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Abstrakt

Kolorektalni karcinom neboli rakovina tlustého stfeva a konecniku patfi mezi nejcetnéjsi
nadorova onemocnéni a je jednou z nejéastéjsich pfic¢in amrti spojenych s nadory. Casto je
diagnostikovéan az v pokrocilém stadiu, které je spojeno s horsi prognozou. Z tohoto diivodu se
usiluje o nalezeni novych biomarkert, které by umoznily ¢asnéjsi diagnostiku naddoru. Tyto
biomarkery by mohly pomoci také s predpovedi prognézy onemocnéni a odpoveédi pacientd na
vybranou lécbu. Jako slibni kandidati se jevi kratké nekodujici RNA, tzv. mikroRNA, které se
podileji na mnoha bunécnych procesech prostiednictvim procesu RNA interference. Cilem této
prace je shrnuti poznatkli o moznosti vyuziti miR-122 a miR-142 jako diagnostickych a

prognostickych biomarkert kolorektalniho karcinomu.

Klicova slova: mikroRNA, biomarkery, kolorektalni karcinom, diagnostika, progn6za



Abstract

Colorectal carcinoma is one of the most frequent cancers and it is also one of the most common
causes of cancer related death. It is often diagnosed at a late stage which is associated with a
worse prognosis. Therefore, there is an effort to identify new biomarkers that allow earlier
diagnosis. These biomarkers could predict prognosis of disease and patient’s response to
treatment. Short noncoding RNAs — microRNA - appears to be promising candidates, these
molecules are involved in many cellular processes through RNA interference. The aim of this
thesis is to summarize knowledge about application of miR-122 and miR-142 as diagnostic and

prognostic biomarkers for colorectal cancer.
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Seznam zkratek

5-FU 5-fluorouracil

ALDOA aldolaza A

Anti-EGFR protilatka epidermalniho ristového faktoru
ASR (W) Age Standarized Rate

CEA karcinoembryonalni antigen

CIMP hypermetylace v CpG ostriivcich promotord geni
CIN chromozomalni nestabilita

CLL chronicka leukocytarni leukémie
FAP familiarni adenomato6zni polypdza
FIT fekalni imunochemicky test

FOBT fekalni krevni test

KRA kolorektalni adenom

KRK kolorektalni karcinom

miRNA mikroRNA

mKRK metastaticky kolorektalni karcinom
MMR mismatch opravy DNA

mRNA messenger RNA

MSI mikrosatelitova nestabilita

NO oxid dusnaty

PKM2 pyruvat kinaza

RISC RNA-included Silencing Complex
SDHB sukcinat dehydrogenaza B

VEGF vaskularni endotelovy ristovy faktor
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1 Uvod

Rakovina tlustého stfeva a konec¢niku je jednim z nej€astéjsich nadorovych onemocnéni
vyskytujicim se hlavné ve vyspélych statech, véetné Ceské republiky. Toto onemocnéni
zpiisobuje kazdorocné mnoho umrti. Rozvoj karcinomu je nékolikastupiiovy dlouhotrvajici
proces, v jehoz pribéhu dochdzi k hromadéni genetickych poskozeni u ptivodné normalnich
bun¢k. Mimo genetické faktory je jeho rozvoj spjat i s zivotnim stylem. Nadory tlustého stieva
a konec¢niku byvaji ve svych ranych stadiich Casto bez ptiznakd, ty se dostavuji az u vyssich
stadii karcinomd, kdy je Sance na pfeziti jiz vyrazné nizsi. Pfestoze byl zaznamendn obrovsky
pokrok v 1€¢bé nadorovych onemocnéni, véetné kolorektalniho karcinomu, velka ¢ast pacientt
na danou IéCbu stale nereaguje.

Z téchto divodil se v dneSni dobé usiluje o objeveni nové ucinné a nejlépe neinvazivni
formy skrininku — biomarkert, které by byly schopny odhalit nddorova onemocnéni véas a tim
zvysit Sanci na preziti. Zaroven je potfeba nalézt i takové biomarkery, které by mohly pomoci
s monitorovanim onemocnéni, byly by schopné ptedpovidat odpovéd pacientii na 1écbu a
pfipadné pomoci s vybérem vhodného typu. Piestoze n€kolik mélo takovych bylo jiz zavedeno
do klinické praxe, incidence i umrtnost onemocnéni je stale vysokad, a tak snaha o objeveni
novych biomarkert trva.

Slibnym biomarkerem at’ uz diagnostickym, prognostickym ¢i prediktivnim by se mohla
stat analyza malych molekul nazyvanych mikroRNA. MikroRNA jsou kratké nekodujici RNA
podilejici se na regulaci genové exprese. Diky tomu jsou schopny ovliviiovat celou fadu
biologickych procesi jako je pravé karcinogeneze, kterou mikroRNA reguluji na vSech jejich
urovnich cilenim na tumor supresorové geny nebo protoonkogeny. Vyhodou vyuZzivani
mikroRNA jako biomarkert je moznost neinvazivniho testovani diky jejich snadnému ziskani
z télnich tekutin. Tato bakalafskd prace je zaméfena na miR-122 a miR-142, jejich

charakteristiku a vyznam pro diagnostiku a prognostiku nadori tlustého stieva a kone¢niku.



2 Kolorektalni karcinom

2.1 Charakteristika a etiologie kolorektalniho karcinomu

Rakovina tlust¢ho stfeva a konecniku neboli kolorektalni karcinom (KRK) je
nejcastéj$im nadorovym onemocnénim traviciho traktu (Siegel, Miller and Jemal, 2020). Toto
civilizacni onemocnéni postihuje tlusté stfevo a kone¢nik a dle umisténi nadoru je evidovano
pod diagné6zami C18 — zhoubny nador tlustého stieva, C19 — zhoubny nador

rektosigmoidealniho spojeni a C20 — zhoubny nador kone&niku (UZIS, 2020).

2.2 Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom patii k nejcastéjSim onkologickym diagnézam, jeho incidence se
kazdoro¢né zvysuje a souvisi jak s vékem, tak s zivotnim stylem (Mérmol et al.,2017).

KRK se hned po rakovinég plic a prsu fadi celosvétove na tfeti misto v incidenci a je také
druhym naddorovym onemocnénim s nejvyssi mortalitou (Rawla, Sunkara and Barsouk, 2019).
Podle statistik se pocet novych piipadl za rok 2018 celosvétove priblizil k 1 850 000 a pocet
imrti presahoval vice nez 880 000 lidi. Cetnost vyskytu kolorektalniho karcinomu je odli$na
v riznych oblastech svéta. Incidence tohoto onemocnéni je zhruba tiikrat az ctyfikrat vyssi ve
vyspélych statech oproti zemim Afriky nebo oblastem jizni Asie (Siegel, Miller and Jemal,
2020). Konkrétné je incidence KRK nejvyssi v zemich zépadni a stfedni Evropy, Australii,
Japonsku a Koreji. Jednu z pfednich pozic v celosvétovém srovnani zaujima i Ceska republika
(Globocan, 2018).

V Ceské republice je KRK druhym nejéast&j§im nadorem, roéné ptibyva pies 7 800
ptipadi a zemfe vice nez 3 300 pacientti, ¢imZ se KRK stava také druhou nejcastéjsi pri¢inou
umrti spojeného s nddorovymi onemocnénimi u nas (graf €. 1) (Globocan, 2018). Riziko
vzniku KRK stoupa s rostoucim vékem, nejcastéji se jedna o pacienty ve véku okolo 65 let, jak

popisuje graf ¢. 2.
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Graf ¢. 1: Incidence a mortalita nejcastéjsich typii nadorii v Ceské republice, Globocan, 2018
ASR (W) = Age standarized rate — vyjadruje pocet pripadit na 100 000 obyvatel, kdyby zkoumana

populace méla stejnou vékovou strukturu jako populace svétového standardu
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Graf ¢. 2 Vékova struktura populace pacientii v Ceské republice, procenta piipadii KRK dle
vekovych kategorii, Svod, 2019



2.3 Formy kolorektalniho karcinomu

Podle ptivodu mutace byva kolorektalni karcinom rozdé€len na tfi typy: sporadicky,
hereditarni a familiarni (Calvert and Frucht, 2002). V 75 % pfipadi se jednd o sporadickou
formu. Ta byva zplsobena hromadénim ziskanych mutaci, které postupné vedou k formovani
benigniho adenomu, dale ke vzniku karcinomu a pozdéji mize dojit i k tvorbé metastaz (De
Palma, 2019). Tvorba KRK je tedy mnohastupiiovy proces a jednotlivé cesty vzniku nadoru
budou popsany v dalsi podkapitole.

U hereditarnich a familiarnich forem KRK lze pozorovat vysoky vliv dédi¢nosti
(Macaron, Leach and Burke, 2014). Tyto formy jsou spojen¢ s fadou genetickych onemocnéni.
Radi se sem familidrni adenomatozni polypdza traéniku (FAP), ktera je charakterizovana
nalezem vice nez sta adenomil u mladého pacienta zhruba okolo dvacatého roku zivota. Déle
Lynchliv syndrom, ten je spojen s defekty opravy DNA, ale i dal$i vzacné stavy jako napf.
Gardnertv syndrom (Schneiderova and Bencko, 2016). Dnes Ize pomoci genetického testovani
odhalit tyto zndmé syndromy a u pacientll jimi trpicimi pfedpovidat zvySené riziko rozvoje

kolorektalniho karcinomu (Xue et al., 2008).

2.4 Zmény vedouci ke kolorektalnimu karcinomu

Kolorektalni karcinom vznikd postupnou kumulaci histologickych, morfologickych,
genetickych a epigenetickych zmén. Onemocnéni za¢ina tvorbou benignich adenomat6znich
polypt, které se pies formu pokrocilého adenomu s vysokou dysplazii transformuji az do
invazivni formy karcinomu (Fearon and Vogelstein, 1990). Karcinom ¢asto roste pomalu a
symptomy nejsou znatelné az do doby, kdy nador dosahuje velikosti nékolika centimetrli, coz
muze vést k problémim s vylu¢ovanim, naslednym kieci, bolesti nebo krvaceni (Simon, 2016).
Obecné byly popsédny tii nejvyznamnéjs$i molekularni drahy vzniku KRK, jejichz schéma
zobrazuje obrazek €. 1 (De Palma et al., 2019).

Nejcast¢j$i drahou vzniku sporadického KRK je charakterizovana hromadénim
strukturnich zmén chromozoml (Grady and Carethers, 2008). Jedna se o tzv. cestu
chromozomalni nestability (CIN). Za vznik nadoru je v tomto ptipad¢ zodpovédna geneticka
zména v protoonkogenech (napf. v genu KRAS) a inaktivace nékolika tumor supresorovych
gend, nejcastéji se jedna o geny APC a TP53 (Armaghany et al., 2012).

Dalsi cesta k rozvoji sporadického KRK je oznacovana jako cesta mikrosatelitni

nestability (MSI). Mikrosatelity jsou DNA elementy slozené z kratkych repetic (Hause et al.,



2016). V téchto mistech dochazi nejcastéji k chybnému parovani DNA. Pokud toto chybné
parovani neni dostate¢n¢ opraveno (napf. z divodu mutace jednoho z gend spojenych
s opravami), dochdzi ke zménam poctu repetic v mikrosatelitech a vznikd MSI (De la Chapelle
and Hampel, 2010). U KRK nejc¢astéji dochazi k poruchdm tzv. mismatch repair genti (MMR)
- napt. gen MLH]. Jejich poSkozeni je detekovano zhruba ve 20 % sporadickych ptipadd, ale
jsou spojovany i s hereditarnimi formami KRK, zejména s Lynchovym syndromem (Xue et al.,
2018).

Treti mozna cesta tzv. metylatorového fenotypu (CIMP = CpG island methylated
phenotype) je spojovana s epigenetickou modifikaci — metylaci. V tzv. CpG ostrivcich (oblasti
bohaté na cytosin a guanin) dochazi ke znacnym metylacim, diky nimz dochdzi k uml¢ovani
stovek gentl, véetné téch tumor supresorovych, coz mize vést k ndsledné karcinogenezi (Issa,
2004; Yamagishi et al., 2016).

Kromé metylaci, mize byt genova exprese, a tedy i vznik nddoru, epigeneticky
ovlivnéna tzv. nekodujicimi RNA (ncRNA), které prokazatelné hraji roli v riznych
biologickych procesech a mohou byt zapojeny do mnoha patologickych procesii jako je
napiiklad karcinogeneze (Lu et al., 2010; Weber et al., 2010). Tyto ncRNA lze rozd¢lit na
kratké a dlouhé. Jako dlouhé ncRNA jsou oznacovany takové ribonukleové kyseliny, které
ptresahuji délku 200 nukleotidl a jejichz sekvence neni dostacujici pro kodovani proteinu, ¢asto
na svém konci nesou polyA konec a mohou byt sestiizeny podobnym zptisobem jako messenger
RNA (mRNA). Mezi kratké ncRNA tadime hlavné malé interferujici RNA, snoRNA, piwi
RNA a mikroRNA (Hombach and Kretz, 2016). Pravé tyto mikroRNA jsou naplni dalSich ¢asti

této prace a budou dale podrobnéji popsany.
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2.5 Rizika a prevence

Pravdépodobnost, Ze ¢lovék onemocni KRK se pohybuje okolo 4-5 % a je zavisla na
mnoha faktorech, at’ uz ovlivnitelnych nebo neovlivnitelnych, mezi které se fadi napt. vék,
chronickd onemocnéni nebo vyskyt tohoto onemocnéni v rodiné (Marmol et al.,2017).

Vék je hlavnim faktorem zvySujici riziko rozvoje KRK, k velkému nariistu ptipada
dochazi po padesatém roce zivota. Pfiblizn€ 90 % piipadii je monitorovano u lidi starSich 50 let
a 94 % celkového poctu imrti spojenych s KRK je zaznamenano pravé u starSich pacientli
(Simon, 2016).

Nékteré ptitomné nebo diive prodélané nemoci také zvySuji Sanci na rozvoj KRK. Mezi
né se fadi skupina onemocnéni zvana ,,inflammatory bowel disease” (IBD), ke kterym patii
napiiklad Crohnova choroba nebo ulcer6zni kolitida. Pfi IBD dochazi k abnormalnimu rtstu
bunek — dysplazii, tyto buiiky sice zatim nejsou nadorové, ale riziko transformace v maligni
buiiky je vyssi (Marmol et al., 2017). U pacientt s IBD je 10 az 15 % umrti zpiisobeno KRK
(Keller et al., 2019). Pravdépodobnost rozvoje KRK zvySuji i nemoci spojené se zapadnim
zivotnim stylem, mezi které patii diabetes, ischemicka choroba srde¢ni, vysoky krevni tlak a
dalsi (Alsheridah and Akhtar, 2018).

Vzniku KRK lze, alesponi castecné, pfedchazet spravnou stravou a dostate¢nou
pohybovou aktivitou, a naopak nezdravy Zivotni styl miize riziko vzniku zvySovat (Méarmol et
al., 2017). Rizikovym faktorem muze byt napiiklad nadmérnd konzumace cerveného masa a
nedostatek piijmu ovoce a zeleniny. Naopak jako ochranny faktor mtize plisobit vyssi piijem
vlakniny, listové zeleniny a vapniku (Simon, 2016).

Vztah mezi sedavym Zzivotnim stylem a KRK neni zatim dostatecné definovan, ale
fyzicka aktivita vede k lepSimu zazivani, dlouhodobé¢ zlepsuje efektivitu metabolismu a snizuje

krevni tlak (Robertson, 2012).

2.6 Skrinink a terapie
2.6.1 Skrinink

Morbidita a mortalita KRK miZze byt sniZzena skrininkem, a tak v€asnou detekci a
vhodnou 1é¢bou (Bedine, 1999; Issa and Noureddine, 2017). Jako skrinink se rozumi plosné
vySetfovani populace za tc¢elem detekce 1é¢itelného nadorového onemocnéni v jeho ¢asnych

stadiich, kdy je zatim pacient bez ptiznaku a potizi. Skrinink u KRK je dnes zaloZen na, nejlépe



pravidelnych, testech okultniho krvaceni do stolice a dale se provadi kolonoskopické vySetieni,
ktera umoznuji odebrat i ¢ast tkané (Jech and Hoch, 2004; Divis et al., 2016).

Metody zaloZené na testovani vzorki stolice maji dobré vyuziti pti odhaleni ¢asného
stadia rakoviny nebo pokrocilych adenomt a zaroven se jedna o neinvazivni formu testovani.
Fekalni krevni test (FOBT) je zalozeny na detekci pseudoperoxidazové aktivity hemu ve vzorku
stolice. Tento test vSak neni zcela druhové specificky, a tak je potieba pred timto testovanim
dodrzovat tfidenni dietu. Lidé by méli vynechat n&které potraviny a léky, aby nedochdzelo
k ovlivnéni testu jinymi zdroji hemoglobinu, a tak k faleSné pozitivnimu vysledku. Fekalni
imunochemicky test (FIT) je zaloZeny na mife hemoglobinu ve stolici a daji se jim odhalit jak
adenomy, tak nadory, které jsou nachylné ke krvaceni (Xue et al., 2018). Oproti FOBT ma
vyhodu v pouziti specifické protilatky proti lidskému globinu (Gonzalez-Pons and Cruz-
Correa, 2015).

Siroce uzivanou metodou testovani je kolonoskopie, kromé vysoké senzitivity odhaleni
nadoru i1 jemu piedchdzejicim stadiim, mé& vyhodou terapeutického vyuziti. Béhem
kolonoskopie je mozné¢ odhaleni nadorii v pocatecnich stadiich, dokonce i odstranéni
prekancerdznich 1ézi — polypt. Tato metoda sice patii mezi invazivni, ale zaroven poskytuje

vysokou senzitivitu (Moore and Aulet, 2017).

2.6.2 Terapie

Zpusob 1écby KRK je zavisly na stadiu a lokaci onemocnéni. Zakladnim postupem lécby
je chirurgické odstranéni nadoru, které je poptipadé (dle stadia) nadsledovano chemoterapii nebo
radioterapii (Markowitz and Bentagnolli, 2009). Lécbu KRK rozliSujeme na neoadjuvantni,
adjuvantni a paliativni. Pro zmenSeni nadoru pfed chirurgickym zakrokem je vyuzivana
neoadjuvanti 1écba, kterd je velmi castd u rektdlniho karcinomu (neoadjuvantni
chemoradioterapie) (Glynne-Jones and Hall, 2015; Grass and Mathis, 2018). Cilem adjuvantni
lécby je zniCeni zbyvajicich nddorovych bunék, které nebyly odstranény chirurgickym
zakrokem a snizit tak riziko recidivy onemocnéni (Demols and Van Laethem, 2002). Pii
pokrocilych karcinomech zejména ve ¢tvrtém stadiu je zafazovana také paliativni 1é¢ba. Tato
1é¢ba prodluzuje délku pacientova Zivota a zaroven zvysuje jeho kvalitu (Osagiede et al., 2019).

Radioterapie je zaloZena na radiaci, kterd plisobi zejména ionizujicimi molekulami a
jejim pusobenim je mimo jiné poSkozena DNA. Dilezity je vznik dvoutetézcovych zlomd,

které zptisobuji bunécnou smrt (Minniti, Goldsmith and Brada, 2012).



Pti 1écbé KRK se dale vyuziva chemoterapie, kdy se do téla vpravuji cytostatika, jejichz
funkce spociva v inhibici proliferace rychle se délicich bunék. Nejcastéji se pouziva
cytotoxicky S-fluorouracil (5-FU), ktery se v bufice méni na aktivni metabolity a ty nasledné
narusuji syntézu DNA pfi replikaci (Nicum, Midgley and Kerr, 2000; Vodenkova et al., 2019).
5-FU miize byt podavén i v kombinaci s dal§imi latkami jako leukovorin nebo irinotekan, které
mohou efekt 5-FU jesté zvysit, dalSim pouzivanym léCivem je oxaliplatina (Kindler and
Shulman, 2001; McQuade et al., 2017). Vyrazné zvyseni Gi€innosti terapie zalozené na 5-FU u
pacientl s metastatickym KRK bylo také zaznamenano pii piidani 1é¢iva bevacizumabu, které
cili na vaskularni endotelovy rtustovy faktor (VEGF) a tim zamezuje tvorbé novych cév —
angiogenezi (Hurwitz et al., 2004; Wright Beaty and Ternent, 2017).

U pacientli s metastatickym KRK (stadium IV) je 1U¢inna terapie pomoci
monoklonélnich anti-EGFR protilatek (proti receptoru epidermalniho riistového faktoru), tzv.
biologicka 1écba, jako je napfiiklad cetuximab (Wright, Beaty and Ternent, 2017). EGFR je
schopny indukovat buné¢nou diferenciaci, proliferaci a rist bun¢k (Voldborg et al., 1997).
Jedna se o 1écbu, kdy pomoci téchto protilatek dochazi k zablokovani zmiflovaného receptoru,
a to pak vede kpfreruSeni rastového signilu pro nadorovou bunku. Bohuzel pacienti
nesouci Castou mutaci v genu KRAS jsou vici této terapii rezistentni (Bhalla, Zulfigar and

Bluth, 2018).



3 Biomarkery

3.1 Charakteristika a rozd€leni biomarkera

Vcasné odhaleni onemocnéni kolorektdlniho karcinomu vyrazné zvySuje Sance na
uspésnost nasledné 1é€by, a proto je snaha najit markery, které by byly schopny detekovat nador
nebo prekancerdzni 1€zi v€as. Molekularni biomarker je definovan jako molekula, kterou 1ze
oznacit za méfitelny indikator, nachazejici se v tkdnich nebo v télnich tekutinach (krev, moc,
ale tfeba 1 mozkomisni mok) a pomoci kterého Ize identifikovat konkrétni patologicky nebo
fyziologicky stav (Das, Kalita and Pal, 2017; Normanno et al., 2018). Idealni biomarker by m¢l
byt charakterizovan nasledujicimi vlastnostmi: vysokou specifitou a senzitivitou, cenovou
dostupnosti a snadnou méfitelnosti (Gonzales-Pons and Cruz-Correa, 2015).

Biomarkery lze rozdélit podle informace, kterou ndm poskytnou, na nasledujici tii typy:
diagnostické, prognostické a prediktivni. Diagnosticky biomarker je ten, ktery pomaha casné
detekovat, poptipad¢ diagnostikovat onemocnéni. Biomarkery mohou byt vyuzivany také pro
posouzeni budouciho onemocnéni karcinomem nebo jeho agresivity, v tomto pfipadé se jedna
o biomarkery prognostické (Gonzalez-Pons and Cruz-Correa, 2015). Ttetim typem biomarkeru
je prediktivni biomarker, ktery je schopny piedpovedét citlivost nebo rezistenci pacienta na
zvazovanou lécbu, a ulehcuje 1ékafi rozhodnuti o personalizované 1¢¢bé (Gonzalez-Pons and

Cruz-Correa, 2015; Cuyle and Prenen, 2017).

3.2 Biomarkery kolorektalniho karcinomu

V bézné praxi se mezi pouzivané biomarkery u KRK fadi mutaéni profil genu KRAS,
karcinoembryonalni antigen (CEA), ur¢eni MSI statusu nebo naptiklad BRAF mutace.

Mutace v genu KRAS muze slouzit jako prognosticky, ale také i jako prediktivni
biomarker. VétSina (90 %) mutaci v genu KRAS se nachéazi na jeho druhém exonu, a to hlavné
na kodonech 12 a 13 a vyskytuji se zhruba ve 35 az 45 % ptipadi KRK (Therkildsen et al.,
2014; Steele, Whittle and Smith, 2019). Protoonkogen KRAS koéduje G protein stejného nazvu,
ten sehrdva dulezitou roli vsigndlni draze Ras/MAPK, ktera je aktivovana prave
prostiednictvim EGFR receptoru. Pokud ale dojde k mutaci v genu KRAS, dochdzi ke
konstitu¢ni expresi a aktivit¢ RAS tyrosinkindzy nezavislé na aktivaci EGFR, ktera zapfticinuje
stalou buné¢nou proliferaci (Lievre et al., 2006). Pokud ma pacient tuto mutaci, neni u ngj

biologicka 1éc¢ba G¢innd. Piitomnost mutace v genu KRAS ma tedy prediktivni hodnotu, zdali



dany pacient bude nebo nebude profitovat z biologické 1écby (Lievre et al., 2006; Cuyle and
Prenen, 2017). Podobné jako KRAS, aktivuje Ras/MAP kindzové¢ drahy také mutovany BRAF,
ktery plni jako biomarker prognostickou funkci (Wright, Beaty and Ternent, 2017)

CEA je jednim ze starSich biomarker, byl objeven v adenokarcinomu epitelu
zazivaciho systému jiz v roce 1969 (Thomson et al., 1969). U zdravého dospélého ¢loveka je
jeho hladina velmi nizka, proto jeho zvySend koncentrace je piimo asociovana s pozitivnim
vysledkem testu (Wright, Beaty and Ternent, 2017). Sance na indikaci KRK pomoci CEA v
séru se zvySuje s rozvinutim nemoci, naopak v casném stadiu je senzitivita této metody nizka
(Fakih and Padmanabhan, 2006).

V soucasné dobé¢ je testovana fada novych molekularnich biomarkert asociovanych
s KRK, at’ uz se jedna o markery genetické, epigenetické nebo proteinové (Lech, 2016).
Vzhledem k asté pozdni diagnostice nadort kolorekta by objeveni novych biomarkerit mohlo

vést k vyraznému snizeni mortality tohoto onemocnéni.
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4 MikroRNA
4.1 Charakteristika mikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou malé, okolo 22 nukleotidi dlouhé, nekodujici RNA, jejichz
funkci je posttranskripéni regulace genové exprese a v buiice patii mezi nejhojnéjsi regulacni
molekuly (Friedman et al., 2009; Lu and Rothenberg, 2018). Regulace pomoci miRNA je
dilezitd v mnoha biologickych procesech, napt. pii diferenciaci, proliferaci, apoptoze,
bunééném rlstu, migraci i prezivani bunky a probiha diky interakci s messenger RNA
(Shirafkan et al., 2018). Ukazalo se, Ze miRNA a jejich hladiny jsou asociovany s riznymi
patologickymi stavy vcetné rakoviny a mohou slouzit jako jejich biomarkery (Weber et al.,

2010). Celkoveé maji miRNA regula¢ni vliv zhruba na tfetinu az polovinu nasich gend (Wu et

al., 2006; Friedman et al., 2009).

4.2 Historie mikroRNA

Ackoliv se miRNA dockaly vétsitho zajmu az po roce 2000, prvni zminka o jejich
existenci se objevila jiz vroce 1993, kdy byly studovany geny zapojené do vyvoje
Caenorhabditis elegans. Jednim z téchto gent byl /in-4. Autofi zjistili, Ze tento gen nekoduje
pfimo protein, ale produkuje dva malé transkripty (o délce 22 a 61 nukleotidll) obsahujici
sekvence komplementarni k repeticim na 3’UTR (3 "untranslated region) mRNA lin-14. Zjistilo
se, ze tyto malé transkripty pomoci interakce RNA-RNA inhibuji translaci lin-14 (Lee,
Freinbaum and Ambros, 1993).

O sedm let pozdé&ji byla objevena dalsi miRNA — let-7. Ukazalo se, ze tato miRNA
reguluyje mRNA lin-41. Spolu slin-29 ma lin-41 funkci v regulaci vyvojovych stadii u
Caenorhabditis elegans. Lin-41 funguje jako vyvojovy pfepinac, potlacuje funkci lin-29, a tim
nedochazi k diferenciaci L4 stadia do dospé€lce. Kdyz je vSak hladina lin-41 sniZzena v disledku
interakce s let-7, zvysi se hladina lin-29 a larva se méni v dospélého jedince (Slack et al., 2000).

Dnes je jiz znamy vysoky pocet miRNA ucastnicich se regulace fady podstatnych

biologickych procesii a funkce riznych miRNA jsou dale zkoumany.

4.3 Biogeneze a funkce mikroRNA

Biogeneze miRNA je proces o mnoha krocich zahrnujici nékolik enzymatickych

St€pnych procest a proteinovych kofaktort (Roberts, 2015).
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Geny pro miRNA jsou piepisovany RNA polymerazou II do dlouhych primarnich
transkriptl oznaCovanych jako pri-miRNA, které jsou nésledné sestfihovany ribonukleazou
Drosha a jejim kofaktorem DGCRS (téZ oznaovany jako Pasha) na kratké vlasenkové struktury
o délce 60—70 nukleotidt (Lee et al., 2002; Lee et al., 2003; Chen, Li and Bartel, 2004). Drosha
a Pasha spolecné tvofi tzv. microprocessor komplex (Denli et al., 2004). Tyto struktury tvori
prekurzory miRNA a nazyvaji se pre-miRNA (Lee et al., 2003). Tento dé€j doposud probiha
v jadre. Pro dal$i zpracovani je vSak potieba pre-miRNA piepravit do cytoplazmy, kde probiha
jeji zpracovani do formy finalniho produktu (Lee et al., 2002). Transport zajistuje GTP-
dependentni protein, Exportin 5, téZ oznacovany jako XPOS5. Soucasti transportniho komplexu
je také maly protein Ran s GTP4zovou aktivitou (Yi et al., 2003). V cytoplazmé je pre-miRNA
dale zpracovavana pomoci enzymu Dicer, ten §tépi vlasenky pre-miRNA, do formy
maturovanych dvoufetézcovych miRNA (Hammond, 2001; Li and Rana, 2012). Na miRNA se
v cytoplazmé navazi proteiny, se kterymi spolecné vytvaii tzv. RISC (RNA-induced silencing
complex) komplex. Mezi tyto proteiny patii také Argonaut, ktery rozplétd doted
dvoutetézcovou miRNA a zaroven zlstava na jednom z jejich vldken, zatimco druhé vladkno je
degradovano (Hammond, 2001). Maturovanda miRNA v komplexu s RISC se jiz paruje
s komplementarni mRNA, na zaklad¢ ptesnosti komplementarity je mRNA bud Uplné
degradovéana, to se déje, pokud probéhlo parovani s ptesnou sekvencni shodou, nebo v piipade
niz§i shody dochazi jen k translacni represi (Miller and Steele, 2012). MiRNA se mohou
navazat krom¢& 3’UTR i na 5’UTR, tato vazba pak naopak byva spojena s aktivaci translace

daného transkriptu (Henke et al., 2008; Moretti, Thermann and Hetze, 2010).

4.4 MikroRNA a nadorova onemocnéni

Rada miRNA muize hrat pfi rozvoji nadoru roli podobnou onkogeniim nebo tumor
supresorim (Wu et al., 2006). MiRNA s funkci onkogenu negativné reguluji tumor supresorové
geny, a naopak tumor supresorové miRNA jsou odpovédné za negativni regulaci onkogentl. Pti
nadorovém onemocnéni je hladina onkogennich miRNA obvykle zvySend, a naopak hladina
tumor supresorovych miRNA je niZsi, nez je tomu u nepostizenych tkani (Oliveto et al., 2017).
MiRNA jsou zapojené do regulace velkého mnozstvi nddorovych charakteristik jako jsou
angiogeneze, neomezeny replikani potencidl, sob&stacnost v produkci rustovych faktort,
necitlivost k faktoriim zastavujicim bunécény cyklus, rezistence vici apoptotickym signalim
nebo invazivita. Nékteré konkrétni miRNA jsou odpovédné dokonce za regulaci vice nez

jednoho takového mechanismu (Slaby et al., 2012).
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Jako prvni miRNA s dtilezitou regulaci nddorové patogeneze byly identifikovany miR-
15a a miR-16-1 pochdazejici z jednoho transkriptu, jehoz lokus je poskozen u vice nez 65 %
pacientil trpicich chronickou lymfocytickou leukémii (CLL) (Calin et al., 2002). Jednim
z transkriptd gentl, které tyto dvé miRNA ovliviiuyji, je BCL2, ktery je zapojen do apoptdzy a
regulace buné¢ného cyklu (Calin et al., 2008).

Mezi miRNA s funkci tumor supresoru jsou fazeny napiiklad zmifiované miR-15/16,
které jsou spojovany nejen s CLL, ale i s rakovinou tlustého stfeva, prsu, vajecniki, plic a
dal$imi. Dal§imi tumor supresory napiiklad jsou miR-34, miR-143, miR-145 nebo rodina let-
7. MiR-34 je transkripcné€ aktivovana pomoci 7P53 a jejim targetem je antiapopticky protein
SIRT1, miR-143 spolecné a miR-145 pak cili na gen KRAS (Zhu et al., 2011; Li et al., 2013;
Navarro and Lieberman, 2015). Cilovymi geny rodiny let-7 jsou n¢které onkogeny jako MYC,
KRAS nebo cyklin D1 (He et al., 2010). Mezi onkogenni miRNA se fadi miR-17/92, miR-222,
miR-221, miR-21 a miR-155. Hlavnim cilem miR-221 a miR-222 je p27, ktery je zapojen do
regulace bunééného cyklu (Galardi et al., 2007). Déle se podileji na regulaci genu KI7. Inhibici
transkriptu genu K/7, dochézi ke spusténi apoptozy (Ihle et al., 2015). Onkogenni miR-21 cili
na PDCD4, PTEN mRNA a dalsi tumor supresorové geny (Zhao et al., 2018). MiR-155a a miR-
155b jsou zodpovédné za regulaci mRNA gend spojenych s produkei ristovych faktord a
apoptozou (Slaby et al., 2012; Di Leva, Garofalo and Croce, 2014).

Pozménéna hladina ur€itych miRNA ale neni jedinym mechanismem spojenym
s miRNA vedoucim ke vzniku nadoru. Dal§im takovym mechanismem muze byt napiiklad i
pozménénd exprese ¢i funkce enzyml miRNA biogeneze, jako Drosha nebo Dicer. Tento jev
byl popsan u pacientek s rakovinou vajecniki ¢i pacientli s nddory mocového méchyie (Merritt
et al., 2008; Zhang et al., 2015).

V dnes$ni dobé se pocet studii zamétujicich se na nékteré miRNA jako potencidlni
biomarkery riznych nadorovych onemocnéni, véetné KRK, zvySuje. U KRK by miRNA
ziskané naptiklad z plazmy ¢i jinych télnich tekutin, mohly slouzit jako neinvazivni a levné
biomarkery (Kanaan et al., 2013).

Mezi prognostické a diagnostické biomarkery by se mohly v budoucnu zafadit 1 miR-
122 a miR-142, které dosud jesté¢ nebyly tolik popsany a jsou jednim z primarnich z4jmu
vyzkumu Oddéleni molekularni biologie nadorti Ustavu experimentalni mediciny AV CR, a

budou popsany v nasledujici kapitole.
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5 MiR-122 a miR-142
5.1 MiR-122

MiR-122 je 22 nukleotidova hojn¢ se vyskytujici miRNA, ktera byla popsana predevsim
v jatrech. Hraje dileZitou roli v homeostdzi jater a reguluje expresi mnoha gend dtlezitych pro
spravnou funkci jater (Thakral and Groshal, 2015). Poprvé byla miR-122 identifikovana v roce
2002 pti sekvenovani mysich tkaiiovych miRNA a jiz tehdy byla popsana jeji jaterni specifita
(Lagos-Quintana et al., 2002).

Studie zaméfené na miR-122 ve spojitosti s KRK se nejcastéji zabyvaji profilaci
expresnich hladin metastazujiciho KRK a z divodu jeji jaterni specifity, pravé v jaternich
metastazach (Carter et al., 2016; Maierthaler et al., 2016; Vychytilova-Faltejskova et al., 2016;
Zhu et al., 2017; Li et al., 2019; Sun et al., 2020). Tyto studie jsou shrnuty v tabulce €. 1.
Zvysend hladina miR-122 v tkanich (ale 1 v séru) byla asociovéna s vyskytem jaternich
metastdz u pacientli s KRK (Iino et al., 2013; Liu et al., 2019; Sun et al., 2020). Studie
Maierthaler et al. (2016) se zabyvala analyzou miRNA v plazmé 543 pacientil s rliznymi stadii
KRK (stadia I-IV). Autofi identifikovali jedenact miRNA, jejichz hladiny se mezi jednotlivymi
stadii vyznamné liSily. Mezi tyto miRNA se fadila také miR-122. ZvySena hladina miR-122
byla spojena s horsi progndzou pro pacienty s metastazujicim, ale i nemetastazujicim KRK.
Tito pacienti byli pak charakterizovani celkové niz§im pfezivanim a také vyS$Sim rizikem
recidivy. Stanoveni expresnich hladin miR-122 by proto mohlo slouzit k identifikaci KRK
pacientt s jaternimi metastazemi.

Zvysena hladinu miR-122 v séru u KRK pacientt s jaternimi metastdzami (stadium I'V)
oproti zdravym pacientim byla popséna i ve studii Sun et al. (2020). Tato studie rovnéz
dokazala, ze miRNA se mohou v séru nachazet také zabalené do vesikuld, tzv. exosomi.
Zvysend hladina miR-122 v tkani byla asociovana s horsi progndzou onemocnéni. Studie lino
et al. (2013) porovnavala expresi miRNA v tkénich pacientli s primarnim KRK a pacienty s
jaternimi metastazy. Expresni hladina miR-122 byla signifikantné vys$si v jaternich metastazach
a zaroven v téchto tkanich byla casto inhibovana exprese kationtového pienasece aminokyselin
oznacovan¢ho jako CATI1. CATI je odpovédny za transport L-argininu — prekurzoru oxidu
dusnatého (NO). NO je dtlezitou slozkou neadaptivni slozky imunity a signalni molekulou
v ruznych fyziologickych a patofyziologickych procest, dokonce se ucastni procesu
angiogeneze. Mimo buiiky imunitniho systému ho mohou produkovat i nadorové buiky, a

studie Radomski et al. (1991) dokonce naznacila, Ze produkce NO nadorovymi buitkami mtize
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byt neptimo spojena s jejich metastatickym potencidlem (Ookawauchi et al., 1998; Iino et al.,
2013; Su, 2014).

Vyssi expresni hladiny miR-122 byly popsany také u pacientii s KRK asociovanym
s IBD oproti zdravym jedinctim, a tudiz vyssi hladina této miRNA byla asociovana s rozvojem
KRK. V té¢ samé studii bylo také popsano, ze miR-122 se ucastni regulace transkripcnich
faktorti drahy TP53, konkrétné cili na cyklin G, ktery je dilezity regulator bunéného cyklu
(Kanaan et al., 2012).

Jako dalsi z cilovych transkripti miR-122 byl studii Li et al. (2019) testovan enzym
aldolaza A (ALDOA) kédovany genem ALDOA. Studie prokazala, ze tento enzym je opravdu
pfimym cilem miR-122. Umélé navySeni hladiny miR-122 v buiikach, vedlo k potlaceni
exprese tohoto proteinu, a naopak exprese proteinu probéhla, pokud byla hladina miR-122
snizena. ALDOA je glykolyticky enzym tcastnici se konverze glukézy na energii, ktery se
podili na bunéénych ristovych drahach a naruseni exprese aldolézy ptispiva ke tvorbé mnoha
riznych néddort. Tato studie ukéazala, ze miR-122 podporuje invazivitu KRK bunék
prostiednictvim utlumeni exprese proteinu pro enzym aldolazu.

Nékolik studii zaméfenych na miR-122 poukazalo, ze miR-122 mize mit vliv i na
chemorezistenci bunék vic¢i nékterym chemoterapeutikiim. Chemorezistence, tedy odolnost
nadorovych bunék vic¢i poddvanému cytostatiku, je jednou z hlavnich ptekazek tspésné 1€cby
nadorii. Studie He et al. (2014) se zabyvala rezistenci vici 5-FU spojenou s miR-122. Béhem
této studie byla identifikovana niz8i exprese miR-122 ve zkoumanych 5-FU rezistentnich
bunéénych liniich, které dokézou snaset vétsi koncentrace 5-FU nez builky senzitivni. Pokud
ale doslo k umélému navyseni exprese této miRNA, buiky ptestaly byt odolné vici 5-FU.
V této studii také popsali, Ze miR-122 by mohla cilit na enzym pyruvat kindzu (PKM2).
ZvySenim exprese miR-122 se znatelné¢ snizila exprese PKM2. Tento enzym katalyzuje
posledni krok glykolyzy, ktera je klicova pro riist a metabolismus nédoru, kromé& toho ma
dokonce roli koaktivatoru tumorogeneze a proteinkindzy, kterd je odpovédna za regulaci
bunécné proliferace (Dong et al., 2016). PKM2 jako potencidlni cil miR-122 byl potvrzen i
dalsi studii (Wang et al., 2020).

Stejn¢ tak studie Hua et al. (2018) potvrdila vztah miR-122 a citlivosti bun€k na lécbu
oxaliplatinou. U rezistentnich bun¢k na oxaliplatinu byla naméfena sniZzena expresni hladina
miR-122 oproti buiikkdm nerezistentnim a zvySena expresni hladina proteinu XIAP, jenz je
inhibitorem apoptdzy. Po umélém navyseni hladiny miR-122 v téchto rezistentnich buiikéch,

doslo k znovuziskani senzitivity bun€k vici oxaliplatin€ a zaroven ke snizeni expresni hladiny
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XIAP. MiR-122 byla popsana také jako regulator supresorti kaspaz, coz jsou enzymy dilezité

pro spusténi apoptozy (Hua et al., 2018; Asadi et al., 2019).

Tabulka €. 1: Souhrn studii zaméfenych na potencialni vyuziti miR-122 v klinické praxi

Reference Material Pocet Target Potencial
pacienti/kontrol
(Kanaan et al., | tkan 6 IBD Cyklin G diagnosticky
2012) bunécéna linie biomarker
(Iino et al., 2013) | tkan 121 KRK CATI diagnosticky
biomarker
(He et al., 2014) | buné&c¢na linie - PKM?2 prediktivni
biomarker
(Vychytilova- tkan 86 KRK - diagnosticky
Faltejskova et al., 86 mKRK biomarker
2016)
(Maierthaler et | plazma 543 KRK - prognosticky
al., 2016) diagnosticky
biomarker
(Carter et al., | plazma 60 KRK - diagnosticky
2016) 45 kontrol biomarker
(Zhu et al., 2017) | sérum 193 KRK - diagnosticky
tkan 138 kontrol biomarker
(Hua et al., 2018) | bunécna linie - XIAP terapeuticky
potencial
(Lietal., 2019) tkan 3 KRK ALDOA -
bunécné linie
(Liuetal., 2019) | insilico analyza | 360 KRK - diagnosticky
122 mKRK biomarker
(Sun et al., 2020) | sérum 50 KRK - diagnosticky
tkan 25 mKRK prognosticky
50 kontrol biomarker
(Wang et al., | tkan 7 KRK PKM2 -
2020)

KRK - kolorektalni karcinom, mKRK — metastazujici kolorektalni karcinom

16




5.2 MiR-142

MiR-142 stejné¢ jako miR-122 patii ke tkanove specifickym miRNA, je casto
exprimovana u hematopoetickych bunék a je dtilezita pro jejich diferenciaci (Chen et al., 2004).
Velkou roli hraje v imunomodula¢nich procesech, podili se na imunitni odpovédi a zanétu, a
ma tedy tlohu v patogenezi onemocnéni. Z pre-miR-142 se mohou vytvoftit dvé funkéni formy,
a to miR-142-3p a miR-142-5p (Sharma, 2017). Funkce téchto dvou forem je riznd. MiR-142-
3p je Cast&ji popisovana jako mozny tumor supresor, zatimco funkce miR-142-5p je vice

diskutabilni a v riznych studiich se 1i8i (Shi et al., 2015; Islam et al., 2018; Zhu et al, 2018).

5.2.1 MiR-142-3p

Ve vétsing studii je miR-142-3p popisovana jako tumor supresorovd miRNA (Zhu et
al., 2018; Gao, Pang and Yu, 2019; Huang et al., 2019). SniZend hladina miR-142-3p byla
identifikovana v tkénich ale i dalSich télnich tekutinach (plazma, sérum) pacientii s KRK
v porovnani s kontrolni skupinou (Ghanbari et al., 2015; Cruz et al., 2017; Zhu et al., 2018;
Gao, Pang and Yu, 2019). Naopak zadné vyznamné rozdily expresnich hladin miR-142-3p
nebyly nalezeny ve stolici pacientii s KRK oproti zdravym kontroldm (Ghanbari et al., 2017).
Ptehled studii pojednavajici o analyze miR-142-3p je shrnut v tabulce €. 2.

MiR-142-3p jako potencialni biomarker identifikovala i studie Kanaan et al. (2013),
kterd se snaZzila nalézt biomarkery pro kolorektalni adenomy zfad plazmovych miRNA.
Skrininkova skupina pro tuto studii byla sloZena z deviti pacientd s kolorektdlnim adenomem,
dvaceti pacientli s KRK a z dvanacti zdravych kontrol. Ze zkoumanych 380 miRNA, autofi
nalezli 8 potencidlnich biomarkeri, mezi které patfila pravé i miR-142-3p. Zménéné expresni
hladiny téchto miRNA byly poté jeste ovéieny na vétsi skupiné pacientl a kontrol (16 pacientt
s adenomem, 45 KRK a 26 zdravych kontrol). Na zéklad¢ expresnich hladin v plazmé bylo
mozné od sebe rozliSit zdravého pacienta a pacienta s adenomem, pacienta s pokrocilym
adenomem a pacienta s KRK se senzitivitu 91 % a specifitou 69 %. Snizené expresni hladiny
miR-142-3p v plazmé u pacientll s KRK oproti zdravym kontroldm popsala i dalsi studie
(Ghanbari et al., 2015).

Dalsi studie Zhu et al. (2018) zaznamenala vyrazné sniZzenou hladinu miR-142-3p
v nadorové tkani oproti okolni zdravé, a to u vice nez 70 % pacienti. Pacienti, u kterych naopak

hladina této miRNA nebyla snizena dosahovali lepsiho ptezivani. To napovida, ze v pfipadé
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miR-142-3p by se mohlo jednat o tumor supresor. Horsi pfezivani pacientil se snizenou
hladinou miR-142-3 popsala i dalsi studie (Gao, Pang and Yu, 2019).

Naopak studie Gao et al. (2018) pojednava o miR-142-3p jako o mozném onkogenu,
ktery podporuje bunéénou migraci a invazi pomoci aktivace RAC1. RACI je GTP4za podilejici
se na bunécné proliferaci a regulaci angiogeneze. V této studii se autofi zabyvali vztahem mezi
miR-142-3p a RACI. Do bunék byl pfidan plazmid exprimujici miR-142-3p, do dalsi bunécné
linie pak plazmid s utlumujici funkei miR-142-3p. Expresni hladina RACI byla vyssi u bunék,
do kterych byl pfidan plazmid exprimujici miR-142-3p, tyto buiiky zaroveil vykazovaly lepsi
schopnost bunééné migrace a invaze. Naopak tomu bylo u buné¢k s pfidanym plazmidovym
tlumi¢em, kdy hladina RAC1 i buné¢nd migrace a invaze byly sniZzeny. Vysledky této studie
ukazuji, Ze miR-142-3p je at’ uz ptimou nebo nepiimou regulaci RAC1 schopna podporovat
metastazovani. PotlaCenim exprese miR-142-3p by se dalo dosdhnout snizené schopnosti
nadorovych bun¢k metastazovat, coz z miR-142-3p d¢la potencidlni terapeuticky cil pro 1écbu

KRK.
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Tabulka €. 2: Souhrn studii zaméfenych na potencidlni vyuziti miR-142-3p v klinické praxi

Reference Material Pocet Target Potencial
pacienti/kontrol
(Kanaan et al, | plazma 9 KRA - prognosticky
2013) 20 KRK biomarker
12 kontrol
Validovano:
16 KRA
45 KRK
26 kontrol
(Ghanbari et al., | plazma 37 KRK - diagnosticky
2015) 24 kontrol biomarker
Validovano:
61 KRK
24 kontrol
(Ghanbari et al., | stolice 53 KRK - -
2017) 35 kontrol
(Cruz-Gil et al., | bunééna linie - Wnt -
2017) LGRS
ACSL/SCD
(Gao etal., 2018) | tkan 192 KRK RAC1 terapeuticky
bunécna linie potencial
(Zhu et al., 2018) | tkan 116 KRK CDK4 terapeuticka
potencial
(Gao, Pang and | sérum 363 KRK - diagnosticky
Yu, 2019) 156 kontrol prognosticky
biomarker
(Huang et al., | bunécna linie - - terapeuticky
2019) potencial

KRK - kolorektalni karcinom, KRA — kolorektalni adenom, mKRK — metastazujici kolorektalni karcinom
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5.2.2 MiR-142-5p

MiR-142-5p se dle studii jevi kontroverzné. Nekteré studie prokazaly jeji zvySenou
expresi v kolorektalnich nddorovych tkéanich, jiné studie zde naopak poukézali na jeji snizenou
hladinu (Shi et al., 2015; Liu et al., 2017; Islam et al., 2018). Souhrnn¢ o studiich zamétenych
na miR-142-5p pojednava tabulka ¢&. 3.

ZvySend expresni hladina v nadorové tkani oproti pfilehlé nenddorové tkéani byla
popsana ve studii Islam et al. (2018). Se zvySenou expresi miR-142-5p v KRK buiikéch se
pojila nadmérnad bunécna proliferace, tvorba bunéénych kolonii a zlepSené hojeni. Studie
dokonce navrhuje potlaceni miR-142-5p pomoci anti-miRNA ¢inidel jako potencialni
terapeutickou strategii pti 1écbé KRK. V této studii byl zkouman i vliv miR-142-5p na buné¢ny
cyklus, tato miRNA by mohla ovliviiovat regulaci ptechodli mezi GO/G1 a G2/M fazemi
bunééného cyklu.

Zvysenou expresi miR-142-5p v tkanich potvrdila i studie Liu et al. (2017). Tato studie
také zaznamenala negativni korelaci mezi miR-142-5p a enzymem sukcinat dehydrogenazou B
(SDHB). Tkané¢ KRK vykazovaly zvySenou hladinu miR-142-5p a naopak sniZzenou hladinu
SDHB oproti okolni zdravé tkani. Tento protein se ucastni proceslii jako Krebsova cyklu,
bunécné proliferace ¢i apoptozy, jeho negativni regulaci je miR-142-5p schopna ovliviiovat tyto
procesy. Pti snizeni SDHB v bunikdich KRK doslo k metabolickému ptechodu z oxidativni
fosforylace na aerobni glykolyzu, coz podporuje proliferaci bunék.

Studie Wang et al. (2014) se zabyvala miRNA zapojenymi do drah MSI a CIN, které
mohou vést ke tvorbé KRK. Mimo jiné zde byla ve zdravé tkani nalezena pozitivni korelace
mezi miR-142-5p a genem MSH6 — jednoho z hlavnich MMR genii zapojenych do MSI drahy
tvorby KRK. MiR-142-5p byla také popsana s regulaci apoptdzy. Vyssi hladiny této miRNA
byly spojeny s mirnym nartstem rychlosti navozeni apoptézy nadorovych buné¢k a mohly by

vést dokonce k potlaceni nadorového rustu (Shi et al., 2015).
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Tabulka €. 3: Souhrn studii zaméfenych na potencialni vyuziti miR-142-5p v klinické praxi

Reference Material Pocet Target Potencial
pacienti/kontrol
(Wang et al., | tkan 8 KRK MSH6 -
2014)
(Shi et al., 2015) | tkan 80 KRK EPASI1 prediktivni
bunécna linie biomarker
(Liuetal., 2017) | tkan 27 KRK SDHB terapeuticky
23 KRK po potencial
chirurgickém
zakroku
(Islam et al., | tkan 125 KRK KLF6 terapeuticky
2018) bunécna linie potencial
(Kong et al., | tkan - Tiam1 diagnosticky
2019) biomarker

KRK - kolorektalni karcinom
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6 Zaveér

Kolorektalni karcinom je velmi Castym nddorovym onemocnénim zapficifiujicim
vysoky pocet umrti zejména ve vyspélych statech. Na snizeni imrtnosti ma zdsadni vliv v€asné
odhaleni, kter¢ mohou usnadnit nové biomarkery. Pfi jejich hledani je potfeba nalézt takovy
biomarker, ktery by byl nejlépe neinvazivni, dostateéné specificky a senzitivni a také snadno
méfitelny. Pravé miRNA jsou povazovany za vhodné kandidaty.

Jednim z potencialnich biomarkert je i miR-122. MiR-122 by mohla najit své vyuziti v
identifikaci pfitomnosti jaternich metastaz KRK, nebot’ u pacientti s mKRK byva hladina této
miRNA zvySend. VétSina studii naznalila, Ze by se mohlo jednat o onkogenni miRNA
podporujici buné¢nou invazi naptiklad regulaci ALDOA a zéarovein snizena hladina miR-122 je
asociovana s rezistenci vi¢i nékterym chemoterapeutikim.

MiR-142 je charakterizovana dvéma podtypy: miR-142-3p a miR-142-5p. MiR-142-3p
je studiemi casto popisovana jako vhodny prognosticky a diagnosticky biomarker a nckteré
dalsi studie dokonce zminuji i jeji mozné vyuziti v terapii kolorektalniho karcinomu. Naopak
od miR-122, vykazuje miR-142-3p v nddorovych tkanich, ale i v télnich tekutindch pacientd
trpicich kolorektalnim karcinomem, hladinu snizenou. Svou aktivitou je miR-142-3p mimo jiné
schopna ovliviiovat bunéény cyklus cilenim na CDK4. Dalo by se tedy fici, ze pusobi jako
tumorovy supresor. Druhy podtyp miR-142 — MiR-142-5p se zatim jevi pon¢kud kontroverzné¢,
ackoliv byly popsany néckteré karcinogenni procesy, do kterych tato miRNA zasahuje, jeji
presné funkce je stale potieba vice prostudovat.

Studium miRNA je velmi soucasnym tématem a pochopeni mechanismt funkce téchto
molekul by mohlo byt uzite¢nym, a to nejen pro prognostiku, diagnostiku a predikci, ale i pfi
terapii nadorovych onemocnéni. Obé v této praci popisované miRNA se jevi jako slibni
kandidati na biomarkery KRK, nicméné pted jejich potencidlnim zavedenim do klinické praxe

je jesté potteba mnohych dalSich testovani véetné klinickych studii.
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