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Proč se zabývat výzkumem mikroRNA?

Nature Biotechnology 21, 1441 - 1446 (2003) 

10.10.2010 PubMed - „MicroRNA AND Cancer“ – 3157 odkazů

„MicroRNA“ – 8921 odkazů



Proč se zabývat výzkumem mikroRNA?



Proč se zabývat výzkumem mikroRNA?

Craig Mello na slavnostním banketu po udílení Nobelových cen za rok 2006.



Biogeneze a funkce mikroRNA

1. Transkripce miRNA genu

2. pri-miRNA jsou 

zpracovány pomocí 

RNáz Drosha a Pasha

3. pre-miRNA exportovány 

pomocí Exportinu 5 do 

cytoplazmy

4. Zpracovaní pomocí 

RNázy Dicer



5. Aktivní vlákno je inkorporováno do 

komplexu RISC

6. Represe translace nebo degradace 

mRNA v závislosti na míře 

komplementarity

Biogeneze a funkce mikroRNA

microRNA: licensed to kill messenger

He and Hannon, Nature Reviews Genetics, 2004



Základní fakta o mikroRNA

miRNA poprvé popsal Ambros a kol. (1993) u C. elegans (lin-4)

Přibližně 3% predikovaných lidských genů jsou geny pro miRNA

miRNA mají potenciál regulovat asi 1/3 kódujících genů

Některé miRNA jsou kódovány více než jedním genem

Geny kódující miRNA jsou často klastrovány (klastr miR-17)

Geny miRNA jsou lokalizovány v mezigenových oblastech,

v intronových oblastech nebo antisense řetězcích znamých genů



Jaký je rozdíl mezi miRNA a siRNA?

• Funkce obou je regulace exprese

• siRNA je původem dsRNA

• siRNA souvisí s cizorodou RNA 

(obvykle virovou) a je 100% 
komplementární 

• miRNA je původně endogenní ssRNA, 
která formuje vlásenkové dsRNA 
struktury

• miRNA reguluje post-transkripční 

genovou expresi

He and Hannon, Nature Reviews Genetics, 2004



Význam mikroRNA v nádorové biologii

Přibližně 50% miRNA 

genů se nachází na 

fragilních částech 

chromosomů, jejichž 

ztráta nebo amplifikace 

je často detekována u 

nádorových 

onemocnění.

Calin et al., PNAS, 2004

Např. miR-15a a miR-16a jsou 

lokalizované v oblasti 13q14, 

často deletované u CLL



Význam mikroRNA v nádorové biologii

Rozdílné expresní profily mezi nádorovou a nenádorovou tkání

Volinia et al., PNAS, 2006

Shluková analýza 540 vzorků šesti druhů 

solidních nádorů a příslušných nenádorových tkání.
Žlutá znamená zvýšenou 

expresi oproti kontrolnímu

(nenádorovému) vzorku



Význam mikroRNA v nádorové biologii

Slabý et al, Cas Lek Ces.,2008



Význam mikroRNA v nádorové biologii
 
Tabulka 1: Přehled nejstudovanějších miRNA s onkogenní nebo nádorově supresorovou funkcí 

      

miRNA Lokalizace OG/TS 
Potvrzené cílové 

molekuly 
Nádorové onemocnění Reference 

miR-15a 
miR-16-1 

13q14 TS BCL2 
↓ CLL, mnohočetný myelom, lymfom 

z buněk pláště, karcinom prostaty 
9, 23, 24  

ERK5 miR-143 
miR-145 

5q32-33 TS 
? 

↓ kolorektální a mamární karcinom  10–14 

rodina let-7 různé TS RAS ↓ karcinom plic 15, 16  

miR-34a 1p36.23 TS E2F3 ↓ neuroblastom  21 

miR-21 17q23.2 OG nepřímo BCL2 
↑ glioblastom, mamární a  

kolorektální karcinom 
 10-14, 22 

skupina  miR-17-92 13q31-32 OG E2F1, PTEN, TGFBR2 
↑ difúzní velkobuněčný B-lymfom, 

karcinom plic 
9, 37  

BIC/miR-155 21q21 OG AT1R 
↑ Burkittův, Hodgkinův a 

difúzní velkobuněčný B-lymfom 
25-27 

miR-372 
miR-373 

? OG LATS2 
↑ testikulární nádory  

z germinálních buněk 
22 

miR-221 
miR-146b 

? OG ? ↑ papilární karcinom štítné žlázy 18 

      

↑↓ - zvýšená resp. snížená hladina dané miRNA v nádorové tkáni oproti příslušné nenádorové tkáni či buňkám 

OG - onkogen, TS - tumor supresorový gen, CLL - chronická lymfocytární leukémie  

ERK5 - extracelulárním signálem regulovaná kináza 5, PTEN - fosfatázový a tenzinový homolog  

TGBFR2 - receptor typ 2 pro transformující růstový faktor, AT1R - receptor typ 1 pro angiotenzin II  

LATS2 - large tumor supressor homolog 2 (inhibitor cyklin dependentní kinázy 2)  

 

Slabý et al., Časopis lékařů českých, 2008



Význam mikroRNA v nádorové biologii

Rozšíření Vogelsteinova modelu kancerogeneze CRC

Slaby, Svoboda, et al, Molecular Cancer, 2009



Význam mikroRNA v nádorové biologii

Malý pomocníci ve službách strážce 

genomu - rodina mikroRNA-34 a p53

Pomocí exprese miR-34 (a-c) lze rozlišit 

wt a p53 deficientní buněčné linie

Zvýšená exprese miR-34 (a-c) je spojena

se zástavou buněčného cyklu

miR-34-a až c jsou pod přímou 

transkripční kontrolou p53

Le H, Nature, 2007



Význam mikroRNA v nádorové biologii - FFPE

MikroRNA nepodléhají degradačním procesům při fixaci formalinem 

a archivaci v parafinových bločcích tak významně jako mRNA

 ZPŘÍSTUPNĚNÍ BOHATÝCH ARCHIVŮ NA PATOLOGIÍCH

K RETROSPEKTIVNÍCH STUDIÍM !!!

versus

mikroRNA z FFPE mRNA z FFPE

Yaguang Xi, RNA, 2007, 13:1–7



Význam mikroRNA v nádorové biologii –

cirkulující mikroRNA!!!

Gilad et al.,  2008 



Význam mikroRNA v nádorové biologii – mikroRNA SNP -

nový směr molekulární epidemilogie nádorových onemocnění!!!

Slaby et al., 2010 

1. SNP v biogenezi miRNA

2. SNP v pri-,pre- a miRNA sekvenci

3. SNP ve vazebných místech miRNA
G/A ITGB4 (miR-34a) Brendle et al, Carcinogenesis 2009



mikroRNA: potenciální využití v terapii nádorových onemocnění

Slaby et al, 2010





MikroRNA: markery časného záchytu kolorektálního karcinomu

Ng et al, GUT, 2009
mikroRNA vykazují vysokou míru stability v krevním séru 

a jsou proto vhodnými kandidáty pro diagnostické markery



83% senzitivita, 85% specifita

Huang et al, IJC, 2010

MikroRNA: markery časného záchytu kolorektálního karcinomu



Mitchell, PNAS, 2008

miR-141 jako diagnostický marker karcinomu prostaty

Vysoká míra korelace s PSA!



Michael et al., Molecular Cancer Research, 2003

Cummins et al., PNAS, 2006

Stanovení profilů miRNA metodou miRAGE

Srovnaní profilů miRNA metodou Real-Time PCR

Bandres et al., Molecular Cancer, 2006

Srovnání expresních profilů mikroRNA v CRC 

a nenádorové střevní tkáni



miR-21: diagnostický marker kolorektálního karcinomu

Slaby et al, Oncology, 

Published online: January 15, 2008 

Schetter et al, JAMA, January 30, 2008



miR-21: prognostický a prediktivní marker kolorektálního karcinomu

Schetter et al, JAMA, 2008Schetter et al, JAMA, 2008

Long-rank p=0,0015

n=22

n=20

Slaby et al.. 2010

Effect of miR-21 levels on overall survival of CRC patients



Schetter et al, JAMA, 2008

miR-21: prognostický a prediktivní marker kolorektálního karcinomu



miR-21 levels in DLD1 cells after knockdown 

by antisense oligonucleotide
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Sensitizace DLD1 kolorektálního karcinomu k 5-FU transfekcí anti-miR-21
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Relative count of viable cells 48 hours after transfection

Relative count of viable cells 48 hours after transfection
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↓33%

↓30%

↓57%



Applied Biosystems microRNA Real-Time PCR cards version 2.0 (667 microRNAs)

47 microRNAs according to paired LIMMA (p<0.001)

hsa-miR-935-4395289

hsa-miR-378-4395354

hsa-miR-195-4373105

hsa-miR-137-4373301

hsa-miR-378*-4373024

hsa-miR-422a-4395408

hsa-miR-190-4373110

hsa-miR-144*-4395259

hsa-miR-451-4373360

hsa-miR-630-4380970

hsa-miR-129-3p-4373297

hsa-miR-376c-4395233

hsa-miR-375-4373027

hsa-miR-26b-4395167

hsa-miR-192*-4395383

hsa-miR-139-5p-4395400

hsa-miR-801-4395183

hsa-miR-101-4395364

hsa-miR-519a-4395526

hsa-miR-618-4380996

hsa-miR-30e-4395334

hsa-miR-30e*-4373057

hsa-miR-145-4395389

hsa-miR-15a-4373123

hsa-miR-136*-4395211

hsa-miR-30a*-4373062

hsa-miR-135b-4395372

hsa-miR-299-3p-4373189

hsa-miR-1-4395333

…

by use of R, Bioconductor

Comparison of miRNA expression profiles in CRC and matched non-tumoral tissue



According to LOOCV method

Sensitivity 79%

Specifity 81%

Balanced accuracy 80%

Detection of lymph nodes metastatic involvement from primary CRC tumor

N+M0…blue (20 patients)

N0M0…res (25 patients)

Slaby et al.. 2010



Camps et al, Clin Cancer Res, 2008 

Foekens et al, PNAS, 2008 

Iorio, Cancer Res 2006 

miR-210: prognostický marker u mamárního karcinomu

miR-210 transkripčně kontrolován HIF1alfa

zapojen do procesů indukovaných hypoxií



N=111

N=106

miR-26a: prognostický a prediktivní marker hepatocelulárního karcinomu

Junfang et al, NEJM, 2009
Predikce odpovědi na léčbu interferonem



miR-10b, miR-21, miR-223, miR-338, let-7a, miR-30a-5p, miR-126

Xiaoh et al, Gut, 2010

mikroRNA: prognostická sada 7 mikroRNA u karcinomu žaludku



Nováková, Slabý, BBRC 2009 

MikroRNA v patogenezi glioblastomu



Nováková, Slabý, BBRC 2009 

MikroRNA v patogenezi glioblastomu



MikroRNA ve výzkumu glioblastomu – mikroRNA-21

Transientní transfekce anti-miR-21 

vede k indukci apoptózy

a snížení viability buněk v buněčné linii 

odvozené od GBM

Tento efekt detekovatelný také in-vivo

Corsten et al, 2007

Chan et al, 2006



O6-metylguanin-DNA metyltransferáza (MGMT)

v predikci odpovědi na léčbu temozolomidem (TMZ)

gen MGMT

expreseexprese

Promotorová oblast exprimovánexprimován

GBM s metylovaným promotorem MGMT
•Není reparační protein DNA - MGMT

•Nejsou opravována poškození DNA indukovaná účinkem temozolomidu

•Lepší odpověď na léčbu

•Lepší přežití pacientů s glioblastomem

Metylovaný
bezbezbezbez

« turned off »

Nemetylovaný



Prediktivní význam vybraných mikroRNA u pacientů s multiformním 

glioblastomem – odpověď na nové alkylační agens temozolomid
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Referenční metoda, stav metylace promotoru genu pro reparační protein MGMT 

stanovený metodou metylačně specifické Real-Time PCR (MSP)

long-rank p=0,1455

n=12

n=11

Nemetylovaný promotor

Vyšší hladiny MGMT

Vyšší DNA reparační kapacita

- prognostický faktor

Metylovaný promotor

Nižší hladiny MGMT

+ prognostický faktor



Prediktivní význam vybraných mikroRNA u pacientů s multiformním 

glioblastomem – mikroRNA-181b

Vliv hladin miR-181b na OS pracientů s glioblastomem (long-rank p=0,0409)

Vztah hladin miRNA-181b a radiologické odpovědi (MRI 1měsíc po terapii) 

na konkomitantní RT/TMZ (p=0,036, Mann-Whitney test)

Srovnání hladin miR-181b v AVM a GBM (p=0,0181)
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Slaby et al., Neoplasma, 2009.





Molekulární klasifikace karcinomu prsu

Triple Negative (ER-, PR-, HER2-)

Zvýšená proliferace (P < 0.0001)  Výsoký grade (P < 0.0001)

Nízká diferenciace (P < 0.003) Mutace v TP53 (P< 0.001)

Basal-like

karcinom

prsu



Význam rodiny mikroRNA-34a-c u „basal-like“ mamárního karcinomu

miR-34a je signifikantně zvýšená u pacientek s „basal-like“ karcinomy metastazujícími do uzlin.

miR-34b je silný negativní prognostický faktor.





Santaris Pharma begins human clinical testing of world's first 

microRNA SPC3649 (LNA-antimiR-122) being developed as a potential 

new therapy for Hepatitis C virus (HCV) infection 

May 28, 2008 – Santaris Pharma, the Danish biopharmaceutical 
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