich vyuziti v klinické praxi pfi zpfesnéni diagndzy, sta-
noveni prognézy onemocnéni a predikci Ié¢ebné odpovédi. Diky regulaci klicovych signélnich
drah v maligni transformaci predstavuji miRNA rovnéz slibné terapeutické cile.
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Summary

MicroRNAs are an abundant class of non-coding RNAs (approx. 18-25 nucleotides in length)
that suppress translation through binding to their target mRNAs, eventually leading to mRNAs
degradation. Sequences of these endogenous RNA molecules are highly conserved, even
among unrelated species, indicating their involvement in basic biological processes, such as
development, differentiation, proliferation or apoptosis. MiRNAs also participate on regulation
of cancer stem cell functioning, immune system and malignant transformation. This review
provides a comprehensive overview of miRNAs functions in esophageal cancer, their roles
in key pathogenetic pathways and disease development, as well as their potential usage in
clinical routine as biomarkers improving diagnosis, prognosis and prediction of therapeutic
response. Through regulation of signaling pathways important in malignant transformation,
miRNAs present also promising therapeutic targets.
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Uvod

Ezofagealni karcinom je celosvétové
osmym nejbéznéjsim malignim one-
mocnénim a Sestou nejcastéjsi pricinou
umrti v ddsledku nddorového onemoc-
néni. Tvori pfiblizné 20 % vsech zhoub-
nych nadorl travici soustavy [1]. Na z3-
kladé odlisSného bunécného plvodu
a anatomické lokalizace rozlisujeme dva
zakladni typy karcinomu jicnu — spino-
celuldrni karcinom (squamous cell car-
cinoma of the esophagus — SCCE) vzni-
kajici preménou dlazdicového epitelu
a adenokarcinom (esophageal adeno-
carcinoma - EAQC), jehoZ vyskyt souvisi
s prekanceréznim syndromem nazyva-
nym BarrettQv jicen (Barrett's esopha-
gus — BE). Klinicky je vyvoj karcinomu
jicnu spojovan s dysfagii, chronickym
zanétem a achalazii. Ezofagealni karci-
nom postihuje nej¢astéji muze ve véku
50-54 let, u Zen je frekvence nizsi, s posu-
nutou vékovou hranici (65-69 let) [2-5].
V posledni dobé jeho incidence a mor-
talita narlst4, a to pravdépodobné v di-
sledku $patnych stravovacich navykd,
koufeni a zvySené konzumace alkoholu.
Pacientl s adenokarcinomem pfibyva

predevsim ve vyspélych zemich Severni
Ameriky a Evropy, naproti tomu prudky
narlst spinocelularniho karcinomu re-
gistruji pfedevsim rozvojové zemé ji-
hovychodni Asie, Jizni Ameriky a Af-
riky [6-8]. Incidence karcinomu jicnu
v Ceské republice je sice nizsi, nez je uda-
van celosvétovy primeér, oviem vétsina
pacientl s touto diagnézou brzy umira,
coz je dano predevsim diagnostikou
onemocnéni v pokrocilém stadiu s roz-
vinutym metastatickym postizenim.
Lécebné postupy v téchto pozdnich fa-
zich onemocnéni jsou vzhledem k ana-
tomické lokalizaci a biologickym vlast-
nostem nadoru zna¢né omezené. Pravé
tyto okolnosti fadi karcinom jicnu mezi
nadory s velmi $patnou progndézou [6,9].

Vyznamnou ulohu v etiologii nadoru
hraji genetické a epigenetické zmény,
zejména somatické mutace a epimu-
tace v onkogenech a tumor supreso-
rovych genech. Pfes znacny pokrok
v cytogenetické, biochemické a geno-
mické charakterizaci nadorovych bunék
se spolehlivy biomarker vcasné dia-
gnostiky karcinomu jicnu dosud odhalit
nepodafilo [10].
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Obr. 1. Schéma zapojeni vybranych miRNA do progrese karcinomu jicnu od BE k EAC.

Pfechod BE do LGD je doprovazen zvysenou expresi COX-2 a Ki-67, mutaci p63 a hyperme-
tylaci p16, pfi pfechodu ze stadia LGD do HGD dochazi ke snizeni exprese PAX9, ve stadiu
EAC se objevuje mutace p53 v obou aleldch u 60 % piipadu.

BE - Barrettyv jicen, LGD - lehkd forma dysplazie, HGD - tézka forma displazie, EAC - ade-
nokarcinom jicnu, PAX — homeoticky gen — paired box, COX-2 - cyklooxygendza 2

MikroRNA (miRNA) jsou kratké neko-
dujici RNA, které jsou obecné pfijimany
jako vysoce specificky epigeneticky re-
gulator genové exprese pusobici v nej-
rdznéjsich mnohobunécénych organiz-
mech. Ukazalo se, Ze miRNA sehrévaji
v organizmu dlezitou roli v bunéénych
procesech, jako je regulace vyvoje, di-
ferenciace tkani nebo apoptéza [11,12].
Mechanizmus jejich pusobeni je dvoji.
Vazbou na cilovou mRNA mohou in-
dukovat jev RNA interference a inicio-
vat jejich degradaci, nebo - a to je u zi-
vocichl castéjsi efekt — inhibovat jejich
translaci, to je pfepis mRNA do protei-
nového produktu [13]. V nadorovych
burikdch se miRNA mohou vyskytovat
v mutované formé nebo mohou byt abe-
rantné exprimované. Nedavné studie
naznacuji, Ze fada miRNA je piimo zapo-
jend do procesu maligni transformace,
a to jiz v ranych stadiich, a mohly by se
tak stat hledanym biomarkerem casné
diagnostiky [14]. Velmi slibné jsou i vy-
sledky poukazujici na moznost ovlivnéni
aktivity miRNA jako potencialnich tera-
peutickych cil(.

Tento prehled pojednéava o funkénim
vyznamu miRNA a jejich uloze v kar-
cinogenezi nadorl jicnu. Pokusime
se shrnout dosavadni poznatky o dia-
gnostickém, prognostickém a predik-
tivnim vyznamu miRNA u nadord jicnu
a nastinit mozné terapeutické vyuziti
téchto kratkych molekul.

Vyznam miRNA v molekularni
patologii karcinomu jicnu
Molekuly miRNA mohou v priibéhu kan-
cerogeneze vystupovat jako onkogeny
nebo nadorové supresory v zavislosti
na charakteru cilovych mRNA, které re-
guluji, a jsou tak zapojené do mnoha
signélnich drah, které souviseji s proli-
feraci, apoptdzou, metastazovanim, an-
giogenezi ¢i regulaci bunééného cyklu
(obr. 1, 2).

MiRNA a apoptoza

Apoptoza je nezbytny a evolu¢né velmi
stary mechanizmus, prostrednictvim
kterého dochazi k fizenému odstranéni
starych, nefunkcnich ¢i mutovanych
bunék (tzv. programovand bunécna
smrt). RozliSujeme dva zakladni zptsoby
programované bunécné smrti. Vnéjsi,
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Obr. 2. Schéma zapojeni vybranych miRNA do patogeneze SCCE.

Tento déj ¢ato provdazi mutace v genu p53, SNP genu eotaxin-3, dale LOH 3p21.3a 9p31 a LOH 17p13 a 9p22.

EOE - eozinofilni ezofagitida, SCCE - spinoceluldrni karcinom, SNP - jednonukleotidovy polymorfizmus, c-myc - lidsky homolog genu
v-MYC izolovany z viru ptaci myelocytomatdzy, EGFR - receptor pro epidermalni rdstovy faktor, LOH - ztrata heterozygozity

receptorova cesta, zac¢ina navazanim li-
gandl na specifickd mista v cytoplaz-
matické membrané, tzv. receptory smrti.
Tim je spusténa kaskada reakci, jejichz
vysledkem je aktivace proteolytického
enzymu kaspazy 8. Dalsi typy kaspaz
pak nasledné $tépi bunécné struktury,
coz vede k zéniku bunky. Druha, vnitini
cesta, nazyvana téz mitochondridlni, je
aktivovéna plsobenim stresovych fak-
torl na bunku, coz vede k uvolnéni
proapoptotické molekuly (cytochromu c)
do cytoplazmy. Vznika multiproteinovy
komplex, tzv. apoptozém, ktery aktivuje
kaspazu 9, v dlsledku ¢ehoz dochazi
k aktivaci dalSich kaspaz a proteolytic-
kému Stépeni bunék [15].

Proteinové rodina BCL-2 sehrava kli¢o-
vou roli v navozeni programované bu-
nécné smrti a plsobi bud pro-, nebo an-
tiapoptoticky. Clenové proteinové rodiny
BCL-2 jsou casto cilem rdznych miRNA.
Dulezitou ulohu u BE a EAC sehrava
napf. polycistronni klastr miR-106b-25a,
jehoz hladina byva zvysend v pokroci-
lych stadiich nadoru, a tudiz Ize usuzo-
vat na jeho onkogenni charakter. Klastr
miR-106b-25 plsobi rozdilnym mecha-
nizmem na expresi proteinu p21 a Bim,
coz je ¢len proteinové rodiny BCL-2.
Zralé formy miR-93 a miR-106b rozkla-
daji p21 mRNA vazbou na 3’ UTR, za-
timco miR-25a pUsobi translacni inhibici
proteinu Bim. Polycistron miR-106b-25a
prostiednictvim inhibice svych efektoro-
vych molekul (BIM, p21) vykazuje antiapo-
ptotické ucinky a zvysuje proliferaci

bunék tim, ze ovliviiuje pfechod G1/S
faze bunécného cyklu [16]. Z nejnovéj-
siho vyzkumu vyplyva, ze miR-25 mize
téZ negativné regulovat transkrip¢ni fak-
tor KLF4, ktery inhibuje proliferaci bunék
potlac¢enim cyklinu D1 a cyklinu B1 [17].

Dalsim reguldtorem apoptézy u bunék
SCCE je klastr miR-17-92, jehoz zvysena
exprese byla detekovdna az u 75 % pfi-
padl SCCE [18]. Konkrétné se pak jedna
o miR-19a, kterd negativné pusobi na
apoptoticky protein TNF-a. Inhibice této
miRNA je pak schopna vyvolat zvyseni
expresni hladiny TNF-a, coz v disledku
vede k navozeni apoptdzy.

Jako onkogen stimulujici u SCCE pro-
liferaci a inhibujici apoptézu byla iden-
tifikovana miR-373, kterd na posttran-
skripéni drovni ovliviiuje supresorovy
gen LATS2.V nadorovych bunkach byla
prokazana inverzni korelace mezi mnoz-
stvim LATS2 a expresi miR-373 [19].

Mezi dalsi miRNA, které mohou ovliv-
novat apoptoézu, patii také miR-27a.
U karcinomu jicnu bylo experimen-
tédlné prokazano, Ze cilené snizeni ex-
prese miR-27a zpUsobuje pokles hladiny
antiapoptotického proteinu BCL-2 a na-
opak zvysuje produkci proapoptotic-
kého proteinu BAX [20].

Dalsi studie zabyvajici se moznostmi
regulace apoptézy v nadorovych bun-
kach prostrednictvim miRNA vedla k po-
zorovani, ze ve tkanich SSCE casto do-
chazi k epigenetickému umlcovani
promotoru miR-375 (hypermetylaci cy-
tosinovych zbytkl), coz vede ke snizeni

hladin genového produktu. Epigene-
tické umléeni miR-375 indukovalo zvy-
$enou hladinu cilové molekuly kindzy
PDK1, prostiednictvim které dochazi
k nadmérné aktivaci signélni drahy Akt
a tim k antiapoptotickému plsobeni
u nadorovych bunék. V in vitro experi-
mentech vedlo umélé navyseni hladin
miR-375 ke snizené produkci PDK1 a na-
sledné snizené fosforylaci/aktivaci drahy
Akt. Vneseni exogenni miR-375 vyvo-
lalo apoptdzu a potlacilo rdst nadoro-
vych bunék [21]. Recentni studie potvr-
dily nadorové supresoricky charakter
miR-375 u karcinomu jicnu. Ukazalo se
také, Ze tato molekula ma v bunce vice ci-
lovych mist. MiR-375 se mUze vazat napf.
i na 3 UTR genu IGF1R a tim potlacovat
jeho expresi. IGF1R patfi do skupiny re-
ceptorl pro inzulinu podobné rlstové
faktory a jeho exprese byva u nadort
zvysena. Lze tedy usuzovat, Ze prostied-
nictvim miR-375 bude mozno snizovat
mnozstvi IGF1R v nddorovych burikéch
a tim omezit jejich proliferaci [22].

MiRNA a regulace bunécného cyklu

K pfi¢cindm vzniku maligni transformace
také patii deregulace bunééného cyklu,
na které se mimo jiné podili rovnéz na-
dorovy supresor p53. Gen pro p53 je
frekventné mutovan u celé fady nado-
rovych onemocnéni [23]. U mnoha na-
dor@ v¢etné SSCE byl prokazan vztah
mezi deficienci p53 a snizenou hla-
dinou miR-34a. Regulace transkripce
genu pro miR-34a zavisi na koordinaci

Klin Onkol 2014; 27(2): 87-96

89




ROLE MIKRORNA V MOLEKULARNTI PATOLOGI KARCINOMU JICNU A JEJICH POTENCIALNI VYUZITIV KLINICKE ONKOLOGI

p53 s transkrip¢nim faktorem NF-kB.
Ackoliv p53 je nejdulezitéjsim aktivato-
rem transkripce miR-34a, je treba zminit,
Ze defekty v p53 ne vzdy souviseji s jeji
snizenou hladinou. Umélé navyseni hla-
din miR-34a vedlo k potlaceni exprese
cyklinu D i c-MET a tim inhibice buné¢né
proliferace [24].

Na regulaci bunécného cyklu se dale
podili miR-203. U SCCE bylo prokazéno,
Ze miR-203 ovlivnuje proliferaci nddoro-
vych bunék prostfednictvim posttran-
skripéni regulace endogenniho proteinu
ANp63, ktery je zapojen do signdlni
drahy Wnt/B-katenin. Tato draha hraje
dulezitou roli predevsim v ranych fazich
vyvoje nadoru. Experimenty in vitro uka-
zaly, Ze exprese miR-203 a snizena hla-
dina proteinu ANp63 vyznamné potla-
Cuji déleni nddorovych bunék [25].

Skupina Ding et al [26] se zabyvala
ulohou miR-29c v buné¢ném cyklu.
Ve tkanich i v buné¢nych liniich je ex-
prese této miRNA vyrazné snizena v po-
rovnani s tkadni zdravou, a to predevsim
u pokrocilych stadii nddoru. Autoti dosli
k zavéru, Ze zvy3ena exprese miRNA-29c
negativné reguluje hladinu cyklinu E vaz-
bou na 3’ UTR.Kinterakci dochazibéhem
G1 faze, coz vede k zastaveni bunécného
cyklu ve fazi G1/GO0. Hladiny cyklinu D1,
cyklinu D2 ¢i zavislych kindz dllezi-
tych pro rGst bunék vsak ovlivnény ne-
byly. Funkci miR-29c¢ jako inhibitoru bu-
nécného déleni potvrdily experimenty
in vitro i in vivo. Pfedpoklada se, ze pfi-
¢inou deregulace miR-29c¢ v SCCE bun-
kach mize byt vazba onkogenu c-myc
na promotorovou oblast této miRNA.

Podobné jako miR-29¢, tak i miR-210
ma schopnost zastavit bunécny cyk-
lus ve fazi G1/G0, a to tim, Ze se vaze
na 3’ UTR genu FGFRLI, jehoz protei-
novy produkt byva v nadorovych tka-
nich zvyseny. In vitro pokusy ukdzaly,
Ze timto mechanizmem miR-210 nega-
tivné ovliviiuje proliferaci bunék a vede
k apoptoze Ci nekréze. NiZsi exprese této
miRNA souvisi se stupném diferenciace
nadoru [27].

Schopnost proliferace bunék karci-
nomu jicnu maze byt déle regulovana
prostifednictvim miR-1322, jejiz sni-
Zzend hladina ovliviiuje expresi nado-
rového supresoru ECRG2 (Sping 7) [28].
MiR-1322 se vaZze na gen ECRG2 v ob-

lasti kratkého tandemového opakovani
3’ UTR a tim snizuje hladinu proteinu
ECRG2. Regulace exprese ECRG2 pro-
strednictvim miR-1322 je alelicky zavisl3,
pficemz nejvyssi afinitu k miR-1322 vy-
kazovala alela TCA3, zatimco alela
TCA4 méla afinitu podstatné nizsi. Hla-
dina miR-1322 je vyznamné zvysend
v séru i ve tkani pacientl SCCE, pficemz
pacienti s alelou TCA3 maiji horsi pro-
gnoézu nez pacienti s alelou TCA4 [28].

Karcinogenezi SCCE ovliviuje také
let-7, jejiz exprese je u SCCE vyrazné
snizena. Experimentdlné bylo ové-
proliferaci bunék SCCE a tvorbu lym-
fatickych metastdz. Tato miRNA post-
transkripéné reguluje celou fadu vy-
znamnych gen(, véetné HMGA?2, jehoz
zvy$end hladina souvisi s chemorezis-
tenci a metastazovanim [29].

Li et al [30] dospéli k zavéru, ze
miR-223 snizuje invazivni a migracni po-
tencidl nddorovych bunék prostiednic-
tvim neurotropniho faktoru Arteminu
(ART). Zda se, ze miR-223 funguje jako
supresor, nebot jeho snizena hladina
zpUsobuje vyssi expresi ART, a tak se
miR-223 jevi jako potencidlni terapeu-
ticky cil [30]. MiR-223 byla u SCCE rov-
néz potvrzena jako reguldtor ubiquitin
ligdzy FBXW?7, pficemz zvySend hla-
dina miR-223 v nddorové tkani korelo-
vala se snizenou hladinou FBXW7 [31].
FBXW?7 ma supresni charakter a regu-
luje dudlezité geny bunécného cyklu,
jako jsou MYC, cyklin E, c-Jun a dalsi.
Dulezitym zavérem této studie bylo zjis-
téni, ze skupina pacientd se zvysenou
expresi miR-223 méla horsi prognoézu
nez skupina s nizsi hladinou. Vzhle-
dem k protichtdnym zavériim obou
uvedenych praci ovsem zUstava uloha
miR-223 v etiologii karcinomu jicnu
nejasnd [30,31].

Jako dalsi miRNA se schopnosti ovliv-
nit proliferaci nddorovych bunék byla
ve vysokokapacitni analyze potvr-
zena miR-145 [32]. Tato prace proka-
zala, Ze spektrum miRNA se lisi u tfi typ(
tkdni odvozenych od normalniho dlaz-
dicového epitelu jicnu (SQ), BE a EAC.
Autofi se pak dale zabyvali nizsi expresi
miR-145, ktera byla zjisténa u BE, v po-
rovnani s SQ a EAC. Pomoci in vitro ex-
perimentl prokazali, Ze miR-145 inhi-

buje expresi genu SOX-9 a GATA4. Buriky
se zvySenou expresi miR-145 vykazo-
valy snizeny proliferacni potencidl, coz je
pravdépodobné spojené s regulaci sig-
nalni drahy BMP4.

Dalsi studie se zabyvala vlivem
miR-21 na fosfatdzu PTEN. V experi-
mentech in vitro po cilené inhibici ex-
prese miR-21 doslo k narlstu hladin
supresorického proteinu PTEN a k potla-
¢eni bunécné proliferace. Vyssi hladina
miR-21 tedy stimuluje rist nddorovych
bunék jicnu. Vyrazné zvySena hladina
miR-21 byla zaznamendna u pacientl
s vysoce invazivnim typem nadoru, coz
potvrzuje jeji onkogenni charakter [33].

MiRNA a metastazovani

Dalezitym krokem v procesu rozvoje na-
dorového onemocnéni je ziskani schop-
nosti zaklddat vzdalené metastazy.
Je zndmo, Ze karcinom jicnu zaklada me-
tastazy jiz v casnych stadiich. Za pod-
minku diseminace je dnes povazovan
tzv. epitelidlné-mezenchymilni pre-
chod (epithelial-mesenchymal transi-
tion — EMT). Dllezitym atributem EMT
je pokles exprese epitelidlnich markerd
(E-kadherin, gamma-katenin ad.), na-
opak narlsta exprese proteinu chrakte-
ristickych pro motilni mezenchymalni
bunky (N-kadherin, vimentin, matrixové
metaloproteindzy, integriny ad.). Pri-
béh EMT reguluje fada transkrip¢nich
faktord, z nichZ prominentni tlohu hraji
ZEB1/ZEB2 reprimujici expresi E-kad-
herinu. Jejich hladiny ovliviiuje rodina
miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-429,
miR-200c, miR-141). Bylo prokazéano, ze
bunky v EMT fazi vykazuji vyrazné zvyse-
nou hladinu ZEB2 a soucasné snizenou
expresi rodiny miR-200. Zaroven bylo
potvrzeno, ze narusenim signalni drahy
NOTCHS3, ktera za fyziologickych pod-
minek reguluje diferenciaci prostred-
nictvim mezibunécnych komunikaci, je
spusténa exprese ZEB2 [34].

U BE byla detekovdana snizena exprese
rodiny miR-200 v porovnani s normal-
nim epitelem jicnu a dvanactniku, u ade-
nokarcinomu byl pak patrny dalsi po-
kles hladin rodiny miR-200 oproti BE. Byl
rovnéz popsan vliv miR-141 a miR-200c
na molekularni komplexy, které zodpo-
vidaji za antiapoptotické a prolifera¢ni
vlastnosti bunék BE. Jedna se piede-
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Tab. 1. Pfehled miRNA zapojenych do patogeneze karcinomu jicnu.
Zvysena exprese SniZena exprese Reference
SCCE miR-373, miR-25, miR-151, miR-103/107, miR-343, miR-29¢, miR-100, miR-10b miR-140%, [17,27,52,56]
miR-296, miR-23a, miR-26a, miR-96, miR-128b, miR-129, miR-129-2, miR-133a, miR-133b, [38,41,57,58]
miR-92a, miR-10b miR-106b, miR-342, miR-31 miR-150, miR-155, miR-183, miR-145, [3,37,59,60]
miR-143, miR-593* miR-451
EAC miR-215, miR-99, miR-199a-3p, miR-199a-5p miR-29c¢, miR-221, miR-494, let-7b, let-7a, [24,55,58,61]
miR-146a, miR-30e, miR-223, miR-192, miR-194, miR-196a,b, let-7¢, let-7f, miR-345, miR-193a [53,64]
miR-143, miR-146a, miR-126, miR-145, miR-181a, miR-181b,
miR-199a, miR199a*, miR-28, miR-30a-5p, miR-200A*%,
miR-513, miR 125b, miR-101, miR-197, miR-214
BE miR-143, miR-145, miR-215, miR-451, miR-192, miR-194, miR-205, miR-214, miR-203, [32,61,62,65]
miR-223, miR-21, miR-199a-5p
SCCEaEAC miR-21, miR-m, miR-93, miR-25, miR-106b, miR-424, miR-203, let-7, miR-375, miR-210, [52,55,66,67]
miR-195p, miR-148a, miR-99a, miR-125b, [24,68]
miR-100

v8im o skupiny kindz MAP, p38, c-Jun,
proteinkindzu C, PI3K, Akt, NF-xB a p1.
Konkrétné miR-200c je schopna podpo-
rovat apoptozu a potlacovat proliferaci
snizenim exprese lektinového receptoru,
ktery hraje klicovou roli v aktivaci drahy
Akt. Rodina miR-200 se také ucastni
drahy regulujici B-katenin [35].

Dalsim klicovym faktorem v pro-
cesu EMT je pravdépodobné miR-205,
jejiz exprese se zda byt specificka pravé
pro dlazdicobunécny karcinom jicnu.
Exprese zralé miR-205 je nutnd pro udr-
zovani nizké hladiny transkrip¢nich fak-
torl ZEB1 i ZEB2 a vysoké exprese E-kad-
herinu. Vysledky studie Matsushima et
al [36] prokazaly zapojeni miR-205 do in-
vaze, migrace a metastazovani nadoru.
Zda se, ze transkrip¢ni faktor ZEB1 by
mohl byt také ovlivnén prostrednictvim
miR-150 [37].

Vyznamnou uUlohu v rozvoji SCCE se-
hradvéd miR-10b, jejiz cilovou moleku-
lou je nddorové supresorovy gen KLF4.
Pokusy in vitro prokazaly, Ze zvysend ex-
prese miR-10b zodpovida za invazivitu
nadorovych bunék, pravdépodobné tim,
Ze vyfazuje z funkce gen KLF4 [38]. Inva-
zivitu a migraci SCCE bunék dale podpo-
ruje miR-92a. Vazbou na 3’ UTR supre-
sorového genu pro E-kadherin (CDHT)
dochézi k vyraznému poklesu hladiny
proteinu a naslednému snizeni buné¢né
adheze. Abnormalni exprese miR-92a
také koreluje s metastazovanim nadoru
do lymfatickych uzlin [39]. Obdobnou

funkci jako miR-92a ma v pfipadé SCCE
i miR-25 [40]. Dalsi miRNA podporujici
metastaticky potencial bunék SCCE je
miR-31, jejiz zvy3ena hladina byla dete-
kovéna jak v nddorové tkani, tak v séru
pacientl. Pokusy in vitro prokazaly sti-
mulacni efekt miR-31 na tvorbu kolonii,
migraci a invazivitu bunék. Onkogenni
charakter této miRNA potvrzuje i jeji
schopnost inaktivovat nddorové supre-
sory EMP1, KRS2 a RGS4 [41].

MiRNA v diagnostice

karcinomu jicnu

Cetné studie z posledni doby ukazuji, ze
miRNA by se mohly stat vhodnymi bio-
logickymi markery a jejich detekce by
mobhla slouzZit k diagnostickym tceldim.
Molekuly miRNA jsou na rozdil od mRNA
mnohem stabilnéjsi, coZ je ddno prede-
vsim jejich malou velikosti a vlasenko-
vou strukturou. Dalsi vyhodou pouziti
miRNA je jejich stabilita ve formalinem
fixovanych tkénich uloZzenych v parafi-
novych blocich (FFPE), coz umoznuje vy-
uziti biologického materidlu ulozeného
na oddélenich patologie, a tak i rozsahlé
retrospektivni studie [42].

V posledni dobé se vyzkum zamé-
fuje i na tzv. cirkulujici miRNA. Jedna se
o miRNA nalézajici se v krevni plazmé
¢i v séru, poptipadé v dalsich télesnych
tekutinach, jejichz nespornou vyhodou
je minimalizace invazivity pfi ziskavani
vzork(, a tedy i moznost opakovaného
vysetfovani. Sirdi vyuziti téchto miRNA

by tak mohlo pfinést zna¢né zlep3eni
diagnostiky, a to nejen u onkologickych
onemocnéni [43,44].

MiRNA mohou byt uvolfiovany do tél-
nich tekutin v zdsadé tfemi zpUsoby:
a) pasivni uvolnéni z poskozenych
bunék, ke kterému dochdzi prevazné za
patologickych podminek, jakymi jsou
napf. poskozeni tkané, chronicky zanét,
pfipadné metastazovani [45]; b) aktivni
a selektivni uvolnéni miRNA za spotieby
energie v podobé ATP podobné napf.
uvolnéni hormont ¢i cytokinl [46];
c) aktivni uvolnéni miRNA v mikroveziku-
lech, mikrocasticich ¢i exozomech [47].

U pacientd se SCCE byly v plazmé de-
tekovany onkogenni miR-21, miR-221,
miR-184, miR-223, miR-25 a supresorova
miR-375 [48,49]. V nedavné studii Liu
et al identifikovali u pacientt s karcino-
mem jicnu snizené plazmatické hladiny
miR-155 a miR-183 [50]. V séru pacientl
se SCCE byly jako specifické markery
identifikovédny zvysené exprimované
nasledujici miRNA: miR-10a, miR-22,
miR-100, miR-148b, miR-223, miR-133a
a miR-127-3p [51]. Zmény v hladinach
téchto miRNA se lisily v rlznych sta-
diich nddorq, z ¢ehoz je patrné, Ze tyto
miRNA mohou byt vyuzity rovnéz k dia-
gnostice rozsahu onemocnéni. Zvysené
hladiny exprese u miR-133 a miR-100 se
ovsem rozchazeji s vysledky jinych vé-
deckych skupin, které u téchto miRNA
prokazaly hladiny snizené [3,52]. Tento
rozpor muze byt zplsoben skute¢nosti,
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Zze miRNA detekované v séru nemuseji
mit plvod vyhradné v nadorové tkani
jicnu.

Bylo prokazano, ze fada miRNA vyka-
zuje odlisnou expresi v nadoru v porov-
néani s okolni nenadorovou tkani (tab. 1).
Téchto odlisnosti v expresnich profilech
Ize vyuzit k ¢asné diagnostice onemoc-
nénia pravé analyza profilu miRNA mdze
poskytnout informace o plvodu a his-
tologické klasifikaci nadoru [53], stupni
malignity a mife diferenciace nddorové
tkané [54]. Srovnavaci studie ukazaly, ze
nékteré miRNA se vyskytuji spole¢né jak
u SCCE, tak u EAC, na druhé strané jiné
miRNA jsou specifické pro dany histo-
logicky typ [55]. Na zékladé expresniho
profilu miRNA u raznych histologickych
typU karcinomu jicnu mizeme miRNA
rozdélit do nékolika skupin.

Prvni skupinu tvoii miRNA, u nichz
u SCCE doslo ke zméné exprese v porov-
nani se zdravou tkani. Zvysené hladiny
byly pozorovany u miR-373 [17], miR-25,
miR-151, miR-103/107 [52], miR-343,
miR-296 [56], miR-23a, miR-26a, miR-96,
miR-128b, miR-129 [57], miR-92a [39],
miR-10b [38], miR-106b, miR-342 [58]
a miR-31, jejichz zvysend hladina byla
specificka pravé pro SCCE v porovnani
s jinyminadory jicnu [41]. Naopak ke sni-
Zeni exprese dochdzi v burikdch SSCE
u miR-210 [27], miR-133a, miR-133b,
miR-145, miR-143 [3], miR-451 [59],
miR-150 [37], miR-593* [60], miR-29c,
miR-100 a miR-140* [52].

Do druhé skupiny patii miRNA, jejichz
exprese souvisi s dysplazii a EAC. Pro
tézké formy dysplazie (HGD) a EAC jsou
typické zvysené hladiny miR-199a-3p,
miR-199a-5p [58], miR-30e, miR-16-2[24],
miR-195, miR-199b, miR-146a, miR-29c
a miR-424 [55]. Detailné;jsi pohled ukazal
vyrazné vyssi expresni hladinu miR-126,
miR-143, miR-145, miR-181a, miR-181b,
miR-199a, miR-196b, miR-199a*, miR-28
a miR-30a-5p u EAC v porovnani s téz-
kou dysplazii, a déle moznost odli-
$eni lehké a tézké formy dysplazie na
zékladé odlisné exprese miR-200a*,
miR-125b, miR-101 a miR-197 [55]. Jiz
vyvinuty adenokarcinom lze charakteri-
zovat zvy$enou mirou exprese miR-223,
mMiR-192 a miR-194 [61]. Velmi zajimava
se z pohledu ¢asné diagnostiky jevi pre-
devsim miR-196, jejiz exprese se zvy-

Suje v pribéhu progrese nddoru od BE
pres rtzné formy dysplazie az po ade-
nokarcinom [53]. Naproti tomu snizené
hladiny v burikdch EAC byly prokazany
u miR-221, miR-205, miR-494, let-7b,
let-7a, let-7¢, let-7f, miR-345 a miR-193a.
K odliseni EAC od HGD by mohly slou-
zit miR-149, miR-203, miR-210, miR-27b,
miR-513 a miR-617, jejichZ exprese byla
v pfipadé EAC vyrazné nizsi v porovnani
s HGD [55].

Ve treti skupiné jsou zahrnuty miRNA,
které se vyskytuji u BE. Mezi né patii
miR-143, miR-145, miR-215 a miR-205,
které jsou vice vyjadreny u BE v porov-
nani s EAC [62]. Naopak u EAC dochazi
vice nez k dvojnasobnému narustu
hladin miR-214 a miR-199a-5p oproti
BE [63]. U pacientt s BE a nasledné vy-
vinutym EAC byla detekovana vyssi ex-
prese miR-192, miR-194, miR-196a,
miR-196b, miR-223 a miR-21 [61,64].
Bansal et al [65] ve své praci analyzo-
vali vzorky BE a zjistili, Ze u pacient( se
snizenou hladinou miR-15b, miR-203,
miR-486-5p a let-7 doslo k tézkym dys-
plaziim nebo jiz k rozvoji nadoru. Tyto
miRNA tak pravdépodobné hraji dulezi-
tou roli pfi progresi onemocnéni.

Kone¢né do ctvrté skupiny naélezi
ty miRNA, jejichz exprese je podobna
u obou histologickych typl néador(.
Ke zvyseni hladin dochazi u miR-21,
miR-93, miR-25, miR-106b, miR-424
a miR-196a [52,55,66]. Na druhé strané
snizend exprese byla zaznamendna
u miR-203, let-7, miR-375, miR-210,
miR-148a, miR-29c [67], miR-99a,
miR-100, miR-125b [52,68], miR-34a
amiR-195p [24].

Mezi nezafazené typy patfi miR-205,
kterd se vdlazdicovém epitelu exprimuje,
alejejirole u SCCE je do zna¢né miry kon-
troverzni. Studie Matsushima et al [36]
detekovala zvysenou hladinu miR-205,
na druhou stranu Ferber et al [58] uva-
déji nizsi expresi této miRNA u SCCE.
Podobné i tloha miR-145 a miR-143 je
v patologii SCCE stéle nejasnd. V né-
kterych studiich je popisovadna sni-
zend exprese téchto miRNA [32,69], za-
timco vysledky prace Akagi et al [70]
ukdzaly jejich zvySené hladiny. Nejvy-
znamnéjsi diagnostické miRNA a je-
jich cilové molekuly jsou shrnuty
v tab. 2.

MiRNA v prognéze onemocnéni

V posledni dobé rychle pribyva dlikazd
o tom, Ze r(izné miRNA jsou charakteri-
stické pro rdzné molekularni podtypy
nebo pro odlisna klinicka stadia one-
mocnéni. Této skutecnosti Ize poten-
cidlné vyuzit ke stanoveni prognézy, coz
v soucasné dobé potvrdila i fada stu-
dii. Jednou z takto vyuzitelnych miRNA
u SCCE by mohla byt miR-31, jejiz sni-
Zena hladina u pacientd s chirurgickym
odstranénim ndadoru korelovala s delsi
dobou pfezivani [41]. Dalsi prognos-
ticky vyznamnou miRNA by mohla byt
miR-21, kterd u pacientl s pokrocilym
stadiem onemocnéni (T3, T4) vykazo-
vala vyrazné zvysenou expresi v porov-
nani se stadii T1 a T2, coZ souvisi s in-
vazivnim potencidlem nadoru [67,71].
Hladina miR-21 také koreluje se vznikem
vzdalenych metastaz, vy3si vaskularni
invazivitou a $patnou prognézou [72].
Bylo zjisténo, Ze po chirurgickém od-
stranéni nadoru doslo k poklesu ex-
prese miR-21. Prognosticky a pfipadny
terapeuticky potencidl byl prokdzan
i u miRNA pfitomnych v plazmé, kon-
krétné u miR-21 a miR-375 [48]. Z pro-
gnostického hlediska je téZ vyznamna
vy3si sérova hladina miR-1322, kterd ale-
lickym zpUsobem reguluje supresorovy
gen ECRG2. Pacienti s TCA3 alelou méli
horsi progndzu nez pacienti s alelou
TCA4 [28].

Klinické stadium nadoru rovnéz ko-
relovalo s miR-92a, jejiz zvysena ex-
prese byla prokdzana u pacientl s me-
tastatickym postizenim lymfatickych
uzlin [39]. S tvorbou lymfatickych me-
tastdz a s mirou diferenciace nédoru
souvisi také vys$si hladina exprese
miR-25 [40]. U pacientl s metastazami
v lymfatickych uzlinach, poptipadé s re-
lapsem onemocnéni, byly nalezeny nizsi
hladiny maturovanych miR-143, jejichz
snizena exprese ma souvislost se zvyse-
nou konzumaci alkoholu, a miR-145, jejiz
snizend exprese ma souvislost s koure-
nim, pficemz riziko vzniku onemocnéni
vzrlstd s kombinovanou zménou obou
téchto miRNA [69,70]. Také niz3i exprese
miR-375 souvisi u pacient s SCCE s pfi-
tomnosti metastatického onemocnéni
a se Spatnou prognoézou [22]. Souvislost
s metastatickym postizenim lymfatic-
kych uzlin a zvy$enym prolifera¢nim po-
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/Tab. 2. MiRNA vyznamné v diagnostice a prognéze karcinomu jicnu a jejich cilové molekuly. A
BE EAC SSCE Cilové molekuly Reference
miR-210 \ FGFRL1 [27]
miR-25 T t Bim, KLF4, CDH1 [16,17,40]

let-7¢ \ \ HMGA2 [29]
miR-10b t KLF4 [37]
miR-196a T T ANXA1, KRT5, SPRR2C, ST00A9 (58]
Diagnostické miR-34a \ \ CDK, c-MET [24]
mMiRNA miR-31 \: EMP1, KRS2, RGS4 [40]
miR-205 \: t ZEB2 [36]
miR-203 d d YNp63 [25]
miR-106b | p21 [16]
miR-593* \ \ PLK1 [57]
miR-29¢ \: CCNE [26]
miR-27a t T Bax, Bcl2 [20]
miR-19a t TNF-a [18]
miR-373 T LATS2 [19]
miR-200c 0 ? ZEB1, ZEB2, PPP2R1B [35]
miR-1322 T ECRG2 [28]
miR-145 \: A FSCN1 SOX-9, GAMA4 [32]
:%?\]”: sticke miR-296 0 CCND1, P27, [54]
miR-106b 1 T P21 (6]

miR-223 t T FBXW?7, ART [30,31]
miR-92a l CDH1 (38]

miR-21 t T PTEN, PDK1 PDCD4 [33,70]

miR-375 \: \: PDK1, IGF1R [21,22]
miR-103/107 T YWHAH, AXIN2, TAF5 [44]

tencidlem nadorovych bunék byla rov-
néz prokdzana v pfipadé nizsi hladiny
let-7 [29].

Prognosticky vyznam ma i miR-129,
jejiz zvy3end exprese koreluje s kratsi
dobou preziti po operaci [57]. Ob-
dobny trend byl pozorovéan i v pfipadé
miR-296 — pacienti s karcinomem jicnu
a metastazami do lymfatickych uzlin,
u kterych byla detekovana zvysena ex-
prese miR-296, méli median preziti po
resekci nddoru 12,9 mésice, pficemz pa-
cienti s nizsi hladinou miR-296 se do-
zZivali vice nez 20 mésicl [56]. S kratsi
dobou preziti téz koreluje exprese
miR-200a, miR-16-2 a miR-30e, a to pre-
devsim u pacientl s EAC [24].

Pacienti s SCCE, ktefi méli nizsi hla-
diny exprese miR-148a a miR-106a, vy-
kazovali vyssi riziko recidivy onemoc-
néni s dopadem na celkové preziti
(overall survival — OS). Snizenou expresi
miR-148 také vykazovaly Spatné dife-
rencované nadory [67]. S horsi progné-
ZOu onemocnéni jsou téz spojeny ex-
prese téchto miRNA: miR-142-3p [73],
miR-23a, miR-26a, miR-27b, miR-96,
miR-128B, miR-129 a miR-200c [74].

Prognosticky vyznam muize mit i po-
hled na regulaci biogeneze miRNA.
Sugito et al [75] se zaméf¥ili na studium
zmén v hladinach transkriptu genu
RNASEN, ktery se jako enzym Drosha po-
dili pravé na regulaci biogeneze miRNA.

Autofi dospéli k zavéram, ze vyssi hla-
dina RNASENu je spojena s rizikem me-
tastatického postizeni lymfatickych uzlin
a kratsi dobou preziti.

MiRNA jako prediktivni bio-
markery u karcinomu jicnu

Tak jako se miRNA podileji na regu-
laci procesti maligni transformace, par-
ticipuji na mechanizmech ovliviujicich
senzitivitu a rezistenci k chemoterapii
a radioterapii a dnes také k cilené l1é¢bé.
Mohou tedy teoreticky slouzit jako pre-
diktivni biomarkery, které umozni pred-
povidat lé¢ebnou odpovéd u dané
terapie a povedou k vy$si mife indi-
vidualizace 1é¢by [76]. Jako predik-
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/Tab. 3. MiRNA vyznamné v predikci lé¢ebné odpovédi karcinomu jicnu. A
miRNA Hladina Predikce Reference
miR-483 T prediktor mnohocetné lékové rezistence [77]
miR-214 T prediktor mnohocetné Iékové rezistence [77]
miR-483 \’ zvyseni senzitivity k doxorubicinu [76]
miR-214 \J zvyseni senzitivity k doxorubicinu [76]
miR-192 T (pied Ié¢bou) indikator patologické regrese po neoadjuvanci [78]
miR-194 T (pied Ié¢bou) indikator patologické regrese po neoadjuvanci [78]
miR-192 d zména hladiny po neoadjuvanci [78]
miR-194 \: zména hladiny po neoadjuvanci [78]
miR-622 d zména hladiny po neoadjuvanci [78]

N

tivni biomarkery u SCCE mohou slou-
Zit miR-483 a miR-214, jejichz zvysena
hladina predikuje snizenou odpo-
véd na chemoterapii. Snizena hladina
miR-483 a miR-214 by naopak mohla
zvysit senzitivitu na lé¢bu karcinomu
jicnu spojenou jak s multilékovou rezis-
tenci, tak bez ni a mdze také indukovat
zvy$enou akumulaci doxorubicinu [77].

Autori dalsi studie ukazali signifikantné
snizenou expresi miR-192, miR-194
a miR-622 po neoadjuvantni chemotera-
pii lokaIné pokrocilého karcinomu jicnu.
Navic exprese miR-192 a miR-194 v bio-
psii pfed zahajenim [é¢by jsou povazo-
vany za indikatory patologické regrese
tumoru po neoadjuvanci [78]. Prediktivni
miRNA a jejich plsobeni je shrnuto
v tab. 3.

MiRNA jako terapeutické cile

Na zacatku kapitoly byly popsany né-
které molekuldrni dréhy v patogenezi
karcinomu jicnu, které jsou ovliviiovany
pomoci miRNA. Kazda miRNA pusobi na
jednu nebo vice cilovych molekul, které
mohou vykonavat funkci onkogent
nebo nadorové supresorovych gen(.
Ovlivnéni téchto genl predstavuje po-
tencialni terapeutické vyuziti miRNA.
Jednou z cest je zdmérné zvy3ovani ex-
prese suprimovanych miRNA pomoci
transfekce syntetickych pre-miRNA.
Na druhé strané miRNA s onkogen-
nim uc¢inkem mizeme potlacit aplikaci
umélych oligonukleotidd, tzv. anti-miRs
(AMOs), které komplementarni vazbou
vyradi prislusnou miRNA z funkce [79].

Snizit produkci miRNA Ize také prostied-
nictvim inhibice ribonukledz Drosha
a Dicer, ale tento zplsob je méné
vhodny, nebot neni specificky.

Jedna z méla studii zkoumajicich pU-
sobeni AMOs in vivo studovala vliv
anti-miR-19a na mysim modelu SCCE.
U mysi, kterym byla aplikovana tato
anti-miR, doslo k pozastaveni vyvoje na-
doru [18]. Jak uz bylo uvedeno dfive,
existuje souvislost mezi zvysenou a sni-
zenou hladinou exprese urcité miRNA
a odpovédi na chemoterapii nebo dél-
kou OS. Hummel et al [67] se zabyvali ex-
presi miRNA a chemorezistenci u pokro-
¢ilého karcinomu jicnu. Zjistili, ze buniky
rezistentni na cisplatinu, ale citlivé na
5-fluorouracil vykazovaly zvysenou hla-
dinu miR-106a. U 70 % bunécnych linii
odvozenych od karcinomu jicnu byla
prokazana pozitivni korelace mezi citli-
vosti nadorovych bunék na cytostatika
a vyssi hladinou miR-148a. Tato miRNA
muze fungovat jako potencialni tera-
peuticky cil, ktery ovliviiuje citlivost na-
dorovych bunék na chemoterapii, pfe-
devsim na cisplatinu.

Také Hamano et al [74] dospéli k zaveé-
rdm, Ze miRNA mohou ovliviiovat citli-
vost nddoru na cytostatika a slouzit tak
jako potencidlni terapeuticky cil. Zjis-
tili, ze buniky chemorezistentni na cis-
platinu se vyznacuji vysokou expresi
miR-200c. V in vitro pokusech pfi pou-
Ziti anti-miR-200c doslo ke zvyseni sen-
zitivity k cisplatiné. Umélé snizeni hla-
din miR-200c mélo za nésledek narlst
hladin proteinu PPP2R1B a naslednou

inhibici signdlni drahy Akt. Autofi pred-
pokladaji, Ze na rezistenci vici chemo-
terapii se u nadord jicnu muize podilet
pravé hyperaktivace drahy Akt. Podobna
situace byla popsana u miR-141 [80].
Vyzkumny tym Zhang et al [20] ukazal,
Ze exprese miR-27a ovliviuje terapeutic-
kou odpovéd prostiednictvim regulace
genu MDR1 (multidrug resistence pro-
tein 1), ktery zodpovida za mnohocet-
nou lékovou rezistenci. Expresni analy-
zou MiRNA v nadorové tkani pacientq,
ktefi podstoupili neoadjuvantni chemo-
radioterapii, byla zjisténa odlisnd exprese
miR-21, miR-223, miR-192 a miR-194 ve
srovnani s pacienty bez této lécby [61].
MiRNA maji také schopnost pUsobit
na zakladni procesy v kmenovych bun-
kach, jako je napf. sebeobnova, pluripo-
tence a diferenciace. Tento fakt otevird
moznost pro vyuziti téchto miRNA k re-
gulaci vlastnosti nadorovych kmeno-
vych bunék, které se na chemoradiore-
zistenci rovnéz vyznamné podileji [74].

Zaveér

Na rozdil od protein-kddujicich gend,
jako jsou onkogeny nebo tumor supre-
sorové geny, je postaveni miRNA v bio-
logii nddorové buriky pomérné kom-
plexnéjsi. Na zakladé bioinformatickych
modeld se predpokladd, ze miRNA maji
potencidl regulovatvice nez polovinu ko-
dujicich gent v lidském genomu a kazda
miRNA mUze regulovat fadové stovky ci-
lovych mRNA. Proto neni pfekvapu-
jici, Ze miRNA jsou zapojeny prakticky
do viech vyznamnych bunéénych pro-
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cesu podilejicich se na patogenezi nddo-
rovych onemocnéni, v€etné karcinomu
jicnu. U karcinomu jicnu byla provedena
celd fada studii zaloZzenych na vysokoka-
pacitnich analyzach miRNA v nadorové
a prislusné nenadorové tkani, pficemz
zohlednovala jeji histologické podtypy.
MiRNA identifikované v téchto studiich
jsou shrnuty v tab. 1. Z dosavadnich po-
zorovani vyplynulo, Ze diagnosticky, pfi-
padné prognosticky vyznam budou mit
pravdépodobné miR-205, miR-29¢ nebo
miR-21. Pomérné velké mnozstvi roz-
poruplnych vysledk(l oviem poukazuje
na skutec¢nost, Ze aplikace miRNA v dia-
gnostice a terapii jsou teprve v zacatcich
a jejich praktické vyuziti bude jesté vy-
Zadovat fadu rozsahlych a nezavislych
validaci.
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