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Abstrakt

MicroRNA jsou mala nekodujici RNA o velikosti 20 az 24 nukleotidd, ktera jsou svou vazbou
na mRNA schopna posttranskripéné regulovat genovou expresi. Tato prace se zabyva tim, jak tyto
microRNA vznikaji a jakym zplGsobem jsou schopna regulace na urovni proteind uc€astnicich se
programované bunééné smrti — apoptozy. Jakymi mechanismy k apoptoéze dochazi, jaké proteiny se ji
ucastni a jakym zménam buiika podléha, je dale pfedmétem této prace. Presny vliv této posttranskripéni
regulace je predstaven na vybranych microRNA, ktera ovliviiuji apoptézu v rdmci vyvoje centralni
nervove soustavy, a také béhem a nasledkem neurodegenerativnich onemocnénich a poskozenich, ktera
ji mohou postihnout. V neposledni tad¢ také piredstavi vyuziti microRNA jako potencialnich
biomarkert diky zméndm v jejich hladinach, které se poji s rGznymi onemocnénimi, a také jako

pfimych terapeutickych cili.
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Abstract

MicroRNAs are small non-coding RNAs of 20 to 24 nucleotides in size that are able to post-
transcriptionally regulate gene expression by binding to mRNA. This paper focuses on how these
microRNAs are generated and how they are able to regulate at the level of proteins involved in
programmed cell death - apoptosis. By what mechanisms apoptosis occurs, what proteins are involved
and what changes the cell undergoes are further discussed in this thesis. The precise influence of this
post-transcriptional regulation is presented by using selected microRNAs that influence apoptosis
during the development of the central nervous system, as well as during and as a consequence of the
neurodegenerative diseases and damage that can affect it. Finally, it will also introduce the use of
microRNAs as potential biomarkers, due to changes in their levels associated with various diseases, and

as direct therapeutic targets.
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signalizaCni draha (Janus kinase 1/signal transducer and activator of transcription

3)

antiapoptoticky protein rodiny Bcl-2 (myeloid cell leukaemia sequence 1)
mediatorova RNA vznikajici RNA polymerazou (messenger RNA)
transkripcni faktor neurogenin 1

transkripéni faktor neurogenin 2

buiiky imunitniho systému (natural killer cells)

protein hrajici roli v apoptoze (programmed cell death protein 4)

soucast proteinového komplexu aktivujici kaspazu-2 (p53-induced protein with

death domain)

regulacni proteiny v diferenciaci kmenovych/zarodeénych bunék

fosfataza (serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic subunit)
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fosfataza regulovana miR-21 (phosphatase and tensin homolog)
proapoptoticky protein rodiny Bcl-2 (p53-upregulated modulator of apoptosis)
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Smac/DIABLO mitochondridlni protein ucastnici se apoptdzy (second mitochondrial activator of

caspases/direct IAP binding protein of low PI)

Tau protein vazici mikrotubuly (tubulin-associated unit)

TNF receptor bunécny receptor (tumour necrosis factor receptor)

TRAIL-R1 membranovy receptor (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1)
TRAIL-R2 membranovy receptor (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2)
Trp35inpl protein aktivovany proteinem p53 (tumor protein p53-inducible nuclear protein 1)
VEGF vaskularni endotelovy rustovy faktor (vascular endothelial growth factor)

XIAP protein inhibujici kaspazy (X-linked inhibitor of apoptosis protein)
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1. Uvod

Poskozeni centralni nervové soustavy jsou vibec jednou z nejcastéjSich pficin imrti. I piipady,
které nejsou primo fatalni, s sebou ¢asto nesou trvalé nasledky majici dopad na kvalitu zivota. Zdravi
nasi centralni nervové soustavy a vseho s ni spojeného je dtlezité do co nejvyssiho veéku. Stejné dulezity
je ijeji zdarny ontogeneticky vyvoj. Béhem téchto procesi hraje roli programovana buné¢na smrt —

apoptdza a skupina malych nekodujicich RNA — microRNA.

Tato prace se v prvni Casti zabyva nastinénim, co to je a jak funguje apoptodza. Toto téma by
pro svou komplexnost dalo na celou samostatnou praci. Zde na ni tedy bude nahlizeno pomérné obecné
tak, aby bylo ¢tenafi umoznéno pochopit zakladni princip a nasledné ziskat porozuméni o jejim vlivu
v centralni nervové soustavé ve spojitosti s microRNA. Ta v poslednich letech dostavaji velkou
pozornost ze strany védecké obce, a to pravé diky jejich ucasti v mnoha bunéénych procesech, od
vyvoje az po nejruzngjs$i onemocnéni. Velky vyznam je jim davan v rdmci studia rakoviny, kde je jejich

role mnohokrate prokazana a neustale zkoumana.

Nasledné¢ bude predstaven mechanismus, jak dochazi ke vzniku microRNA a jakym
mechanismem jsou schopna posttranskripéné regulovat genovou expresi. K tomu bylo vybrano 10
konkrétnich microRNA ucastnicich se procesti, béhem niz k programované bunécné smrti dochazi.
Takovym procesem je uz samotny vyvoj centralni nervové soustavy, ale také nejriiznéjsi patologie jako
napfiklad mis$ni poranéni, nasledky cévni mozkové piithody ¢i neurodegenerativni onemocnéni.
Zavérem bude nastinéno jejich vyuziti jako potencialni terapie a biomarkery pro jinak tézko detekovana

onemocnéni.

2. Apoptoza

Apoptoza je jednim znejznaméjSich procesit programované bunétné smrti. Jedna se
o komplexni a striktné regulovany proces, ktery je zasadni pro béznou obnovu bunék, starnuti,
embryonalni vyvoj ¢i spravnou funkci imunitniho systému (Elmore, 2007). Spoustééem apoptozy
mohou byt nejriznéjsi stimuly pochazejici z vn&jsiho ¢i vnitiniho prostiedi bunky, jako jsou na ptiklad
toxiny, jedy, viry, reaktivni kyslikové radikaly, radiace ¢i nedostatek ristovych faktorti (D’ Arcy, 2019).
Problém nastava v pripadech, kdy je regulace apoptozy jakymkoliv zptisobem narusena ¢i zastavena.
Poruchy apoptdzy jsou podstatnym faktorem v mnoha neurodegenerativnich onemocnénich,

autoimunitnich onemocnénich ¢i u nékterych druhi rakoviny (Elmore, 2007).

K apoptoze dochazi u vSech mnohobunéénych eukaryot (Kaczanowski, 2016).
U jednobunéénych organismd, jako jsou na ptiklad paraziticti prvoci rodl Lesihmania a Trypanosoma,
bylo pozorovano regulované odumirani bun¢k napadné pfipominajici apoptézu. Tento mechanismus

vSak nepodléha tak rigidni regulaci, jako je tomu u mnohobuné¢nych organismii, a zda se, Ze je alespon



castecn¢ nahodny (Proto et al., 2013). Dalsi vyzkum, jak pfesné k umirani bun¢k u téchto parazitli

dochazi by se mohl projevit jako zajimavy terapeuticky cil.

Tato prace bude zminovat jen a pouze mechanismy programované bunécné smrti
u mnohobunéénych, které byly a jsou intenzivné zkoumany. Zde se jedna o komplexni proces skladajici
se z n€kolika kroku, ktery je regulovan systémem antiapoptotickych a proapoptotickych proteini, které

samy podléhaji dal$im regulaénim mechanismtim.

Typickym fenotypovym projevem bunky prochazejici apoptdzou je postupné snizovani jejiho
objemu. Soufasné¢ dochazi kunikdni cytochromu c¢ =z mitochondrii. Diky tomu dochazi
k nasledné aktivaci nékolika druhd kaspaz. Zaroven se v bunce fragmentuje DNA a kondenzuje
chromatin (Proto et al., 2013). Mimo fragmentaci mitochondrii a jadra dochazi v mensi mife
k fragmentaci dalSich organel jako je endoplasmatické retikulum a Golgiho aparat (Proto et al., 2013).
Naptiklad u Golgiho aparatu dochazi ke Stépeni specifického proteinu GRASP6S5, ktery je esencialni
pro organizaci jednotlivych vezikuld aparatu, kaspazou-3. Ocekava se, ze tento protein neni v Golgiho
aparatu jedinym, ktery prochazi zménami béhem apoptozy, a s nejvétsi pravdépodobnosti ucinkuje

v tomto mechanismu vice potencialnich aktérti (Lane et al., 2002).

Aktivované kaspazy méni proteiny cytoskeletu, coz vede ke zménam plasmatické membrany,
které jsou v anglické literatufe nazyvany jako blebbing. Jde o tvorbu asymetrickych vyrustki, které na
svém povrchu prezentuji fosfolipid fosfatidylserin slouZici jako signal pro fagocyty (Proto et al., 2013).
Tyto vyriastky se odskrcuji a davaji za vznik apoptotickym téliskiim, ktera jsou nasledné fagocytovana
(Adrain & Martin, 2001). Pravé z fragmentujicich se mitochondrii unika cytochrom c, ktery je za
normalniho stavu asociovan s vnitini mitochondrialni membranou. Unikly cytochrom ¢ vaze a aktivuje
protein Apaf-1. Spolecné za pritomnosti ATP ¢i dATP tvofi cytoplasmaticky komplex zvany

apoptozom, jenz aktivuje ireverzibilni kaskadu kaspaz, poc¢inajic kaspazou-9 (Riedl & Salvesen, 2007).

Uzitenym markerem pro identifikaci a kvantifikaci bunék vstupujicich do procesu apoptdzy
je protein annexin V, ktery se v pritomnosti vapenatych iontl vaze s vysokou afinitou k fosfatidylserinu,

ktery se dostava v apoptotizujiich bunkach na vnéjsi stranu plasmatické membrany (Logue et al., 2009).

V nasledujici ¢asti této kapitoly bude blize pfedstavena funkce kaspaz a tii drahy aktivace
apoptdzy — vnéjSi draha, vnitini draha a draha vyuZivajici granzym-B, a také supramolekularni

komplexy, které se béhem nich tvofi.

2.1 Kaspazy
Kaskadovita aktivace kaspaz je vysledkem dale popsané vnitini i vnéjs$i drahy apoptézy.
Nékteré druhy kaspaz, jako na priklad kaspaza-1, hraji dalezitou roli béhem imunitni odpovédi. Za

bézného stavu se tyto enzymy patiici do rodiny cysteinovych proteaz vyskytuji ve formé tak zvanych



zymogenl neboli prokaspaz (Mcllwain et al., 2013) — tedy neaktivnich prekurzorti enzymu. K jejich
aktivaci dochazi autoproteolyzou vlastnich aspartatii. Aspartitovy motiv je také mistem, které je
rozpoznavano u vSech dalSich proteintl, které jsou kaspazami stépeny (Creagh et al., 2003). Standardné

.....

a efektorové (Elmore, 2007).

2.1.1 Iniciac¢ni kaspazy
Inicia¢ni kaspazy, jak uz z nazvu vyplyva, jsou prvni, které jsou aktivovany a které dale aktivuji
kaspazy efektorové dokonavajici bunénou smrt. Do této skupiny spada kaspaza-2, kaspaza -8,

kaspéaza-9 a kaspaza-10 (Bao & Shi, 2007).

Typickym znakem této skupiny jsou specifické dlouhé domény na jejich N-koncich (Fuentes-
Prior & Salvesen, 2004). Kaspaza-8 a kaspaza-10 se vyznacuji pfitomnosti DED domény, ktera témto
dvéma  umoziuje  interakci s  adaptorovymi proteiny  obsahujici  domény  smrti
FADD/MORTI1 a TRADD (Ernshaw et al., 1999). Proteiny s t€émito doménami jsou aktivni pfi vnéjsi
draze apoptdozy (Mcllwain et al., 2013). Kaspaza-2 a kaspaza-9 obsahuji doménu CARD, diky niz

interaguji s dal§imi kaspazami a jinymi proteiny (Ernshaw et al., 1999).

K jejich aktivaci dochazi slozitym procesem za pomoci adaptorovych proteinovych komplexu,
jako je na priklad jiz zminény apoptozom (Bao & Shi, 2007). Zptsob, jakym apoptozom piimo aktivuje
kaspazu-9, neni do detailu prozkouman. Je v§ak znamo, ze indukuje dimerizaci monomerd prokaspazy
a proteinu Apaf-1 (Chou et al., 1998) (viz. Obr. 1). Dimerizace je nasledovand autokatalytickym

Stépenim, které zajist'uje stabilitu vzniklého dimeru (Mcllwain et al., 2013).

U kaspazy-2 je tomu jinak nez u zminéné kaspazy-9. K jeji aktivaci dochazi pomoci
proteinového komplexu nazyvaného PIDDosom (viz. Obr. 1). Tento se skladd ze samotné
kaspazy, adaptorového proteinu RAIDD obsahujiciho taktéz na svém N-konci obsahuje CARD doménu
(Baliga et al., 2004), a proteinu PIDD obsahujiciho doménu smrti, s niZ kaspaza-2 interaguje pomoci
své CARD domény. Takto aktivovana kaspaza-2 hraje roli v apoptoéze indukované bunéénym stresem

(Tinel & Tschopp, 2004).

V ptipadé kaspazy-8 a kaspazy-10 (Walczak & Sprick, 2001) se setkavame s dal$im
mechanismem aktivace, a to pomoci komplexu adaptorovych proteinti zvaného DISC (Bao & Shi,
2007) (viz. Obr. 1). Jedna se o membranovy komplex skladajici se z receptoru Fas obsahujiciho doménu
smrti a patficiho do rodiny TNF receptorti. Na doménu smrti receptoru se pomoci vlastni domény smrti
vaze adaptorovy protein FAAD/MORTI1. Ten obsahuje zaroven i doménu DED, diky niz vaze
prokaspazy (Walczak & Sprick, 2001), které se v tento moment mohou zacit autokatalyticky Stépit
(Martin, 2014).
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Obr. 1: Komplexy adaptorovych proteini ucastnici se aktivace iniciacnich kaspadz: a) PIDDosom aktivujici
kaspazu-2, b) DISC komplex aktivujici kaspdzu-8, c¢) Apoptozom aktivujici kaspazu-9; prevzato
a upraveno podle (Bao & Shi, 2007)

Mutace kaspazy-8 jsou asociovany s nékterymi typy rakoviny, kterym je napriklad
neuroblastom. V tomto piipadé Casto dochazi k delecim v genu pro kaspazu-8 ¢i zabranéni expresi
vysledného enzymu, coz ptedstavuje problém, jelikoz prave tato kaspaza v neporuseném stavu aktivuje
apoptézu rakovinnych bunék neuroblastomu (Stupack et al., 2006). Nadto jsou podobné mutace
spojovany i s dalSimi typy rakovin jako je na pfiklad kolorektalni karcinom ¢i hepatocelularni karcinom
(Mcllwain et al., 2013). Stejné¢ jako kaspaza-8 jsou s riznymi typy rakovin asociovany i defekty

ostatnich iniciatorovych kaspaz (Mcllwain et al., 2013).

2.1.2 Efektorové kaspazy
Efektorové kaspazy, mezi néz spada kaspaza-3, kaspaza-6 a kaspaza-7 (Baliga et al., 2004), se

.....

......

et al., 2004).

Mezi cilové substraty téchto kaspaz patii na,ptiklad proteiny ucastnici se apoptdzy, slozky
aktinového cytoskeletu, intermedidrnich filament, adhesnich spojt, jaderné laminy, proteiny ucastnici
se opravy DNA, proteinkinazy ¢i proteiny ucastnici se bunécéné signalizace a proliferace (Ernshaw et
al., 1999). Stejn¢, jako je tomu u iniciatorovych kaspaz, jsou efektorové kaspazy a jejich deregulace
spojovany s riznymi onemocnénimi (Mcllwain et al., 2013). Jednou z takovych je opét rakovina, kde
muze dochazet bud’to k naruSeni kaspazové aktivity ¢i zvys$eni koncentrace jejich inhibitord. V takovém
pripadé nedochazi k dostate¢né bunétné smrti nadorovych bunék a onemocnéni se dale rozviji

(Philchenkov et al., 2004). Mimo rakovinu hraji kaspazy, primarné kaspaza-3, roli i v dalSich



onemocnénich jako je Alzheimerova choroba, u niZ jsou spojovany se zvySenou mirou apoptozy

v mozku. Tim se stavaji potencialnim terapeutickym cilem (Rohn & Head, 2009).

2.2 Aktivace apoptozy
2.2.1 Vnitini draha

Vnitini drdha apoptdzy (viz. Obr. 2), v nékteré literatufe se lze setkat i s oznacenim
mitochondridlni (D’ Arcy, 2019), je jednou ze tfi moznych apoptotickych drah. Jak uz z ndzvu vyplyva,
jednd se odrahu zévislou prdv€ na mitochondriich a signalizaci pomoci proapoptotickych ¢i
antiapoptotickych proteind rodiny Bcl-2 (Singh et al., 2019). Ty reaguji na signaly pochazejici
z vnitiniho prostfedi bunky (Elmore, 2007). Mezi proapoptotické patii proteiny Bax, Bak, Bad, Bid,
Bim, Puma a Noxa (Willis et al., 2005). Mezi antiapoptotické jsou fazeny proteiny Bcl-2, Bel-x1, Bel-
w, Mcl-1 a dalsi (Eskes et al., 2000).

.
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Obr. 2: Schematické zobrazeni vnitini drahy apoptozy, schéma zobrazuje mozné spoustéce vnitini drdahy
apoptozy a nadslednou kaskadu proapoptotickych a antiapoptotickych proteinii vedouci pres aktivaci

kaspaz az k fagocytoze apoptotické bunky; prevzato a upraveno podle (Singh et al., 2019)

Pro proteiny této rodiny jsou typické Ctyti vysoce konzervované motivy zvané BH (BH1 -BH4),
pficemz pravé doména BH3 je typickd pro ty proapoptotické (Adams & Cory, 1998). Klicova pro
1998). Tyto
vazby jsou onim rozhodujicim krokem, zda buiika podstoupi apoptoézu ¢i nikoliv (Oltval et al., 1993).

regulaci apoptozy je jejich schopnost homodimerizace i heterodimerizace (Eskes et al.,

To si lze predstavit na ptikladu proapoptotického proteinu Bax, ktery se v normalni buiice nachazi
asociovan s vné€jsi mitochondrialni membranou. Po signalu k apoptéze dochdzi k interakcei s proteinem
Bid, ktery indukuje homodimerizaci proteinu Bax, a tak mize nasledné dojit k translokaci
proapoptotického dimeru skrze mitochondrialni membranu (Eskes et al., 2000). V té vytvaii pory, ¢imz
dochazi k naruseni membranového potencidlu (Eskes et al., 1998), a nasledné produkci reaktivnich

kyslikovych radikald (Gross et al., 1998). Jak uz bylo zmin€no, tyto proteiny mohou vytvariet

(]



heterodimery i mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi ¢leny této rodiny, a tim regulovat bunécny
osud. Tak je tomu i v ptipadé proteinu Bax, jehoz dimerizace je inhibovana antiapoptotickym Bcl-x.
(Eskes et al., 2000) nebo Bcl-2 (Gross et al., 1998). Za zminku stoji i role proteinu Bax v piipad¢
apoptdzy aktivované proteinem p53, jenz zvySuje transkripci proteinu Bax, a tim jesté vice sméfuje

osud bunky ke smrti (Toshiyuki & Reed, 1995).

Na dimerizaci je zalozena i funkce ostatnich proteinii rodiny Bcl-2 (Oltval et al., 1993).
Z mitochondrie se skrze pory dostava cytochrom c, jenz umoziuje konformacni zménu Apaf-1 tak, ze
dojde k odhaleni vazebnych mist pro dATP ¢i ATP a nasledné¢ i CARD domény. Takovy komplex je
nazyvan, jak uz bylo zminovano, apoptozom, diky némuz nasledn¢ dochazi k aktivaci prvniho kroku
signaliza¢ni kaskady — prokaspazy-9, a to na zaklad¢ jiz zminéné interakce jejich CARD domén (Cain
et al., 2002). Tato aktivace se zda byt regulovana za pomoci chaperonu Hsp70, ktery ma s nejvétsi
pravdépodobnosti schopnost interakce pravé s CARD doménou Apaf-1, ¢imz by bylo branéno vazbé
prokaspazy-9, a tim jeji aktivaci (Beere & Green, 2001). Kormé efluxu cytochromu c dochazi

i k uvolnéni proteinu Smac/DIABLO a serinové proteazy HtrA2/Omi (Elmore, 2007).

Smac/DIABLO stejné jako HtrA2/Omi figuruje v regulaci apoptdzy diky své schopnosti vazat
pomoci specifickych vazebnych motivii cytoplasmaticky protein XIAP inhibujici svou vazbou aktivitu
Tyto dva proteiny jsou schopny uvolnit XIAP z kaspazy a umoznit tak jejich aktivaci a uspésné

dokonceni vnitini drahy apoptozy (Suzuki et al., 2001).

2.2.2 Vnéjsi draha

Vnéjsi apoptotickd draha, v nékteré literatufe oznaCovéana také jako drdha receptorti smrti,
reaguje na rozdil od té vnitini na stimuly pochazejici z vn&jsiho prostiedi buitky (D’Arcy, 2019). Za
touto drahou stoji receptory smrti jako je receptor Fas (v nekteré literatufe je vyuzivano alternativni
oznaceni CD95 ¢i APO-1), TRAIL-R1 nebo TRAIL-R2 obsahujici doménu smrti a patiici do proteinové
rodiny TNF. Déle se s touto drahou poji také jim nalezici specifické ligandy (Igney & Krammer, 2002)
a adaptorové proteiny jako FADD/MORT1, TRADD nebo RIP (Sprick et al., 2000), které obsahuji jak
doménu smrti pro interakci s receptory, tak domény DED pro interakci s prokaspazou-8. V disledku
peclivé souhry vSech zminénych aktéri dochazi k tvorbé komplexu DISC (Medema et al., 1997), jenz
umoziuje autoproteolytické Stépeni prokaspazy-8 a nasledné uvolnéni aktivni kaspazy-8 do cytosolu,

kde aktivuje celou signaliza¢ni kaskadu pocinajici kaspazou-3.

Stejné, jako je tomu u vnitini dréhy, i u drahy vnéjsi mtize dochazet k inhibici pomoci proteinu
XIAP, kde plsobi piimo na kaspazu-8, ¢imz je zabranéno plné aktivaci kaspazy-3 (Deveraux et al.,
1997). Na urovni kaspazy-8 dochazi pomoci aktivace proapoptotick¢ho proteinu Bid a nasledné

aktivace vnitini drahy k propojeni s vnitini drahou (Li et al., 1998).



2.2.3 Draha s vyuzitim granzymu-B

Dalsi moznost, jak apoptéozu indukovat, vyuzivaji cytotoxické T-lymfocyty a NK bunky
imunitniho systému, a to za skrze eflux enzymu zvanych perforiny a granzymy z cytoplasmatickych
granuli. Funkci perforinti je tvorba transmembranového poru do cilové buiiky. Pro samotnou indukci
apoptdzy je toto nedostate¢né. Prave k tomu slouzi serinové protedzy granzymy, které existuji ve dvou
typech A a B. Granzym-B je vSak Castéjsi a hrajici vyznamnou roli pravé v indukci apoptdzy (Smyth &
Trapani, 1995).

.....

mit na svédomi pravé granzym-B, ktery je podobné jako kaspdzy protedzou, jenz $tépi v oblasti
aspartatti cilovych proteinti. Témi mohou byt samotné kaspazy nebo jiné proteiny stojici za zménami,
kterym buiika v dob€ své smrti podléha (Trapani et al., 1998). Mimo piimou aktivaci kaspaz je
granzym-B schopen aktivovat i vy$e zmifiovanou vnitini drahu apoptdzy, a to pres Stépeni proteinu Bid
a vytvofeni spole¢ného aktivniho fragmentu. Ten je schopen translokace do mitochondrie, kde pies
heterodimerizace s proteinem Bax umoziiuje uvolnéni cytochromu ¢ vedouciho k programované

bunécné smrti nezavislé na kaspazach (Heibein et al., 2000).

Nelze opomenout zminku o pfibuzném granzymu-A. Ten funguje v souhfe s granzymem-B
a mé na svédomi naruSeni membranového potencidlu mitochondrie a tvorbu reaktivnich kyslikovych
radikalt. Vedle toho se také podili na aktivaci komplexu zvaného SET schopného transportu do jadra,

kde slouzi k opravé DNA v reakci na vznikly oxidativni stres buiiky (Martinvalet et al., 2005).

3. Nekddujici RNA

Nekodujici RNA (ncRNA) jsou molekuly RNA nachazejici se u vétsiny druhti. Jen v genomu
savcl dochazi k expresi desitek tisic transkripti ncRNA (Mattick, 2005). Ty se déli do dvou
vyznamnych skupin, a to dlouha nekodujici RNA (IncRNA) a kratka nekodujici RNA (sncRNA). Prvni
zminéna skupina s délkou transkriptll presahujici 200 nukleotidi je k nalezeni jak u prokaryotickych,
tak u eukaryotickych organismt. Oproti IncRNA se sncRNA nachazeji pouze u organismu

eukaryotnich, kde dosahuji délky mezi 18 a 200 nukleotidy (C. N. Watson et al., 2019).

Dlouha nekoddujici RNA jsou vyznamna diky jejich zasadnimu pozitivnimu ¢i negativnimu
efektu na genovou expresi. Na genovou expresi pusobi taktéz sncRNA, mezi néz se fadi naptiklad
miRNA, RNA reagujici na piwi (piRNA), mala interferujici RNA (siRNA) a mala jadérkova RNA
(snoRNA) (viz. Obr. 3). K jejich ptisobeni miize dochazet jak na Grovni transkripce, sestfihu, exportu,

tak i na urovni udrZeni stability genovych produktd (Brosnan & Voinnet, 2009).
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Obr. 3: Biogeneze a funkce vybranych ncRNA; prevzato a upraveno podle (C. N. Watson et al., 2019)

4. MicroRNA

4.1 Funkce

Jakozto microRNA (miRNA) se oznacuji nekddujici RNA o délce mezi 20 az 24 nukleotidy,
které jsou schopné RNA interference, v dusledku ¢ehoz dochazi ke sniZzovani ¢i inhibici translace
mRNA (Esquela-Kerscher & Slack, 2006). Piedpoklada se, ze miRNA jsou kédovany téméf 1% vsech
genu (Yekta et al., 2004). Jedna miRNA je schopna cilit na nékolik riznych ¢aste¢né komplementarnich

mRNA (Bhalala et al., 2013).

K jejich expresi dochazi konstitutivng, specificky v danych etapach vyvoje ¢i pouze tkanove
specificky (Zeng & Cullen, 2003). Svoji funkci zastavaji v nejriznéjsich tkanich a bunéénych typech.
V soucasné dob¢€ nabyvaji ¢im dal tim vice na vyznamu diky moznosti vyuzivat je jako terapeuticky cil
¢i biomarkery, a to pti fad¢ patologii jako napiiklad pii neurodegenerativnich onemocnénich (C. N.
Watson et al., 2019), cévnich mozkovych prihodach (Bhalala et al., 2013), Grazovych poskozenich
michy (Nieto-Diaz et al., 2014), rakoviné¢ (Anastasiadou et al., 2017) nebo tfeba endometrioze
(Bjorkman & Taylor, 2019). Nadto jsou esencialni pro spravny vyvoj a funkci centralni nervové

soustavy.



4.2 Historie

K objevu prvni miRNA doslo v roce 1993 na hlistici Caenorhabditis elegans (Feinbaum et al.,
2004). Jednalo se o napadné malé produkty genu /in-4 komplementarni se 3"'UTR sekvenci genu /in-
14, jenz je zéasadni pro pocatecni faze larvalniho vyvoje - pro pfechod mezi larvalnimi instary L1 a L2
(Almeida et al., 2011). Paklize dosSlo k poskozeni /in-4, hlistice vykazovaly fenotyp, ktery byl pro
dospélce nestandardni. Zustaly jim totiz zachovany nekteré larvalni znaky a bunééné typy (R. Lee et

al., 2004).

Druhda miRNA byla identifikovana vroce 2000 jakozto produkt genu /let-7 taktéz
u Caenorhabditis elegans. Vznikly transkript vykazoval komplementaritu s 3'UTR nékolika riznych

gent ovliviiyjicich pfechod z larvalniho instaru L4 v dospélého jedince (Reinhart et al., 2000).

K pochopeni biogeneze miRNA piispéla pfedchozi znalost mechanismu RNA interference
siRNA. Pfi ném dochazi stejn¢ jako u miRNA k posttranskripnimu umlceni genii prostfednictvim
kratkych segmentti RNA, jez jsou v RNA-proteinovém komplexu schopny vazby na mRNA (Grishok
et al., 2001). Pti objasiiovani mechanismu fungovani jiz zminovanych nove objevenych 22 nukleotidi
dlouhych miRNA u Caenorhabditis elegans bylo zjisténo, ze kazdému z nich predchazi ptiblizne 70
nukleotidt dlouhy segment. Toto zjisténi nasvédCovalo predstaveé vzniku miRNA z vétSich prekurzort
vlasenkového typu, jako tomu bylo u jiz zndmého mechanismu siRNA (Grishok et al., 2001).
Propojenim nékolika vyzkumt, na jedné strané€ na hlisticich, na druhé stran€ na siRNA (J. Watson et

al., 2001), byl objasnén pfesny proces maturace miRNA.

4.3 Biogeneze

Ke vzniku miRNA dochazi ptes ptepis jaderné DNA v nekolika krocich odehravajicich se jak
v jadre, tak v cytoplasmé. DNA je pfepisovana RNA polymerazou II (Esquela-Kerscher & Slack, 2006)
na velmi dlouhé pri-miRNA tvofici sekundarni vlasenkové struktury (Bhalala et al., 2013). Pri-miRNA
ve své sekvenci obsahuje invertované repetice rozeznavané enzymatickym komplexem, tak zvanym
»mikroprocesorem® (Suster & Feng, 2021) sloZzenym z ribonukleazy Drosha a strukturniho proteinu,
ktery u lidi nalezneme pod nazvem DGCRS a u musek Drosophila melanogaster pod nazvem Pasha
(Valencia-Sanchez et al., 2006). Takto vznikla 65 az 75 nukleotidi dlouha pre-miRNA majici tvar
vlasenky (Y. Lee et al., 2003) je pies exportin-5 GTP-dependentné (Fabbri et al., 2008) exportovana do
cytoplasmy za ucasti proteinu Ran (Fabbri et al., 2008). Tam je procesovana pomoci RNazy III zvané
Dicer. Po zpracovani pomoci proteinu Dicer vznika maturovana dvouvlaknova miRNA, kdy jedno
vlakno zlstava biologicky aktivni. Druhé komplementarni vlakno je degradovano (Lau, 2001). Vznikla
jednovlaknova miRNA spolu s proteiny rodiny Argonaut vytvaii komplex RISC umoziujici vazbu na

mRNA (Esquela-Kerscher & Slack, 2006) (viz Obr. 4).
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miRNA v jadre. Po exportu z jadra dochdzi k vytvoreni maturované miRNA, ktera vaze 3 'UTR oblasti

mRNA a reguluje tak expresi; prevzato a upraveno (Esquela-Kerscher & Slack, 2006)

Vysledna miRNA obsahuje tak zvanou ,,seed” sekvenci nachazejici se mezi 2 az 7 nukleotidem.
V zavislosti na podobnosti této sekvence se miRNA déli do n€kolika rodin. Exprese pfiblizné tietiny
vSech mRNA je ovlivnénd miRNA (Esquela-Kerscher & Slack, 2006), mimo jiné se miRNA na zaklad¢
homologie ,,seed” sekvence klasifikuji a d€li do ptiblizné 90 vysoce konzervovanych rodin (McGeary

etal., 2019).

5. MicroRNA regulujici apoptéozu v CNS

miRNA figuruji v nejriznéjSich oblastech fyziologickych a patofyziologickych procestu
probihajicich v centralni nervové soustavé pocinaje jeji ontogenezi a konce jejimi defekty, jako jsou na
priklad Alzheimerova choroba, syndrom fragilniho X (Srinivasan et al., 2013), schizofrenie a jina
psychickd onemocnéni, Huntingtonova choroba, Parkinsonova choroba (Kocerha et al., 2009) ¢i
nasledky mechanicich poranéni. Tato prace se v nasledujici ¢asti zaméti na vybrand miRNA, ktera

v téchto procesech hraji roli.
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5.1 miR - 20a

Pro spravnou neurogenezi je potiebna prisna regulace proliferace a diferenciace. Regulace obou
procest je velmi slozita a piisobi béhem ni mnozstvi regulacnich mechanismi. Jednim z nich je regulace
mnozstvim miRNA, mezi nimi i miR-20a. O vlivu této miRNA je toho znamo nejvice, jelikoz je jednou
nejprostudovangjsich, a to prave diky jeji roli v mnoha patologickych procesech, kterymi se zabyva tato

podkapitola.

Exprese miR-20a je v postnatalnich neuralnich kmenovych buiikach zvySovana transkripcnim
faktorem Nanog. To umoziiuje vazbu miR-20a na mRNA proteinu Trp53inpl, ktery je tak inhibovan,
a tim je buiitkdm umoznéno proliferovat. V momenté€, kdy nedochazi k inhibici pomoci miR-20a, je
Trp53inp1 aktivovan tumor supresorovym proteinem p53, ¢imz mize dochazet zabranéni proliferaci
diky zastaveni bunécného cyklu a pfipadnému nastartovani apoptozy (Garg et al., 2013). Indukce
apoptdzy pomoci pS3 probiha na trovni proapoptotickych proteinti Puma a Noxa, jejichz transkripce je
jim pfimo zvySovana (Aubrey et al., 2018). Stejné jako je zvySovéna transkripce proteinu Bax

(Toshiyuki & Reed, 1995).

Tato miRNA je zapojena i v pfipadé miSniho poranéni. To sestdvd ze dvou po sobé
nasledujicich fazi, a to faze primarni, béhem niz dochézi k samotnému mechanickému ¢i patologickému
poskozeni michy a faze sekundarni. Ta sestava z faze akutni, subakutni a intermediarni, trvajici od
nekolika hodin do ptl roku od poranéni. V posledni fadé zahrnuje i fazi chronickou, trvajici 1éta
anesouci s sebou problémy, jako jsou poruchy mobility a chronické bolesti spojené se zhorSenou
remyelinizaci axonil. B&hem obou znich se setkdvame kromé& bunécnych zmén spojenych
s permeabilizaci membran a okamzitou zanétlivou odpovédi také s intenzivni mirou apoptdzy

a nekrozy neurontl i gliovych bunék (Ahuja et al., 2017).

Pti zjistovani funkce miR-20a za pouziti mysiho modelu mechanického poskozeni michy bylo
potvrzeno zvyseni jeji exprese. Tou miR-20a nabyva vys$si schopnosti negativné regulovat proteiny
ucastnici se neurogeneze jako je transkripcni faktor neurogenin Ngnl ¢i Ngn2 a dalsi. V ptipadé represe
Ngnl dochdzi kindukci apoptézy pres aktivaci kaspazy-3 za souCasného navySeni exprese
prave diky snizené proapoptotické signalizaci, a také diky zvySené hladiné antiapoptotického proteinu
Bcl-2 a neurogeninu Ngnl podporujiciho obnovu bunck ptes signalizacni drahu JAK/STAT3. To vse
vedlo aZ ke zlepSeni regenerace motorickych neurond a alespon ¢astecné obnové motoriky zadnich
koncetin (Jee et al., 2012). V dal§im experimentu tykajicim se mi$niho poranéni provedeném na kultuie
Neuro-2A mysich bun€k neuroblastomu byla znovu potvrzena Gcast miR-20a na apoptoze skrze
zvySovani exprese proapoptotickych protein. U tohoto vyzkumu se jednalo konkrétné

o proapoptoticky protein Mcl-1 (Liu et al., 2015).
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DalSim z procest, na n¢jz ma vliv tato miRNA, a ktery je zkouman na mySim modelu, je cévni
mozkova ptihoda. Nasledkem je naruseni krevniho zasobovani zastizené oblasti mozku, kde dochazi
k Cetnym zménam. Mezi nimi je na priklad nespravna funkce pericytl, jenz jsou soucasti
hematoencefalické bariéry, zanétliva odpoveéd’, naruseni standardnich hladin glukézy a vapniku, a také
oxidativni stres (Campbell et al., 2019). Prave snizeni hladin glukdzy a kysliku vede k apoptotické smrti
neuront. V onéch postizenych neuronech dochézi ke zvyseni hladiny histon deacetylazy 9, jenz je
exprimovana v mnoha bunéénych typech od makrofagii, dendritickych bun€k ptes mikroglie az po
neurony ¢ichového laloku a hipokampu. Tato histon deacetylaza 9 je schopna regulovat apoptdzu pies
vazbu na promotorovou oblast miRNA-20a, ¢imz dochézi ke sniZeni jeji hladiny vedouci k apoptdze.
Pokud je vSak histon acetyldza 9 inhibovana, miRNA-20a je standardné exprimovana a naopak dochazi
k zabranéni apoptdzy. Navrzeni uCinnych inhibitord histon acetylazy 9 tak ptedstavuje velky

terapeuticky potencial ve sméru zmirnéni nasledkd cévni mozkové ptihody (Zhong et al., 2021).

Na potkanech provedeny experiment, ktery se také zabyval touto miRNA ve spojeni s cévni
mozkovou ptihodou, nastinil spojitost mezi miR-20a a proteinem Cdhl (C. chun Yang et al., 2021).
Ten je esencialni pro bezchybny bunécny cyklus, kde slouzi jako adaptorovy protein pro APC - anafazi
podporuyjici komplex. To vSak neni jedind spolecna role APC a Cdhl, a to diky jejich pfitomnosti
i v diferenciovanych postmitotickych buiikach, jmenovité pravé v neuronech (Gieffers et al., 1999).
V téch nasledkem poskozeni dochézi ke zvySeni hladin miR-20a, ktera je schopna inhibovat Cdhl, coz
ma za nasledek apoptézu neuronid. Kdyz vSak doslo ke snizeni hladiny miR-20a, a tim padem uvolnéni
Cdhl, doslo také k zabranéni apoptoze. Piesny mechanismus je vSak i nadale predmétem zkoumani (C.

chun Yang et al., 2021).

Na této miRNA je vidét rozdilna funkce v odliSnych bunéénych typech. Jeji zvySeni béhem
neurogeneze neuralnich kmenovych bun€k ma antiapoptoticky ucinek (Garg et al., 2013), kdezto
zvySeni po prodélaném misnim poranéni ucinek proapoptoticky (Jee et al., 2012 a Liu et al., 2015).
Naopak po cévni mozkové ptihode€ je dle jedné studie snizeni hladiny miR-20a tim, co buniku vede
k apoptoze (Zhong et al., 2021). Dle druhé zminované je to vsak jeji zvySeni, které podporuje apoptdzu
(C. chun Yang et al., 2021). (Zhong et al., 2021). Tato miRNA je tedy nazornym piikladem toho, Ze
stejna mIRNA muze mit diametralné¢ odlisny ucinek v rameci jiné tkané jiného bunééného typu, ale
nejpravdépodobnéji i ramei stejného bunééného typu, jako je tomu u neuronti poskozenych cévni
mozkovou ptihodou. Je vSak nutné timto tématem se i nadale peclivé zabyvat, aby mohlo byt potvrzeno,

¢i je tomu opravdu tak, a poznatky se mohly dale vyuzit pro piipadné terapie ¢i diagnostiku.

5.2 miR-21
Traumatické poranéni mozku se déli do kategorii od lehké po tézké a vede k apoptdze neuront
a celkovému naruseni homeostaze mozku (Pietro et al., 2018). Nejéastéji dochazi k lehkému poranéni

jako jsou lehké otfesy mozku. Zde je problémem jeho Casté zanedbani ze strany pacienta, u nékterych
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vedouci az k pretrvavajicim kognitivnim i behavioralnim problémtim i v fadu nékolika let od urazu.
Prave tato lehka poranéni mohou byt hiife zachytitelnd pomoci magnetické rezonance, ktera je navic
pomeérme nakladnou technikou. miRNA predstavuji velky potencial jako nové biomarkery umoznujici

presnou a v€asnou diagnostiku (Bhomia et al., 2016).

Jednou z téchto novych nadéji je miR-21, jejiz exprese se po poranéni zvysuje. V disledku toho
dochazi k inhibici apoptozy pies zvySeni hladiny antiapoptotického proteinu Bcl-2 a snizeni
proapoptotického proteinu Bax a kaspazy-3. To vSe napomaha k udrzeni integrity hematoencefalické
bariéry a podpote aktivni angiogeneze, jelikoz miR-21 ma také schopnost zvySovat expresi rustového

faktoru VEGF, ktery je aktivatorem angiogeneze (Ge et al., 2014).

Pii zkouméani dopadu zvysené hladiny miR-21 na pfezivani neurontl v prostfedi chudém na
kyslik a glukozu, které je typické pro oblasti po prodélané cévni mozkové piihod€, byl u potkant
potvrzen jeji antiapoptoticky ucinek. Zajimavy je mechanismus, jak k inhibici apoptézy dochazi. miR-
21 totiz snizuje mnozstvi Fas ligandu, ktery interaguje s receptorem smrti Fas vedoucimu k aktivaci

vngjsi drahy apoptdzy, a jehoz exprese je po poranéni zvysena (Buller et al., 2010).

Stejné jako u miR-20a dochazi po poranéni michy ke zvySeni hladiny i této miRNA, coz ma
opét antiapoptoticky Uc¢inek, jak bylo ovéfeno na potkanim modelu. Na ném byly jako cil negativni
regulace stanoveny proapoptotické proteiny, Fas ligand, a dale také proteiny PTEN a PDCD4 (Hu et
al., 2013). Aktivace apoptdézy pomoci PDCD4 nejspise vede pies proapoptoticky protein Bax,
cytochrom c a aktivaci kaspaz, av§ak presny mechanismus neni doposud do detailu jasny (Matsuhashi
et al., 2019). Aktivace pies PTEN probiha pies blokaci signaliza¢ni drahy PI3K/Akt, ktera hraje roli
v regulaci bunééného cyklu (Weng et al., 2001).

5.3 miR-29b

Nasledkem misniho poranéni dochazi ke zménam exprese i této miRNA, a to konkrétné v tomto
pripadé ke snizeni. K vyzkumu byla pouzita stejna linie mysich bun€k neuroblastomu — Neuro-2A, jako
tomu bylo u miR-20a. miR-29b svoji vazbou na mRNA podporuje expresi proapoptotickych proteint
Bad, Bim, Noxa a Puma. TéZ je schopna ovliviiovat aktivitu kaspazy-3. Apoptoza takto zasazenych

neurontl je tedy vysledkem souhry G¢inku jak miR-29b, tak miR-20a (Liu et al., 2015).

miR-29b hraje roli v indukci bunééné smrti po prodélané cévni mozkové prihodé, kde dochazi
k jejimu zvyseni. Cilovym mRNA je v tomto ptipadé ta patiici dalSimu z antiapoptotickych proteinii -
Bcl2L2. miRNA-29b vsak jeji translaci inhibuje, ¢imZ podporuje aktivaci apoptoézy a umirani neuronti
(Shi et al., 2012). V druhém experimentu spojujicim tuto miRNA s cévni mozkovou piihodou byla
pouzita linie mySich bunék Neuro-2A. Na ni byla identifikovana schopnost miR-29b inhibovat
antiapoptoticky protein Mcl-1 a naopak indukovat kaspazu-3, tedy plsobit proapoptoticky (Huang et
al., 2018).
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U této miRNA vidime stejn¢ jako u miR-20a protichiidny efekt v zavislosti na lokalizaci.
V misSe po poranéni dochazi k sniZeni jeji exprese a tedy ke sniZeni jejiho v standardnich hladinach
apoptotickému efektu (Liu et al., 2015). Moznost, jak jeji expresi podpofit, se tedy jevi jako Cast cesty
ke zlepSeni prognozy osob trpicich nasledky takového poranéni. Naopak v mozku dochazi po cévni
mozkové piihod¢ ke zvySovani a podpote apoptdzy (Shi et al., 2012 a Huang et al., 2018). Jedna se tedy
o dalsi zdarny piiklad tkanové specifity miRNA.

5.4 miR-34a

Tato miRNA ucinkuje v ramci zde dosud nezmiiiovaného onemocnéni. Tim je Alzheimerova
choroba, kterou trpi pfes 6 miliond osob, a je tak nejcastéjSim neurodegenerativnim onemocnénim
(Alzheimer’s Association, 2022). V souvislosti s timto onemocnénim jsou miRNA taktéz zkouméana.
K ovéreni, zda a jak plisobi miR-34a na regulaci a progresi Alzheimerovy choroby, byly pouzity
transgenni mysi APPswe/PSAEY exprimujici zvySené mnozstvi amyloidu beta, jehoz akumulace je
jednim z privodnich jevii tohoto onemocnéni. Hlavnim cilem regula¢ni aktivity miR-34a, jehoz exprese
je zvysena, je 3’'UTR oblast mRNA proteinu Bcl-2, ktery je schopen inhibovat kaspazu-3 i kaspazu-9
a pusobit tak antiapoptoticky. Mimo miR-34a byla zjisténa zména exprese dalSich 36 miRNA z 299
analyzovanych ve spojitosti s touto patologii. (Wang et al., 2009) Inhibice proapoptoticky plsobici
miR-34a by tak mohla byt dobrym cilem dalSich experimentti s ohledem na zmirnéni imrtnosti neuronti

¢i astrocytd pii tomto onemocnéni.

5.5 miR-128
Parkinsonova choroba je jednim z nejéastéjSich neurodegenerativnich onemocnéni, béhem
nichz taktéz dochazi ke deregulaci standardnich hladin miRNA. U mysi trpicich timto onemocnéni bylo
zjisténo zvysené mnozstvi miR-128. Ta je schopna negativné regulovat translaci proteinu AXIN1 (Zhou
et al., 2018), ktery pres degradaci B-kateninu funguje jako inhibitor Wnt/B-kateninové signaliza¢ni
drahy (MacDonald et al., 2009). Bylo zji§téno, Ze v dopaminergniich neuronech miRNA-128 je inhibice
proteinu AXIN1 spojena s inhibici exprese kaspazy-3. Jak vSak tento antiapoptoticky mechanismus do

detailu funguje a jak vyznamna je tato spojitost, neni presn¢ jasné (Zhou et al., 2018).

Inovativnim pfistupem je analyza exprese této miRNA ne v samotnych neuronech, ale
v extracelularnich vaccich — exosomech ziskanych zplazmy pacientii trpicich Parkinsonovou
chorobou. V nich je mozné detekovat snizené hladiny této miRNA. Ke sniZeni dochazi i v bunéénych
kulturach lidskych bunék neuroblastomové linie SH-SY5Y i potkani linie PC12. Ty byly modifikovany
tak, aby svymi vlastnostmi ptfipominaly pravé dopaminergni neurony a mohl na né byt pouzit 6-
hydroxydopamin chovajici se jako antagonista k dopaminu, a zaroven aby prezentovaly vy$§i néz
standardni mnozstvi miR-128. Toto umélé zvySeni zde plisobi antiapoptoticky, avSak uplné jinou
cestou, nez byla vySe zminéna. Tou je zabranéni aktivace transkripéniho faktoru FoxO3a, ktery jinak

funguje pravé jakozto aktivator apoptozy pres navySovani exprese proapoptotického proteinu Puma
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a FasL, slouziciho jako ligand pro Fas receptor. Zaroven je tato miRNA schopna regulovat aktivaci

kaspaz. Ptedstavuje tak obrovsky diagnosticky i terapeuticky potencial. (Bhattacharyya et al., 2023).

5.6 miR-355-5p
Tato miRNA hraje roli v pribéhu amyotrofické lateralni sklerozy, ktera je velmi zdvaznym
a rychle postupujicim neurodegenerativnim onemocnénim. Jeji snizeni bylo pozorovano ve vzorcich
séra pacientd a na kultufe lidskych bunék SH-SYS5Y. Experimentalni inhibice miR-355-5p ma vliv na
morfologii mitochondrii a zaroven je schopna pfi své patologicky snizené expresi aktivovat kaspazu-7

a dale tak zpecetit osud buiiky (De Luna et al., 2020).

5.7 miR-125b
miRNA nefunguji jen a pouze v ramci nejriznéjsich patofyziologickych procest, ale jsou také
esencialni soucasti spravného fyziologického vyvoje centralni nervové soustavy. Jejich ptesna funkce

arole ve vyvoji je vSak v mnoha ptipadech nepfilis§ jasna. I ptes to jejich vyznam vSak nelze zanedbat.

Jednou z takovych navrhovanych je miR-125b. Jako modelovy organismus pro tento vyzkum
byla pouzita embrya ryby Danio rerio. Po navySeni hladiny miR-125b doslo béhem vyvoje ke snizeni
apoptdzy indukované proteinem p53. AvSak mnozstvi miR-125b neni v celé vyvijejici se nervové
soustavé konstantni. V ramci vyvoje michy je jeji mnozstvi stale stejné, kdezto s postupujicim vyvojem
mozku se jeji hladina neustale zvysuje, s ¢imz koreluje soucasné snizovani p53, kterého je z pocatku
vice nez miR-125b. V ramci experimentu byla tato miRNA inhibovana. To mélo za nasledek zvysené
mnozstvi mrtvych bunék v mozku vedouci ke $patnému vyvoji axonalnich spojeni, naru§enému vyvoji
hlavy a abnormalniho chovani z téchto embryi vzniklych larev. Jelikoz miRNA jsou dosti konzervované
napiic¢ druhy, je pravdépodobné, Ze podobny mechanismus funguje i u dalsich obratlovet (Le et al.,

2009).

Mimo tento fyziologicky ti€inek je miR-125b také jednou z dalSich, jejiz exprese je zvysena pii
probihajici Alzheimerové chorobé. To bylo potvrzeno za pouziti mySiho modelu, a také na vzorcich
lidské mozkové tkané osob, které zemiely v disledku této choroby. Velice zajimavy je dopad zvySené
hladiny této miRNA na snizovéni aktivity tau fosfatazy PP1CA, coz mé za nasledek zvySenou
hyperfosforylaci proteinu Tau, jehoz akumulace jsou povazovany za zndmku postupujici progrese
tohoto onemocnéni. Mimo to ma vysoce pravdépodobné dopad i na apoptoézu. SniZuje totiz expresi
antiapoptotického proteinu Bel-w. Vyznamnost tohoto vlivu je vSak zapotiebi podrobit dal$imu studiu.

(Banzhaf-Strathmann et al., 2014)

5.8 miR-124

Ve spojitosti s vyvojem centralni nervové soustavy je dalsi zkoumanou miR-124, jejiz mnoZzstvi
je mozku znatelné vyssi nez v jakychkoli jinych tkanich (Sempere et al., 2004). Diky tomu je mezi

védci velka snaha o poznani jeji role.
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Jeji hlavni funkci je nejspiSe regulace alternativniho sestfihu béhem diferenciace vznikajicich
neurontl. V rdmci experimentu s mys$imi embryi byl metodou genetického knockoutu vytazen z funkce
protein Dicer, kliCovy pro biogenezi miRNA. Tim doslo k absenci miR-124 a dalSich miRNA vedouci
ke vzniku embryi se zmenSenym pfednim mozkem zplsobenych neregulovanou apoptoézou. Toto
zjisténi podporuje predstavu, Ze miRNA jsou zasadni pro regulaci apoptdzy ve vznikajicim mozku

(Makeyev et al., 2007).

Jestli je tomu opravdu tak a miR-124 hraje roli v regulaci apoptozy béhem neurogeneze, neni
zcela jasné. Jedna z realizovanych studii byla provedena na vyvijejici se neuralni trubici kufete, kdy
bylo zjisténo, ze hladina této miRNA se v diferencujicich neurdlnich bunkach zvySuje, kdezto
v samotnych progenitorovych bunkach je nizka. Z toho divodu se dalo o¢ekavat, Ze miR-124 slouzi
k podpore diferenciace. Kdyz vSak doslo jak k jeji inhibici, tak ke zvySeni jeji exprese, nedoslo ke
zméndm v postupujicim vyvoji bunek. Zvyseni exprese vsak vedlo ke zvySené apoptdze. Presny

mechanismus, jak k ovlivnéni apoptézy dochazi, neni jasny (Cao et al., 2007).

Jak je vidét, nazory o vyznamu této miRNA v regulaci apoptdézy béhem vyvoje jsou
protichidné. Je tedy potieba dalsi vyzkum, aby bylo jasné, jak, za jakych podminek a jestli viibec miR-

124 reguluje apoptozu béhem vyvoje centralni nervové soustavy.

Mimo obdobi vyvoje plisobi miR-124 také jako regulator apoptozy nasledkem cévni mozkové
piihody. Jak bylo zjisténo na potkanim modelu, v takovém ptipadé slouzi miR-124 jako negativni
regulator proteinu Ku70 (Zhu et al., 2014). Ku70 je podstatnou sou¢asti mechanismu opravy DNA
spojovanim nehomologickych koncti. Mimo to se vSak také piisobi antiapoptoticky, a to skrze regulaci
proapoptotického proteinu Bax tak, Ze je Ku70 schopen vychytavat volny protein Bax z cytosolu
a zabranit mu ve vstupu do mitochondrie a nasledné aktivaci apoptotické kaskady (Amsel et al., 2008).
Béhem experimentu byla miR-124 zablokovana, ¢imz doslo k zmirnéni apoptdzy neurontl. Diky tomu
se jevi jako dal$i z moznych terapeutickych cila pii 1écbe nasledkti cévni mozkové pithody (Zhu et al.,

2014).

5.9 miR-24a
Na modelovém organismu — zab€ Xenopus laevis — byla zkoumana mozna funkce miR-24a ve
vyvoji retiny. V ni dochazi k masivnimu umirani bun¢k do té¢ doby, nez je ustanovena jeji finalni
morfologie. Zda se, Ze prave za negativni regulaci takového umirani stoji miR-24a, a to prave diky jeji
schopnosti regulace proteinu Apafl spojeného s tvorbou apoptozomu, a také schopnosti ovliviiovat
kaspazu-9. Nasledkem inhibice miR-24a bylo navySeni apoptozy a z toho vyplyvajici morfologické
abnormality retiny, coz potvrzuje predpokladany vyznam miR-24a v embryonalnim vyvoji retiny

(Walker et al., 2009).
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5.10 miR-9
Jednim z nejzakladnéjsich fyziologickych procesti embryonalniho vyvoje centralni nervoveé
soustavy je samotna neurogeneze probihajici v pfednim mozku, kde je apoptoticky ovliviitovana miR-9
a ji regulovanym proteinem p53. Nedostatek miR-9 se projevoval zvySenim apoptodzy progenitorovych
bunék v pfednim mozku pro tento experiment pouzité zaby Xenopus tropicalis a ve vysledku i snizenim
poctu vzniklych neurond. Zarovei tato miRNA snizuje mnozstvi produktu genu Aairyl, ktery ptisobi
jako represor transkripce. Touto regulaci podporuje neurogenezi i v jinych oblastech vznikajiciho

mozku, kdezto vliv na apoptodzu je spojovan jenom s pfednim mozkem (Bonev et al., 2011).

6. Vyuziti microRNA

V ramci teoretického terapeutického vyuziti existuji dva piistupy. Tak zvana miRNA mimetika
(miRNA mimics), kdy se jedna o administraci piipravenych miRNA ptimo jako 1éCivy pripravek
(Rupaimoole & Slack, 2017). Druhym ptipadem je situace, kdy by miRNA byla cilem jiného lé¢ivého
pripravku, ¢imz by doslo k jeji inhibici. Takovy ptipravek by byl pak nazyvan antagomir (Kriitzfeldt et
al., 2005).

miRNA jsou ve fazi zékladniho vyzkumu intenzivn¢ zkoumana nejen jako potencialni cesta
terapie nejruznéjsich onemocnéni, ale hlavné jako slibné vypadajici biomarkery, a to i diky jejich
schopnosti ovliviiovat nékolik bunéénych procesti zaroven (Rupaimoole & Slack, 2017). To vSak
predstavuje hlavni pirekazku, kterou je tfeba pied zavedenim klinické terapie prekonat. Diky Sirokému
spektru svého puisobeni by totiz takovéto latky mohly interagovat i s jinymi mRNA, neZ je jejich
priméarni terapeuticky cil. To by mohlo vést k signifikantnim vedlej$im G¢inktim. Problém navic vzdy

predstavuje administrace cehokoliv skrze hematoencefalickou bariéru (Hutchison et al., 2009).

Jednou z oblasti vyuziti miRNA jako biomarkery je misni poranéni, kde by mohly slouzit
k brzkému uréeni, zda k poranéni doslo a k ureni miry zavaznosti. Ve studii, kterd analyzovala
cirkulujici miRNA v krvi mysi, které mi$ni poranéni prodé¢laly, bylo identifikovano nékolik miRNA.
Konkrétné miR-9, miR-219 a miR-384-5p byly vybrany jako ty, které by v budoucnu mohly slouzit
jako biomarkery, a to diky velkym zménam v jejich expresi (Hachisuka et al., 2014). Dalsi studie se
zabyvala stanovenim zavaznosti poSkozeni ze séra 44 pacienti béhem prvnich tfi dnti od Grazu. Mezi
miRNA, u kterych doslo k zménadm v expresi a které by tedy byly nejvhodnéj$imi kandidaty na
biomarkery, patfily miR-9, miR-21, miR-219, miR-133 a dalsi. Stanoveni biomarkert korelujicich se
zavaznosti poskozeni by mohlo slouzit pro predikci nasledkdi poranéni. Pro jednoznacné urceni
takovych miRNA a jejich potencialni klinické vyuZiti je potfeba vice studii s vétSim vzorkem pacientil

(Tigchelaar et al., 2019).

Dale by miRNA mohla byt cestou k v¢asné detekci neurodegenerativnich onemocnéni jako je

Alzheimerova ¢i Parkinsonova choroba, k jejichz diagnoze Casto dochdzi az s nastupem symptomd.
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V piipadé Alzheimerovy choroby byly v ramci studie vyuzity vzorky séra 7 pacientti. Ve vSech vzorcich
byla zjisténa sniZena hladina urcitych miRNA oproti kontrolnim vzorktim séra zdravych osob, mezi
nimi miR-9, miR-29, miR-29b a dal§i. Ta by tak mohla slouzit pro neinvazivni diagnostiku

(Geekiyanage et al., 2012).

Dalsim ptikladem, kde by se miRNA dala takto vyuzit, jsou ptipady traumatického poskozeni
mozku. V provedené studii bylo zjisténo zvySeni hladin miR-93, miR-191 a miR-499 do 24 hodin po
urazu v séru 76 pacientll. Tyto hladiny byly zvySené pouze u pacientd, a ne u zdravé kontroly. ZvySeni
hladin téchto miRNA reflektovalo zdvaznost poranéni, a to v tom smyslu, Ze vys$si hladiny prezentovali

pacienti s hor§imi nasledky nez ti s mensimi nasledky poskozeni (T. Yang et al., 2016).

V posledni letech probéhlo a soucasné stale probiha n¢kolik klinickych studii cilici na analyzu
zmén miRNA a jejich moznosti vyuziti jako biomarkery pro v¢asnou diagnostiku u pacientll trpicich
nejriznéj$imi typy rakovin, aterosklerozou, inzulinovou rezistenci nebo endometriéozou. V ramci
centralni nervové soustavy byla v tomto ohledu zkoumana také napiiklad roztrousena sklerdza,
farmakorezistentni epilepsie, Parkinsonova choroba, migrény, deprese, autismus a dalsi. VSechny tyto
studie jsou knalezeni v databazi Narodni knihovny mediciny Spojenych stati americkych

(https://clinicaltrials.gov).

7. Zavér
Tato bakalarskd prace si dala za cil pfedstavit n€kolik vybranych miRNA v kontextu
apoptotické bunécné smrti, kterou z velké miry reguluji. A to konkrétné¢ béhem procesti v centralni

nervove soustave.

Nejprve bylo vysvétleno, co je to apoptdza, kterd probiha uz od samotného pocatku vyvoje,
reguluje homeostiazu, je privodcem nejrizngjSich onemocnéni a jeji regulace je dlouhodobym
predmeétem intenzivniho studia. Detailnéji byl popsan molekularni mechanismus aktivace apoptdzy pies
vnitini drahu zavislou na mitochondriich a spojenou se signalizaci ptes proapoptotické a antiapoptotické
proteiny a naslednou kaskadovitou aktivaci kaspaz. Déle byl vysvétlen mechanismus vnéjsi drahy
vedouci pies receptory smrti a taktéz kaspazy. V posledni fad¢ byla zminéna i draha nezavisla na

kaspazach.

Zbytek prace se vénoval microRNA od jejich biogeneze az propojeni jejich regulacnich
schopnosti s apoptdézou v centralni nervové soustavé. K tomu bylo vybrano nékolik konkrétnich
miRNA ucinkujicich ve fyziologickych procesech neurogeneze, vyvoje mozku a retiny, a také
vybranych patofyziologickych procesech. Témi byly mi$ni poranéni, cévni mozkova piihoda,
traumatické poranéni mozku a neurodegenerativni onemocnéni — amyotroficka lateralni skleroza

a Alzheimerova a Parkinsonova choroba.
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I pres intenzivni zkoumani jsou nékteré vysledky stale nedostatecné a piesné mechanismy, jak
miRNA apoptézu reguluji a za jakych podminek k tomu dochazi, nejsou doposud jednoznacné
objasnéné. Techto regulacnich miRNA je samoziejmé podstatné vétsi mnozstvi, nez kolik umoznoval
rozsah této prace. Nadto jsou neustile objevovany nové a nové funkce a dopady jejich aktivity ¢i

inhibice na nejriiznéj$i bunécné procesy.

AC¢ je diagnosticky a terapeuticky potencidl miRNA s ohledem na zmitiované patofyziologické
procesy v centralni nervové soustavé ziejmy, bohuzel neni tato oblast dostate¢né prozkoumana, aby
bylo mozné ptedpokladat takto zalozenou 1écbu ve velmi blizké budoucnosti. Stale je potieba zajistit
vétsi vyzkumné vzorky, analyzu vzorkl v del§im ¢asovém méfitku a prozkoumani moznych interakci
s Iéky a jinymi metodami 1éCby s hladinami miRNA. Piekazkou je i samotné nedostatecné objasnéni,
co je spoustéCem onemocnénich jako je tteba Alzheimerova choroba. Pro ptipadné terapeutické vyuziti
je potieba zajistit opravdu selektivni pisobeni a spravnou cestu administrace do jinak tézko dostupné

oblasti mozku.

Moznosti jsou tedy obrovské a diagnostika a terapie zaloZzené na miRNA maji bezesporu velky

potencial. I nadale je vSak potfeba extenzivni zakladni vyzkum.
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