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Abstrakt 
MikroRNA jsou krátké nekódující RNA, které negativně regulují genovou expresi na 

post-transkripční úrovni tím, že v cytoplasmě buňky současně inhibují translaci a indukují 

degradaci cílových mRNA. V nedávné době byly překvapivě identifikované extracelulární 

mikroRNA, které jsou stabilní a detekovatelné v tělních tekutinách včetně krevní plazmy a 

séra, mozkomíšního moku, slin, mléka a moči. Extracelulární mikroRNA jsou rezistentní k 

RNAzám a stabilní za vysokých teplot a pH. Extrémní stabilita extracelulárních mikroRNA je 

způsobena asociací s proteinovými komplexy (především s proteiny Argonaute), jež je 

ochraňují. MikroRNA jsou často deregulované v nádorových onemocněních a v nedávné době 

bylo zjištěno, že i v tělních tekutinách lze detekovat nádorově specifické mikroRNA, které 

mohou sloužit jako markery nádorového onemocnění. Tato bakalářská práce shrnuje znalosti 

o funkci a biogenezi mikroRNA a zaměřuje se na extracelulární mikroRNA, jejich roli 

v mezibuněčné komunikaci, roli v hematologických malignitách a možné využití v diagnóze a 

terapii. 

 

Klíčová slova: mikroRNA, extracelulární, hematologické malignity, lymfomy, diagnostika 

 

 

Abstract 
MicroRNAs are short non-coding RNAs that negatively regulate gene expression at 

post-transcriptional level by interfering with mRNA translation and stability. Recently, 

microRNAs were surprisingly found to be present in various body fluids including blood 

plasma and serum, cerebrospinal fluid, saliva, milk or urine. These extracellular microRNAs 

are resistant to RNases and stable in high temperature or pH. Extreme stability of extracellular 

microRNAs is caused by its association with protective protein complexes (mostly with 

Argonaute proteins). MicroRNAs are frequently deregulated in cancer and specific tumor-

related microRNAs can be also detected in body fluids, indicating that extracellular 

microRNAs can be used as tumor specific markers. This Bachelor thesis reviews basic 

principles of microRNA function and biogenesis with focus on extracellular microRNAs and 

their role in intercellular communication, and it highlights the role of extracellular 

microRNAs in hematological malignancies and their possible use in diagnosis and treatment.    

 

Key words: microRNA, extracellular, tumor, hematological malignancies, diagnosis 
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Seznam zkratek 
7mG čepička 7-methylguanosinová čepička 

Ago2 Argonaute 2 

Akt-3/PKB RAC-gamma serin/treonin protein kináza B 

ALL akutní lymfatická leukemie 

AML akutní myeloidní leukemie 

BL Burkittův lymfom 

BSA bovine serum albumin 

CLL chronická lymfatická leukemie 

CML chronická myeloidní leukemie 

DCP „decapping“ enzym 

DGCR8 DiGeorge syndrome critical region 8 

DLBCL difuzní velkobuněčný B lymfom 

DMA 5-(N,N-dimethyl)-amiloride 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

EBV Epstein-Barr virus 

FBS fetal bovine serum 

GW/P-tělíska GW-proteinová tělíska 

GW182 glycin-tryptophan repeat containing protein, 182 kDa 

HCC hepatocelulární karcinom 

HDL vysokodenzitní lipoprotein 

HL Hodgkinův lymfom 

IgVH těžký řetězec imunoglobulinu 

IL6 interleukin 6 

kDa kiloDalton 

LDL nízkodenzitní lipoprotein 

MID „middle“ doména 

MM mnohočetný myelom 

mRNA mediátorová RNA 



6 
 
 

MVB multivezikulární tělísko 

MW molekulová hmotnost 

nt nukleotid 

ORF otevřený čtecí rámec 

PAZ „Piwi-Argonaute-Zwille“ doména 

PBMC mononukleární buňky periferní krve 

PCNSL  primární lymfom centrálního nervového systému 

PCR polymerázová řetězová reakce 

PIWI „P-element induced wimpy testis“ doména 

pre-mikroRNA nekurzorová mikroRNA 

pri-mikroRNA primární mikroRNA 

qRT-PCR kvantitativní „real-time“ polymerázová řetězová reakce 

RISC RNA-induced silencing complex 

RNA ribonukleová kyselina 

SD sérová deprivace 

SHIP1 src homology 2 domain-containing ionsitol-5‘-phosphatase 

SR-BI scavenger receptor class B member 1 

Tet-Off metoda „tetracycline-controlled transcriptional activation“ 

TF transkripční faktor  

TGFB1 transforming growth factor β1 

TLR Toll-like receptor 

TRBP TAR RNA binding protein  

UTR nepřekládaná oblast 

XPO5 Exportin 5 
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1. Úvod 
MikroRNA (miR) jsou krátké nekódující RNA (19-25nt), které negativně regulují 

genovou expresi na post-transkripční úrovni. MikroRNA se vážou na komplementární 

sekvence v 3’UTR oblastech mRNA cílových genů, což vede k bloku translace a destabilizaci 

mRNA [1].  MikroRNA jsou exprimované ve všech eukaryotických organismech a jsou 

vysoce konzervované mezi taxony. MikroRNA regulují minimálně 60% lidských genů a tak 

ovlivňují většinu buněčných procesů, včetně diferenciace, proliferace, metabolických 

pochodů a apoptózy [2].  

V nedávné době byly stabilní mikroRNA detekovány v různých tělních tekutinách 

včetně plazmy [3], mozkomíšního moku [4], moči [5], spermatu [6], mateřského mléka [7], 

slz a amnionové vody [8]. Na rozdíl od ostatních typů RNA, mikroRNA odolávají RNázám, 

které se v extracelulárních tekutinách nacházejí ve vysokých koncentracích a zachovávají si 

vysokou míru stability i v nepříznivých fyzikálních podmínkách jako je vysoká teplota či pH 

[9]. 

MikroRNA jsou často deregulovány v mnoha patologických stavech včetně 

nádorových onemocnění, přičemž jednotlivé druhy nádorů mají specifický profil mikroRNA 

exprese. V nedávné době bylo objeveno, že patologické stavy a nádory jsou asociované také 

se změnou hladin specifických mikroRNA v lidských tekutinách. Doposud byly 

charakterizovány expresní profily extracelulárních mikroRNA u řady onemocnění, včetně 

hematologických malignit, a extracelulární mikroRNA byly identifikovány jako potenciálně 

využitelné neinvazivní biomarkery, které je možné využít ke stanovení diagnózy, predikci 

dalšího vývoje onemocnění nebo sledovaní efektivity léčby.  

Tato bakalářská práce shrnuje dosavadní poznatky o biologii extracelulárních 

mikroRNA, popisuje úlohu extracelulárních mikroRNA během vzniku a vývoje 

hematologických malignit a jejich možné využití v diagnóze a sledování léčby těchto 

onemocnění.  
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2. MikroRNA a jejich funkce v regulaci genové exprese 

2.1. Obecná charakteristika mikroRNA 

MikroRNA jsou 19 – 25 nt dlouhé nekódující úseky jednovláknové RNA, které 

negativně regulují genovou expresi na posttranskripční úrovni. Vážou se na komplementární 

sekvence nacházející se nejčastěji v 3‘ UTR oblastech cílových mRNA, což vede k inhibici 

translace a/nebo k destabilizaci a postupné degradaci mRNA [1].   

MikroRNA byly poprvé popsány již v r. 1993 při výzkumu vývoje háďatka 

Caenorhabditis elegans (mikroRNA lin-4,Obr.1), nicméně fyziologická funkce microRNA v 

té době nebyla známa. Transkript genu lin-4 snižuje hladinu genu lin-14 během prvního 

larválního stádia C. elegans a tím reguluje diverzifikaci buněk během post-embryonálního 

vývoje. Lee et al. zjistili, že konečným produktem genu lin-4 a tedy regulátorem exprese LIN-

14 není protein, ale krátký úsek RNA [10]. V r. 2000 byla rovněž u C. elegans popsána další 

mikroRNA let-7, která řídí načasování vývoje buněk [11] a následně se ukázalo, že sekvence 

genu let-7 je konzervována napříč taxony, včetně obratlovců [12]. Od r. 2001 jsou mikroRNA 

považovány za samostatnou podskupinu malých regulačních RNA [13, 14] a podle 

posledního vydání online databáze miRBase (www.mirbase.org) bylo dodnes identifikováno 

2578 maturovaných lidských mikroRNA. 

 

2.2. Genová organizace mikroRNA 

Geny kódující mikroRNA jsou z většiny (~70%) lokalizovány samostatně v 

intergenových oblastech mezi protein kódujícími geny [13]. Přibližně 30% známých genů pro 

mikroRNA se nachází v oblastech intronů kódujících genů, převážně v orientaci shodné 

s hostitelskými geny, se kterými mohou být společně přepisovány [1]. Tyto mikroRNA geny 

mohou být v intronech kódovány včetně svých promotorových a dalších regulačních sekvencí 

. Malá část z nich, tzv. miRtrony, kóduje pouze sekvenci pre-mikroRNA, která zabírá celý 

úsek intronu a pre-mikroRNA  tedy vzniká vlastně jako vedlejší produkt po vyštěpení 

splicingovým aparátem během sestřihu mRNA [15, 16]. Dodnes byly miRtrony jednoznačně 

identifikovány u bezobratlých; u obratlovců jsou zatím popsány pouze tři funkční mirtrony 

[16]. 

 Z hlediska organizace genomu je zajímavé, že až 60% savčích mikroRNA je 

organizováno do klastrů (obdobných jako u prokaryot), což jsou úseky DNA obsahující více 

za sebou jdoucích genů. MikroRNA kódované v jednom klastru mají společné regulační 
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oblasti a jsou přepisovány do jediného dlouhého polycistronního primárního transkriptu, čímž 

připomíná genovou organizaci prokaryot [13].  

 

A. 

 

 

B 

 
 
Obrázek 1: A. Příklad vlásenkové struktury mikroRNA. Lin-4 byla první objevená mikroRNA. Červená barva 
indikuje maturovanou mikroRNA [10]. B. Příklad monocistronní a polycistronní mikroRNA kódované v intronu 
(miR-106b-25) [17]. 
 

2.3. Biogeneze mikroRNA 

Geny kódující  mikroRNA jsou přepisovány RNA-polymerázou II do několik kilobází 

dlouhého primárního transkriptu (pri-mikroRNA, Obr.1B a 2B,A). Pri-mikroRNA má 7-

metylguanosinovou čepičku a poly A konec a stejně jako protein-kódující mRNA [18]. První 

štěpení pri-mikroRNA probíhá v jádře a je zprostředkováno mikroprocesorovým komplexem 

tvořeným enzymem Drosha (double-strand specifická RNáza III) a RNA vazebným 

proteinem DGCR8 (Di George critical region 8). Zatímco Drosha má katalytickou aktivitu, 

DGCR8 se svými RNA vazebnými doménami váže na konkrétní úsek RNA a umožňuje tím 

enzymu přesně nasednout na štěpené místo (Obr.2D) [19]. Následkem štěpení pri-mikroRNA 

mikroprocesorovým komplexem vzniká 70-90 nt dlouhá prekurzorová mikroRNA (pre-

mikroRNA), která má vlásenkovou strukturu [1]. Jak již bylo uvedeno v kapitole 2.2.,velmi 

krátké introny tzv. miRtrony nepodléhají štěpení mikroprocesorovým komplexem a pre- 

mikroRNA miRtronu je vyštěpena sestřihovým aparátem (Obr. 2C) [15, 16]. 

Další úprava probíhá v cytoplazmě, kam je pre-mikroRNA aktivně transportována 

pomocí proteinu Exportin-5 (XPO5). XPO5 váže a přenáší pre-mikroRNA přes nukleární 

membránu za přítomnosti Ran-GTP kofaktoru (Obr. 2E) [20]. V cytoplazmě je z pre-

mikroRNA odštěpena terminální smyčka a vzniká přibližně 22 nt dlouhý duplex mikroRNA 

(Obr. 2F). Štěpení je zprostředkováno enzymatickým komplexem, jehož klíčové složky jsou 

endonukleáza Dicer (RNáza III) a RNA vazebný protein TRBP (TAR RNA binding protein). 
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Dicer obsahuje PAZ doménu, která váže konce pre-mikroRNA s 2nt 3‘ přesahem. Štěpení 

probíhá v aktivním centru enzymatického komplexu, které je tvořeno dvěma doménami 

s RNázovou aktivitou (RIIIa a RIIIb)  [21]. Savci a hlísti mají pouze jeden gen pro Dicer, 

zatímco jiné organizmy jich kódují více – např. u octomilky (Drosophila melanogaster) se 

vyskytují dva různé geny pro Dicery a každý se specializuje na štěpení jiného druhu malých 

RNA [22]. Lze najít i výjimky, které využívají alternativní, Dicer-nezávislý způsob maturace. 

Jedná se o miR-451, která se u savců účastní erytropoézy a ke konečnému sestřihu využívá 

protein Ago2 s nukleázovou aktivitou [23].  

  Maturovaná dvouvláknová mikroRNA (obsahující částečně komplementární vlákno 

původem z 5´nebo 3´ramene pre-mikroRNA vlásenky) se okamžitě po svém vzniku dostává 

do kontaktu s proteiny rodiny Argonaute (Ago), které jsou schopné mikroRNA vázat pomocí 

svých domén PAZ (3‘ konec mikroRNA) a MID (5‘ konec mikroRNA). Ago proteiny 

obsahují také PIWI doménu, jejíž terciální struktura připomíná RNázu H a může umožňovat 

nukleázovou aktivitu [24]. Jednotlivé organizmy kódují variabilní počet Ago proteinů, např. u 

lidí existují čtyři (Ago1 – Ago4) a všechny se mohou účastnit mikroRNA-zprostředkované 

inhibice mRNA, popř. degradace mRNA v P-tělískách. Ago2 má navíc schopnost štěpit 

mRNA přímo v cytoplazmě pomocí své PIWI domény a tento mechanizmus se uplantňuje 

např. v RNA interferenci [25, 26].  Po navázání na Ago protein dochází k rozpletení obou 

vláken mikroRNA a jedno (častěji 5‘ vlákno) nebo nezávisle obě dvě vlákna jsou 

inkorporována do komplexu RISC (RNA Inducing Silencing Complex– viz dále)  (Obr. 2G) 

[27].  

 

2.4. Funkce mikroRNA 

Jak již bylo řečeno, mikroRNA funguje jako klíčový regulátor genové exprese na 

posttranskripční úrovni. Vlastní inhibici genové exprese zprostředkovává komplex RISC, ve 

kterém mikroRNA představuje modul rozpoznávající cílovou mRNA. Komplex RISC je 

tvořen Ago proteinem s navázanou mikroRNA a několika dalšími proteiny, z nichž 

nejvýznamnější je GW182 (glycin-tryptophan repeat containing protein, 182 kDa) [28]. 

MikroRNA páruje s bázemi cílové mRNA a zajišťuje tak specificitu interakce RISC 

komplexu. 
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Obrázek 2: Biogeneze mikroRNA. Vysvětlení v textu. 

 

MikroRNA mohou regulovat expresi cílového genu několika způsoby. V případě 

úplné komplementarity celé sekvence mikroRNA je cílová mRNA rozštěpena uprostřed 

komplementárního úseku (mezi 3‘ hydroxylovou skupinou a 5‘ fosfátem 10tého a 11tého 

nukleotidu) pomocí proteinu Ago2. Následně dochází k její degradaci. Tento mechanizmus je 

běžně využíván rostlinnými buňkami, v živočišných buňkách je sice funkční, ale velice 

vzácný [29, 30]. 

V živočišných buňkách převažují mikroRNA, které jsou k cílovým mRNA pouze 

částečně komplementární a vazba mikroRNA do mRNA v tomto případě vede k represi 

translace a/nebo k destabilizaci cílové mRNA. Komplementární úsek mikroRNA se nazývá 

„seed“ sekvence a je často v evolučně velmi konzervovaný. „Seed“ sekvence se ve většině 

případů nachází na 5‘ konci mikroRNA (2. – 8. nt) a dle délky komplementarity se se „seed“ 

G 
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sekvence rozdělují na „6mer seed“ až „8mer seed match“ [29]. Vazba „seed“ sekvence může 

být v cca 10% případů ještě zesílena párováním na 3‘ konci mikroRNA [31]. Dále existuje 

skupina mikroRNA, které se nepárují v 5‘ „seed“ sekvenci, ale komplementární úsek se 

nachází uprostřed sekvence mikroRNA (přibližně mezi 5. až 17. nt) a dochází k tzv. 

centrovanému párování [32]. 

Komplementární úsek pro mikroRNA se většinou nachází v 3‘ nepřekládané oblasti 

cílové mRNA („3‘ untranslated region“, UTR). Kromě komplementarity v „seed“ sekvenci 

ovlivňují efektivitu mikroRNA zprostředkované inhibice další faktory, zejména kontext 

lokalizace komplementárního místa v 3‘ UTR. Bylo prokázáno, že efektivitu mikroRNA 

zesilují opakující se vazebná místa mikroRNA nebo AU-bohaté sekvence v blízkosti 

vazebného místa, naopak efektivitu snižuje lokalizace vazebného místa na začátek UTR  [29]. 

MikroRNA se také mohou vázat do ORF („open reading frame“) nebo 5’UTR oblastí mRNA, 

vazba v těchto místech je však mnohem méně častá [33].     

Prvotní práce indikovaly, že mikroRNA přednostně inhibují translaci, zatímco jejich 

vliv na koncentraci mRNA je malý. Poslední výzkumy ale ukazují, že na inhibici genové 

exprese se současně podílí jak inhibice translace tak destabilizace mRNA [34]. Inhibice 

translace cílových mRNA probíhá pravděpodobně v tzv. GW/P-tělískách („GW protein 

containing neboli processing bodies“). GW/P-tělíska jsou heterogenní granula, která obsahují 

inhibované mRNA, Ago proteiny a proteiny GW182 [35]. Podle nedávných studií jsou 

mRNA v GW/P-tělískách inhibována a zároveň chráněna před degradací [36]. Akt-3/PKB 

gama protein kináza fosforyluje Ago protein, čímž umožňuje interakci Ago s GW182 a 

zprostředkuje lokalizaci RISC komplexu a cílové mRNA do GW/P-tělísek. V důsledku toho 

je upřednostněna inhibice translace před degradací cílové mRNA.[37].  

Destabilizaci cílové mRNA zřejmě zprostředkovávají hlavně cytoplazmatické RISC 

komplexy. Dochází k deadenylaci a odstranění 7mG čepičky deadenylázami a DCP enzymy 

navázanými na GW182. Následuje ubiquitinylace a degradace cílové mRNA [38].  
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3. Extracelulární mikroRNA 

3.1. Obecná charakteristika extracelulárních mikroRNA 
Mimobuněčné tekutiny a extracelulární prostory jsou typické vysokým obsahem 

ribonukleáz (RNáz), sloužících v organismu jako obrana proti cizorodým (např. virovým) 

RNA [39]. Z toho důvodu je RNA v mimobuněčném prostoru velice rychle degradována a 

většina druhů RNA včetně mediátorové  RNA (mRNA) je v tělních tekutinách 

nedetekovatelná PCR a dalšími metodami. Vzhledem k takto „RNA nepřátelskému“ prostředí 

byl velice překvapivý objev stabilních mikroRNA v extracelulárních tekutinách. 

Poprvé byly  nedegradované mimobuněčnémikroRNA  posány v r. 2008 v séru a 

plazmě několika nezávislými skupinami.  Lawrie et al. detekovali mikroRNA v séru pacientů 

s lymfomy [3], Mitchell et al. prokázali výskyt stabilní mikroRNA v lidské plazmě zdravých 

jedinců a pacientů s nádorem prostaty. Hladiny mikroRNA v plazmě korelovali s hladinami 

v séru, což naznačuje možné klinické využití extracelulárních mikroRNA jak z plazmy, tak 

séra v detekci nádorů[4]. V mateřské plazmě byly dále popsána přítomnost placentární 

mikroRNA [40]. Následně byly mikroRNA detekovány i v dalších tělních tekutinách a 

biologických vzorcích včetně slin [41], spermatu [6], moči [5] a mateřského mléka [7]. 

Kromě přirozených tělních tekutin se mikroRNA vyskytují ve vysoké koncentraci i v médiu 

buněčných kultur [9] a také v aditivech do buněčných medií biologického původu, jako např. 

BSA či FBS . 

Další výzkumy potvrdily vysokou stabilitu mikroRNA v mimobuněčných tekutinách. 

Např. 24 hodinová inkubace při pokojové teplotě vedla pouze k 10% a 96 hodinová kultivace 

k ~ 20% snížení měřitelné koncentrace endogenní mikroRNA v séru a plazmě, zatímco 

exogenní chemicky syntetizované mikroRNA byly okamžitě degradovány [9]. Obdobně Park 

et al. porovnali rychlost degradace endogenních a exogenních mikroRNA v lidských slinách. 

Exogenní mikroRNA degradovaly velmi rychle po přidání do vzorku slin a po třech minutách 

již bylo detekováno méně než 10% původního množství. Oproti tomu endogenní mikroRNA 

degradovaly výrazně pomaleji a po 30ti minutách inkubace při pokojové teplotě bylo 30% 

původního množství mikroRNA stále detekovatelných [41]. MikroRNA jsou také rezistentní 

k extrémním hodnotám pH - po třech hodinách v prostředí s pH=1 nebo pH=12 byl naměřen 

maximálně 50% úbytek. MikroRNA rovněž zůstávají stabilní po 10 cyklech zamrazování a 

tání [42]. Tato pozorování naznačují, že mikroRNA jsou v mimobuněčném prostředí 

ochráněny proti vlivu RNAz a degradaci. 
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3.2. Mechanizmy zajišťující stabilitu extracelulárních mikroRNA 

Nejprve byla přítomnost mimobuněčných mikroRNA detekována v exozomech, které 

byly uvolňovány do média buňkami buněčné kultury [43],  poté Hunter et al. detekovali 

mikroRNA také v mikrovezikulech a apoptotických tělískách ve vzorcích periferální krve 

[44]. Tato pozorování nasvědčovala tomu, že mikroRNA jsou ochráněny před degradací 

v mezibuněčném prostoru enkapsulací do membránových struktur, nicméně membránové 

vezikuly obsahují proteiny a mohou tedy obsahovat i RNÁzy. Později se ukázalo, že většina 

extracelulárních mikroRNA se nachází mimo membránové vezikuly v komplexu s proteiny 

Ago2, popř. NPM1 [45] a ve stejných proteinových komplexech je mikroRNA detekovaná i v 

membránových vezikulech [46]. Vickers et al. také detekovali malý podíl extracelulárních 

mikroRNA lidské plazmy vázaných v HDL částicích [47]. Jednotlivé formy extracelulární 

mikroRNA jsou podrobně popsány v následujících pokapitolách a znazorneny na Obr.3 a 4. 

 

 
Obrázek 3: Stabilizační mechanizmy extracelulárních mikroRNA (Upraveno z [48]) 

 

3.2.1. Asociace s Argonaute-2 

 Arroyo at al. systematicky charakterizovali výskyt mikroRNA v lidské plazmě a séru 

pomocí diferenciální centrifugace, size-exclusion chromatografie, imunoprecipitace a 

westernblotu.  Po odstranění buněčných fragmentů  ze vzorku plazmy a média diferenciální 

ultracentrifugací (až 120 000g) zůstalo přes 97% mikroRNA v supernatantu a jen velmi malá 

část byla detekována ve frakci odpovídající exozomům a mikrovezikulům.  Size-exclusion 

chromatografie na sefadexové koloně identifikovala dvě frakce extracelulárních mikroRNA. 
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Většina druhů mikroRNA byla nabohacena v proteinových komplexech, zatímco jen malá 

frakce mikroRNA (např. let7a a miR-142-3p) se vyskytovala ve frakci odpovídající 

lipidickým vezikulům. Zajímavé je, že některé mikroRNA byly detekované převážně  ve 

frakci odpovídající membránovým vezikulům (let-7a, cca 60%), zatímco většina druhů 

mikroRNA byla v plasmě nabohacena ve frakci odpovídající proteinovým komplexům. Aby 

autoři ověřili hypotézu, že proteinové komplexy jsou zodpovědné za stabilitu extracelulární 

mikroRNA, inkubovali frakciované vzorky plazmy s proteinázou K. Proteolytické štěpení 

ribonucleoproteinových  komplexů vedlo k degradaci plazmových mikroRNA. Tyto 

experimenty naznačují, že naprostá většina extracelulární mikroRNA v plazmě se vyskytuje 

ve formě komplexů s proteiny, jež mikroRNA stabilizují a ochraňují před degradací 

RNÁzami [45].  

Obdobných výsledků dosáhl i Turchinovich et al. , když podrobili vzorky plazmy a 

média z buněčných kultur ultrafiltraci přes nanomembrány s různou velikostí pórů. Autoři 

zjistili, že zatímco většina mikroRNA je detekovatelných po průchodu přes 300 kDa filtr (což 

vylučujě možnou vazbu mikroRNA v mikrovezikulech a jiných membránových strukturách), 

po průchodu 100 kDA filtrem bylo detekovatelných cca jen 10% plazmových mikroRNA, a 

přes 50 kDa filtr prošlo již pouze zanedbatelné množství. Tyto experimenty indikovaly, že 

mikroRNA v plazmě je pravděpodobně v proteinovém komplexu o velikosti mezi 300-50 kDa 

[9]. Jelikož v buněčné cytoplazmě se mikroRNA vyskytují v komplexu s proteiny Argonaute 

1-4 (MW cca 96 kDa), provedli nezávisle obě skupiny imunoprecipitaci Ago proteinů 

v krevní plasmě  a buněčném médiu a následně pomocí RT qPCR detekovali mikroRNA 

v precipitátu. V obojím případě plazmové mikroRNA precipitovaly s Ago proteiny, 

přednostně s Ago2 [9, 45].  Uvedené experimenty indikují, že většina extracelulárních 

mikroRNA v plazmě (a  zřejmě i ostatních tělesných mimobuněčných tekutinách) a médiu 

z buněčných kultur se vyskytuje ve formě komplexů s Ago2, efektorovým proteinem 

cytoplasmatického RISC komplexu,  který mikroRNA ochraňuje před degradací RNÁzami. 

 

3.2.2. Asociace s Nucleophosmin-1 

Dalším proteinem, který by mohl být v komplexu s extracelulárními mikroRNA, je 

nucleophosmin-1 (NPM1). Nucleophosmin-1 je multifunkční jaderný fosfoprotein, který 

neustále prochází z jádra do cytoplazmy a naopak [49]. V buňce funguje jako chaperon, který 

zabraňuje agregaci jaderných proteinů. Dále je mu přisuzována důležitá role v regulaci 

buněčného cyklu, neboť interaguje s cyklin E/CDK2 komplexem [50] a reguluje aktivitu p53 
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[51].  V závislosti na hladině exprese, buněčné lokalizaci a vazebných partnerech může mít 

NPM1 tumor supresorovou i onkogenní funkci. U některých typů leukemií (např. AML) 

slouží mutace v genu pro NPM1 jako predikční faktor [52].  

NPM1 se s velkou afinitou váže na jednovláknové nukleové kyseliny, s čímž 

pravděpodobně souvisí jeho regulační funkce při transportu preribozomálních komponent přes 

jadernou membránu [53]. Tato vlastnost NPM1 také naznačuje jeho možnou asociaci 

s extracelulárními mikroRNA. 

Wang et al. provedli sérii pokusů s buněčnými kulturami, konkrétně s liniemi A549 

(epiteliální nádor) a HepG2. Sledovali především změnu v produkci extracelulárních 

mikroRNA v reakci na stres – stresovým faktorem byla v tomto případě sérová deprivace 

(SD), buňky byly kultivované v čistém médiu. To zároveň usnadnilo detekci buněčných 

mikroRNA, neboť nedocházelo ke kontaminaci sérovými mikroRNA. Během 2 hodin po SD 

bylo pozorováno významné zvýšení hladiny mikroRNA v médiu zároveň s poklesem 

intracelulárních mikroRNA. Zajímavé je, že spolu s mikroRNA se zvýšila i hladina RNA-

vazebných proteinů v séru včetně NPM1. Experimentálně byla prokázána schopnost NPM1 

vázat mikroRNA a ochránit je před působením RNáz. Tyto výsledky, spolu s korelací 

distribuce mikroRNA a NPM1 vně a uvnitř buněk, podporují hypotézu možné asociace 

extracelulární mikroRNA s NPM1.  

 

3.2.3. Asociace mikroRNA s membránovými strukturami 

V roce 2007 byla detekována přítomnost mikroRNA v mikrovezikulech pocházejících 

z média z kultury buněk kostní dřeně (HMC-1) [43]. Následně byla přítomnost mikroRNA 

identifikována v dalších membránových strukturách včetně exozomů a apoptotických tělísek  

[44, 54-56]. Tyto nálezy daly vzniknout hypotéze předpokládající, že extracelulární 

mikroRNA jsou ochráněny před degradací sekvestrací do membránových vezikulů. Série 

experimentů za použití detergentů, diferenciální centrifugace a filtrace (viz kapitola 3.2.1.) 

prokázala mylnost této hypotézy.  

Mikrovezikuly jsou oddíly cytoplazmy ohraničené fosfolipidovou dvojvrstvou 

odvozenou z buněčné membrány, které jsou uvolňovány do mezibuněčného prostoru buňkami 

téměř všech typů a to jak za normálních, tak patologických stavů. Mikrovezikuly obsahují 

zejména lipidy a proteiny, v menší míře také nukleové kyseliny včetně  mRNA a mikroRNA.  

Obsah mikrovezikulů se může lišit s buněčným typem mateřské buňky, s konkrétním 

stimulem pro sekreci a povahou lokálního úseku membrány [57], nicméně většina 
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mikrovezikulů obsahuje stejný set konzervovaných proteinů (např. CD9 a CD63, sloužící jako 

exosomální marker [58]) MikroRNA se v mikrovezikulech nachází v komplexu s Ago2, jak 

bylo popsáno výše. Mikrovezikuly navíc obsahuji další komponenty RISC komplexu, 

především GW128 a lze proto usuzovat, že mikrovezikuly obsahují celý funkční komplex 

RISC. RISC komplex může zároveň hrát roli i při inkorporaci mikroRNA do vezikulů [46]. 

Některé práce indikují, že hromadění mikroRNA do mikrovezikulu je aktivní – vyžaduje 

energetický výdej buňky [59].  

Podle mechanizmu, kterým vznikají, můžeme mikrovezikuly rozdělit na exozomy a 

pučící vezikuly (viz Obr.4). Exozomy (30 – 100 nm) (Obr.4B) vznikají v původním raném 

endozomu, do kterého  invaginují  fragmenty cytoplazmy a vytváří tak multivezikulární 

tělísko, MVB [60]. MVB buď splývá s lysozomem a obsah podstoupí degradaci, nebo jsou 

exozomy vypuštěny mimo buňku při fúzi buněčné a MVB membrány [61]. Kosaka at al 

popsali, že mikroRNA obsažené v exosomech jsou uvolňovány pomocí ceramidové sekreční 

dráhy. Ceramidová dráha je regulována enzymem neutrální sfingomyelináza-2 (nSMase2), 

který zprostředkovává hydrolýzu sfingomyelinu na ceramid [62]. Inhibice nSMase2, vedle 

snížení počtu exozomů vedla i k snížení sekrece  mikroRNA, zatímco aktivace ceramidové 

dráhy zvýšenou expresi nSMase2 naopak zvýšila množství sekretované mikroRNA 

v exosomech [63].  

Pučící vezikuly (Obr.4A) jsou větší než exozomy (100nm – 1µm) a vznikají pučením 

buněčné membrány do vnějšího prostoru a následným zaškrcením [64]. Vzhledem k tomu, že 

malé pučící váčky a exozomy mají podobnou velikost a nedají se odseparovat většinou 

fyzikálních metod jako utracentrifugace, popisují publikace věnující se exosomálním 

mikroRNA ve skutečnosti smíšenou populaci exozomů a pučících vezikulů [65].  

Apoptická tělíska (1 - 5µm) (Obr.4D) jsou nepravidelné membránové váčky 

vznikající jako následek programované buněčné smrti - apoptózy. Obsahují cytoplasmu, 

zbytky buněčných organel, fragmentovanou DNA a RNA včetně mikroRNA [66]. Zernecke et 

al. ve své práci popsali zvýšenou hladinu miR-126 v apoptických váčcich umírajících 

endoteliálních buněk během arteriosklerózy, podání těchto apoptotických tělísek obsahujících 

miR-126 inhibovalo arteriosklerózu  skrze nepřímou aktivaci chemokinového receptoru  

CXCL12. [54].  
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Obrázek 4: Sekrece extracelulárních mikroRNA (Upraveno z [67] ) 

 

3.2.4. Asociace s lipoproteinovými částicemi 

 Malá frakce extracelulárních mikroRNA koprecipituje s buněčnými vysokodenzitními 

(HDL) a v menší míře i s nízkodenzitními (LDL) lipoproteiny [68]. Lipoproteinové částice 

jsou ohraničené jednou řadou fosfolipidů s apolipoproteiny (ApoA-I). MikroRNA se v nich 

zřejmě také nachází v asociaci s Ago2 proteiny. Je zajímavé, že ceramidová dráha, která 

pozitivně ovlivňuje sekreci mikroRNA do exozomů, zároveň potlačuje asociaci mikroRNA s 

HDL částicemi [47]. 

Lipoproteinové částice se vážou na recipientní buňky pomocí povrchového receptoru 

SR-BI , který zajišťuje selektivní vstřebávání cholesterylových esterů a jejich přenos do 

cytoplazmy. Tímto způsobem se obchází lysozomální transportní dráha, což by v případě 

přenosu mikroRNA mohlo zajistit její větší stabilitu [47]. Již v minulosti byly u zvířecích 

modelů využívány umělé HDL částice k systémové distribuci a specifickému přenosu siRNA 

[69], existuje tedy předpoklad, že by se stejný princip mohl fungovat i pro přenos mikroRNA. 

Wagner et al. měřili výskyt několika mikroRNA asociovaných s HDL částicemi ve 

vzorcích periferální krve pacientů s kardiovaskulárními onemocněními. miR-223 byla 

nejčastěji detekovanou mikroRNA, nicméně její HDL vázaná forma tvořila pouze 8% 
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celkového množství v krvi [68]. miR-223 se nachází ve zvýšené hladině u monocytů 

(makrofágů), a je tedy možné, že jsou to právě tyto buňky, které své mikroRNA do HDL 

částic secernují [47]. Nebyl však pozorován žádný signifikantní přenos mikroRNA 

z lipoproteinových částic do endoteliálních buněk, hladkých svalů, ani okolních krevních 

buněk [68]. 

 

3.3. Sekrece extracelulárních mikroRNA  

Velká část extracelulárních mikroRNA, které jsou vázané pouze na proteinové 

komplexy, se zřejmě do okolí uvolňuje pasivně v průběhu buněčné smrti, např. během zánětu 

a díky své stabilitě pak mohou být detekovatelné v extracelulárním prostoru [70]. V souladu 

s tímto tvrzením je pozorování, že zvýší-li se počet buněk nebo frekvence buněčné smrti 

v určité tkáni, je to doprovázeno zvýšením hladiny tkáňově specifických mikroRNA v krvi 

[71]. Práce Wang et al. však naznačuje, že by export mikroRNA-proteinových komplexů 

mohl být aktivní proces, protože po blokaci buněčného dýchacího řetězce (rotenonem) došlo 

k zastavení nárůstu hladiny mikroRNA v médiu. Naopak po omezení sekrece proteinů 

z Golgiho aparátu (pomocí BFA) a tvorby exozomů (blokáda iontových kanálů pomocí 

DMA) nebyla pozorována změna v sekreci mikroRNA-proteinových komplexů, což 

naznačuje, že mikroRNA asociované s proteinovými komplexy se z buněk uvolňují bez 

využití exozomální dráhy [72]. 

Druhou možností je sekrece mikroRNA prostřednictvím mikrovezikulů a 

apoptotických tělísek. Ačkoliv lze předpokládat, že  do mikrovezikulů jsou inkorporovány 

všechny druhy mikroRNA obsažené v cytoplasmě, existují důkazy selektivní sekrece 

specifických mikroRNA. Bylo zjištěno, že spektrum mikroRNA v mikrovezikulech nemusí 

vždy korelovat se skladbou mikroRNA v původních buňkách [72]. Hunter et al. popsali 36 

mikroRNA, jejichž hladina v mikrovezikulech byla dramaticky vyšší než v PBMC buňkách, 

ze kterých pocházely, a naopak jiné mikroRNA byly v daleko větší míře zastoupeny 

v buňkách a do vezikulů pronikaly minimálně [44]. Na druhou stranu je známo, že jednotlivé 

populace mikroRNA se mohou lišit svou stabilitou a rychlostí rozpadu, což může zkreslit 

výsledky těchto experimentů [73]  
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3.4. Mezibuněčná komunikace pomocí extracelulárních mikroRNA 

Existuje velké množství prací popisujících existenci extracelulárních mikroRNA. Tyto 

mikroRNA mohou být přítomné v mezibuněčném prostoru a tělních tekutinách pouze jako 

pasivní následek buněčné smrti. Na druhou stranu, vzhledem ke skutečnosti že si 

extracelulární mikroRNA zachovávají plně svojí funkčnost, lze předpokládat, že mohou hrát 

roli v přenosu informace mezi buňkami a regulovat genovou expresi v recipientních buňkách. 

Teorie mezibuněčné komunikace pomocí extracelulárních mikroRNA předpokládá 

přenos mimobuněčné mikroRNA do recipientních buněk. Takovýto přenos byl popsán u 

mikrovezikulů a exozomů, které se do cílových buněk dostávají internalizací endocytózou či 

fagocytózou, popř. přímou fúzí s buněčnou membránou (viz Obr. 4). V obou případech 

zřejmě hrají roli signální molekuly v membráně vezikulu a receptory na povrchu recipientní 

buňky, které zatím nebyly přesně identifikovány. Během endocytózy často dochází k rozpadu 

exozomů a degradaci jejich obsahu, hrozí tedy degradace přenášené mikroRNA, zatímco při 

přímé fúzi tento problém nenastává [74]. U extracelulárních mikroRNA vázaných ve 

volných proteinových komplexech doposud nebyl popsány mechanismus zpětné resorpce do 

dalších buněk, což však neznamená, že neexistuje.     

Kosaka et al. v r. 2010 provedli jednoduchý experiment, kdy v HEK293 buňkách 

uměle nadprodukovali z expresního vektoru miR-146. Následně odebrali médium z těchto 

buněk a po centrifugaci aplikovali na jiné recipientní buňky (COS-7), které naopak 

exprimovali luciferázový senzor pro miR-146.  Obě dvě linie neexprimují endogenní miR-

146. Společná kultivace recipientních buněk s mediem z buněk produkujících miR-146 vedla 

k výraznému snížení luciferázy reporterového vektoru. Tento experiment prokázal velice 

důležitou vlastnost extracelulárních mikroRNA a sice to, že jsou plně funkční a schopné 

samovolné inkorporace do příjemcovských buněk .[63] Následně řada dalších prací prokázala 

funkčnost a schopnost přenosu extracelulárních mikroRNA mezi buňkami in vitro. 

Extracelulární mikroRNA odvozené z nádorových buněk by také mohly hrát roli v 

šíření nádoru, pokud by pronikaly do okolních zdravých buněk, kde by se podílely na 

alternaci genové exprese a tím např.ovlivnili okolní mikroprostředí. Skog et al. identifikovali 

několik mikroRNA (mezi nimi např. miR-21), které jsou nabohacené  v mikrovezikulech 

odvozených z buněk primárního lidského glioblastomu. Glioblastomové mikrovezikuly 

obsažené v séru stimulovaly v myších angiogenezi proliferaci a endotelových buněk, nicméně 

není jasné, zda je tento efekt sprostředkován pouze extracelulárními mikroRNA [75]. 
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MikroRNA mohou regulovat genovou expresi díky vysoké míře konzervovanosti 

pravděpodobně i mezidruhově. miR-168, která pochází z rýže a je konzervovaná napříč 

taxony od rostlin po savce byla podaná potkanům v  rýžové dietě.  miR-168 přestoupila přes 

trávicí soustavu a byla následně detekovaná v krvi potkanů a v játrech byla schopna ovlivnit 

expresi receptoru (LDLRAP1 – low density lipoprotein receptor adapter protein 1) a tím i 

hladinu sérového LDL-cholesterolu. Tyto in vivo experimenty indikují, že stravou přijaté 

mikroRNA se mohou podílet na regulaci buněčných pochodů v recipientním organizmu [76]. 

Tuto možnost naznačuje i přítomnost mikroRNA v mateřském mléce [7].  

Jinou zajímavou a velice překvapivou funkcí extracelulárních mikroRNA je schopnost 

působit jako ligand membránových receptorů. Toll like receptory (TLR) imunitních buněk 

slouží jako obrana proti virům tím, že váží jednořetězcové virové RNA a způsobují zánětlivou 

odpověď. Fabbri et al. prokázali, že dvě tumor-specifické mikroRNA, miR-21 a miR-29b  

uvolňované buňkami plicního nádoru váží a aktivují Toll-like receptor 7 (TLR7 ) imunitních 

buněk.  Tato aktivace vedla ke vzniku zánětlivé reakce, která pak může dál podněcovat 

nádorové bujení. Inhibice miR-21 a miR-29b nebo TLR7 vedla ke snížení nádorového růstu 

[77]. Obdobný mechanismus byl prokázán i pro mikroRNA let-7, když aktivace TLR7 

receptoru pomocí let-7 injikované do mozkomíšního moku myši byla schopná způsobit 

neurodegeneraci [78]. 

Uvedené experimenty indikují že mikroRNA by mohly působit jako endokrinní 

hormony. Tomu ale neodpovídá skutečnost, že velice nízká koncentrace mikroRNA (~100fM) 

přítomná v krevním oběhu je pravděpodobně nedostatečná aktivovat funkci mikroRNA 

v buňkách, pro kterou je nezbytná přítomnost cca 100kopií [79].Na rozdíl od hormonů, jejichž 

signál je amplifikovaný pomocí jejich receptorů navíc mikroRNA a její cílové mRNA musí 

být v poměru 1:1 a nedochází tudíž k žádné amplifikaci. Z těchto důvodů se dá předpokládat, 

že extracelulární mikroRNA mohou působit spíše parakrynně v blízkém mezibuněčném 

kontaktu [80].  
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4. Deregulace mikroRNA u hematologických malignit 

V následující kapitole budou nejdříve stručně charakterizovány hematologické 

malignity. Následovat bude popis role mikroRNA ve vývoji nádorů a příklady deregulace 

mikroRNA v hematologických malignitách. 

 

4.1. Přehled hematologických malignit 

Hematologické malignity jsou nádorová proliferativní onemocnění krevních buněk které 

jsou zastaveny v různých stádiích vývoje. Mohou mít difuzní charakter v případě leukemií, 

nebo vytvářet pevné nádory – lymfomy a myelomy.  

Leukemie se projevují abnormálním zmnožením bílých krvinek v kostní dřeni, kde se 

hromadí, omezují normální hematopoézu a dále pronikají do krevního oběhu. Leukemie se 

dělí podle typu mateřské buňky na lymfoidní a myeloidní a dále podle průběhu na akutní a 

chronické. 

Akutní leukémie jsou odvozené od nezralých blastů, mají rychlý nástup a ačkoliv 

reagují na chemoterapii, jsou často fatální. Patří mezi ně akutní myeloidní leukemie (AML), 

která postihuje především starší dospělou populaci, a akutní lymfatická leukemie (ALL), což 

je nejběžnější leukemické onemocnění u dětí do 5 let věku.   

Chronické leukemie vznikají z vyspělejších leukocytů, pomalu se projevují a často 

umožňují dlouhé přežívání pacienta. Chronická lymfoidní leukemie (CLL) je nejběžnější 

leukemické onemocnění dospělých na západní polokouli (tvoří asi 25% všech leukemií). 

Nádorové buňky mohou vznikat z naivních, nebo aktivovaných B-lymfocytů, které produkují 

mutovaný imunoglobulin IgVH [81]. Chronická myeloidní leukemie (CML) postihuje 

především mladší dospělou populaci a tvoří 15-20% všech leukemií.  

Lymfomy jsou maligní neoplázie primárně vznikající v lymfatických tkáních a 

orgánech, kde tvoří solidní nádory. Vznikají z různých vývojových stádií lymfocytů, 

nejčastěji z lymfocytů germinálního centra, ve kterých probíhají rozsáhlé přestavby genů pro 

imunoglobuliny během germinální reakce. Lymfomy tvoří velice heterogenní skupinu 

onemocnění a jsou základně klasifikovány jako Hodkinovy a non-Hodgkinovy lymfomy, 

které se dále dělí podle střední doby přežívání na vysoce agresivní (týdny), agresivní (měsíce) 

a málo agresivní (roky).  

Hodgkinův lymfom (HL) je častým typem lymfomu (asi 10% všech 

lymfoproliferativních malignit), který vzniká z  buněk germinálního centra. Může být buď 
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klasický HL, nebo (asi v 5%) nodulární HL s převahou lymfocytů (NLPHL). V současnosti už 

je dobře léčitelný, terapie dosahuje účinnosti přes 80%. 

Burkittův lymfom (BL) je nejagresivnějším non-Hodgkinovým nádorem s častou 

extranodální manifestací, který může vytvářet endemický (více u dětí), nebo sporadický typ 

nádoru. Může také vznikat u imunodeficientních pacientů. 

Difuzní velkobuněčný B lymfom (DLBCL) je jeden z nejběžnějších lymfomů u 

dospělých (představuje cca 14% všech lymfoproliferativních malignit), patří do kategorie 

agresivních lymfomů a vyznačuje se velkou morfologickou, fenotypovou a molekulární 

heterogenitou. Efektivita léčby DLBCL je nízká, cca 50%.  

DLBCL může vznikat také intracerebrálně, jako tzv. primární lymfom centrálního 

nervového systému (PCNSL). Agresivitu popsaných systémových lymfomů výrazně zvyšuje 

depozice - infiltrace nebo relaps lymfomu do CNS (tzv sekundární CNS lymfom). Primární i 

sekundární CNS lymfomy mají velmi špatnou prognózu. 

Mezi méně agresivní lymfomy patří např. folikulární lymfom, lymfom marginální 

zóny a lymfom plášťových buněk [82]. 

 

4.2. Role mikroRNA při vývoji nádorů 

Každá buňka má svůj specifický profil genové exprese a také typické spektrum 

exprese mikroRNA. V nádorových buňkách je exprese některých genů potlačena nebo 

zesílena, což platí i pro geny kódující mikroRNA, a stejně jako u protein kódujících genů, i 

mezi mikroRNA geny lze najít onkogeny (tzv. onkomiry) či onkosupresory. Celogenomové 

analýzy mikroRNA exprese prokázaly, že téměř každý typ nádoru má specifický profil 

deregulovaných mikroRNA [83]. 

V roce 2002 byla poprvé popsána deregulace mikroRNA genů u pacientů s chronickou 

lymfoidní leukémií. V nádorových buňkách byly detekovány snížené hladiny miR-15 a miR-

16 a ukázalo se, že tyto mikroRNA mají funkci tumor-supresorů, protože svou aktivitou 

inhibují translaci onkogenu BCL2, který kóduje protein důležitý pro přežívání buňky [84]. 

Naopak jako příklad onkomiru můžeme uvést miR-21, která je nadprodukována ve většině 

nádorů včetně lymfomů a leukemických buněk a může podporovat růst nádoru a jeho 

přežívání in vivo [85].  

Působení mikroRNA v nádorových buňkách je často velmi komplikované. Jedna 

mikroRNA totiž může inhibovat expresi stovek odlišných mRNA, je zapojena v mnoha, často 

nezávislých buněčných procesech a mezi cílové mRNA jedné mikroRNA tak mohou patřit 
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zároveň onkogeny i onkosupresory. Na jedné mRNA se také nachází vazebná místa pro 

množství různých mikroRNA a výsledná změna exprese určitého genu je proto součtem 

působení více mikroRNA najednou [86]. V neposlední řadě je celý efekt dané mikroRNA 

podmíněn typem tkáně, ve které je exprimována – např. miR-29 má tumor-supresorový efekt 

v buňkách plicních nádorů, zatímco při vývoji nádoru prsu působí prokazatelně jako onkogen 

[87, 88]. 

Deregulace genů pro mikroRNA úzce souvisí s deregulací genů kódujících 

transkripční faktory (TF). Onkologicky významné TF mohou modulovat expresi konkrétních 

mikroRNA a využívat tak jejich funkčního mechanizmu. Jako příklad můžeme uvést onkogen 

MYC, který transkripčně aktivuje onkogenní cluster miR-17-92 (oncomiR 1). MikroRNA 

vznikající transkripcí miR-17-92 mají schopnost potlačovat expresi řady tumor-supresorových 

genů a regulátorů buněčného cyklu a tím stimulovat proliferaci a přežívání nádorové buňky 

[89]. Kromě toho MYC potlačuje transkripci mnoha tumor-supresorových mikroRNA, včetně 

mikroRNA z rodiny let-7 [90], které inhibují onkogen RAS [91]. 

Překvapivé množství mikroRNA genů je kontrolováno produkty svých cílových 

mRNA. Například miR-17-92 klastr inhibuje myeloidní pro-diferenciační transkripční faktor 

EGR2 („Early growth response 2“, Krox20) v proliferujících myeloidních progenitorech a 

nádorových buňkách. EGR2 naopak transkripčně reprimuje miR-17-92 v diferencujících 

makrofázích. Vzniká tak dvojitě negativní vazba, která je charakteristická pro tzv. bistabilní 

stavy, jako je diferenciace, kdy je buňka exkluzivně buď ve stavu diferencovaném nebo ve 

stadiu proliferujících progenitorů [92].  

 

4.3. MikroRNA u hematologických malignit 

Jako první byly u chronickoé lymfatické leukemie popsány deregulace miR-15 a miR-

16, jejichž geny jsou v 50% případů deletovány a u 60% zbylých případů jsou tyto geny 

alespoň down-regulovány [93]. miR-155 je naopak v buňkách CLL nadexprimovaná, což 

zřejmě souvisí s deregulací transkripčního faktoru MYB [94].  

U širokého spektra hematologických malignit, včetně Hodgkinových i non-

Hodgkinových lymfomů[95], chronické lymfoidní leukémie [96], DLBCL [97] aj. byla 

detekována zvýšená exprese miR-21. Medina et al. připravili za pomoci Tet-Off a Cre-

rekombináz myší model s kondicionálně zapínatelným genem pro miR-21, jehož aktivace 

vedla ke spontánnímu vzniku maligních prekurzorů B-lymfocytů. Zajímavé je, že deaktivace 
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miR-21 pomocí doxycyklinu indukovala v nádorových buňkách apoptózu a do jednoho týdne 

došlo ke kompletnímu vymizení nádoru [85]. 

V B-cell lymfomech miR-21 inhibuje expresi tumor supresorových genů ANP32A 

(acidic nuclearphosphoprotein 32 family, member A) a SMARCA4, které se oba účastní 

remodelace chromatinu. Po vyřazení genu ANP32A byl v  buňkách nádoru prostaty (LNCaP) 

navozen stav připomínající nadprodukci miR-21, a buňky mnohem lépe přežívaly. Dalším 

cílem miR-21 je např. protein TGFB1 (transforming growth factor β1) a množství dalších 

proteinů, které se účastní apoptických a tumor-supresorových drah [98]. 

U Burkittova lymfomu (BL) byla zjištěna snížená exprese miR-155, což má za 

následek zvýšení hladiny cílového proteinu miR-155 AICDA (activation-induced cytidine 

deaminase gene). AICDA je klíčovým regulátorem somatické hypermutace v terminálních 

centrech [99]. 

Difuzní velkobuněčný B lymfom (DLBCL) je z hlediska exprese mikroRNA asi 

nejlépe popsaným hematologickým nádorovým onemocněním. V buňkách DLBCL byly 

detekovány zvýšené hladiny mikroRNA z clusteru miR-17-92. miR-17-92 kóduje šest 

různými mikroRNA (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b a miR-92), které jsou 

nadměrně exprimované v mnoha hematologických malignitách. Tyto mikroRNA negativně 

regulují významné regulátory buněčného cyklu a nádorové supresory, jako inhibitor cyclin-

dependentních kináz CDKN1A (p21CIP1) , retinoblastoma-like 2 protein (p130, Rbl2), nebo 

transforming growth factor β1 (TGF β 1), čímž stimulují proliferaci buněk. miR-17-92 

zároveň potlačuje  apoptózu, což usnadňuje přežívání nádorových buněk. Represe apoptózy je 

způsobena tím, že miR-17-92 přes protein PTEN aktivuje signalizační dráhu PI3K 

(phosphoinositide 3 kinase)/AKT  [89] a zároveň potlačuje expresi proapoptického proteinu 

BIM (BCL2 interacting mediator of cell death) [100]. miR-17-92 je nadprodukován u většiny 

ostatních typů lymfomů a leukémií. Uměle navozená exprese miR-17-92  v transgenních 

myších vedla se 100% penetrací k myeloproliferaci nebo vývoji lymfomů.  

Dále lze u DLBCL detekovat snížené hladiny miR-143 a miR-145, stejně jako u BL 

nebo CCL [101]. V poslední době bylo také identifikováno několik dalších mikroRNA, 

jejichž deregulace se pojí se špatnou prognózou DLBCL, jako např. vysoké hladiny miR-

200c[102], nebo snížené hladiny miR-129-5p [103].  

Na rozdíl od BL vykazují buňky DLBCL zvýšenou hladinu miR-155 , což vede k nižší 

aktivitě růst inhibujících faktorů (TGFβ-1, BMP2/4)[104]. Několik studií (in vitro a in vivo) 

dále prokázalo, že miR-155 přímo reguluje fosfatázu SHIP1 (Src homology 2 domain-
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containing inositol-5-phosphatase 1), jejíž snížená hladina v CLL a DLBCL indukuje TNFα-

dependentní buněčnou proliferaci. Různá hladina SHIP1 od sebe také odlišuje dva subtypy 

DLBCL (nádorové buňky odvozené buď z aktivovaných B-buněk (ABC), nebo buněk 

germinálních center (GCB)) [105].V nedávné době byl ke studiu funkce miR-155 využit myší 

model s podmíněně indukovatelnu expresí miR-155 v lymfoidních tkáních (pod kontrolou 

enhanceru genu pro těžký řetězec imunoglobulinu (Eµ)). Takto regulovaná miR-155 vedla 

k vysoké proliferaci nezralých B-lymfocytů a následně ke vzniku difuzního lymfomu. 

Zajímavé ale je, že po deaktivaci genu pro miR-155 byl pozorován ústup onemocnění a stejně 

jako u pokusu s miR-21 u CLL došlo k úplnému vymizení symptomů [106]. V tomto případě 

byla miR-155 nadexprimovaná v pozdních pro B-lymfocytech, což vedlo k vysoké proliferaci 

nezralých B-lymfocytů a následně ke vzniku širokého spektra lymfoidních malignit, 

připomínajících pokročilá stádia. Tento stav byl zřejmě podmíněn miR-155-zprostředkovanou 

inhibicí fosfatázy SHIP1 a transkripčního faktoru CEBPB (CCAAT enhancer-binding protein 

beta), jež jsou oba významnými regulátory signalizační kaskády interleukinu-6 (IL6) .  
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5. Extracelulární mikroRNA u hematologických malignit 

Jak je popsáno v předešlé kapitole, hematologické malignity jsou často asociované se 

změněnou expresí mikroRNA [107]. Současně s objevem extracelulárních mikroRNA 

vyvstala otázka, zda je deregulace v mikroRNA nádorech doprovázena také změněnými 

hladinami specifických mikroRNA v tělních tekutinách jako je např. plazma a sérum a zda by 

takové mikroRNA bylo možné využít pro diagnózu nádorů.  

Hematologické malignity mají úzký kontakt s krví a dalšími tělními tekutinami, takže 

lze předpokládat, že zastoupení extracelulárních mikroRNA bude dobře korelovat 

s probíhajícími patologickými procesy v nich. Přesto bylo v tomto směru provedeno zatím jen 

několik pionýrských studií. 

První tumor-specifické extracelulární mikroRNA byly identifikovány v séru pacientů s 

DLBCL v r. 2008. Lawrie et al. zjistili že hladiny tří mikroRNA dříve popsaných jako 

deregulovaných v lymfomech (miR-155, miR-210 a miR-21) jsou charakteristicky zvýšeny v 

séru pacientů v porovnáním se zdravými kontrolami. Dále popsali zvýšení hladiny miR-21 u 

pacientů s delší dobou přežívání a upozornili na možné využití extracelulárních mikroRNA 

při diagnostice a prognostice onemocnění [3]. V obdobné studii mikroRNA byly popsány 

miR-15a, miR-16-1, miR-29c, miR-34a a miR-155 (všechny známé nádorově asociované 

mikroRNA) jako časné detekční markery DLBCL, přičemž pouze miR-155 bylo společná pro 

obě tyto studie. Hladina tumor-supresorové miR-34a byla naopak oproti kontrolám snížena. 

[108].   

V jiné studii bylo hodnoceno relativní zastoupení mikroRNA v plazmě pacientů 

s AML a byla detekována výrazně snížená hladina miR-92a oproti zdravým kontrolám.  Na 

základě těchto výsledků označili autoři miR-92a jako slibný marker pro diagnózu a sledování 

pacientů po chemoterapii [109]. V letošním roce se objevily další dvě studie, zabývající se 

extracelulárními mikroRNA u AML. Zhi et al. využili hlubokého Solexa sekvenování 

k analýze celého miRnomu (tento termín je obdobou geonomu) ve vzorcích séra 140 nově 

diagnostikovaných pacientů s AML a identifikovali deregulaci hodnot šesti extracelulárních 

mikroRNA (miR-10a-5p, miR-93-5p, miR-129-5p, miR-155-5p, miR-181b-5p a miR-320d), 

přičemž u miR-181-5p popsali dobrou korelaci s celkovou dobou přežívání pacientů [110]. 

Druhá studie pracovala s miRNA mikroereji a qRT-PCR a ve vzorcích plazmy pacientů 

s AML zaznamenala výrazný pokles hodnot let-7d, miR-150, miR-339 a miR-342 a zároveň 

zvýšené hladiny let-7b a miR-523 oproti hodnotám zdravých kontrol. Jako diagnosticky 

nejpřesnější se jevila kombinace měření  miR-150 a miR-342, které mají zřejmě i 
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prognostický význam, protože pacienti v kompletní remisi vykazovali opětovné zvýšení 

hladin těchto mikroRNA [111]. 

Moussay et al. detailně charakterizovali spektrum extracelulárních mikroRNA 

v plazmě pacientů s CLL. 14 mikroRNA vykazovalo odlišnou expresi mezi vzorky CLL a 

zdravými kontrolami a mezi nimi se miR-222, miR- 29a a miR-129 ukázaly jako vhodné 

markery schopné odlišit pacienty od kontrol. Podle hladin extracelulárních mikroRNA navíc 

bylo možné od sebe odlišit různé hematologické malignity (CLL, MM, HCL). Mussay et al. 

dále porovnali výskyt deregulovaných hladin mikroRNA s přítomností mutace genu pro 

protein ZAP70, což je risk určující faktor u CLL, a detekovali šest plazmatických mikroRNA 

(miR-29a, miR-483-5p, miR-195,miR-185, miR-135a a miR-15a), jejichž hodnoty se výrazně 

lišili mezi  ZAP70+ a ZAP70- skupinami. 

Ohyashiki  et al. měřili hodnoty miR-92a ve vzorcích plazmy pacientů s non-

Hodgkinovými lymfomy (DLBCL, folikulární lymfom) v porovnání se zdravými kontrolami, 

přičemž u pacientských vzorků byl prokázán významně nižší výskyt miR-92a (P<.0001). 

Hladiny miR-92 se téměř normalizovaly během kompletní remise onemocnění, ale opět 

poklesly během relapsu [112]. Obdobné změny hladin mimobuněčné miR-92a byly stejnou 

skupinou popsány i u mnohočetného myelomu [113].Zajímavé je, že intracelulárně je 

v nádorových buňkách  miR-92a přepisována a nadprodukována  společně s ostatními 

mikroRNA z  miR-17-92 klastru. Druhotná represe exprese miR-92a může být způsobena 

různými post-transkripčními úpravami, např. vazbou na nějaký RNA vazebný protein, nebo 

během processingu enzymem Drosha [114].  Ačkoliv je nutné tento fenomén dále podrobit 

experimentálním studiím, mohl by tento fakt naznačovat, že nádorové buňky cíleně zamezují 

expresi, nebo exportu miR-92a.  

Velmi zajímavým, je objev tumor-specifických mikroRNA v mozkomíšním moku 

(CSF) pacientů s PCNSL. Baraniskin et al. detekovali v CSF pacientů s PCNSL vysokou 

hladinu miR-21, miR-19b a miR-92a, které již předtím vykazovaly aberantní expresi ve 

vzorku nádorové tkáně. Pomocí hodnot extracelulárních miR-21, miR-19b a miR-92a 

v mozkomíšním moku je možné s vysokou specificitou odlišit vzorky CSF pacientů s PCNSL 

od pacientů s jinými neurologickými onemocněními [115]. miR-21 je jedním z klíčových 

onkogenů při vzniku B-buněčných lymfomů (popsáno in vivo) a jak už bylo zmíněno, zvýšená 

hladina plazmatické miR-21 je asociována se zhoršenou prognózou u pacientů s DLBCL [85]. 

V navazující studii stejná skupina prokázala, že hladina uvedných  mikroRNA se snížila 

během terapie vybraných PCNSL pacientů  [116].  
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Zajímavý je objev, že i některé viry kóduji mikroRNA, kterou lze považovat za 

mikroRNA mimobuněčného původu. Virové mikroRNA maji sekvence podobné jako savčí 

mikroRNA a jsou schopné inhibovat expresi vnitrobuněčných mRNA. Vir pro EBV virózu 

(Epstein-Barr virus) např. kóduje nejméně 44 maturovaných mikroRNA a bylo prokázáno, že 

tyto virové mikroRNA jsou nezbytné pro tvorbu EBV iniciovaných lymfomů 

(BL,HD,DLBCL)  [117]. 
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6. Využití extracelulární mikroRNA při diagnóze a léčbě 

Mezi hematologické malignity paří řada agresivních onemocnění s rychlým postupem 

a účinnost léčby tak závisí především na včasné diagnostice. Nedílnou součástí diagnostické 

analýzy u solidních nádorů je však odběr vzorku postižené tkáně pomocí biopsie, což je často 

velmi invazivní procedura. Ideální screeningová metoda by my měla využívat takový 

biomarker, který je přístupný neinvazivní cestou, vykazuje vysokou senzitivitu a specificitu 

k danému typu malignity a zároveň je přítomen pouze ve velmi nízkých koncentracích při 

normálním stavu.  

Extracelulární mikroRNA splňují většinu těchto požadavků – jsou detekovatelné 

v tělních tekutinách, ve kterých se nachází ve stabilní formě, jsou tvořené krátkou specifickou 

sekvencí a podle expresních profilů specifických  extracelulárních mikroRNA lze odlišit 

jednotlivá stádia rozvoje nádorového onemocnění, včetně těch velmi raných [118].  

Kromě diagnostického významu mohou mít extracelulární mikroRNA také využití 

v predikci dalšího vývoje onemocnění.  V r. 2011 byla dokončena rozsáhlá studie, ve které 

byly hodnoceny vzorky plazmy průběžně odebírané pacientům během 12 – 28 měsíců před 

detekcí plicního nádoru. Výsledné hodnoty extracelulárních mikroRNA odhalily 21 

specifických miroRNA, jejichž pozměněná exprese předcházela vzniku onemocnění, což 

indikuje možnou využitelnost těchto mikroRNA pro preventivní diagnostiku u ohrožených 

pacientů [119].  

Extracelulární mikroRNA by mohly rovněž být využitelné pro predikci reakce na 

terapii. Mnohé klinické studie již prokázaly korelaci mezi expresí specifických mikroRNA ve 

tkáních a senzitivitou nádorových buněk k radioterapii či chemoterapii [120, 121]. Zhang et 

al. detekovali zvýšenou hladinu miR-21 v séru pacientů s nádorem prostaty, přičemž popsali 

rozdíl mezi hodnotami miR-21 u pacientů rezistentních vůči terapii (Docetaxel) a pacientů 

s chemosenzitivními nádory [122]. Stejné výsledky prokázala v letošním roce skupina, která 

vyšetřovala hodnoty miR-21 u pacientů s nádory slinivky, kde popsali vyšší hladiny miR-21 u 

pacientů s rychlejším vývojem onemocnění a menší senzitivitou k léčbě (Gemcitabin) [123].  

S vývojem nových diagnostických metod se klasifikace nádorových onemocnění stále 

více diverzifikuje a to umožňuje do značné míry přizpůsobit terapii každému jednotlivému 

pacientovi. Je tedy neustálý tlak na vývoj nových terapeutických postupů, k čemuž by mohlo 

významně přispět využití extracelulárních mikroRNA. 

Ukazuje se, že léčba pomocí mikroRNA by mohla probíhat na principu systémové 

aplikace nádorově supresrových mikroRNA, nebo inhibitorů onkogenníchmikroRNA (což 
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jsou modifikované k mikroRNA komplementární oligonukleotidy. Stále však není jasné, 

jakou metodu použít pro dopravu konkrétní mikroRNA, jelikož samotné syntetické 

mikroRNA jsou v tělních tekutinách velmi nestabilní a rychle degradují [45]. Tang et al. 

provedli sérii pokusů na myších s plicním nádorem, kterým systémově podávali onko-

supresorové mikroRNA miR-34a a let-7. Obě tyto mikroRNA jsou v buňkách plicního nádoru 

snížené. Jako přenašeč byla použita neutrální lipidická emulze. Po systémovém podání miR-

34a byla pozorována 60% redukce nádorové oblasti oproti kontrolním myším a podobné 

výsledky měla i aplikace let-7.  

Další skupina demonstrovala terapeutický efekt tumor-supresorových mikroRNA 

miR-34a a miR-143/145 na myších modelech, kterým byly subkutánně injekované buňky 

lidského pankreatického nádoru (linie MiaPaCa-2). K přenosu mikroRNA byly vytvořeny 

lipidické nanovektory a ty byly aplikovány do ocasní žíly. Po aplikaci obou mikroRNA byla 

pozorována inhibice růstu nádoru, doprovázená zvýšenou apoptózou a sníženou proliferací. 

V nádorové tkáni byl navíc detekován úbytek proteinů, jejichž expresi miR-34a a miR-

143/145 regulují (SIRT1, CD44 a aldehyd dehydrogenáza pro miR34a; proteiny KRAS2 a 

RREB1 pro miR-143/145) [124].  

Myší modely v předchozích studiích nevykazovaly žádné nepříznivé vedlejší účinky 

po aplikaci mikroRNA. Tyto studie tak představují první stupně při vývoji nové terapeutické 

metody, která – pokud úspěšná – by mohla být aplikována i při léčbě hematologických 

malignit. 
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7. Závěr 

Během poslední dekády byla popsána nová třída malých nekódujících RNA – 

mikroRNA, které negativně regulují genovou expresi (inhibicí stability nebo translace 

mRNA) a společně s transkripčními faktory vytváří komplexní genově regulační síť. 

V nádorových buňkách, a tedy i u hematologických malignit, jsou mikroRNA často 

deregulované a podílí se tak na probíhajících patologických procesech. 

Nádorově specifické mikroRNA je možné detekovat extracelulárně v tělních 

tekutinách, např. v plazmě, séru, nebo mozkomíšním moku. Jejich překvapující stabilita je 

zajišťována různými mechanizmy. Většina extracelulárních mikroRNA je asociována 

s proteinem, který ji chrání před degradací RNázami, pravděpodobně se jedná hlavně o 

proteiny z rodiny Argonaute (především Ago-2). Minoritní populaci extracelulárních 

mikroRNA tvoří mikroRNA nahromaděné v mikrovezikulech. Podle posledních studií 

(převážně in vitro) mohou extracelulární mikroRNA pronikat do okolních buněk a potlačovat 

v nich expresi svých cílových mRNA, nebo se mohou vázat na buněčné receptory, jak bylo 

ukázáno na TLR receptorech imunitních buněk. Vzhledem ke změněným hladinám 

nádorových mikroRNA by tedy extracelulární mikroRNA mohly hrát důležitou roli v 

komunikaci nádorových buněk s okolními tkáněmi a tím ovlivňovat vývoj onemocnění 

popřípadě napomáhat metastázi. Na základě abnormálních hladin extracelulárních mikroRNA 

lze s poměrně velkou specificitou a senzitivitou diagnostikovat typ nádoru, jeho stádium a 

popř. předpovědět jeho další vývoj. Extracelulární mikroRNA se tedy ukazují jako vhodné 

biomarkery, nicméně aby bylo možné je využít v klinické praxi, je potřeba nejprve detailně 

popsat chování jednotlivých populací mikroRNA u konkrétních nádorů. Je paradoxní, že 

hematologickým malignitám, jejichž stav se velmi dobře odráží v profilu mikroRNA v tělních 

tekutinách, se zatím věnovalo pouze několik studií, které jsou zde stručně popsány. Také se 

objevily první experimentální studie zabývající se možnou aplikací mikroRNA nebo jejich 

inhibitorů v protinádorové terapii a ačkoliv mají mikroRNA v tomto směru pravděpodobně 

velký potenciál, zatím nebyl nalezen spolehlivý způsob, jak syntetické mikroRNA nebo jejich 

inhibitory dopravit k postižené tkáni. Největší výzvou proto zůstává zmapovat chování tumor-

specifických extracelulárních mikroRNA a popsat jejich deregulace u různých typů malignit.  

Praktická část mojí diplomové práce, na které budu v budoucnosti pracovat, bude 

zaměřena na mechanismus přenosu mikroRNA mezi tkáněmi in vivo a možném 

diagnostickém využití specifických mikroRNA v mozkomíšním moku a séru pacientů 

s lymfomy s postižením centrální nervové soustavy.  
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