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Souhrn

Vychodiska: mikroRNA (miRNA) jsou kratké nekédujici molekuly RNA regulujici genovou ex-
presi vazbou na mRNA. Ovliviuji fadu fyziologickych procesd, v¢. bunécné proliferace, diferen-
ciace nebo apoptdézy, a maji tak vyrazny vliv na vyvoj nadorovych i jinych onemocnéni. Pfed-
stavuji proto slibnou skupinu nadorovych biomarkerd vyuzitelnych napf. v ¢asné diagnostice,
v predikci odpovédi na lécbu, pii zachytu relapsu nebo pii klasifikaci nadord do molekularnich
subtypU. Cil: Detekce miRNA vyZzaduje rlizné sofistikované strategie zejména kvdli jejich kratké
délce, zna¢né sekvencni podobnosti mezi miRNA patfici do stejné rodiny, i pro jejich ¢asto
velmi nizkou hladinu ve studovaném vzorku. V této praci jsou zminéné standardné pouzivané
metody, napf. reverzni transkripce s naslednou polymerazovou fetézovou reakci, microarrays
nebo sekvenovani nové generace, a rovnéz jsou porovnany rizné komer¢né dostupné sady pro
detekci miRNA. Hlavni diiraz je kladen na nové vyvijené technologie a metody, které by mohly
soucasnou analyzu zlevnit nebo urychlit. Pfedstaveny jsou napf. alternativni amplifika¢ni
techniky (izotermalni amplifikace, hybridiza¢ni fetézova reakce), rlizné typy nanomateriald,
specialni proteiny se schopnosti vazat miRNA, a fada biosenzor(l vyuZivajici optickou nebo
elektrochemickou detekci. Zdvér: DulezZitost miRNA vedla k obrovskému nérdstu poctu nové
vyvijenych metod. Vétsina z nich ovsem nebyla testovana na klinickém materialu, takze je tézké
urcit jejich eventudlni aplikovatelnost do praxe. Pro komer¢ni vyuziti novych metod bude proto
nutné provést jejich prisnou validaci pomoci standardnich metod nejenom na modelovych
systémech, ale zejména u klinickych vzorku.
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Summary

Background: MicroRNA (miRNA) are a class of short non-coding RNA molecules that regulate
gene expression at the post-transcription level by binding to mRNA. By affecting many phys-
iological processes, including cellular proliferation, differentiation, and apoptosis, they have
a major impact on the development of cancer as well as other diseases. Hence, miRNAs could
serve as potential tumor biomarkers in e.g. early diagnostics, predicting responses to therapy,
monitoring relapse, and molecular classification of tumors. Aim: miRNA detection requires va-
rious sophisticated strategies due to the small size, sequence similarity among family mem-
bers, and often very low levels of miRNAs in analyzed samples. This review describes standard
techniques of miRNA detection, such as the reverse transcriptase polymerase chain reaction,
microarrays, and next-generation sequencing, and compares several commercially available
detection kits. Major emphasis is given to newly developed technologies and methods, which
could make the analysis cheaper and quicker. We present, for instance, alternative amplification
techniques (isothermal amplification and the hybridization chain reaction), different types of
nanomaterials, special proteins used in miRNA analysis, and a number of biosensors utilizing
optical or electrochemical detection. Conclusion: The importance of miRNA has led to a huge
increase in the number of new methods. Most of them, however, have not been tested on clini-
cal material, and thus it is difficult to assess their potential usefulness in routine practice. Their
commercial application strongly depends on strict validation with standard techniques using
not only model systems, but also clinical samples.
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SOUCASNE METODY ANALYZY MIKRORNA

Uvod

O ddulezitosti a vyznamu mikroRNA
(miRNA) jiz dnes neni pochyb. Tyto
kratké nekédujici molekuly RNA s pri-
mérnou délkou 22 bazi kontroluji ex-
presi mnoha proteind, a ovliviuji tak
fadu fyziologickych proces, jako je bu-
né¢na proliferace, diferenciace, apo-
ptdéza, vyvoj a rlQst orgdnl, imunita
nebo metabolizmus [1]. Od objevu prvni
miRNA v hadatku obecném (Caenorhab-
ditis elegans) uplynulo uz ¢tvrtstoleti [2],
béhem kterého pfibylo do celosvétové
databaze téchto molekul, znamé jako
miRBase [3], pfes 38 000 novych sek-
venci (verze 22, 04/2018), z toho bez-
mala 2 000 lidskych miRNA. Kdyz v roce
2002 skupina profesora Croceho udi-
nila vyznamny objev popisujici deregu-
laci miR-15 a miR-16 u chronické lymfo-
cytarni leukemie [4], odstartovala se tim
doslova nové éra vyzkumu miRNA ja-
kozto potencialnich biomarkert nadoro-
vych onemocnéni.

Vznik nové miRNA neboli tzv. bioge-
neze probiha v nékolika krocich: 1. syn-
téza dlouhych primarnich transkriptQ
(pri-miRNA) z nekddujicich oblasti DNA
pomoci RNA polymerdzy Il; 2. jaderné
Stépeni pri-miRNA pomoci endonuk-
ledzy Drosha na cca 60-70 nukleotid(l
dlouhou vlasenkovou RNA zndmou
jako pre-miRNA; 3. transport pre-miRNA
z jaddra do cytoplazmy pomoci expor-
tinu-5; 4. stépeni endonukledzou Dicer,
kterd z pre-miRNA vytvofi kratky du-
plex miRNA-miRNA* o délce cca 22 bazi;
5. vazba duplexu na katalyticky aktivni
argonautovy (AGO) proteinovy kom-
plex, ¢imz dochazi k vylouc¢eni a degra-
daci miRNA* vldkna za vzniku tzv. RISC
komplexu (RNA-induced slencing com-
plex). Jedna se o ribonukleoproteinovy
komplex obsahujici vedouci vldkno
miRNA, odpovédny za samotnou post-
-transkrip¢ni regulaci genové exprese.

Jiz prvni publikované vysledky nazna-
¢ily, Ze miRNA ovliviiuje genovou ex-
presi vazbou na nepfeklddanou oblast
na 3'konci mRNA (3’ untranslated region
— UTR), i kdyz konkrétni mechanizmus
byl dlouho pfedmétem diskuzi. V sou-
casnosti prevazuje model rozstépeni ci-
lové mRNA v pfipadé dostatecné kom-
plementarity miRNA a represe translace,
pokud je miRNA komplementarni jen

z¢&asti [5]. Jelikoz jsou vazebnd mista
kratka a nemusi byt plné komplemen-
tarni, je bézné, ze jedna miRNA sekvence
reguluje translaci stovek mRNA a Ze
translace jedné mRNA muze byt regulo-
vana nékolika miRNA soucasné.

Velikosti, chemickym slozenim i funkci
jsou miRNA velmi blizké jinému typu
kratkych nekédujicich RNA molekul, a to
siRNA (small interfering RNA). Je mezi
nimi oviem nékolik vyznamnych odli3-
nosti. Za prvé, geny kédujici miRNA jsou
odlisné od ostatnich kédujicich oblasti
a z plvodné jednofetézcového tran-
skriptu vnika Upravami finalni miRNA;
oproti tomu siRNA pochazi z dlouhé
dvouretézcové RNA, casto exogen-
niho puvodu, z transpozon ¢i virl [6].
Za druhé, sekvence miRNA jsou vysoce
konzervovany napf¥i¢ pfibuznymi orga-
nizmy, zatimco siRNA tuto vlastnost ne-
vykazuji. miRNA déle potlacuji expresi
¢asto nesouvisejicich vzdalenych gend,
kdezto siRNA obvykle ovliviiuje to misto
genomu, ze kterého pochdzi [6].

Jak uz bylo zminéno, funkce miRNA
jsou rGznorodé. Nejjednodussim zpUso-
bem, jak urcit funkci dané miRNA, je sle-
dovat zménu fenotypu na nizsich orga-
nizmech po jeji deregulaci. Pfikladem
jsou lin-4 nebo let-7 u hlistic regulujici
pfechod mezi jednotlivymi larvalnimi
stadii [7]. Pro vétSinu miRNA vsak tyto
experimenty chybi, a jejich funkci je
proto nutno pouze odhadnout. K tomu
slouzi rizné bioinformatické néstroje
predikujici cilovou mRNA, na kterou se
dand miRNA vaze [8], a predpovidajici
mozny Uc¢inek miRNA, ktery se az na-
sledné ovéfuje experimentdlné. Mezi
nejzndméjsi bezplatné online nastroje
patfi miRanda [9], TargetScan [10], miR-
Walk [11] nebo miRDB [12].

Role miRNA v karcinogenezi

Bylo prokdzano, Zze miRNA mohou re-
gulovat vétsinu aspektd maligni trans-
formace, jako je produkce rlstovych
signall, deregulace bunécného cyklu,
blokovani apoptézy ¢i podpora angio-
geneze a metastazovani. Exprese miRNA
je tkdnové i nddorové specifickd, pfi-
¢emz abnormalni hladiny miRNA v na-
dorech maji zasadni vliv na vyvoj one-
mocnéni [13]. Obecné vzato délime
miRNA do dvou skupin, a to na tumor

supresorové a onkogenni (obr. 1). Tumor
supresorové miRNA tlumi expresi on-
kogen(, a oproti zdravé tkani tak maji
v nadorech vyrazné sniZzenou hladinu.
Prikladem je rodina miR-34, jejimiz cili
jsou transkripty mnoha onkogenut (napf.
BCL-2, c-MYC nebo MDM4) a ktera je
sama transkripéné regulovana nadoro-
vym supresorovym proteinem p53. Mezi
tumor supresorové miRNA dale fadime
napf. rodiny let-7 a miR-200, které jsou
rovnéz castym predmétem studii, napf.
u nadort prsu a plic [14].

Oproti tomu onkogenni miRNA, je-
jichz funkci je inhibice tumor supreso-
rovych gend, jsou v nadorech nadmérné
exprimovany, a jejich hladiny jsou tudiz
vyssi v porovnani se zdravou tkani. Asi
nejvice studovanou onkogenni miRNA
je miR-21, kédovand v chromozomalni
oblasti 17p23.2. Zvysena amplifikace
této oblasti byla pozorovana u fady na-
dorovych onemocnéni, pfedevsim pak
nadorG prostaty, vajecnikl, prsu nebo
plic [15]. Experimentalné pak bylo pro-
kazano, Ze pfi indukci miR-21 v nadoro-
vych modelech (extrahované bunky plic-
niho karcinomu injektované do mysi)
doslo ke zvySeni tumorigeneze [16].
Dalsimi pfiklady casto studovanych
onkogennich miRNA jsou miR-155,
miR-210 nebo miR-221 diky jejich zvy-
$ené hladiné v nddorech [14].

Z vy3e uvedeného vyplyva, ze miRNA
predstavuji velmi slibnou skupinu nado-
rovych biomarker(, navic dobre koreluji-
cich se zndmymi klinicko-patologickymi
charakteristikami [13]. Jsou detekova-
telné jednak v nadorové tkani, kde fun-
guji zejména jako prognostické nebo
prediktivni biomarkery ¢i zpfesiuji mo-
lekuldrni klasifikaci nador(, tak i v tél-
nich tekutinach (krev, mo¢, sliny atd.)
pro potieby casné diagnostiky onemoc-
néni nebo zachytu relapsu. Stejné tak
se ukazuje dllezitost miRNA v patolo-
gii solidnich nador0, napt. u kolorek-
talniho a rendlniho karcinomu, nadort
plic a prostaty, melanomu nebo glio-
blastomu [17], ale i u hematoonkolo-
gickych malignit [18]. MlZeme se ptat,
pro¢ vibec dochazi ke zméndm v ex-
presi miRNA v nadorové tkani. Moznosti
je hned nékolik — béhem karcinogeneze
muze dochézet k poskozeni téch &asti
chromozom{, které kéduji geny pro
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Obr. 1. Role miRNA v karcinogenezi.
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miRNA [19]; ¢asté jsou i epigenetické
mechanizmy, napf. metylace promotoru
genu tumor supresorové miRNA [20];
v neposledni fadé mize dochazet ke
zménam v expresi proteind Ucastni-
cich se biogeneze miRNA, jako jsou en-
donukledzy Drosha nebo Dicer. Snizend
exprese téchto proteinl byla zazname-
nana predevsim u nadorl se Spatnou
odpovédi na lécbu.

miRNA by mohla slouZit nejenom jako
biomarker, ale i jako potencidlni tera-
peuticky cil nddorovych onemocnéni.
Existuji dva pfistupy cilené regulace
miRNA. Prvni z nich se zaméfuje na sni-
Zeni hladiny onkogenni miRNA. Oznacu-
jeme ho jako inhibi¢ni a jeho principem
je aplikovani latek, tzv. anti-miRs, se sek-
venci komplementarni k cilové miRNA.
Anti-miRs maji strukturu upravenou tak,
aby silnéji a snadnéji vazaly cilové mole-
kuly (jsou to napt. uzamcené nukleové
kyseliny (locked nucleic acid — LNA))
a soucasné odolavaly nukledzam vysky-
tujicim se bézné v téle (modifikace 2-O
metylaci). Druhym terapeutickym pfistu-
pem je umélé zvySovani hladiny tumor

supresorové miRNA, tzv. substitucni te-
rapie pomoci miRNA mimics, kterd ma
pomoci navodit fyziologicky stav. Diky
tomu, Ze se tyto molekuly v téle bézné
vyskytuji, je pozorovdno méné vedlej-
Sich ucinkl nez u jinych protinadoro-
vych léciv [21].

Kromé protinddorové |é¢by se vyvoj
lé¢iv cilenych na miRNA zaméruje také
na virova a zdnétlivd onemocnéni, neu-
rologické a kardiovaskuldrni poruchy
a na onemocnéni spojena s poruchami
metabolizmu. Nejdale je prozatim v tes-
tovani lé¢ivo Miravirsen (vyvinuto v San-
taris Pharma), které potlacuje zvysenou
expresi miR-122 u hepatitidy C a které
bylo v roce 2017 testovano v pokrocilejsi
klinické studii faze 11 [22].

Standardni metody stanoveni
miRNA

Pfi detekci miRNA je potfeba pfekonat
mnohd uskali. Vzhledem k jejich kratké
sekvenci nelze napfiklad u polymera-
zové fetézové reakce (polymerase chain
reaction — PCR) pouzit tradi¢ni primery,
nebot jejich sekvence by pokryvaly bud

celou miRNA, nebo by v opa¢ném pfi-
padé byly zna¢né kratké, a tudiz velmi
nespecifické. Dalsi problém spociva
ve znacné sekvencni podobnosti mezi
mMiRNA, které patii do stejné rodiny (ob-
vykle vykazuji i podobné funkce a roz-
misténi v genomu [23]). V rdmci jedné
mMiRNA rodiny se sekvence casto lisi
pouze jedinym nukleotidem, a je proto
vyzadovana velmi vysoka specificita sta-
noveni. Vyzvou muize byt i velmi nizka
hladina hledané miRNA, ¢asto nedosa-
hujici > 0,01 % z celkové RNA izolované
z biologického materialu [24]. Nicméné
stanoveni miRNA ma i vyhody, napf. zvy-
$enou odolnost vic¢i enzymUm degra-
dujicim RNA (RN&zam) [25].

V pocatcich detekce miRNA se na-
vazalo na jiz zavedené a bézné pouzi-
vané metody pro analyzu molekul RNA,
u nichZ byl pouze modifikovan postup,
a podminky byly ptizplsobeny kratkym
strukturam. Tyto metody jsou ovéfené
praxi a jsou vyuzivany dodnes (tab. 1).
Radi se mezi né kvantifikace RNA zalo-
Zena na reverzni transkripci a nasledné
PCR (reverse transciption polymerase

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 2593-25101
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Obr. 2. Princip detekce miRNA pomoci technologie NanoString. miRNA je nejdfiv a) spojena ligaci s miRtag sekvenci, b) fetézec
miRNA-miRtag je hybridizovan s vazebni a fluorescen¢ni sondou, c) vysledny komplex je pak (A) imobilizovan na sklicku, (B) elek-
trostaticky pfitazen k povrchu, (C) a 5’ konec fluorescenéni sondy hybridizovan s dalsi biotinylovanou sondou, ktera zafixuje fetézec
v pozadované orientaci. Pomoci kamery d) se stanovi umisténi a pocet jednotlivych fluorescen¢nich znacek.

Upraveno podle [29] se souhlasem Macmillan Publishers Limited.

chain reaction - RT-PCR). Metoda byla
zavedena pro béznou analyzu transkrip-
tomu a spociva v prepisu RNA templatu
do DNA pomoci reverzni transkriptazy
a nasledné kvantifikaci ziskané DNA po-

moci PCR se specificky znacenou fluo-
rescencni sondou nebo nespecifickou
interkalacni barvickou. Ve vysledku je
detekovan narlst fluorescence, z niz je
mozno pfi porovnani s hladinou mRNA

tzv. housekeeping genu (genu se sta-
bilni transkripci) vyhodnotit plvodni
mnozstvi miRNA ve vzorku. Pro tento
typ detekce, stejné jako i pro dalsi nize
zminéné metody, jiz existuji komeréné
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dostupné sady. Detekci miRNA na prin-
cipu RT-PCR Ize provadét napfiklad pro-
dukty ,miScript miRNA PCR Array” nebo
»mMiRCURY LNA miRNA PCR Assay” firmy
Qiagen, ktera poskytuje i bezplatny soft-
ware pro zpracovani dat. Obdobnou va-
riantu nabizi také firma ThermoFisher
Scientific, kterd pod komerénim oznace-
nim ,TagMan™ MicroRNA Assays” nabizi
sady roztok( na reverzni transkripci, PCR
a fluorescencné znacené primery pro
konkrétni miRNA. Dalsi volbou m{iZe byt
sada produktl ,Luna’ Universal” firmy
New England Biolabs. Metoda stano-
veni miRNA pomoci RT-PCR je bézné vy-
uzivang, avsak vyzaduje nadstandardni
vybaveni, jakym je LightCycler, tedy pfi-
stroj méfici intenzitu fluorescence v pru-
béhu amplifikace.

Jinym postupem detekce miRNA,
¢asto vyuzivanym in situ, je metoda zalo-
Zend na hybridizaci cilové molekuly a na-
sledné detekci pomoci fluorescencné
(fluorescent in situ hybridization — FISH)
¢i radiologicky znacenych sond. Vyuziti
techniky v histologickych ¢&i bioptickych
preparatech umoznuje sledovat ex-
presi dané miRNA s dlrazem na lokali-
zaci v bunce ¢i tkani. Pii pouziti tohoto
principu in vitro se vyuziva i pfenos se-
parované celkové RNA vzorku z gelu na
membranu (Northern blotting) a na-
sledna detekce miRNA autoradiograficky
pomoci fotografického papiru nebo mo-
dernéji kamerou s vysokym rozlienim.
Modifikovanou verzi této metody nabizi
napf. firma Invitrogen pod oznac¢enim
L+mirVana™ miRNA Detection Kit".

Alternativou hybridiza¢ni metody jsou
tzv. microarrays, do ¢estiny prekladané
jako ,Cipy”. Sonda je v tomto pfipadé
imobilizovana na povrchu cipu a hybri-
dizuje s komplementarni miRNA z ana-
lyzovaného vzorku, kterd je pred nane-
senim na Cip fluorescen¢né znacena.
Vyhodou tohoto usporddéni je zna¢na
miniaturizace. Zafazeni mezi tzv. vyso-
kokapacitni metody, tedy umoznéni
analyzy vétsiho poctu vzorkd najednou,
ji ¢&ini vhodnou i pro klinické ucely. Nevy-
hodou je vsak nutnost pofizeni vysoko-
rozliSovaci kamery, drahych fluorescenc-
nich znacek a taky vétsi nachylnost
k chybdm [26].

Nejnovéjsi pfistupy vyuzivaji mo-
derni technologie, jako napf. sekveno-

Tab. 1. Porovnani standardnich a nové vyvijenych technologii pro detekci

mikroRNA.
Nazev metody  Vyhody
Standardni Northern nizka cena, kom-
technologie blotting plexita vzorku
RT-PCR robustnost,
senzitivita
FISH detekce in situ
microarrays vysokokapacitni
metoda
NGS vysokokapacitni
metoda
Nové vyvijené izotermalni rychla exponen-
technologie amplifikace cidlni amplifi-

hybridiza¢ni fe-
tézova reakce

nanobiosenzory

elektrochemické
biosenzory

Nanopore

kace, jednoduché
vybaveni

jednoduchost, zvy-
Sena specificita

vysoka citlivost,
miniaturizovatelné

levné, rychlé,
miniaturizovatelné

detekce jedné mo-
lekuly, bez znaceni

Nevyhody

nizsi specifita, prac-
nost, radioaktivni
znaceni

drahé vybaveni, drahé
fluorescencni sondy

kvantifikace pouze
vysoce $kolenym
personalem

naroc¢né zpracovani
dat

drahé, nevhodné
pro kvantifikaci,
chybovost

nachylnost ke
kontaminaci

pouze linedrni ampli-
fikace, ndro¢néjsi de-
sign DNA sond

drazsi, nizsi
reprodukovatelnost
nespecifické adsorpce

na elektrody, nizsi
stabilita

nepresnost

RT-PCR - polymerazova fetézova reakce, FISH - fluorescencni in situ hybridizace,

NGS - sekvenovani nové generace

vani nové generace (next generation
sequencing - NGS) [27]. Hlavni nevyho-
dou této metody pfi aplikaci do klinické
praxe je jisté jeji finan¢ni narocnost. Pri
vy$sim poctu vzorkl charakterizovanych
pfi jedné analyze by sice klesla cena,
avsak toto s sebou nutné pfinasi pokles
kvality samotné analyzy. Metoda, ackoliv
je finan¢né i ¢asové naro¢na, pomohla
objevit sekvence mnoha dfive nepub-
likovanych miRNA [28]. Sadu reagencii
nabizi naptiklad firma New England Bio-
labs (NEBNext’) pro spojeni se sekvena-
tory znacky Illumina.

Technologicky nejnéro¢néjsi a ko-
mercné nejnovéji dostupnou metodu
na principu hybridizace nabizi firma
NanoString pod oznacenim ,nCoun-

ter” miRNA Assays”. Vyrobce udava vy-
sokou citlivost detekce, a to az jednu
stanovovanou molekulu na bunku. Vy-
soka specificita je zaru¢ena dvéma son-
dami, z nichZ jedna nese kombinaci
fluorescen¢nich znacek emitujici spe-
cificky signal v podobé ¢arového kodu,
coz dava moznost paralelniho stanoveni
vice riznych miRNA sekvenci v jednom
vzorku. Komplex miRNA a sond je adsor-
bovén na povrch, ktery je poté sniman
kamerou s vysokym rozliSenim (obr. 2).
Vyraznou nevyhodou je oviem nutnost
potizeni drazsi instrumentace (podobné
jako v pfipadé sekvenovani).

Vzhledem k tomu, Ze jedna miRNA do-
kaze regulovat desitky gend, je nékdy
obtizné spravné interpretovat zménéné
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Obr. 3. Princip hybridiza¢ni fetézové reakce.

miRNA

Po pridani dvou vlasenkovych DNA sond (H1 - modra a H2 - ¢erna) do vzorku s cilo-
vou miRNA (¢ervend) dochazi k otevieni vlasenkovych struktur a k fetézové hybridi-

zaci mezi H1 a H2.

hladiny miRNA. Lze rovnéz pozorovat
zna¢nou nekonzistentnost v publikova-
nych studiich o hladindch miRNA u rdz-
nych patologickych stav(, a proto je
¢asto obtizné vybrat jednoznacné pra-
kazny biomarker predikce onemocnéni,
jeho progrese ¢i odpovédi na [é¢bu.
Znacna variabilita mGze byt rovnéz dana
pouzitou metodou analyzy ¢i subjektivni
chybou pfi vyhodnocovéni dat a vyluco-
vanim odlehlych hodnot. Uspé&snym pi-
kladem je patentovany diagnosticky test
pro detekci hladin miR-31-5p, miR-93-5p
a miR-191-5p v mocovém supernatantu,
kterym lze odlisit pacienty s karcino-
mem mocového méchyre od zdravych
jedincl [30].

Soucasné trendy

Kazda z vy$e zminénych metod, bézné
pouzivanych ve vyzkumu miRNA, ma
pochopitelné kromé svych pozitiv i ur-
¢itd negativa. | proto jsou neustéle vy-
vijeny nové technologie a metodolo-
gie, které se snazi prekonat tyto limitace,
pfip. snizit celkové naklady analyzy. Je
potfeba si viak uvédomit, Ze se jedna
o nesourodou skupinu rdznych stra-
tegii a pristupd, a to jednak z pohledu
detekéni metody (kterd je nejcastéji
fluorescencni, chemiluminiscen¢ni, ko-
lorimetrickd nebo elektrochemicka), tak
i zpUsobu pfipravy vzorku, typu sondy
nebo strategie pro zvyseni citlivosti.
Kazda detekéni metoda ma své vyhody

i nevyhody (tab. 1) a podrobnéji jsou
rozepsany v jinych prehledovych ¢lan-
cich [24,26,31,32]. Mezi nej¢astéji pub-
likované pfistupy patii tzv. elektroche-
mické biosenzory, u nichZz hybridizace
miRNA s vhodnou sondou, znaceni i sa-
motné méreni probiha na povrchu elek-
trody. Elektrochemické metody totiz
skytaji vyhody ve formé levnéjsi instru-
mentace, rychlého méfeni, moznosti
miniaturizace nebo paralelni detekce
vzork(, a jsou proto ¢im dal ¢astéji pou-
zivany pro detekci nejenom miRNA, ale
i dalsich nukleovych kyselin [31,33-36].
Na druhé strané mnoho publikovanych
pristupl (a to nejenom elektrochemic-
kych) nebylo doposud validovédno na
klinickém materidlu, ¢i dokonce ani na
bunécnych liniich, takze je tézké urdit je-
jich eventudlni aplikovatelnost do praxe.
Proto zde uvadime jen ty prace, u kte-
rych byla demonstrovana klinicka vyu-
Zitelnost, a maji tak jisty potencial uspét.

Zacnéme u zpUlsobu pfipravy vzorkd,
ktery nejcastéji obnasi pre-amplifikaci
dané miRNA, a to bud pomoci RT-PCR
(popsanou vyse), anebo tzv. izotermalni
amplifikace (IA). V porovnani s PCR jsou
techniky |IA obvykle rychlejsi (¢asto staci
< 1 hod) a instrumentalné méné na-
ro¢né (nevyzaduji termalni cykler, pro-
tozZe reakce probiha pfi konstantni tep-
loté). Existuje spousta typU IA, ovsem pro
detekci miRNA je nejéastéji vyuzivana
amplifikace otacivou kruznici (rolling
circle amplification - RCA), pfipadné
amplifikace zprostfedkovand smyckou
(loop-mediated isothermal amplifica-
tion - LAMP) [37]. Jako pfiklad Ize uvést
bioluminescen¢ni metodu vyuzivajici
miRNA jako primer pro RCA reakci a lu-
ciferdzu pro detekci pyrofosfatu uvol-
novaného béhem amplifikace [38]. RCA
byla pouzita i v praci Li et al [39], kde au-
tofi detekovali tumor supresorovou miR-
-486-5p u pacienti s nemalobunéc¢nym
karcinomem plic, a to pomoci specialni
vlasenkové sondy, kterd po hybridizaci
s MiRNA a nasledné zméné konformace
slouzila jako primer pro DNA polyme-
rdzu. Zajimavou alternativou pre-am-
plifikace, kterd nespada mezi techniky
IA, je tzv. hybridiza¢ni fetézova reakce
(hybridization chain reaction - HCR) ne-
vyzadujici polymerazu ani jiné enzymy
(obr. 3). miRNA slouzZi v reakci pouze jako
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inicidtor katalyzujici otevfeni a nasled-
nou fetézovou hybridizaci dvou k sobé
komplementdarnich DNA vlasenek, ¢imz
dochazi k vytvoreni dlouhé DNA struk-
tury slozené z mnozstvi kratkych sek-
venci [40]. Na rozdil od technik IA a PCR,
které vykazuji exponencialni amplifi-
kaci, HCR amplifikuje pouze linedrnég,
a je tudiz méné citliva. Zajimavou strate-
gii, kombinaci HCR a zlatych nanocastic
predstavili Miao et al [41]. V pfitomnosti
miR-21 a dvou vlasenek doslo k vytvo-
feni dlouhého polymeru DNA nesou-
ciho vyrazny zéporny naboj a nasledné
k elektrostatické vazbé kladné nabitych
nanodcastic zplsobujicich jejich agre-
gaci. Vysledné agregéty byly detekovany
kolorimetricky volnym okem, co vyrazné
zjednodusovalo cely protokol.

Nejcastéjsim typem sondy, a to neje-
nom u standardnich metod detekce, ale
i u novych pfistup(, jsou kratké DNA oli-
gonukleotidy, komplementarni k hle-
dané miRNA sekvenci. Pro zvyseni afinity
k DNA nebo RNA v3ak muize byt pou-
Zit specialni synteticky analog nukleo-
vych kyselin, napt. LNA (locked nucleic
acid), obsahujici methylenovou sku-
pinu kovalentné spojujici 2-kyslik a 4'-
uhlik na riboze. JelikozZ se jedna o mo-
difikaci cukerného zbytku a nikoliv bazi,
klasické parovani zlstava zachovano.
LNA-RNA nebo LNA-DNA duplexy vy-
kazuji vy3si stabilitu diky zvysené tep-
loté tani, lepsi odolnost vici nukleazam
a rovnéz jednodussi rozliseni nekomple-
mentarnich Gsekl. LNA modifikace na-
jdeme v jiz zminéném kitu ,miRCURY
LNA miRNA PCR Systém” firmy Qiagen,
pfip. v metodach zalozenych na in situ
hybridizaci pro pfimou detekci miRNA
v bunkach [26].

Pre-amplifikace miRNA je sice krokem
zvysujicim citlivost metody, je oviem ¢a-
sové naroc¢na a nachylna na amplifikaci
nespecifickych sekvenci. Vétsina nové
vyvijenych metod se snazi tento krok
obejit a pokousi se zvysit citlivost sa-
motného méreni (tj. amplifikovat signdl)
pouzitim rdznych sofistikovanych strate-
gii. Pro tyto ucely jsou velmi populdrnim
nastrojem nanomateridly [31,36,42,43],
slouzici nejenom jako znacky pro sa-
motnou detekci (napt. kvantové tecky
nebo zlaté nanocastice, vykazujici dobré
optické nebo elektrické vlastnosti), ale

hybridiza¢ni sonda - biotin

G-protein
magneticka kuli¢ka

s

P

k\/s

+e

elektroda

Obr. 4. Elektrochemicky ptistup kombinujici magnetické kulicky s G-proteinem, spe-
cialni protilatku (Ab S9.6) vazajici duplex miRNA a DNA sondy, a detekci enzymatické
reakce na uhlikové elektrodé. Modifikované magnetické kulicky byly k elektrodé pfi-
tdhnuty magnetem. Jako substrat byla pouzita dvojice HQ/peroxid vodiku. Kienova
peroxidaza oxidovala HQ na benzochinon, ktery byl zpétné redukovan na elektrodé.
HRP - horseradish peroxidase, HQ - hydrochinon

Upraveno podle [51], se souhlasem American Chemical Society.

i jako vhodnd platforma pro imobili-
zaci velkého mnozstvi sond (nanocas-
tice, grafén, uhlikové nanotrubky) diky
jejich velké specifické plose (tj. poméru
velikosti plochy k objemu). Nedavno Su
et al ptipravili zlaté nanostruktury s ob-
rovskou specifickou plochou, které mo-
difikovali DNA sondami pro naslednou
hybridizaci a detekci miR-21 v plicnich
nadorovych burikidch A549 [44]. | kdyz
jsou nanomaterialy slibnym nastrojem
v detekci miRNA, jsou stéle relativné
drahé a pfilis malo pouzivany pfi analyze
klinického materialu.

Dal3i moznosti zvyseni citlivosti je
pouziti tzv. duplex-specifické nukleazy
(DSN). Jedna se o specialni enzym sté-
pici pouze dvousroubovicovou DNA
nebo DNA v ramci hybridnich duplexd
DNA-RNA, nikoliv viak samotnou jed-
novldknovou DNA. Vazbou miRNA na
komplementérni DNA sondu a nasled-
ném pridani DSN dochazi k rozstépeni

sondy a uvolnéni miRNA, ktera je poté
detekovana rliznymi zpUsoby [45]. Kolo-
rimetrické stanoveni neni v tom pfipadé
vzdy dostatecné senzitivni, citlivost se
vsak da zvysit pomoci zlatych nanocas-
tic [46]. Elektrochemické pfistupy ob-
vykle umozniuji timto postupem stano-
vit pouze jednu sekvenci miRNA [47],
nejlepsi se proto jevi aplikace multiple-
xové fluorescencni detekce za pouziti
vice fluorofor(i pfipojenych na jednot-
livé DNA sondy [48]. | dalsi proteiny spe-
cificky interagujici s miRNA mohou po-
moci pfi jeji detekci. Jednim z nich je
virovy protein p19 vazajici kratké RNA-
-RNA duplexy. Torrente-Rodriguez et al
vyvinuli elektrochemickou metodu pro
stanoveni miR-21 a miR-205 v buné¢-
nych liniich i prsnich nadorech [49,50].
Postup ovsem vyZzadoval pouziti draz-
sich RNA sond, které byly po hybridizaci
s miRNA izolovédny pomoci magnetic-
kych kulicek modifikovanych proteinem
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p19. Pozdéji nahradili protein p19 spe-
cialni protilatkou S9.6, kterd vaze kratké
DNA-RNA duplexy, a mohly tak byt pou-
Zity levnéjsi DNA sondy (obr. 4) [51].

Inovativni pfistup detekce miRNA
predstavuje tzv. NANOPORE technolo-
gie, v soucasnosti poskytovana spolec¢-
nosti Oxford Nanopore Technologies.
Je zalozena na méreni zmén elektrické
vodivosti béhem transportu DNA nebo
RNA pfes protein a-hemolysin, tvofici
cca 2nm por v lipidické membrané. Pro
tyto Ucely byly vyvinuty specidlné zna-
¢ené DNA sondy, které po vytvoreni du-
plexu s cilovou miRNA a nasledném pre-
stupu pres pér docasné snizily vodivost
uvnitt péru. Plvodni ¢lanek, publiko-
vany v Nature Nanotechnology [52], de-
monstroval Uspésnou detekci miR-155
v plazmé pacientl s rakovinou plic,
kde tato miRNA vykazuje zvySenou
hladinu.

Zaveér

Objeveni souvislosti mezi hladinami
miRNA a patogenezi nddorovych ¢i ji-
nych onemocnéni mélo za nasledek ma-
sivni rozvoj detekénich metod pro je-
jich detekci. K standardnim metodam,
jakymi jsou RT-PCR, microarrays nebo
NGS, postupné pfibyvaji méné tradi¢ni
pfistupy cilici zejména na snizeni na-
kladd, urychleni méfeni nebo zjedno-
duseni postupu. Tyto pfistupy vsak celi
fadé vyzev. Zfejmé nejvétsi z nich je ap-
likace vyvijené metody na klinickém ma-
teridlu, kterd ve vétsiné piipadl nebyla
doposud demonstrovana. Castym nedo-
statkem je i slabd validace pomoci stan-
dardnich metod, velmi nizky pocet de-
tekovanych sekvenci (obvykle jenom
jedna, pficemz vhodnéjsi by bylo pou-
Ziti panelu miRNA), nizka reprodukova-
telnost nebo neschopnost rozlisit vysoce
homologni miRNA z jedné rodiny. Ne-
dévné pokroky v oblasti nanotechnolo-
gii, biomateriald nebo mikrofluidiky by
vsak mohly pomoci prekonat tyto pre-
kazky k dosazeni levné, rychlé a dosta-
te¢né citlivé detekce miRNA v klinickém
materidlu.
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