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Souhrn

Vychodiska: Jednim z modernich pfistupt identifikace biomarkerd nadorovych onemocnéni,
a to jak na tkanové urovni, tak i v télnich tekutinach, je profilovani exprese mikroRNA (miRNA).
miRNA tvofi skupinu téméf 3 000 kratkych, 18-25 nukleotidli dlouhych nekddujicich RNA.
Slouzi jako regula¢ni prvky, které fidi expresi genl na posttranskripcni trovni, tj. na irovni mo-
lekul mRNA. Schopnost miRNA inhibovat translaci ¢i indukovat degradaci onkogent a nado-
rovych supresorl je podstatou jejich zapojeni do procest kancerogeneze. Dikazl o funkcich
miRNA v regulaci procesu, jako jsou apoptdza, bunécna proliferace, diferenciace ¢i invazivita,
neustdle pfibyva. Analyza expresnich profild miRNA je proto stale ¢astéji vyuzivana pro Gcely
molekularni diagnostiky nadorovych onemocnéni, analogicky jako je tomu u studii zaloze-
nych na profilovani kédujicich RNA. Z hlediska analytického vyuziti je podstatna skute¢nost,
Zze miRNA jsou vysoce stabilni v télnich tekutindch v¢. slin a vyskytuji se zde v relativné vy-
sokych hladinach. miRNA ve slinach jiz byly pro diagnostické tcely Uspésné testovany u rady
nadorovych onemocnéni, pficemz hlavni vyhodou slin jako biologického materidlu je skutec-
nost, Ze jsou ziskatelné zcela neinvazivné. Cil: Cilem ptehledového ¢lanku je shrnout dosavadni
miru poznani z oblasti cirkulujicich miRNA u nddorovych onemocnéni se zaméfenim na vyuZiti
miRNA ve slinach pro tcely onkologické diagnostiky.
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Summary

Background: A modern approach to identify biomarkers of solid cancers in tissues and body
fluids is based on microRNA (miRNA) expression profiling. miRNAs are a group of approxima-
tely 3.000 short noncoding RNAs containing 18-25 nucleotides that regulate gene expression
at the post-transcriptional (mRNA) level. The abilities of miRNAs to inhibit the translation or
induce degradation of oncogenes and tumor suppressors indicate that they are involved in
carcinogenesis. There is increasing evidence that miRNAs regulate apoptosis, cell proliferation,
differentiation, and invasion. miRNA expression profiles are therefore often analyzed for mo-
lecular diagnostics of solid cancers, similar to analyses based on mRNA profiling. It is impor-
tant that miRNAs are highly stable and present at high levels in body fluids, including saliva,
for analytic usage. miRNAs in saliva have been successfully tested as potential diagnostic bio-
markers of many solid cancers. The main advantage of these miRNAs is that saliva samples
can be collected non-invasively. Aim: This review aims to summarize current knowledge of
circulating miRNAs in solid cancers, with a focus on the use of miRNAs in saliva for oncology
diagnostics.
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VYUZITI MIKRORNA VE SLINACH PRO DIAGNOSTIKU NADOROVYCH ONEMOCNENT

Uvod

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekédu-
jici molekuly RNA o délce 18-25 nuk-
leotidd, které posttranskripéné reguluji
genovou expresi. miRNA byly popsany
teprve na zacaku 90. let 20. stoleti a od
té doby bylo zjisténo, Ze se v organiz-
mech Ucastni biologickych déjq, jako je
napf. proliferace, buné¢ny cyklus, apo-
ptéza, diferenciace ¢i invazivita. Vy-
znam miRNA v diagnostice a prognos-
tikaci nddorovych onemocnéni proto
neustale narlsta. Témér polovina sou-
¢asného vyzkumu v oblasti miRNA je za-
méfena na studium deregulace miRNA
u nadorovych onemocnéni. V¢asna dia-
gnostika mnoha nadorovych onemoc-
néni zvysuje pravdépodobnost Uspésné
[é¢by, jednim z hlavnich cild vyzkumu
miRNA v onkologii je proto také nalézeni
novych neinvazivnich diagnostickych
biomarker(.

miRNA vyskytujici se v télnich tekuti-
nach jako tzv. cirkulujici miRNA byly po-
psany v krvi, a to v plazmé i séru, moci,
matefském mléku, slzach a slinach. Télni
tekutiny pfedstavuji snaze dostupna dia-
gnostickd média, nez jsou napf. vzorky
tkani, a proto sledovéni pozménénych
hladin miRNA v télnich tekutinach u rdz-
nych onemocnéni nabizi velmi zajimavé
moznosti vyuziti.

V tomto prehledovém ¢lanku je véno-
véna pozornost miRNA ve slinach, které
vykazuji odlisné hladiny u pacient? s na-
dorovym onemocnénim v porovnani
se zdravymi kontrolami, pfipadné mezi
pacienty v rlznych stadiich onemoc-
néni. AZ do soucasnosti byly popsany
odlisné hladiny miRNA ve slinach u na-
dor hlavy a krku, jicnu, slinivky bfisni,
tlustého stfeva a kone¢niku.

Sliny - vyuziti v diagnostice

Sliny predstavuji jednoduse dostupné
diagnostické médium, nebot slinné
Zlazy jsou obklopeny krevnimi kapila-
rami a pro jejich vzajemnou vysokou
propustnost muze dochazet k vyméné
molekul. Biomarkery ptdvodem z krve
se proto mohou vylu¢ovat do slin, je-
jichz odbér za ucelem diagnostiky riiz-
nych patologickych stavi je jednodu-
chy a neinvazivni [1]. Sliny jsou oproti
krvi médiem, které Ize odebirat bez ri-
zika i u zvlastnich skupin pacientd, jako

jsou déti, hemofilici nebo osoby uzivajici
intraven6zné narkotika [2].

Termin ,salivaomics” Ize volné prelo-
Zit jako pfistup zalozeny na vysokokapa-
citnich metodach zabyvajici se studiem
molekul pfitomnych ve slindch s cilem
odhalit potencidl téchto molekul v dia-
gnostice rliznych patologickych stavd.
V soucasnosti tento termin zahrnuje stu-
dium 3esti typl molekul, a to DNA (tedy
genom a epigenom v pfipadé metylova-
nych gen®), mRNA a miRNA (transkrip-
tom), metabolickych latek (metabolom),
proteinl (proteom) a mikrobl (mikro-
biom) [3,4]. VyuZziti slin v diagnostice
bylo hojné popisovédno i ve 20. sto-
leti [5,6] a ve 21. stoleti tento trend stéle
sili. Mezi onemocnéni, u kterych bylo po-
psano vyuziti slinnych biomarkerd, patii
napf. onemocnéni periodontu [7], riziko
zubniho kazu [8], nadorové bujeni [9,10],
autoimunitni choroby, jako je Sjérgenlv
syndrom [11] ¢i celiakie [12], kardiovas-
kularni choroby [13], metabolické cho-
roby [14] ¢i infekéni onemocnéni [15].

Genom ve slinach ¢lovéka je tvoren jak
lidskou, tak mikrobialni DNA. Genetické
a epigenetické zmény pfi patologickych
procesech mohou byt tedy sledovany
i ve slindch. Kupfikladu byly stanoveny
odlisné stupné metylace promotor( ve
slinach u pacientl s karcinomem dutiny
ustni [16]. Proteom ve slinach je tvoren
pfiblizné z 3 000 proteinli vykondvajicich
rdzné biologické funkce [17]. Proteiny
jako biomarkery byly popsany v mnoha
studiich, napf. u sledovani odpovédi
pacientek na terapii karcinomu prsu [18]
nebo u pacientl s periodontitidou [19].
Metabolom je soubor viech metabo-
lith, které také mohou byt vyuzivany
jako biomarkery onemocnéni. Naptiklad
studie z roku 2010 popsala odlisné pro-
fily metabolitl u pacientl s nadory du-
tiny astni, prsu a pankreatu [20], dale
byl identifikovan metabolom pacientt
s neurodegenerativni demenci [21]. Mi-
krobiom pfedstavuje mikroorganizmy
kolonizujici dutinu Ustni, kterych bylo
identifikovano pres 600 druhd [22]. Exis-
tuje ale i studie zvy3ujici toto ¢islo na
10 000 druht [23]. Sliny mohou byt pou-
zity k diagnostice infek¢nich chorob
nejen kultiva¢nimi, ale i molekularnimi
metodami [24,25]. Navic bylo popsano
specifické slozeni mikrobiomu u nein-

fekenich onemocnéni, jako je napt. karci-
nom pankreatu [26], nebo dokonce obe-
zita [27]. Transkriptom (mRNA) ve slindch
byl popsan roku 2004 [28] a od té doby
bylo publikovano nékolik studii zabyvaji-
cich se mRNA biomarkery u nddorovych
a jinych systémovych onemocnéni. Spe-
cificky transkriptom byl popsan u karci-
nomu pankreatu [29] ¢i plic [30], dale na-
piiklad u Sjérgenova syndromu [11].
miRNA ve slindch byly prokazany roku
2009, a to v souvislosti s dlazdicobuné¢-
nym karcinomem dutiny Ustni (oral squa-
mous cell carcinoma — OSCC) [31]. Zdjem
o deregulaci téchto kratkych nekéduji-
cich RNA ve slinach u rznych onemoc-
néni poté narostl. Deregulace miRNA ve
slindch byla popsana u pacientd s au-
tismem [32], se Sjorgenovym syndro-
mem [33], a dokonce bylo navrzeno, ze
by mohla souviset se starnutim [34]. Nej-
vice studii v dané oblasti ale sleduje de-
regulace miRNA v souvislosti s nado-
rovymi onemocnénimi, o kterych také
pojednava tento prehledovy ¢lanek.

MikroRNA
miRNA jsou kratké nekoédujici mole-
kuly RNA o délce 18-25 nukleotid( vzni-
kajici v bunce dvoustupfovym proce-
sem. Poprvé byly miRNA popsany roku
1993 u Caenorhabditis elegans. Bylo
zjisténo, ze jeden ze zkoumanych gent,
lin-4, nekéduje zZadny protein, ale pouze
transkripty o pfiblizné délce 22 nukleo-
tida [35], které jsou diky komplementar-
nim sekvencim k opakovanym sekven-
cim v nepfeklddané oblasti na 3‘ konci
(3‘untranslated region — 3'UTR) oblasti
genu lin-14 schopny regulovat jeho ex-
presi [36]. Roku 2000 bylo objeveno, ze
i gen let-7 u C. elegans kéduje 21-nukleo-
tidové RNA komplementérni k elemen-
tdm v 3'UTR genu lin-41, které reguluji
expresi tohoto genu [37]. Zahy bylo zjis-
téno, Ze gen let-7 se nachazii u dalsich or-
ganizmu v¢. ¢lovéka a bylo navrzeno, ze
jeho transkripty, tedy pfiblizné 21nuk-
leotidové RNA, maji puivod v prekurzo-
rech vlasenkovitych struktur [38]. Nazev
mikroRNA (se zkratkou miRNA nebo miR)
vznikl roku 2001, kdy byly ve tfech labo-
ratofich identifikovany dalsi druhy téchto
kratkych molekul [39-41].

Vyznam miRNA v nadorové transfor-
maci u ¢lovéka jako prvni popsali Carlo
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Croce a George Calin, ktefi zkoumali de-
leci na chromozomu v oblasti 13q14,
kterd se vyskytuje u vice nez poloviny
pacientl s chronickou lymfocytarni leu-
kemii. Zjistili, Ze v dané oblasti se na-
chazeji geny mir-15 a mir-16, jejichz sni-
zena exprese by mohla vést ke vzniku
leukemie [42]. Brzy poté byly identifi-
kovény snizené hladiny miR-143 a miR-
145 u pacientl s kolorektalnim karci-
nomem (colorectal cancer — CRC) [43],
nizsi exprese let-7 byla zaznamenéna
u pacientd s rakovinou plic [44] a dalsi
miRNA se zménénou expresi byly po-
psany u glioblastomu [45] a u rakoviny
prsu [46].

Od té doby az do soucasnosti bylo dle
databdze miRBase popsano 2 588 lid-
skych miRNA (miRBase Sequence Da-
tabase, Release 21, dostupna online na
www.mirbase.org) [47], pficemz jejich
vyznam pfi vzniku rakoviny neustale
nardstd. Diky profilovani miRNA a hlu-
bokému sekvenovani [47,48] pfibyva
ddkazl o moznostech vyuziti miRNA
v diagnostice, prognostikaci, a dokonce
terapii nadorovych onemocnéni[49-51].

Biogeneze miRNA je proces, kdy jsou
geny mir prepisovany a prekladany
v tzv. primarni miRNA (pri-miRNA), které
jsou nasledné upraveny v tzv. prekur-
zorové miRNA (pre-miRNA) a poté ve
zralé miRNA za Ucasti ribonukledz a dal-
Sich proteinl [52-55]. Zralé jednoretéz-
cové miRNA jsou vazany do umlcujiciho
komplexu indukovaného RNA (RNA-in-
duced silencing complex - RISC), ktery
je schopen regulace genové exprese na
posttranskripéni Urovni [56-58]. Regu-
lace probiha dvojim zplsobem v zavis-
losti na komplementarité mezi miRNA
a cilovou mRNA. Je-li komplementa-
rita Uplna nebo témér Uplna, dochazi
k degradaci cilové mRNA, kde se uplat-
nuje princip RNA interference [59-611.
Pokud je komplementarita pouze ¢4s-
te¢nd, dochazi k represi translace vaz-
bou na 3'UTR cilové mRNA [36]. Hlavni
biologické funkce miRNA zahrnuji regu-
laci diferenciace a proliferace bunék [35],
apoptoézy [62], metabolizmu lipida [63]
a glukézy [64] ¢i odpovéd na stres [63].
Dysregulace a porusend funkce miRNA
mohou tedy vést ke vzniku rliznych one-
mocnéni, jako jsou napf. kardiovasku-
larni [65], neurologické choroby [66]
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Obr. 1. Vznik a formy cirkulujicich miRNA [86].

a prevazné onemocnéni nadorova [42],
kde miRNA funguji jako onkogeny i jako
nadorové supresory [67].

Cirkulujici miRNA

Roku 2008 bylo poprvé popséno, ze se
miRNA vyskytuji v télnich tekutinach,
konkrétné v plazmé a séru, ve vysoce
stabilni formé [68,69]. Navic byly toho
roku detekovany zvysené hladiny miRNA
v séru pacientll s nadorovymi onemoc-
nénimi, jako je difuzni velkobunéc¢ny
B lymfom [70] a karcinom prostaty [71].
Pritomnost miRNA byla v nésledujicich
letech popsana i v dalSich télnich teku-
tinach, a to ve slindch [31,72], mo¢i [73],
slzach ¢i matefském mléce [74,75]. Se-
krece miRNA do télnich tekutin probiha
dvéma hlavnimi zpUsoby. Sekrece mlize
byt bud’ pasivni, kdy se miRNA uvolnuji
do cirkulace z poskozenych bunék ¢i
tkani [69,71,76], napf. pfi metastazovani
¢i chronickych zanétech nebo z kratce
bocyty a monocyty [77]. Druhym zp(so-
bem je aktivni sekrece. miRNA mohou
byt uvolfnovany v extracelularnich vezi-
kulech, jako jsou mikrovezikuly [78,79],
mezi které se fadi i exozomy [80]. Dalsi
vezikuly obsahujici cirkulujici miRNA
jsou apoptickd téliska [81]. Bylo zjis-
téno, ze se miRNA mohou vyskytovat
i mimo vezikuly, a to ve vazbé na pro-
teiny Ago2 [82] a Ago1, Ago3, Ago4 [83],
nukleofosmin 1 [84] a HDL [85]. Jednot-

livé formy cirkulujicich miRNA popisuje
obr. 1[86].

Cirkulujici miRNA vykazuji vysoky stu-
pen stability. Hladiny miRNA se neméni
pfi inkubaci pfi pokojové teploté [71],
pfi 4 °C a uchovavani pfi -70 °C [87], zU-
stavaji stabilni po mnoha cyklech za-
mrazovani a rozmrazovani, po varu
a po pulsobeni vysokych a nizkych hod-
not pH [69]. Odolavaji plsobeni RNaz,
které jsou pfitomny v krvi [69,71,88].
Pfedpokladd se, ze stabilita miRNA
v télnich tekutinach je zajisténa uza-
vienim v mikrovezikulech [78-80]
a vazbou na proteiny [82,84,85]. Mikro-
vezikuly se zdaji byt odolné;si proti pG-
sobeni RNaz nez miRNA v komplexu
s proteiny [89]. Byla také vyslovena hy-
potéza, Ze cirkulujici miRNA muze byt
chranéna modifikacemi. Mezi obecné
modifikace miRNA patii metylace [90],
adenylace [91] a uridylace [92]. Vychazi
se z predpokladu, Ze tatdz miRNA je
odolnéjsi vici plsobeni RNaz v cirkulaci
nez v tkani ¢i bunce, a proto je mozné,
Ze je tato odolnost zajisténa pravé zmi-
nénymi modifikacemi. Nicméné modi-
fikované cirkulujici miRNA jesté nebyly
prokazany [77].

miRNA jako hormony

V souvislosti s objevem cirkulujicich
miRNA bylo navrzeno, Ze miRNA mohou
fungovat jako hormony, tedy jako sig-
nalni molekuly prendsejici informace
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Tab. 1. Metodické aspekty ovliviujici diagnostické vyuziti miRNA ve slinach.

Postup

nakladani se vzorkem

izolace RNA

kvantifikace miRNA

hybridizac¢ni
cipy

sekvenovani
nové generace

PCR - polymerazova fetézova reakce

mezi donorovymi a recipientnimi buni-
kami ¢i tkanémi. Prvni dikaz o této
funkci miRNA byl podan ve studii z roku
2007, kdy bylo zjisténo, Ze miRNA jsou
transportovany v exozomech a ze tyto
exozomy jsou predavany mezi bun-
kami [80]. Koncept cirkulujicich miRNA
jako hormon byl popsan v mnoha stu-
diich, pocinaje rokem 2008, kdy Hunter
et al prokdzali pfitomnost miRNA v mi-
krovezikulech v periferni krvi u zdra-
vych jedincll a navrhli, Ze by tyto miRNA
mohly regulovat homeostazu krevnich
bunék a jejich metabolické drahy [78].
Nasledné Skog et al pozorovali mikro-
vezikuly pochazejici z glioblastomu.
Tyto mikrovezikuly obsahovaly proteiny,
mRNA a miRNA a byly transformovany
normalnimi burikami v signély podporu-
jici nddorové bujeni [93]. miRNA se v cir-
kulaci vyskytujii v apoptickych téliskach.
Tento objev pfinesl také zjisténi, ze se
konkrétné miR-126 muze podilet na in-
hibici rozvoje aterosklerézy u mysi [81]
a v souladu s timto zjisténim byly pozo-

PCR

Aspekty

kontaminace slin buné¢nymi miRNA (epitelialni buriky,

leukocyty, trombocyty)

zplsob odbéru vzorku,

Cas do zpracovani a zpUsob zpracovani vzorku

podminky a délka archivace
pfitomnost vysokych hladin proteint
nizkd koncentrace miRNA

rizné postupy izolace RNA

vysoka senzitivita a pfesnost

nizkokapacitni metoda

Reference

[78,99,100]
[101,102]

[103]
[104]
[105-107]
[108]
[109]
[110,111]

optimalni pro detekci 1 miRNA u vice vzork(

nizka cena na vzorek
nizsi senzitivita a specificita

vysokokapacitni metoda

[112]

detekce velkého mnozstvi miRNA ve vzorku

vysokd cena na vzorek

vysokokapacitni metoda

vysokd cena na vzorek

rovany nizsi hladiny miR-126 u pacient(
s koronarni ateroskler6zou [94].

Dalsi moznostitransportu miRNA v cir-
kulaci je vazba na proteiny. Tyto miRNA
jsou cilovymi bunkami z cirkulace za-
chycovany pomoci receptord, které ro-
zeznavaji proteiny vazajici RNA [85,95].
Zatim bylo popsano plsobeni miRNA
jako hormonu pouze v komplexu s HDL,
kdy po pfijeti takového komplexu reci-
pientni burikou doslo k posttranskripcni
regulaci pfislusné mRNA [85].

Mnoho dalSich studii se zabyva mezi-
bunécnou komunikaci pomoci cirkulu-
jicich miRNA, a to pfredevsim ve vezik-
lech, nebot tyto miRNA by mohly byt
potencidlné vyuzity k terapeutickym
ucellim [96]. Tyto objevy znadi, Ze cirku-
lujici miRNA vyznamné ovliviuji buriky
a tkané v rlznych ¢astech téla, a to dvo-
jim zplsobem — mohou napomahat pro-
gresi onemocnéni (destruktivni efekt),
nebo pred poskozenim organizmu chra-
nit (protektivni efekt) [97]. Tyto poznatky
predstavuji nové moznosti vyuZiti cirku-

necilena detekce vsech miRNA ve vzorku

lujicich miRNA, a proto je v této oblasti
veden intenzivni vyzkum.

Metodické aspekty detekce
cirkulujicich miRNA

| pfes znacné vyhody cirkulujicich miRNA
z0stava jejich detekce néro¢nd. Pro vy-
znamné rozdily ve vysledcich izolace, mé-
feni a kvantifikace miRNA provadénych
riznymi metodami neexistuje jednotny
postup, ktery by byl aplikovatelny pro
klinické vyuziti cirkulujicich miRNA jako
biomarkerd. Tyto rozdily jsou dany pre-
devsim odlisSnym zpracovanim vzork(,
neefektivni izolaci, hemolyzou ve vzor-
cich krve, ne vzdy spolehlivou uc¢innosti
reverzni transkripce a polymerazové reté-
zové reakce (polymerase chain reaction -
PCR), které se ke kvantifikaci miRNA
uzivaji, ¢i nejednotnosti v pouzivani refe-
rencnich gen( [96,98].

Prvnim krokem v detekci miRNA z tél-
nich tekutin je nakladani se samotnym
vzorkem. V pfipadé krevnich vzork{
je situace komplikovana skutecnosti,
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Ze trombocyty, leukocyty [78,99] i ery-
trocyty [100] obsahuji vlastni miRNA,
a je proto mozné, ze uméle zvysuji hla-
diny extracelularnich miRNA. Bylo do-
kdzano, ze koncentrace miRNA se mé-
nily pfi dlouhodobém uchovavani
trombocytl [101] i erytrocytl [102] pfi
pokojové teploté a Ze hladiny miRNA
ovliviiuje i hemolyza erytrocytt [103].
ZvysSovani poctl krevnich elementl pfi
nékterych patologickych podminkach
muze také ménit koncentrace extracelu-
larnich miRNA [104], stejné jako se miRNA
mohou vyplavovat z trombocytl pfi sra-
Zeni krve za ucelem ziskani séra [105].
S tim se poji i vybér samotného koagu-
la¢niho cinidla. Bylo zjisténo, Ze nejlepsi
volbou je kyselina ethylendiamintetraoc-
tova (ethylenediaminetetraacetic acid -
EDTA), nebot citrat i heparin, které se pro
koagulaci také vyuzivaji, mohou inhibo-
vat kvantitativni PCR (qPCR) [106,1071].
Faktory jako napf. hemolyza nejsou v pfi-
padé slin relevantni, nicméné kontami-
nace vzorku miRNA pochazejicimi z bu-
nécnych elementd slin (napft. epitelialni
buriky dutiny uUstni, leukocyty ¢&i trombo-
cyty) problém predstavuje.

I1zolaci miRNA z télnich tekutin, kon-
krétné z plazmy a séra, komplikuje vice
faktorG. Je mezi nimi i pfitomnost pro-
teinl, které mohou zhorsit vytéZznost
izolace a nasledné i ovlivnit prabéh
PCR [108]. miRNA se také v télnich teku-
tindch vyskytuji ve velmi nizkych kon-
centracich [109]. Pro izolaci miRNA se
pouzivaji rdzné komer¢ni kity, jejichz
vhodnost porovnavalo jiz mnoho studii.
Jednotlivé kity se v Uspésnosti izolace
extraceluldrni RNA odlisuji [110,111].

Daldim krokem je kvantifikace izolo-
vané miRNA, ktera probihd nejcastéji
tremi zpUsoby. Nejvice pouzivanou meto-
dou je gPCR, dale sekvenovéni nové ge-
nerace ¢i hybridiza¢ni metody s pouzitim
mikrocipl. Kazd4 z téchto metod posky-
tuje jisté vyhody i nevyhody, jako jsou
napf. rozdily v senzitivité a specificité,
kapacité pfistroju ¢i cené [112]. Faktory
ovlivhujici detekci volnych miRNA ve sli-
néach jsou shrnuty v tab. 1.

Diagnostické vyuziti miRNA

ve slinach

miRNA byly poprvé ve slinach deteko-
vany roku 2009, kdy byla prokazana

pfitomnost miRNA ve slinach i ve slin-
ném supernatantu [31]. miRNA byly na-
sledné ve slinach detekovany v exo-
zomech [72], pficemz bylo zjisténo, Ze
v této formé se vyskytuji nejvice [113].
Bylo navrzeno, ze by miRNA ve slinédch
mohly slouzit jako biomarkery nadoro-
vych a jinych onemocnéni, predevsim
z oblasti hlavy a krku. IdeaIni biomarkery
by mély byt senzitivni a specifické, sta-
bilni, mély by byt produktem drah za-
pojenych pfimo do vzniku onemocnéni,
neovlivnitelné potravou, méfitelné v me-
zich detekce [114], dostupné neinvaziv-
nimi metodami, specifické pro danou
chorobu, mély by chorobu pfedpovi-
dat jesté pred nastupem klinickych pfi-
znaku a biomarkery nalezené u modelo-
vych organizm0 by mély byt pouzitelné
i u ¢lovéka [74]. Mezi RNA biomarkery
fadime i miRNA, a to tkariové i extrace-
luldrni neboli cirkulujici. V mnoha stu-
diich byla popséna deregulace exprese
miRNA pfi riznych onemocnénich v¢.
nadorovych [115]. miRNA ve slinach se
fadi mezi cirkulujici miRNA. Tyto miRNA
jsou vhodnymi biomarkery nadorovych
onemocnéni z mnoha dlvodd. Jsou to
méné komplexni molekuly bez post-
transkrip¢nich modifikaci, jejich detekce
a amplifikace je snadnd a jejich sekvence
jsou konzervované u ¢lovéka a u dalsich
modelovych organizm [74]. Zmény je-
jich exprese se snadno detekuiji a jejich
expresni profily jsou pro danou télni te-
kutinu specifické [69]. miRNA ve slindch
tyto podminky spliuji. Vyskytuji se ve vy-
soce stabilni formé [116] a jejich exprese
je u nadorovych onemocnéni deregulo-
véana [31]. Sliny samy o sobé jsou vhod-
nym médiem pro vyuZiti v diagnostice
onemocnéni. Odbér slin je nendrocny,
neinvazivni, vzorky se jednoduse zpra-
covavaji, transportuji i uchovavaji [117].
Nasledujici podkapitoly popisuji jed-
notlivé studie zabyvajici se vyskytem
miRNA ve slinach ve spojitosti s nadoro-
vymi onemocnénimi. Souhrn viech de-
regulovanych miRNA poskytuje tab. 2.

Nadory hlavy a krku

Nadory hlavy a krku zahrnuji nadory
dutiny ustni, faryngu (konkrétné na-
sofaryngu, orofaryngu a hypofa-
ryngu), laryngu, dutiny nosni a vedlej-
Sich dutin nosnich, velkych a malych

slinnych zlaz [118]. Jedna se o velmi
casté naddorové onemocnéni, ro¢né je
na celém svété diagnostikovano kolem
900 000 novych pfipadl [119]. Nejcas-
t&jSim bunéénym typem je dlazdicobu-
nécny (spinoceluldrni) karcinom, ktery
tvori az 90 % vsech nadort hlavy a krku.
Postihuje nejcastéji rty, dutinu Ustni,
hitan i hrtan [120]. Jednd se o maligni
nador vyvijejici se z dlazdicovych bunék,
které lemuji dychaci a travici trakt a ktery
mUlze metastazovat lymfatickymi cé-
vami [121]. ProtozZe je mira pfeziti dlaz-
dicobunéc¢ného karcinomu (squamous
cell carcinoma - SCC velice nizka [120],
hledaji se nové zplsoby casné detekce
onemocnéni a Uspésné lécby.

Spojitost mezi dlazdicobunéénym kar-
cinomem hlavy a krku (head and neck
squamous cell carcinoma - HNSCC)
a miRNA byla objevena roku 2008, kdy
byla tkdnova miR-21 analyzovéna jako
onkogen podporujici rlist nadoru. Pro
studii byli vybrani pacienti s nddory oro-
faryngu, dutiny Ustni, laryngu a hypofa-
ryngu [122]. miRNA ve slinach byla ob-
jevena o rok pozdéji, a to u pacientd
s OSCC [31]. Od tohoto objevu se vy-
zkumné tymy zaméfily na vyuziti miRNA
ve slindch jako biomarkerl pro dia-
gnostiku HNSCC, zvlasté pro OSCC,
v jehoz pfipadé se sliny zdaji byt vhod-
néjsim médiem nez plazma ¢&i vzorky
tkani, nebot karcinom pfimo omy-
vaji [123]. Navic ve slinach byly jiz pro
diagnostiku OSCC biomarkery popsany,
a to biomarkery proteinové [124], mRNA
biomarkery [9] a DNA biomarkery [125].

OSCC tvoiiaz 90 % vsech nador( dutiny
Ustni. Jedna se o agresivni karcinom s vy-
sokou mortalitou, nicméné pii ¢asné de-
tekci onemocnéni se mira preziti zvysuje
az na 90 % [126]. Pfi porovnani pacient(
s OSCC se zdravymi kontrolami byla po-
prvé zaznamenana odliSna exprese
miRNA ve slindch roku 2009. Jednalo
se o snizeni hladin miR-200a a miR-125
u pacientt s OSCC. Bylo tedy navrzeno, ze
by se tyto dvé miRNA mohly uzivat jako
neinvazivni a rychlé diagnostické markery
v diagnostice OSCC [31]. Wiklund et al na-
sledné pozorovali aberantni expresi miR-
375 a metylaci miR-200c-141 u OSCC jak
ve tkénich, tak ve slinach [127].

OSCC se vétsinou vyviji z prekance-
réz, mezi které patfi napft. leukoplakie.
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Tab. 2. Piehled deregulovanych miRNA ve slindch u pacient s nddorovymi onemocnénimi.

miRNA yr  Potet = Pocet p Senzitivita AUC Patologie Reference
pacienti  kontrol a specificita
miR-125a 0,03 0,62
A 50 50 ’ - ' 0scC 31
miR-200a 0,01 0,65 Bl
miR-375 \ 15 7 - - - 0scC [127]
miR-31 0 45 24 < 0,0001 - 0,82 0SCC [132]
miR-21 0 32 16 0,003 84,4 %, 62,5 % 0,762 nadory jicnu [141]
miR-15b 0,0019
miR-132 39 maligni 0,003 maligni vs. benigni
— [0) [o)
miR-140-5p t 29 benigni 0,0003 I LB R nadory pfiusni Zlazy (1381
miR-223 0,0542
miR-10b-3p 0,001 89,7 %, 57,6 % 0,762
miR-144 0 0,012 92,3%,47,4% 0,706 nadory jicnu (sliny)
miR-451 0,002 84,6 %,57,9 % 0,705
miR-10b 39 19 0,013 79,5%,57,9% 0,702 (142]
miR-21 0,015 89,7 %, 47,4 % 0,698 nadory jicnu
1 Y)
miR-144 0,036 43,6 %, 89,5 % 0,671 (supernatant slin)
miR-451 0,006 51,3%, 84,2 % 0,725
miR-10b T 0,008
miR-708 T 0,0028 orélni leukoplakie
miR-99b \2 45 7 0,0118 - - (progresivni [129]
miR-145 J 0,034 vs. neprogresivni)
miR-181c \ 0,028
9825522’ 0,027 85,7 %, 100 % 0,96 os(c)zcc ‘S'S'é‘é”tm'y -
miR-27b (I [ 9 0,038 85,7 %, 83,3 % 0,88 OSCCVS. y ,"l.rehm's' [133]
’ 0,016 85,7 %, 100 % 0,98 Vs oraintiichen
8 OLP planus
miR-136 ! 0,021 88,9 %, 100 % 0,97 OSCC vs. kontroly
0,004 88,9 %, 85,7 % 0,9 OSCC vs. OSCC v remisi
miR-9 T <0,0001 0,85
miR-134 d 56 56 < 0,0001 = 0,98 HNSCC [134]
mMiR-191 T < 0,001 0,74
miR-21 0,012 71,4 %, 100 %
miR-23a 2 0,001 85,7 %, 100 % nadory pankreatu
. 7 maligni, 9 9 - ki I
miR-23b 0,014 85,7 %, 100 % vs. kontroly
miR-29¢ k4 pan 4 0,03 57 %, 100 % [146]
reatitis
miR-216 0 0,024 50 %, 100 % - nadory pankreatu
vs. pankreatitis
miR-211
m:R-1 233 46 14 < 0,001 91 %, 86 % 0,94 nadory pfiusni zlazy [139]
40 0,008 82,5 %, 45 % 0,673 maligni nadory
miR-3679-5p ¥ maligni 40 0,006 90 %, 40 % 0,68 pankreatu vs. kontroly [150]
miR-940 0 20 0,007 90 %, 45 % 0,716 maligni vs. benigni
benigni 0,004 62,5 %, 75 % 0,729 nadory pankreatu
miR-372 pokles po resekci tumoru HNSCC [135]
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Tab. 2 - pokracovani. Pfehled deregulovanych miRNA ve slinach u pacientd s nadorovymi onemocnénimi.

miRNA V1 chet . Pocet Sen2|t'|V|.ta AUC
pacientli  kontrol a specificita
miR-21 T 65 %, 65 % 0,73
miR-145 4 80 20 < 0,001 70 %, 60 % 0,68
miR-184 0 75 %, 80 % 0,86
miR-139-5p N 25 25 0,006 - 0,805
miR-21 0,74
T _ !

miR-31 20 24 < 0,01 0,76
miR-1246 12 13 0,008 66,7 %, 100 % 0,814
miR-4644 0,026 75 %, 76,9 % 0,763
miR-21 0 31 34 = 97 %, 91 %

miR-196a 0 5 5 0,007 -

Patologie Refe-
rence
maligni transformace
1 : [130]
oralnich prekanceréz
TSCC [137]
orélni prekancerézy [131]
nadory pankreato-
-bilidrniho traktu [153]
CRC [154]
ESCC [143]

AUC - plocha pod kfivkou, OSCC - dlazdicobunéc¢ny karcinom dutiny tstni, OLP — ordlni lichen planus, HNSCC - dlazdicobunéc¢ny
karcinom hlavy a krku, TSCC - dlazdicobunécny karcinom jazyka, CRC - kolorektalni karcinom, ESCC - dlazdicobuné¢ny karcinom

jicnu
3T - snizena ¢i zvyiena exprese

Casna detekce prekanceréz snizuje ri-
ziko rozvoje nadoru [128]. Byla proto
zkoumana exprese miRNA ve slinach
u prekancerdz dutiny Ustni. Prvni studie
porovnavala deregulaci exprese miRNA
ve slindch u progresivni a neprogresivni
ordlni leukoplakie. Byla prokdzana od-
lisnd exprese 25 miRNA, pficemz signi-
fikantni rozdily mezi progresivnimi a ne-
progresivnimi leukoplakiemi vykazovaly
miR-10b, miR-145, miR-708, miR-181c
a miR-99b. Byla také srovnavana ex-
prese miRNA ve tkani pacientl s podob-
nymi leukoplakiemi s expresi miRNA ve
slinach a byla detekovana deregulovana
exprese stejnych miRNA, ackoli hla-
diny miRNA ve slinach byly nizsi [129].
Ve druhé studii bylo zjisténo, ze zvy-
Sena exprese miR-21, miR-145 a miR-
-184 mulze napomahat casné dia-
gnostice prekanceréz, které se maligné
transformuji v OSCC, pficemz pouze
v pfipadé miR-184 existuje statisticky
signifikantni korelace [130]. Hung et al
o rok pozdéji popsali, Ze hladiny miR-21
a miR-31 jsou zvyseny u pacientl s pre-
kanceré6zami dutiny ustni [131], coz
je v souladu s vysledky studie z roku
2012, kdy byly zvysené hladiny miR-31
ve slinach popsany u OSCC. V této stu-
dii bylo navic pozorovano, Ze po ex-
cizi karcinomu hladiny miR-31 prudce
poklesly [132].

Dalsi poznatky poskytla rozsahla stu-
die, ve které byly porovnavany vzorky
slin od pacient s OSCC, OSCC v remisi,
orélnim lichen planus a od zdravych kon-
trol. Nejdulezitéjsim nalezem byly zvy-
$ené hladiny miR-27b u pacientl s OSCC
oproti viem ostatnim skupindm, coz
zmiR-27b ¢ini dllezity biomarker tohoto
onemocnéni. Byly pozorovany i snizené
hladiny miR-136 u OSCC oproti zdravym
kontrolam i OSCC v remisi [133].

Mezi dalsi miRNA, které byly navrzeny
jako nové neinvazivni markery HNSCC,
patii i miR-9, miR-191 a miR-134. Navic
byla popsédna metoda pro izolaci vel-
kého mnozstvimiRNA i zmalého objemu
slin [134]. Dale bylo objeveno, Zze miR-
-372 podporuje rozvoj HNSCC a ze jeji
hladiny po resekci tumoru klesly [135].

Mezi HNSCC, resp. OSCC, se radi i dlaz-
dicobunécny karcinom jazyka (tongue
squamous cell carcinoma — TSCC). Jazyk
byva postizen karcinomem ve 41 % pfi-
padl karcinom dutiny Ustni [136]. Duz
et al popsali snizené hladiny miR-193-5p
u pacientd s TSCC oproti zdravym kon-
troldm. Nadto zjistili, Ze ve vzorcich slin
odebranych po operaci tumoru se hla-
diny této miR vrétily k normalu, coz by
z miR-193-5p mohlo ¢init marker speci-
ficky pro TSCC [137].

Prvni studie zkoumajici deregulaci ex-
prese miRNA ve slinach pacientl s kar-

cinomy slinnych Zlaz se zaméfila na kar-
cinom pfiusni zlazy. V této studii byly
popsany rozdily exprese miRNA u be-
nignich a malignich nadord pfiusni
Zlazy. Nejvétsi specificitu, a tedy i moz-
nost klinického vyuziti, vykazovala kom-
binace navrhovanych markert miR-140,
miR-223, miR-15b a miR-132 [138].
Stejni autofi také sledovali rozdily v ex-
presi miRNA ve slinach u pacient( s rdz-
nymi histologickymi typy nador0 pfiusni
Zlazy, a to benignimi i malignimi. Ve vy-
sledku identifikovali sedm miRNA s vyssi
expresi u pacientll s nadorem, z toho vy-
brali dvé miRNA, miR-1233 a miR-211,
jako biomarkery nadora pfiusni zlazy
s 91% senzitivitou a 86% specificitou.
V této studii bylo také zjisténo, ze pét ze
sedmi miRNA, které vykazovaly odliSnou
expresi u pacientll s nadorem a u zdra-
vych kontrol, nebylo exprimovano ve
slindch ziskanych pfimo z ptiusni zlazy.
Z toho plyne, ze by tyto miRNA nemély
byt specificky exprimovany ¢i vyluco-
vany postizenou pfiusni zlazou [139].

Nadory jicnu

Karcinom jicnu predstavoval v roce
2015 celosvétové jedendacté nejcas-
t&jsi nddorové onemocnéni s incidenci
483 000 a Sestou nejcastéjsi pficinu
umrti kvali nadoru se 439 000 umrtimi
za rok [119]. Nadory jicnu se déli na dva
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hlavni typy - SCC vyvijejici se z epite-
lovych bunék, a adenokarcinom, ktery
miva pocatek v dolni ¢asti jicnu [140].
Z dlvodu hledani alternativy k invaziv-
nim vysetfenim a nutnosti ¢asné dia-
gnostiky onemocnéni bylo zkoumano,
zda by miRNA ve slindach nemohly
pfedstavovat nové biomarkery karci-
nomu jicnu. Prvni studie se zabyvala ex-
presi miRNA ve slinném supernatantu
pacientl. Byly pozorovany zvysené hla-
diny miR-21 [141].V dalsi studii byly ana-
lyzovéany vzorky slin i supernatantu slin.
Ve slindch byla zaznamendana zvysena
exprese miR-10b*, miR-144 a miR-451,
v supernatantu kromé jmenovanych
i exprese miR-21. Tyto miRNA byly tedy
navrhnuty jako nové biomarkery kar-
cinomu jicnu [142]. Dalsi studie se za-
byvala miRNA ve slindch i tkanich
u dlazdicobuné¢ného karcinomu jicnu
(esophageal squamous cell carcinoma —
ESCC). Byly pozorovany zvysené hladiny
miR-196a ve tkanich i ve slindch oproti
zdravym kontrolam. Déle byla zkoumana
funkce miR-196a v patogenezi ESCC. Byl
vysloven ndzor, Ze se tato miRNA zapo-
juje do nékolika vyznamnych signélnich
drah, jako je napf. regulace buné¢ného
cyklu pomoci proteinu p53, a mohla by
se proto podilet na inhibici apoptdzy na-
dorovych bunék [143].

Nadory slinivky bfisni
Nadory slinivky bfisni predstavovaly
roku 2012 sedmou nejcastéjsi pficinu
umrti zpudsobenou nadorovym one-
mocnénim [144]. Pocet novych pfi-
padl za rok 2015 se pohyboval okolo
425 000 [119]. Nejcastéjsim typem kar-
cinomu pankreatu je duktalni adenokar-
cinom se zastoupenim 85 % [145]. Kar-
cinom postupuje agresivné a neexistuje
efektivni screening pro jeho ¢asnou de-
tekci.V dlsledku toho se onemocnéni az
v 85 % pfipadl dostane do pokrocilych
stadii, kdy je chirurgickd lé¢ba moznd
pouze u 15 % pacient [146]. Pozdni sta-
dia karcinomu nelze resekovat, protoze
jiz metastazuje ve vzdalenéjsich cas-
tech téla ¢i vrlsta do cév [147]. Nalezeni
vhodného biomarkeru pro ¢asnou de-
tekci onemocnéni by tedy mohlo zlepsit
jeho prognézu.

Prvni studie zabyvajici se vhod-
nosti miRNA jako biomarker nadort

pankreatu sledovaly a zaznamenaly
zménu exprese miRNA v plazmé [148]
a tkani [149]. Pro ¢etné vyhody slin
jako diagnostického média provedli Xie
et al studii exprese miRNA ve slinach
u pacientt s resekabilnim karcinomem
pankreatu a jako biomarkery vhodné
pro diagnostiku onemocnéni navrhli
miR-3679-5p a miR-940. Rozdilna ex-
prese téchto miRNA byla pozorovana
i pfi porovnani maligniho karcinomu
pankreatu s benignim [150]. Humeau
et al u pacientl s neresekabilnim ade-
nokarcinomem pankreatu zaznamenali
zvySenou expresi miR-21, miR-23a, miR-
-23b a miR-29c oproti zdravym kontro-
Iam. Kromé tohoto objevu navic popsali
miR-210 a let-7c jako biomarkery pan-
kreatitidy a miR-216 jako miRNA, jejiz
exprese odlisuje pankreatitidu od karci-
nomu, i kdyz v tomto pfipadé senzitivita
dosahovala pouze 50 % [146].

Dalsi studii zabyvajici se miRNA ve sli-
nach u nadorl pankreatu publikovali
Machida et al. Tato studie ovsem po-
pisuje karcinomy pankreatobilidrniho
traktu, ktery zahrnuje kromé slinivky
bfisni i zZlu¢nik a mimojaterni Zlu¢ové
cesty. Autofi se zamérili na exozomalni
miRNA, pficemz vychazeli z predpo-
kladu, Ze miRNA se ve slinach vyskytuji
pfevadzné v exozomech [72,113] a Ze jiz
byly popséany Ctyfi exozomalni miRNA
v séru u pacientd s karcinomem slinivky.
Jednalo se o miR-1246, miR-4644, miR-
-3976 a miR-4306 [151]. Dvé z téchto
exozomalnich miRNA, miR-1246 a miR-
4644, vykazovaly zvysené hladiny ex-
prese i ve vzorcich slin pacientt s pan-
kreatobilidrnim karcinomem. Bylo tedy
navrzeno, ze tyto exozomalni miRNA
maji plvod v postizené tkani, nebot zvy-
sené hladiny miR-1246 u pacientl s pan-
kreatobilidarnim karcinomem byly pozo-
rovany i ve tkanich [152], ze kterych se
mohou vyplavovat do krve a z krve do
slin. Nicméné limitaci uvedené studie
je fakt, ze byli vybrani pouze pacienti
s pokrocilymi stadii karcinomu. Aby
byl screening karcinomu na podkladé
miRNA biomarkerd efektivni, bylo by
tieba provést dalsi studie zkoumajici ex-
presni hladiny miRNA v ¢asnéjsich sta-
diich vyvoje karcinomu ¢i u pacientt
s chronickou pankreatitidou, ze které se
karcinom ¢asto vyviji [153].

Nadory kolorekta

CRC predstavuje tfeti nejcastéjsi nado-
rové onemocnéni na svété [119]. Souvis-
lost mezi miRNA ve slinadch a CRC popi-
suje v soucasnosti v anglické literature
jedina studie, kdy byly prokazény zvy-
$ené hladiny miR-21 u pacient(, a to
nejen ve slinach, ale i v plazmé. Nicméné
miR-21 ve slinadch se jevi jako vhod-
néjsi biomarker pro screening CRC diky
Vetsi senzitivité i specificité, navic sliny
predstavuji technicky jednodussi dia-
gnostické médium [154].

Zaveér

miRNA jsou dUlezité posttranskripcni re-
guldtory genové exprese a v télnich teku-
tinach, jako je krev, moc ¢&i sliny, predsta-
vuji dlilezité biomarkery stavu organizmu.
V mnoha studiich bylo prokazano, ze se
mira exprese miRNA u rGznych patolo-
gickych stavll a onemocnéni vyrazné lisi,
pficemz nejvice pozornosti je vénovéno
expresi miRNA u pacientd s nadorovymi
onemocnénimi. Porovnavanim expres-
nich hladin miRNA u pacient(l a zdravych
kontrol Ize identifikovat diagnostické bio-
markery, porovnanim rdznych skupin
pacientd pak biomarkery prognostické.

Viyuziti cirkulujicich miRNA ve slinach
pro ¢asnou diagnostiku a pfipadné sta-
noveni prognézy u pacientd s naddoro-
vym onemocnénim ma nesporny poten-
cial pro zlepseni kvality Zivota pacient(.
U ¢tyf typl nadorovych onemocnéni, je-
jichz ¢asna diagnostika je pro terapii kli-
¢ova, byla popsana vyznamna deregu-
lace exprese riznych slinnych miRNA.
Zavedenim metod vyuzivajicich de-
tekce miRNA ve slinach jako biomarker(
téchto nddorovych onemocnéni by se
tedy mohla urychlit diagnostika ¢i ptip.
posoudit progndéza. Sliny navic pro jed-
noduchost odbéru, skladovani i dalsi
zpracovani predstavuji vhodné neinva-
zivni diagnostické médium.

Nicméné aby slinné miRNA mohly byt
vyuzivany v klinické praxi, je treba zhod-
notit vliv fady metodickych aspektl zp (-
sobujicich technologickou variabilitu pfi
jejich detekci. Po nalezeni optimalnich
analytickych postupt a jejich standardi-
zaci a po rozsifeni studii na vétsi pocet
pacientd a nezavislych validacich vy-
sledk by miRNA mohly slouzit jako uzi-
tecné biomarkery danych onemocnéni.
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