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Abstrakt

MikroRNA jsou malé protein nekodujici dSRNA dlouhé ~22 nukleotidu. Jejich hlavni Glohou
je potlacovat genovou expresi pomoci odstranéni/destabilizace mRNA ¢i jeji degradace. Tyto malé
RNA hraji vyznamnou roli v regulaci mnoha bunéénych procest a bylo zjisténo, ze ovliviiuji expresi
vice nez 30 % lidskych genll. Mezi procesy, na které maji vliv, patii i programovanad bunééna smrt.
Tiebaze je tato prace zaméfena zejména na analyzu a charakterizaci role miRNA v regulaci
apoptotické bun&cné smrti, miRNA se mohou ucastnit regulace i autofagické bunééné smrti ¢i
programované nekrozy. MiRNA mohou zvysovat citlivost bun¢k k apoptoze potlacenim exprese gent
receptord smrti, ale mohou také pusobit pfimo pro-apoptoticky regulaci exprese napi. anti-
apoptotického proteinu Bcl-2. V mnoha riznych organismech jsou popsany tisice miRNA a desitky
z nich se ucastni requlace bunééné smrti. Spatnd, &i narufend funkce miRNA, a s tim souvisejici
zména signald v apoptoze, vede k mnoha patologickym procestim, napiiklad k tumorigenezi ¢&i
Spatnému vyvoji a homeostazi tkani. Pochopeni, jak miRNA funguje v bunééné smrti, a piipadna
prakticka aplikace téchto znalosti by mohlo vést k vyznamnému pokroku v 1é¢eni rakoviny, infarktu

myokardu nebo jinych patalogickych stavii.

Klic¢ova slova: miRNA, apoptoza, genova exprese, translace, bunécna smrt, rakovina



Abstract

MicroRNAs are small protein non-coding, ~ 22 nucleotides long dsRNAs. Their main task is
suppression of gene expression via removal/destabilization of MRNA or its targeting to degradation.
These small molecules play an important role in the regulation of many cellular processes and have
been found to affect expression of more than 30% of human genes. Among the processes affected or
regulated by miRNAa belongs also programmed cell death. Although this work is mainly focused on
the analysis and characterization a role of distinct miRNAs in the regulation of apoptotic cell death,
miRNAs can also participate in the regulation of autophagic cell death or programmed necrosis.
MiRNA can enhance cellular sensitivity to apoptosis by suppressing the expression of death receptor
genes, but can also drive cells to apoptosis by regulating expression of anti-apoptotic protein Bcl-2. In
many different organisms were already discovered and described thausends of micro RNAs anddozens
of them participate in the regulation of cell death. Poor or impaired function of miRNAs and related
disturbance in apoptotic signaling could lead to a number of pathological processes as tumorigenesis
or disturbances in tissue development and homeostasis. . Understanding how miRNA functions in cell
death and possible practical applications of these findings could bring substantional advancements in

treating cancer, myocardial infarction, or other pathological conditions.

Key worlds: miRNA, apoptosis, gene expression, translation, cell death, cancer



Seznam zkratek

(d)ATP (deoxy)Adenosine-5'-triphosphate
3'UTR,5'UTR  3'a 5' Untranslated region, neptekladana oblast
Ago2 Argonaut 2

AlF Apoptosis inducing factor

AKT Protein kinase B

AML Acute myeloid leukemia

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor 1
Bak Bcl-2 homologous antagonist/killer

Bax Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

Bcel-xL B-cell lymphoma-extra large

BH3 Bcl-2 homology 3 doména

Bid BH3 interacting-domain death agonist
Bik Bcl-2-interacting killer

Bmf Bcl-2-modifying factor

bp Base pair, par bazi

CAD Caspase-activated DNase

CARD Caspase activation and recruitment domain
c-FLIP Cellular FLICE-inhibitory protein

CLL Chronic lymphocytic leukemia

CMPC cardiomyocyte progenitor cell

DAG Diacylglycerol

DD Death domain

DED Death effector domain

DGCRS DiGeorge syndrome critical region Gene 8
DISC Death-inducing signaling complex
DNA-PK DNA-dependent protein kinase

EndoG Endonukleaza G

FADD Fas-associated death domain

FAP-1 Fas-associated phosphatase-1

GJA1L Gap junction alpha-1 protein; Konexin 43
GLUL Glutamate-ammonia ligase

Hrk Activator of apoptosis harakiri

HSP60/70 Heat shock protein 60/70

HtrA2 High temperature requirement protein A2
IAP Inhibitor of apoptosis protein

ICAD Inhibitor of caspase-activated DNase
IGF-1 Insulin-like growth factor 1

IKK IxB kinase

KCNJ2 Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2
LC3 Microtubule-associated protein 1 light chain3
Mcl-1 Myeloid cell leukemia-1

miR, miRNA microRNA

miRISC miRNA navazana na komplex RISC
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mPTP
mTOR
Noxa

NPC

nt

PPARS
pre-miRNA
pri-miRNA
PTEN
Puma
PYGL
RIP1/3
RISC

ROS
SIRT1

Smac/DIABLO
ssSRNA, dsRNA

TAB2/3
TAG
TAK1
tBid
TBP
TNF
TNFR
TNFa, B
TRADD
TRAF2
TRAILR
TSA
WT1
XIAP

Mitochondrial Permeability Transition
Mammalian target of rapamycin
Latinsky "poskozeni"

nasopharyngeal carcinoma

nuklotid

Peroxisome proliferator-activated receptor delta
Prekurzorova miRNA

Primérni miRNA

Phosphatase and tensin homolog

p53 upregulated modulator of apoptosis
Glycogen phosphorylase
Receptor-interacting protein
RNA-induced silencing complex
Reactive oxygen species
NAD-dependent deacetylase sirtuin-1

Second mitochondria-derivated activator of caspases/direct IAP binding protein with low pl

Single stranded, double stranded RNA

TAK1 binding protein 2 or 3

Triacylglycerol

Transforming growth factor-p-activated kinase-1
Truncated Bid, zkraceny Bid

TATA-binding protein

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor

Tumor necrosis factor a, §

TNFR-associated death domain

TNF receptor-associated factor 2

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor
Trichostatin

Wilms tumor protein

X-linked IAP
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1. Uvod

Relativné nedavno objevené protein nekodujici malé dsRNA (~22 nt) nazyvané mikroRNA
(miRNA, miR) hraji dilezitou roli v regulaci bunéénych procest. Jejich hlavni tlohou je potlacovat
genovou expresi na urovni dostupnosti mRNA pro translaci. Mikro RNA se podili na vyvoji, pteziti,
proliferaci a bunééné smrti buniky. Deregulace jejich exprese mize pfispivat K mnohym patologickym
projeviim, jako napiiklad nadorové transformaci ¢i proliferace, nebo $patnému vyvoji tkani. Od roku
1993, kdy byly poprvé objeveny u Caenorhabditis elegans, se jejich pocet rozrostl na stovky
objevenych miRNA v mnoha organismech, z nichz desitky miRNA participuji Vv regulaci bunééné
smrti. Tato prace piehledné nastifiuje problematiku buné¢nou smrt regulujicich miRNA. Tyto miRNA
bud’ pfimo ovliviiuji expresi proteinti ucastnicich se apoptotické signalizace v lidskych ¢i mysich
burnikach, nebo maji nepiimy vliv skrze regulaci exprese riznych transkripénich faktord nebo jinych

proteint dale ovliviljicich bunéénou smrt.

2. miIRNA

Vlastni funkéni miRNA jsou 18-24 nukleotidd (nt) dlouhé jedno-fetézcové molekuly
nekodujici RNA, které reguluji expresi genti na post-transkripéni Grovni. Hraji velice dilezitou roli
v regulaci bunécnych procest, at’ se jednd o pfeziti, rust, diferenciaci nebo jeji bunécnou smrt. Navaze
na zaklad¢é castecné komplementarity na vazebna mista na mMRNA a nékolika mechanismy miize
zabranit jejich piekladu na protein. Dle bioinformatickych pfedpovédi mohou savéi miRNA regulovat
kolem 30 % - 60 % vSech kodujicich genu (Filipowicz et al. 2008, Friedman et al. 2009). miRNA se
Castéji ucastni regulace téch gend, jejichz transkripce je ovlivnéna vice transkripénimi faktory (Cui et

al. 2007).

2.1. Biosyntéza miRNA — jaderné zpracovani

Geny pro miRNA jsou umisténé ve vSech ¢astech genomu. Vyskytuji se samostatné mezi
protein kodujicimi geny, pak je oznacujeme jako intergenické miRNA, nebo jsou na genomu umistény
uvnitt protein kodujiciho genu — nazyvané intragenické. Intragenické miRNA mohou byt kodovany
v intronu, v exonu, dokonce i v 3¢ a 5° nepiekladanych oblastech (3°-, 5’UTR). Dle recentnich analyz
patii vétsina miRNA do intergenickych (42 %) a do intronickych (44 %) (Wang 2010, Olga et al.
2011). V srpnu roku 2012 bylo na strance http://www.mirbase.org uvadéno 1600 prekurzorovych a
2042 maturovanych lidskych miRNA. miRNA lezici uprostifed genu maji stejnou regulaci jako
ptislusny gen, v némz lezi. Geny pro miRNA mohou byt transkribovany jako jednotlivé geny (vznikaji
monocistronni transkripty), nebo se gen jedné miRNA vyskytuje blizko genu pro jinou miRNA a
vznikaji polycistronni transkripty. Casto se takto spolené transkribované miRNA oznaduji pojmem
,cluster” (klastr) (Lee et al. 2002). Napiiklad gen pro miR-17-92 klastr, u ¢lovéka na chromozomu 13,
koduje Sest riznych miRNA.



Geny miRNA jsou V nejvétsi mife transkribovany RNA polymerazou II (Lee et al. 2004).
Nasly se ale také miRNA, které jsou piepisovany RNA polymerazou III. Jejich geny lezi u lidi pobliz
gent pro tRNA nebo jsou obklopeny Alu sekvencemi ¢i jinymi sekvencemi transkribovanymi RNA
polymerazou III (Borchert et al. 2006).

Primarni transkript miRNA vznikly RNA polymerdzou Il se oznacuje pri-miRNA. Vzniklé
transkribované vlakno RNA je jako jiné produkty RNA polymerazy II opatifeno Cepickou, poly(A)
koncem a je také sestiihavano. Tato pre-miRNA dosahuje velikosti az nékolik stovek nukleotidu.
Budouci miRNA se nachézi uvniti 60-80 nt dlouhé sekvence, kterd se slozila do podoby vlasenky
s terminalni smy¢kou, dvéma nestrukturovanymi jedno-fetézcovymi konci a dvou-fetézcovym tsekem
(obvykle ~33 paru bazi), ktery je rozdélen helikdzovou smyckou na ~11 bp a ~22 bp (Kim 2005). Pri-
miRNA je dale zpracovana mikroprocesorovym komplexem. Hlavnimi komponenty komplexu jsou
Drosha, pattici do rodiny RNaz III, a DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8 (DGCR8/Pasha).
DGCRS rozezna a vytvoii spojeni s ssSRNA-dSRNA na pri-miRNA. Zaroven se ukotvi na ~33 bp
dlouhy usek. Poté se do komplexu zapoji Drosha protein, ktery sdm neumi rozpoznat RNA. Stépeni
molekuly pri-miRNA je navedeno pozici DGCRS8. Dochazi k nému ~11 bp od rozhrani ssRNA-
dsRNA. Po stépeni vznika prekurzorova miRNA (pre-miRNA), molekula dlouha ~65 nt s2 nt
ptresahem na 3‘konci (Han et al. 2006) — viz Obr.1.

Intronové miRNA, téZz zvané mirtrony ziskavaji charakteristiky pre-miRNA po vystiizeni
Z primarniho transkriptu, odstranéni mista vétveni z laridtové struktury a nasledném sbaleni a
obchazeji tak apravu enzymem Drosha (Ruby et al. 2007).

Vzniklé pre-miRNA jsou zjadra do cytoplazmy exportovany Exportinem-5 ve spolupraci
s RanGTP (Lund et al. 2004).

<A <1<
== = RNA pol Il
transkripce
RNA pol II, Il i P !
transkripce o :;I;ENSI\':;D RNA pol ll Mlon
pri-miRNA s F i transkripce =
Lin28 vlasenky RNA &
G Dgcr8 AAAA Spliceosom
Drosha
pre-miRNA /
Splicing
E pre-miRNA =
E / Dicer
5 Dicing
Jadro :
Vétsina miRNA Dieer
Cytoplasma  pre-qiR-451 RISC
Slising E
/ -
Ago2 .
- Ago2 Vétsina siRNA a
miR-451 RISC Zivoéisnych nékolik
miRNA miRNA
Ago2
TR .
Inhibice translace Deadenylace Stépent MRNA
)
)
G G AAAA
mRNA ARAA mRNA X

Obr. 1. miRNA biogeneze. Nazorné zobrazeni zpracovani miRNA od transkripce po umiceni translace. (Prevzato a prelozeno

z (Yi & E. Fuchs 2011).
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2.2. Biosyntéza miRNA — cytoplazmatické zpracovani

Vlasenka pre-miRNA je kdalsimu zpracovani v cytoplazmé rozeznana dal$im enzymem
a nasledné stépeni pre-miRNA jsou PAZ doména, dvé sousedici RNaz IlI-like domény (RIlla a RIIb)
a dsRNA vazebna doména (dsRBD). Rllla a RIIIb spolecné vytvareji dimerické katalycké centrum.
se ukazuje PAZ doména. Fragment diceru (obsahujici RIIla, RIIIb a dSRBD domény) bez této domény
nevykazoval Zadnou S$tépnou aktivitu. PAZ doména (téz dilezita u proteinu Argonaut (Ago))
rozeznava konce substratu s 3° presahy. Dicer §tépi pre-miRNA molekulu 18-22 nt od 3’konce.
Odstrani terminalni smycku (Zhang et al. 2004, Soifer et al. 2008). Vznika 22 nt dlouhy
miRNA/miRNA* duplex s 2 nt pfesahy na 3 koncich. Ob¢ vlakna spolu neparuji zcela dokonale
a to vede k jejich nestabilité.

Jedno viakno miRNA z duplexu miRNA/mMiRNA* je zabudovano do komplexu RISC (RNA-
induced silencing complex). Vznikne tak vykonny multienzymovy komplex miRISC, ktery nasledné
umlcuje, ¢i degraduje cilovou mRNA. Hlavnimi komponentami miRISC jsou Dicer, upravujici vlakno
pre-miRNA; TRBP, dsRNA vazajici protein, ktery navadi protein Ago-2 na miRNA vazanou
na Diceru; a Ago protein, ktery vykazuje endonukleazovou aktivitu a je vykonnou ¢&asti miRISC
komplexu v uml¢ovani, ¢i degradaci vlakna mRNA. Ago protein ma stejné jako Dicer PAZ doménu,
kterda rozpoznavd miRNA diky 2 nt pfesahiim na 3° koncich a obsahuje PIWI doménu, ktera
rozpoznava 5° konec malych RNA. miRNA v miRISC slouzi k navadéni na cilové mRNA. Jaké
vlakno z duplexu miIRNA/miRNA* bude zabudovano do RISC, souvisi s nedokonalym parovanim.
Vlakno miRNA, které ma na 5° konci méné stabilni parovani bude zabudovano do komplexu. Toto
vlakno se nazyva ,,guide”. Druhé vlakno, oznaCované ,passenger nebo znacené ,,*“ je nasledné
v burice degradovano (Gregory et al. 2005, Chendrimada et al. 2005, Du & Zamore 2005) — viz Obr.1.

U miR-451 bylo pozorovano, Ze snizeni exprese Diceru nemélo vliv na mnozstvi a aktivitu
této mRNA. Tato mikroRNA je zabudovana a $tépena rovnou Ago proteinem, a poté se tak stava
soucasti funkéniho RISC komplexu (Cheloufi et al. 2010). Z hlediska normalniho zpracovani miRNA

se tedy dnes jedna o nestandardni jev.

2.3. Mechanismus aktivity miRNA

Ulohou maturované miRNA zabudované ve struktufe miRISC je navést komplex na konkrétni
mMRNA, aby mohl inhibovat jeji translaci, nebo iniciovat jeji degradaci. Na 5° konci vlakna miRNA
se naléza takzvana ,,seed” sekvence. Obvykle je to usek zahrnujici 2 — 8 nukleotid. Vldkno miRNA
se pravé touto sekvenci vaZe na vazebna mista na mRNA — viz Obr. 2. Casto se i vaze dal§imi
nukleotidy (Lewis et al. 2003). miRNA se navaze na cilovou sekvenci obvykle na 3’UTR. OvSem

v n¢kterych piipadech se tato sekvence vyskytuje v 5’UTR, ¢i dokonce v kddujici oblasti. | v takovych
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pripadech dochazi k represi. Cilova sekvence byva na mRNA v nékolika repetitivnich kopiich, ¢imz se
zvySuje efektivita umlcenti.

Po navédzani miRISC na mRNA dochézi k zastaveni translace. Ve vétSiné ptipadil je pouze
zastavena translace pii iniciaci, ¢i elongaci a vlakno mRNA neni degradovano (Filipowicz et al. 2008).
Ale v nékterych piipadech dochazi k nasledné deadenylaci, odstranéni Cepicky a degradaci vlakna
mRNA (Standart & Jackson 2007). Déje se tak ve strukturach P-bodies (processing bodies)
obsahujicich vysokou koncentraci enzymt a faktorti ovliviiujicich obrat mRNA a jeji translacni represi
(Chan & Slack 2006). Protoze je seed sekvence celkem kratkhi a muZze vni dochazet
k jednonukleotidovym polymorfismiim, mize mit jedna miRNA za cil stovky mRNA a jedna mRNA
muze byt cilend nékolika miRNA (Sun et al. 2009, Lim et al. 2005). Za uréitych okolnosti mize
miRNA zvySovat translaci. Déje se tak u lidské miR-369-3 a mMRNA TNFo (tumor necrosis factor o)
béhem zastaveni bunééného cyklu. Navazani seed sekvence na mRNA T7TNFa je podminkou
pro navedeni komplexu Ago2-FXRI, ktery nasledné pomaha zvySeni translace (Vasudevan et al.
2007).

=15 nucleotides Bulge
— -
o A T —— NNNNNEREEN [ NNNNAL- - - - - o= - - - - AAAAAA
N 1 1
| I D R D B O O O L I I I I I I I 1
MMMNNERNE MNERERNERREN — miRkA
T 1 ' .| |
16 13 8 1
Bulge = — -
v : ‘Seed’
3" complementarity region

Obr. 2. Princip mikroRNA-mRNA interakce. Na obrdazku vidime mikroRNA navdzanou na mRNA pomoci své seed sekvence

na 5' konci (prevzato a upraveno z Filipowicz et al. 2008).

K predikeci hlavnich cild miRNA lze pouzit programy The Pictar (http://www.pictar.org),
TargetScan (http://targetscan.org) a MiRanda (http://www.microrna.org/microrna’/home.do). Ovsem
jenutné je poté prakticky oveéfit. Seznam dosud znamych miRNA lze dohledat

na http://www.mirbase.org.

2.4. Znacéeni miRNA

Oznaceni miRNA dava vice informaci, nez pouze jméno. Mame-li lidskou miR-101. Jeji celé
oznaéeni je hsa-miR-101. Pfedpona ukazuje, U jakého organismu ji najdeme (napf. hsa — Homo
sapiens, dme — Drosophila melanogaster...). Pokud mame stejnou miRNA u mysi a ¢lovéka: hsa-
miR-101 a mmu-miR-101, lze o nich fict, ze jsou ortologni. Stejné¢ tak mlizeme rozpoznat
dle pfipony paralogni sekvence liSici se v jedné az dvou pozicich: mmu-miR-10a a mmu-miR-10b
U mysi. Nekteré miRNA jsou oznacena za nadzvem piiponou -3p, -5p, prikladem u miR-17-5p a 17-
3p, ktera znamena, Ze dvé rizné maturované miRNA vznikly ze sekvenci na 5 a 3 raméncich jedné

prekurzorové miRNA (Griffiths-Jones et al. 2006).
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3. Bunéc¢na smrt

Bunécna smrt je nedilnou soucasti zivota. Pomaha télu ve vyvoji. Usmrceni bun¢k je dilezité
pri vyvoji, pii vytvafeni prstd, slinnych zlaz, odstranéni ocasu u zab, pfi vyvoji bunék imunitniho
systému, pfi vyvoji organil, ve chvili, kdy je buiika napadena virem nebo bakterii. Dilezité je také
usmrtit buniku, kterd je posSkozena v disledku riznych fyzikalnich a chemickych vlivii (UV razeni,
radiace, toxiny...) vyvolavajicich v bunce defekty. Takova bunka by mohla byt nebezpecna pro okolni
tkan¢ a je nutné se ji zbavit. Poruchy regulace bunécné smrti vedouci k nezadouci buné¢né smrti, nebo
naopak vedouci k neschopnosti butiky aktivovat bunéénou smrt, jsou spojeny s mnoha patologickymi
stavy, jako jsou nadorova onemocnéni, autoimunitni onemocnéni, virové infekce, sepse, ischemie,
neurodegenerativni onemocnéni, $patné hojeni a regenerace tkani (Fuchs & Steller 2011, Abud 2004).

Existuje nékolik typti bunééné smrti. Casto se setkdme s rozdélenim na tii typy programované
bunécné smrti. Typ I je oznaCovan jako apoptdza, typ II jako autofagickd bunécna smrt a typ III jako

nekroticka bunécna smrt (nekroza).

3.1. Apoptoza

Apoptdza byla poprvé pojmenovana a jeji charakteristiky poprvé shrnuty v roce 1972 (Wide &
Kinetics 1972). I kdyZ prvni zminka o tomto fenoménu pochazi z roku 1842 (Lawen 2003, dle Vogt
1842). Nazev pochazi ze starofeckého vyrazu dndéntwoio (apé — z, od + ptosis — padani) uzivaného
pro pojmenovani padani listid ze stromt.. Apoptoza se vyznacuje tvorbou malych kulatych fragmentt
cytoplasmy s membranou obsahujici zbytky jadra — takzvana apoptoticka téliska. Ta jsou nasledné
fagocytovana ostatnimi bunkami. Tomu piedchazi kondenzace cytoplasmy a organel, chromatin
se shlukuje na jadernou membranu a jadro je fragmentovano. Kondenzace chromatinu a tvorba
apoptotickych télisek je pro apoptézu charakteristicka (Wide & Kinetics 1972) .

Rozeznavame dvé hlavni drahy, kterymi je apoptdza fizena a aktivovana: vnéj§i a vnitini
drahu. Vngjsi draha zprostiedkovava signaly smrti prichazejici ze stimuld vné buiky a v savéich
bunikach je napiiklad zprostfedkovana tzv. receptory smrti. Po jejich aktivaci ligandem dochazi ke
spusténi signalni sekvence vedouci k aktivaci specifickych protedz — kaspaz a naslednému $tépeni
bunéénych komponent a kompartmenti a smrti buiiky. Takové ligandy (naptiklad FasL, TNF-a a jiné)
produkuji napf. bunky imunitniho systému reagujici na virovou infekci (Ashkenazi & Dixit 1998).
Vnitini draha reaguje na vnitini stav bunky. Hlavni Glohu v ni hraji mitochondrie a sni spojené
proteiny, jako jsou proteiny rodiny Bcl-2, Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF (Apoptosis-inducing
factor) a jiné. Také reaguje naabsenci pro preziti nezbytnych signall, na radiaci, toxiny, hypoxii,

prekrveni, virovou infekei a volné radikaly (Elmore 2007).

13



3.1.1. Tumor supresor p53

p53 je transkripcni faktor, ktery ovliviiuje expresi mnoha gent.. Bud’ sam vystupuje jako
transkripéni faktor, nebo ovliviiuje jiné transkripéni faktory fungujici u jinych genti. Existuje mnoho
strest, které vedou k jeho aktivaci, mezi nimi napiiklad ROS (Reactive oxygen species), nizké
extracelularni pH, teplota a hypoxie. Dulezitou roli hraje p53 v bunécném cyklu pii kontrole,
zda je DNA nepoSkozena. PoSkozena DNA je signal vedouci k zastaveni bunééného cyklu a
Vv zavislosti na mife poﬁkozem’ DNA muze p53 vedle Zaistavy bunécéného cyklu aktivovat i apopt(')zu.
nadorovych onemocnéni (Junttila & Evan 2009).

Jako transkripéni faktor aktivuje expresi mnoha pro-apoptotickych proteini, mezi které
zejména patii BH3-obsahujici proteiny Puma a Noxa, pak také Bax, CD95, DRS5, ApaFl a dalsi
(Benchimol 2001).

Apoptozu ovliviuje i tak, ze aktivuje n€které miRNA, které dale ovliviiuji signalizaci
V apoptoze snad na vSech urovnich. p53 miize n€které miRNA aktivovat pfimo jako jsou miR-34a
(Raver-Shapira et al. 2007), miR-17-92 Klastr (Yan et al. 2009) a n&které aktivuje pusobenim
na proteiny nutné k maturaci miRNA (let-7, miR-143, miR-145 miR-16 a jin¢) (Boominathan 2010).

3.1.2. Vnéjsi draha apoptozy

Vnéjsi draha apoptdzy zacina aktivaci receptorli smrti navazanim ligandu. Receptory smrti
jsou homotrimerni transmembranové proteiny patfici do proteinové rodiny zna¢ené TNFR (Tumor
necrosis factor receptors) a maji za ukol zprostiedkovat pienos apoptotického signalu z vnéjsiho
prostiedi dovnitf buniky. U vSech nalezneme N-terminalni extraceluldrni domény bohaté na cystein.
Ligand se nejcastéji vaze na druhou a tieti cystein bohatou doménu (Locksley et al. 2001).
V cytosolické ¢asti membrany se pak nachazi doména smrti (DD, Death domain) (Ashkenazi & Dixit
1998).
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Obr. 3. Vnéjsi drdaha apoptizy.
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Existuji dva zptsoby pfenosu signalu dovniti do buiiky pomoci receptorti smrti. Prvni z nich
zahrnuje DISC (Death-inducing signaling complex) formovany na CD95 receptoru nebo
TRAILR1/R2. Navézani ligandu (FasL, respektive TRAIL) zpiisobi trimerizaci DD receptorti, na které
se svou DD véze adaptorovy protein FADD (Fas-associated death domain). FADD ma4 dale jeste dalsi
doménu — DED (Death effector domain). Stejnou doménu nese prokaspaza-8 a prokaspaza-10. Pravé
touto doménou se k sob¢ navazi prokaspazy a FADD. Cely tento komplex je nazyvan DISC. Zvysena
lokalni koncentrace prokaspaz-8 vede Kk autoproteolytickému Stépeni, z kterého nakonec vyjde
bud’ ptimo aktivuje efektorovou kaspazu-3, nebo dochazi ke Stépeni proteinu Bid na zkraceny
(truncated, t) tBid. tBid vede signal vedouci az k uvolnéni cytochromu ¢ z mitohcondrie, formovani
apoptozomu. Apoptozom aktivuje kaspazu 9, ktera muze nasledné aktivovat efektorové kaspazy
(Lavrik et al. 2005).

Druhy zptsob nalezneme u TNFR a DR3 signalizace. Po navazani ligandu (TNF, respektive
Apo3L) opét dochazi k trimerizaci DD receptoru. OvS§em navaze se adaptorovy protein TRADD
(TNFR-associated death domain). TRADD je schopny zprostiedkovat vazbu s TRAF2 (TNFR-
associated factor-2) a RIP1 (Receptor-interacting protein kinaza), které dale stimuluji drahy vedouci k
aktivaci transkripénich faktord NF-«xB a JNK/AP-1. (Ashkenazi & Dixit 1998).V piipadé blokované
kanonické NF-kB signalizace miize vzniknout tzv. sekundarni DISC obsahujici RIP1, TRADD,
FADD a prokaspazu 8 a obdobn¢ jako u receptorového DISCu umoznit autoproteolytickou aktivaci
kaspazy-8 a -10 (Wang et al. 2008).

3.1.3. Vnitini draha apoptozy

Vnitini apoptotickd draha je aktivovana zejména stresovymi podnéty (poSkozeni DNA,
organel, oxidativni prostfedi apod.) a hlavni roli pfi jeji aktivaci hraji mitochondrie. Jsou to praveé tyto
organely, které reaguji na mnoho stresi a pfimo se ucastni smrti uvnit buiky (Liu et al. 1996).
Aktivace této vnitini apoptotické signalizace je zejména spojena s permeabilizaci vnéjsi
mitochondrialni membrany (mitochondria outer membrane permeabilization, MOMP) a s uvolnénim
pro-apoptotickych proteint - cytochromu ¢, proteind Smac/DIABLO, htrA2/0Omi, AlF, EndoG, CAD
Z mezimembranového prostoru. NejvyznamnéjSimi proteiny ovlivitujici MOMP jsou proteiny rodiny
Bcl-2.

Vsechny proteiny rodiny Bcl-2 obsahuji jednu az ¢tyfi rizné BH domény, slouZzici zejména
k jejich vzajemné interakci. MUZzeme je rozdélit na multidoménové anti-apoptotické a pro-apoptotické
a BH3-only proteiny. Mezi anti-apoptotické patii Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1. Do pro-apoptotickych
fadime vicedoménové Bax, Bak a Bok a BH3-only proteiny Bim, Puma, Noxa, Bik, Bmf, Hrk, Bid.
Uloha BH3 proteinti je pfenos apoptotickych signalii a to kompetetivni inaktivaci antiapoptotickych a
aktivaci proapoptotickych proteini Bak, Bax a vytvofenim poru ve vnéjsi mitochondrialni membrané

(Giam et al. 2008).
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Obr. 4. Vnéjsi draha apoptézy. Na obrazku vidime mitochondrii, apoptotické proteiny, apoptozom, cile kaspaz (prevzato
a upraveno z Lavrik et al. 2005).

Cytozolicky Bak a na mitochondrialni membrané umistény Bax jsou proteiny schopné
po aktivaci vytvofit v membrané pér nutny k uvolnéni mnoha dalSich pro-apoptotickych proteini z
mezimembranového prostoru. Oba jsou bézné inhibované anti-apoptotickymi ¢leny Bcel-2. Ty se na né
vazi a znemoznuji tak jejich aktivaci a vytvareni poru ve vnéj$i mitochondrialni membrané. BH3-only
proteiny pusobi i tak, Zze dokdZou vyvazat pro-apoptotické Bak a Bax z jejich inhibitort. Naptiklad
Noxa se vaze na Mcl-1; Hrk na Bcl-x.; Bim, Bid a Puma se mohou vazat na vSechny anti-apoptocické
Bcl-2 ¢leny (Brunelle & Letai 2009). jednim ze signalt pro aktivaci vnitini apoptotické signalizace je
také ztrata signalu pro pieziti zprostfedkovaného napt. nékterymi cytokiny (Wang et al. 2004).

BCL2 protein family
BH4 BH3 BH1 BH2 TM

G_@’:G"\___G-@ Anti-apoptotic
_m"j'}-‘:b-m Multidomain pro-apoptotic
@ BH3-only

Obr. 5. Grafické zndzornéni BH3 domén Bcl-2 proteinové rodiny (zdroj
http:/iwww.nature.com/nrm/journal/v9/n5/box/nrm2393_BX1.html)

Ve chvili, kdy dojde k permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni membrany u vSech ¢i vétsiny
mitochondrii, neni mozné bunéfnou smrt zastavit. Z mitochondrie se uvolni cytochrom c, ktery

aktivuje vznik apoptozomu a naslednou aktivaci kaspazy 9 nasledovanou aktivaci efektorovych kaspaz
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(napf. kaspazy 3). Kromé cytochromu ¢ se z mitochondrii uvoliuji i dalsi proteiny. Mezi nimi je
Smac/DIABLO a HtrA2/Omi, proteiny, které mohou blokovat funkci tzv. inhibitori kaspaz z IAP
rodiny (naptf. XIAP) a tim a tim umoznit hladky prabéh apoptdzy. Mezi dalsi proteiny uvoliiované
v prub&éhu apoptozy z mitochondrii dale patii AIF (Apoptosis inducing factor) a endonukleaza G
(EndoG), které po translokaci do bunééného jadra zptsobuji kondenzaci chromatinu a fragmentaci
DNA (Shiozaki & Y. Shi 2004).

3.1.4. Kaspazy

Kaspazy jsou vysoce efektivni cysteinové proteazy, které hraji vyznamnou roli jak
V pocateCnich tak i v pozdé&jsich a zavérecnych fazich apoptézy a jsou soucasti jeji vnitini i vngjsi
drahy. Aktivované kaspazy cilené $té€pi a aktivuji, ¢i inaktivuji plejadu bunéénych proteini vcetné
dalsich proteaz. Jejich nazev je odvozen z jejich funkce, z anglického ,,Cystein-dependent aspartate-
directed proteages” — Caspases. Kaspazy $té€pi substrat za aspartaitem aktivnim mistem obsahujicim
cystein. VSechny kaspazy jsou syntetizované ve form¢ zymogenu nazyvaného prokaspaza. Prokaspazy
(30-50 kD) obsahuji tfi domény — NH, terminalni doménu, velkou (~20 kD) a malou (~10 kD)
podjednotku. Aktivace na funkcéni kaspazu zahrnuje proteolytickou upravu mezi doménami,
nasledovanou asociaci velké a malé podjednotky, které vytvoii heterodimer. Dojde tak k odhaleni
katalytického mista kaspazy. Aktivni napt. efektorova kaspaza 3 je tetramer slozeny ze dvou malych a
dvou velkych podjednotek a obsahujici dvé katalyticka misty (Thornberry & Lazebnik 1998). Kaspazy
nebo jejich homology nachazime u vSech studovanych mnohobunéénych organismu. Ortology kaspaz
— metakaspazy se vyskytuji i v kvasinkach ¢i v rostlinych bunikach (Shiozaki & Y. Shi 2004).

Prvni homolog kaspazy byl nalezeny u C. elegans. Jedna se o cysteinové proteazy CED-3,
majici stejnou funkci jako kaspazy u Clovéka. Kaspazy dulezité v apoptdze jsou rozdéleny do dvou
s funkéni pro-doménou jsou aktivované autokatalyticky a/nebo se aktivuji vzajemné v komplexech
jako je DISC nebo apoptozom, a jejich hlavnim udélem je aktivovat efektorové kaspazy. Jejich
rozsifena N-terminalni prodoména (>90 aminokyselin) obsahuje motivy nutné K navazani k dalsim
proteinim. U kaspazy-8 a -10 jsou timto motivem DED doména slouzici k navdzani na FADD a u
kaspazy-2 a -9 CARD doména, kterd napiiklad u kaspazy-9 slouzi k navazani do apoptozomu na
CARD doménu proteinu Apaf-1. Efektorové jsou kaspaza-3, -6 a -7. Jejich kratkd N-koncova
prodoména obsahuje 20-30 aminokyselin (Shi 2002).
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Obr. 6. Kaspdzy se zndzornénymi doménami. (zdroj http://www.nature.com/nrm/journal/v9/n5/box/nrm2393_BX1.html)

Efektorové kaspazy mohou byt aktivovany i jinak, nez iniciatorovymi kaspazami. Napiiklad
granzymem B, coz je serin-threonin protedza vpravena do buniky cytotoxickymi T-lymfocyty
a NK buiikami pomoci perforinu. Ty takto Casto reaguji na virové napadené buiiky. Nejenze miize
aktivovat kaspazy, ale rozeznava i n€které jejich substraty, jako je napiiklad DNA-PK, ¢i ICAD.
Aktivované efektorové kaspazy S$tépi bunééné struktury (aktin, nebo jaderna lamina), regula¢ni
proteiny (DNA dependentni protein kinaza — DNA-PK), inhibitory deoxyribonukleaz (ICAD -
inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease), a jiné proteiny a kaspazy. Odstranénim inhibitoru
miuze CAD fragmentovat DNA a mnoho dalSich proteinti Gi¢astnicich se rozebirani butiky a jadra. Ve
vysledku dochazi k destrukei jadra, kondenzaci chromozomu a rozpad buiiky do apoptotickych telisek

(Shi 2002, Robertson et al. 2000).
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4. miRNA v apoptéze

4.1. miRNA u Caenorhabditis elegans a Drosophila melanogaster
4.1.1. Role miRNA u Caenorhabditis elegans, prvné objevené miRNA

Prvni miRNA byla objevena pti vyzkumu had’atka C. elegans roku 1993. Jedna se o miRNA
lin-4. Jiz diive se véd¢lo, ze lin-4 gen je dulezity pti casném larvalnim vyvoji. Had’atka se ztratou jeho
funkce, nebo mutaci tohoto genu vykazovala poruchy ve vyvojovych stadiich. I béhem pozdnich
larvalnich stadii se exprimovaly geny typické pro L1 fazi larvalniho vyvoje vysoka aktivita ¢i exprese
lin-14 je esencialni pro korektni prub¢h L1 faze. Lin-4, ktery sniZzuje expresi transkropiniho faktoru
lin-14, ktery je exprimovan v L1 fazi a jeho exprese je potladena vL2 fazi. Postupné se zjistilo, ze
3’UTR lin-14 je nutny pro negativni regulaci. Stejné tak je nutna aktivita lin-4 genu, ktery neznamym
zpusobem inhibuje translaci lin-14 a vyzaduje pifi tom 3’UTR. V naslednych experimentech bylo
zjiténo, ze nekoduje protein ale malou RNA s transkripty 22 a 61 nt. Tyto jsou pak komplementarni k
repetitivni sekvenci na 3’UTR lin-14. To podporovalo model, ve kterém lin-4 RNA muize regulovat
translaci lin-14 antisense mechanismem (Lee et al. 1993).

Druhou objevenou C. elegans miRNA je let-7, ktera hraje let-7 hraje roli v ptfechodu z L4
stadia v dospélého jedince. U had’atek s mutovanym genem let-7 nedochazelo k vytvofeni kutikularni
alae, struktury vzniklé zastavenim bunécéného cyklu a splynutim hypodermalnich bunék. Tyto buiky
se delili dal, jako tomu je u larvalnich stadii. Aktivaci transkripce let-7 vedlo k zastaveni buné¢ného
cyklu a pfechodu C. elegans do dospé€lého stadia. let-7 ovliviiuje expresi genu lin-29. Protein lin-29 je
nalezen u L4 a dospélych stadii u hypodermalnich bun¢k (Pasquinelli et al. 2000). Lin-29 hraje
dilezitou roli béhem bunééné smrti spojovacich ,linker” bunck, zvlast€ pfi regulaci zajiStujici
plodnost samcti. Mutace v 1in-29 a let-7 vede k selhani formovani struktur saméiho reproduktivniho
systému. Je dulezité, aby buiky zemfeli ve spravném misté ve spravném vyvojovém stupni. Spolu
s 1in-29 musi existovat jest¢ dalsi geny, které pomahaji vyvolat bunécnou smrt téchto bunék (Abraham
et al. 2007).

Dalsim piikladem miRNA nalezené u C. elegans je miR-34. Vyssi exprese této miRNA se
zaCina objevovat v L1 stadiu a trva az stadia dospélého v tkanich jako je hltan a stfevo. Ve vulve se
objevuje miR-34 az ve stadiu dospé€losti. Avsak exprimovana miR-34 se ve vulvé téméi morfologicky
neprojevila. Pozdé&ji se zjistilo, Ze miR-34 muze ovliviiovat schopnost odolat ozafeni in vivo. Vyvolava
dva efekty. A to v burikach zarode¢né linie po vystaveni oraZeni dochazi k apoptdze, zatimco v linii
s mutovanou miR-34 bylo pozorovano mensi mnozstvi apoptotickych télisek. Naproti tomu v bufikach
vulvy ozafeni vyvolalo neapoptotickou reproduktivni bunéfnou smrt v pfipadé, ze je miR-34

piitomna. miR-34 tedy hraje velmi dileZitou roli v odpovédi na ozafeni in vivo (Kato et al. 2009).
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4.1.2. Role miRNA u Drosophila melanogaster

miRNA hraje duleZitou roli ve vyvoji a regulaci apoptozy u D. melanogaster. Existuje nékolik
miRNA, které béhem vyvoje ucastni regulace apoptdzy. U octomilky existuje nékolik pro-
apoptotickych proteini z RHG rodiny, naptiklad hid, reaper, grim, které potlacuji expresi inhibitort
kaspaz z rodiny IAP, zejména pak DIAP1/2 a umoziuji tak aktivaci apoptotické signalizace. Hid je ale
transkribovan ale neni exprimovan na proteinové Urovni i u bunck, které nepodléhaji apoptoze.
Nasledné bylo zjisténo, ze proteinova exprese hid je regulovana pomoci miRNA bantam, ktera se
vaze na 3’UTR hid. Exprese bantam miRNA je dilezitd pro vyvoj imaginalnich diskd, prekurzort
organt, jako jsou kiidla a o¢i (Brennecke et al. 2003). Jeho expresi podporuji geny jako je Yki. Ten
blokuje pro-apoptoticky hid a tak chrani bunky pied apoptéozou (Peng et al. 2009). Exprese Bantam
miRNA byla zjisténa také v gliovych bunkach (Ying & Padgett 2012).

MiR-14 je dal$i miRNA, ktera u octomilky reguluje buné¢nou smrt. Jedinci, ktefi postradaji
miR-14, maji krat$i délku Zivota a jsou vice citlivé na stresové podnéty. miR-14 také reguluje stabilitu
MRNA pro reaper a umoznuje tak apoptozu vyvolanou timto proteinem. U mir-14 mutantnich jedinct
byla také vice exprimovana kaspaza Drice. Zajimavé je také spojeni mezi miR-14 a mnozstvim
triacylglycerolu (TAG) a diacylglycerolu (DAG). Delece miR-14 zpusobila zvySeni jejich
intracelularni koncentrace, funkéni miR-14 naopak jejich snizeni. DAG je dilezitym druhym poslem
v mnoha signalnich drahach a mize se také podilet i na indukci apoptézy. Odstranéni miR-14 a
nékterych dalsich gend, mize byt divodem k DAG zprostiedkované bunééné smrti (Xu et al. 2003).

U D. melanogaster nachazime i dal§i miRNA podilejici se na bunééné smrti. Mezi nimi
napiiklad u embryi exprimované miR-6 a miR-11, patfici do seed rodiny miR-2. Také tyto dvé
miRNA ovliviluji expresi pro-apoptotickych gent rpr, grim, shl, hid. U mutantnich jedinct
postradajicich ob€ tyto miRNA dochdzi ke znacné embryondlni letalit¢ a defektim nervové soustavy

(Ge et al. 2011).
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4.2. miRNA u savci, piredev§sim u ¢lovéka a mySi
miRNA Ize podle aktivity rozdé€lit na pro-apoptotické a anti-apoptotické dle toho, jak plisobi na
rozdéleni mize byt rizné v ramci bunécnych typd, v kterych se miRNA nachazi. Proto nékteré

mMIiRNA vykazuji ob¢ aktivity.

4.2.1. Pro-apoptotické miRNA
4.2.1.1. miR-1

miR-1 a miR-133a jsou svalové specifické miRNA. Lidsky miR-1, mi-133a klastr leZi na
chromozomu 18g11.2 (zdroj: http://www.ensembl.org). Je ve velké mife transkribovan ve vSech
typech svalovych tkani. Jeho nespravna exprese vede k porucham ve vyvoji svalu. Velmi usilovné je
zkouman vliv miR-1 ve vyvoji a poruchéch srde¢ni tkane.

Béhem vyvoje kardiomyocytd je miR-1, miR-133 klastr regulovan SRF transkripénim
faktorem (Serum response factor). Jeho role je vyvazovani mezi proliferaci a diferenciaci bunék
béhem kardiogeneze. Cilem miR-1 je zde gen Hand2. Pokud je nedostatek Hand2 proteinu, dochazi
k selhani roz§ifovani ventrikularnich kardiomyocytti a S$patnému vyvoji srdce (Zhao et al. 2005).
Nadprodukovana miR-1 také zvySuje v srdci moznost vyvolani arytmie V nékterych piipadech vede
zvysena exprese MiR-1 k post-transkripénimu potlageni gentt KCNJ2 (kodujici podjednotku Kirt2.1 K*
kanalu) a GJA1 (kodujici konexin 43), to vyvola zpomaleni srdecni ¢innosti s moznosti rozvoje
arytmie (Yang et al. 2007).

Infarkt myokardu je jednou z pticin zvySeni exprese miR-1 u mySich kardiomyocytd. Spoleéné
s miR-206 inhibovala translaci IGF-1(Insulin-like growth fakctor 1). V bunééné linii H9C2, ve kterych
byla zvySena hladina miR-1 a v HO9C2, ve kterych byl umlcen gen IGF-1, byla pozorovéna vyssi
aktivita kaspazy 3. OvSem kaspdza 3 nemd vazebné misto pro miR-1. Je mozné, ze miR-1 neptimo
aktivuje kaspazu 3 pies snizeni hladiny IGF-1 (Shan et al. 2009). Protein IGF-1 hraje také dilezitou
roli v apoptoze vyvolané dlouhotrvajicim vystaveni bunék vysoké hladiné glukézy. miR-1 a miR-206
je v disledku nékolikahodinové hyperglykemie znatelné transkribovana a potlacovaly tak expresi
proteint IGF-1 a Hsp60. Hsp60 je anti-apoptoticky protein, ktery mtize reagovat s proteiny Bax, Bak a
Bcl-xS a zabranovat tak jejich oligomerizaci a naslednému uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondie
(Shan et al. 2010, Yu et al. 2008).

Na krysim modelu I/R poskozeni byl nalezen dal$i bunéény cil miR-1. Vystaveni
kardiomyocytti oxidativnimu stresu, vyvolaném zvySujici se koncentraci peroxidu vodiku, vedlo
k vyraznému narastu exprese miR-1. To mélo za nasledek pokles hladiny anti-apoptotického proteinu
Bcl-2 a vyvolani apoptdzy. na mRNA Bcl-2 se vyskytuje vazebné misto na tuto mRNA (Tang et al.
2009).
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Stejné jako jiné miRNA regulujici apoptdzu, nalézdme zménénou expresi MiR-1 u rtiznych
nadorovych onemocnéni. Exprese miR-1 je sniZzena napiiklad v buikach rakoviny plic (Nasser et al.
2008), jater (Datta et al. 2008) a nosohltanu (Wu et al. 2011).

Exogenni miR-1 vyvolala apoptézu po transfekci do bunck karcinomu nosohltanu (NPC),
stejné tak v bunéénych liniich HeLa, Cal-27 a KYSE30, které maji snizenou expresi miR-1. Naproti
tomu Vv nékterych bunécnych liniich, které jiz exprimovali endogenni miR-1, transfekce apoptozu
nevyvolala. V NPC je bunéénym cilem protein PTMA, ktery se vaze na Apaf-1 a znemoziuje tak jeho
funkci. PTMA jako cil miR-1byl potvrzen i v dalSich bunéénych liniich, zahrnujicich Hela, Cal-27 i
KYSE30. Samotné inhibovani PTMA nevyvolava v bunice apoptézu. OvSem odstranéni tohoto
inhibitoru pomoci miR-1 umoznilo buiikam formaci apoptosomu, kde hraje protein Apaf-1 dtlezitou
roli (Wu et al. 2011).

V bunéénych liniich rakovin plic bylo jednim z divodi potlaceni exprese miR-1 potlaceni
transkripéniho faktoru C/EBPa. Vazebné misto pro C/EBPa bylo nalezeno v promotoru gentt miR-1-1
i MiR-1-2. Jednim z bunéénych cili miR-1 je MET kinaza, ktera hraje roli v prvnich krocich vyvoje
metastazi a FOXP1. Nizka hladina miR-1 tak pfispiva k rozvoji metastaz.(Nasser et al. 2008). Dalsim
mechanismem, kterym v rakovinach plic dochazi k potlaceni miR-1 je hypoacetylace histond, zatimco
methylace v této rakoviné neméla velkou roli na zménu exprese miR-1. Po 1é¢bé rakovinnych bun¢k
doxorubicinem dochazi k opétovné expresi miR-1 a ve vysledku to zpisobuje vyCerpani
antiapoptotického proteinu Mcl-1 v buiice a umoziuje buiice spustit apoptézu. Mechanismus, jak miR-
1 pusobi na Mcl-1 v rakovinnych butikach vSak zatim neni znam (Nasser et al. 2008).

Stejné jako v rakoviné plic, jsou jedny z cili miR-1 u hepatocelularnich karcinomit MEK a
FoxP1l. Exprese miR-1 vede ke snizeni jejich hladiny v bunice a tak potladuje vyvoj a invazivitu
karcinomu. Navic vyvolana exprese miR-1 v téchto buiikach vede k zastaveni bunééného cyklu a
nasledné k aktivaci apoptotické drahy. Je znam také jeden z mechanismi, ktery vede k potlacenim
exprese miR-1 - CpG metylace tohoto genu realizovana DNA metyltransferazou 1 (Datta et al. 2008).

miR-1 je dobrym piikladem rtizné de/regulace v ramci konkrétni bunééné tkang.

4.2.1.2. miR-15, miR-16-1 klastr

U vétSiny pacientti s chronickou lymfocytickou leukemii (CLL) byla nalezena nizkd hladina
miR-15a, MiR-16-1. Navic je exprese téchto miRNA potlacena i u vice nez 80% nadori prostaty
(Calin et al. 2002). Klastr exprimujici tyto miRNA je lokalizovan na chromozomu 13q14 , pficemz
tato ¢ast chromozou je u CLL cilem castych deleci ¢i mutaci.

Cimmino et al. v roce 2005 zjistili, ze hladina miR-15a a miR-16-1 nepiimo souvisi s expresi
Bcl-2 v CLL bunkach. Analyzou homologie mezi témito dvéma miRNA a Bcl-2 mRNA sekvenci
objevili, ze prvnich devét nukleotidd z5° konce obou miRNA (obsahuje seed sekvenci)
je komplementarnich k Bcl-2. Pro ovéfeni této domnélé interakce porovnali hladinu exprese miR-15a

amiR-16-1 shladinou proteinu Bcl-2 u CLL bun&k a u zdravych CD5" lymfocytl. Zjistili,
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7e ve zdravych CD5" lymfoidnich buiikach byla hladina obou miRNA vysok4 a protein Bcl-2 byl
pfitomen v malém mnozstvi, ve vétSiné CLL bunék tomu bylo naopak. Pro ovéfeni funkce obou
miRNA byla MEG-01 bunétna linie s vysokou expresi Bel-2 stabilné transfekovana prazdnym
vektorem a vektorem exprimujicim obé miRNA. Po vneseni vektoru s obéma miRNA doslo k redukci
hladiny Bcl-2 na zhruba 7 % normalni hodnoty. Kontrolni bunky vykazovaly potad stejnou hladinu
Bcl-2. Lze tedy konstatovat, ze miR-15a a miR-16-1 p¥imo uml¢uji translaci tohoto anti-apoptotického
proteinu.

Tumor supresorovou funkce souvisejici s inhibici exprese anti-apoptotického Bcl-2 proteinu
téchto miRNA u CLL byla také ovéfena in vivo. Deset milionti zivotaschopnych MEG-01 (bunky
leukemie) exprimujicich miR-15a, 16-1 bylo implantovano do mysi. Po 28 dnech byl rist nadoru
kompletné potlacen u tii z péti mysi (60 %) s vektorem nesoucim miR-15a, 16-1 (Calin et al. 2008).
Obé miRNA - miR-15a a 16-1 byly také ektopicky exprimovany v nadorovych bunikach tra¢niku, kde
obdobné u MEG-01 bungk potlac¢ovaly jejich rust in vivo (Dai et al. 2012).

Vedle potlacovani exprese Bcl-2 miR-15a a miR-16-1 také snizuji mnozstvi WTI
protoonkogenu, aniz by interagovali s jeho MRNA. Tyto miRNA ale také neinteraguji ani s 3’ oblasti
transkripénich faktora GATA-1 a Spl regulujicich expresi genu WT1. Kazdopadné tato skupina
prokazala, ze pokud byly miR-15a a miR-16-1 ptitomny v bunikdch k562 a HL-60, které pouzivali, tak
se snizila hladina WT1. Po snizeni hladiny WT1 dochézelo k potlaceni riistu leukemickych bun¢k a
navic u nich byla rychle vyvolavana apoptéoza (Gao et al. 2011, Gao et al. (2012). Pochopeni
mechanismu, kterym miR-15a a 16-1 nepfimo ovliviiuji hladinu WT1, by mohlo byt eventualné
vyuzito v protinadorové terapii

miR-15b a miR-16 se také podili na vyvoji multidrugové rezistence u lidskych
gastrointestinalnich nadort (Xia et al., 2008). Bézné je exprese téchto dvou miRNA v nadorovych
bunikach potlacena. A tak 1é€ba medikamenty nezabira. Spravnou modulaci jejich exprese by se mohla
zlepsit citlivost téchto bunék na 1é¢bu chemoterapii. Stejné jako miR-15a a miR-16-1, snizuje miR-15b
a miR-16 hladinu anti-apoptotického proteinu Bcl-2, ktery zajistuje rezistenci proti chemoterapeutické
1é¢be (Xia et al., 2008).

Exprese miR-15 a miR-16 muze byt regulovana transkripénimi faktory E2F1 a p53, které jsou
dulezité v kontrole buné¢ného cyklu. E2F1 trankripénim faktorem zvysena hladina miR-15 a miR-16
vede kinhibici exprese cyklinu E nutného pro postup bunééného cyklu builky z faze G1 do faze
S. Zastaveni buné¢ného cyklu vyvolava bunéénou smrt. (Ofir et al. 2011). p53 také reguluje expresi
kli¢ovych komponent nezbytnych pro maturaci miRNA. p53 spole¢né s p73 a p63 ovliviiuji expresi
DGCRS8, Dicer-TRBP3 a Argonaut (Suzuki et al. 2009, Boominathan 2010).
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4.2.1.3. miR-15

miR-15a,b neni dtilezita pouze regulaci kancerogeneze, ale hraje roli i pii srde¢ni ¢i mozkové
ischemii (Hullinger et al. 2011, Liu et al. 2012, Yin et al. 2010). Ztrata buné¢né tkané po ischemii,
vedouci k infarktu myokardu, zapfic¢inuje patologickou remodelaci srde¢ni tkané (Xiao et al. 2011).
Bylo prokazano, ze pti ischemii/reperfuzi srdeéni tkané dochazi v kardiomyocytech k vysoké expresi
miR-15 rodiny a nasledné apoptdze. Potladeni exprese mirlS u mysi i prasat vedla ke zvysSeni exprese
anti-apoptotického proteinu Bcl-2, coz mélo za nasledek lep$i piezivani kardiomyocytd pii navozené
ischemii a k redukci rozsahu infarktu myokardu (Hullinger et al. 2011, Liu et al. 2012).

Obdobn¢ jako u kardiomyocytl potlaceni exprese miR-15 v neuronech vedlo ke zvySeni
exprese Bcl-2 a k vy$§imu piezivani bun€k pii experimentalné navozené mozkové ischemii u mysi
(Yin et al. 2010). Jednim z faktorti regulujicich intracelularni hladinu miR-15 je transkrip¢ni faktor
PPARS, ktery inhibuje transkripci miR-15. PPARS (Peroxisome proliferator-activated receptor 6) je
dilezity ve vaskularni remodelaci, angiogenezi a ochrané vaskularni a neuralni tkané. Ale pfi
ischemickém poskozeni je jeho hladina snizena a tak se mize exprimovat gen pro miR-15a, coz vede
k odblokovani apoptotické drahy. Ektopicka exprese PPARS vedla k potlaceni apoptéozy neurontd a
k jejich regeneraci (Yin et al. 2010).

4.2.1.4. miR-34a

Exprese miR-34 rodiny je aktivovana pro-apoptotickym transkripénim faktorem p53 (Raver-
Shapira et al. 2007) a hraje roli pfi p53 indukované apoptoze. MiR34a blokuje expresi Bcl-2, Mcl-1
aregulatort bunééného cyklu (E2F1, p21, Cyklin D1) exprese této mikro RNA je snizena (také
v souvislosti s nefunkénim p53) u vétSiny nadorovych bunék (Mraz et al. 2009).

Exprese miR-34a je aktivovana napf. poSkozenim DNA ¢&i jinymi stresovymi podnéty jako
napt. pasobenim arsenidu sodného na lymfocyty ¢i tamoxifenu na hepatocyty (Tazawa et al. 2007).
Dalsim dutlezitym cilem miR-34a je onkogen MYCN. MYCN a jeho homolog MYC jsou rozpoznany
v mnoha malignich nadorech ¢loveéka. Potlatenim MYCN dochazi k potlaceni ristu v neuroblastomu
(Wei et al. 2008).

Nizké exprese miR34a je typickéd napf. v nadorovych buiikach prostaty a trakéniku. V téchto
bunkach se na regulaci exprese této mikro RNA podili protein SIRT1 (Silent mating type information
regulation 2 homolog 1), coz je NAD-zavisla histone/protein deacetyldza. SIRT1 deacetyluje pro-
apoptoticky protein p53 a tim umozni bunce ptezit pti genotoxickych a oxidativnich stresech. miR-34a
u tohoto typu rakoviny ovliviiuje SIRT1 pravdépodobné na transkrip¢ni urovni. Pokud je gen miR-34a
exprimovan, je exprese SIRT1 ovlivnéna snizenou hladinou E2F1, ktera prameni ze snizené produkce
E2F3. Exprese E2F3 je miR-34a pfimo post-translacné suprimovana (Fujita et al. 2008).

Jina skupina objevila u rakoviny tra¢niku, ze SIRT1 je inhibovan diky 3’UTR vazebnému
mistu pro miR-34a. V tu chvili je umoZnéna acetylace p53, ktery muize indukovat apoptozu pies

proteiny p21 a Puma. Daéle bylo pozorovano, ze Se Vtéto bunétné linii miR-34a exprimuje na
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dostate¢né trovni, ale presto zcela nepotlacuje SIRT1. Mozné vysvétleni je, Ze miR-34a nemusi uplné
parovat s vazebnym mistem na SIRT1 mRNA, nebo existuje i SIRT1 s vazebnym mistem, které miR-
34a nerozpoznava (Yamakuchi et al. 2008).

Svou roli hraje miR-34a také v Alzheimerové chorobé. Alzheimerova choroba
je neurodegenerativni porucha, charakteristicka ztratou synapsi a neurond v hippokampu a kufe
mozkové vedouci k demenci. Jednim z proteind, ktery chrani neurony pfed bunéénou smrti je anti-
apoptoticky protein Bcl-2. U Alzheimerovy choroby bylo pozorovano, ze hladina tohoto proteinu
je v buiice mala v dusledku zvysené exprese miR-34a. Zvysena exprese miRNA vede tedy nakonec
k apoptdze, ktera je nezadouci a dochazi tak k neurodegenerativnimu poskozeni (Wang et al. 2009b).
Zatim neni znam mechanismus, ktery vede buiiky k tomu, aby exprimovali miR-34a a zah4jili tak smrt
neurontl. Pochopeni tohoto procesu by mohlo pfispét k 1é¢bé tohoto zavazného neurodegenerativniho

onemocneéni.

4.2.1.5. miR-200c

Béhem analyzy pticin rezistence na chemoterapii u rakoviny plic a zaludku bylo zjisténo, ze
exprese miR-200c znaéné snizena coz mélo za nasledek zvySeni anti-apoptotickych proteint Bel-2 a
XIAP. Bcl-2 blokuje vznik péru na vnéjsi mitochondrialni membrané, XIAP je sav¢im inhibitorem
kaspaz (Zhu et al. 2012). Rezistence proti 1ékiim je velky problém a tak mulize pomoct jakakoliv
informace, jak funguje.

MiR-200c také potlacuje expresi FAP-1 (Fas-associated phosphatase-1), negativniho
regulatoru transportu death receptoru CD95 na povrch bunék. Ektopicka exprese miR-200c vede ke
zvySeni citlivosti bun¢k k Fas/CD95 indukované apoptoze (Schickel et al. 2010).

Kromé toho, ze zvySend exprese miR-200 miize vyrazné€ snizit mobilitu rakoviny vajecnikil,
zabrafiuje i rozvoji metastaz cilenim gend k tomu nutnych. Navic klastr 200b-429 muze v budoucnu

slouzit jako biomarker rakoviny vaje¢niku a tak umoznit optimalni 1é¢bu pacienta (Hu et al. 2009).

4.2.1.6. miR-133

Béhem vyvoje kardiomyocytt aktivuje transkripéni faktor SRF i transkripci miR-133. Je velmi
dilezitym béhem vyvoje. U mutovanych jedincti postradajicich miR-133dochazi k letdlnim
ventrikarné-septalnim (poruchy srdec¢ni komory a prepazky) defektim u embryi nebo novorozenych
mysi. Mysi, které presto dosdhnou dospélosti, podléhaji rozsdhlym kardiomyopatiim a selhanim srdce
(Liu et al. 2008).

miR-133 hraje roli v ochrané srde¢ni tkané pied vyvojem hypertrofie. In vivo inhibice miR-
133 antagomirem (anti-miRNA) zpusobilo zna¢nou hypertrofii srdce. Byly identifikovany specifické
cile miR-133 v tomto procesu a to: RhoA, GDP-GTP vyménny faktor regulujici hypertrofii; Cdc42
pienase¢ signalu v hypertrofii; a Nelf-A/WHSC2, jaderny faktor Gi¢astnici se hypertrofie. K hypertrofii

srde¢nich myocytti dochazi pii stresu vyvolaném vné buniky. Naptiklad cytokininy, nebo pfi zvySeném
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tlaku. Tyto signaly vyvolaji zménu genové exprese v srdci a aktivuji geny vedouci k hypertrofii.
Vpraveni miR-133 do mysSich novorozenych mysi s hypertrofii srdce vedlo k inhibici znaki
hypertrofie, jako jsou zvétSeni bunék, zvySena proteosyntéza a exprese fetalnich geni. Tato studie tak
ma obrovsky klinicky dopad, protoze in vivo snizena hladina miR-133 neni pouze u mySich modelu,
ale také u ¢lovéka (Care et al. 2007).

Exprese miR-133b je velmi potlaéena v adenokarcinomu plic. Vyvolana exprese této miRNA
Vv buné¢né linii H2009 vedla ke snizeni anti-apoptotickych proteini Mcl-1 a Bcl-w. Poprvé se tak
ukazuje miR-133b jako dulezity gen v rozvoji rakoviny plic (Crawford et al. 2009). Dalsim piikladem
rakoviny, v které je velmi snizend exprese miR-133, je rakovina mocového méchyie (BC). Transfekce
miR-133a do linie bunék z BC vedla ke sniZzeni zivotaschopnosti bunék a apoptdze. Po transfekci
doslo k vyraznému snizeni GSTP1 (S-transferase nl), ktery ma anti-apoptotické ucinky. GSTP1 byl
také predpovézen TargetScan programem jako mozny cil miR-133. To bylo také potvrzeno, kdyz se
nasla na 3’UTR mRNA GTSP1 vazebna sekvence pro miR-133a (Uchida et al. 2011). Zvysena
exprese GTSP1 pravdépodobné souvisi se zvySenou aktivitou anti-apoptotickych proteini Bel-2 a tak
v BC dochazi k piezivani (Pljesa-Ercegovac et al. 2011).

mMiR-133a ma schopnost zvySovat citlivost death receptort a jejich schopnost pievést signal na
aktivaci apoptotické drahy. Pfikladem je stimulace HelLa bunék TNFa. TNFa vede k uvolnéni
transkripéniho faktoru NF-«B zjeho inhibitoru. Ten pak mutze vyvolat expresi anti-apoptotickych
molekul. OvSem v buiikach, ve kterych byla transfektovana miR-133b, mohlo dojit po stimulaci death

receptoru Kk aktivaci jiné drahy, aktivaci kaspaz-8 a -3 a bunééné smrti (Patron et al. 2012).

4.2.2. Anti-apoptotické miRNA
4.2.2.1. miR-17-92 klastr

Prekurzorovy transkript miR-17-92 klastru koduje Sest miRNA: miR-17, miR-18a, miR-19a,
miR-20a, MiR-19b-1 a miR-92a (v nékteré literatufe sedm, prekurzor miR-17 obsahuje dvé miRNA:
miR-17-5p a miR-17-3p, vznika z nich maturovana miR-17). MiR-17-92 je prvni miRNA klast, ktery
byl popsan ve vyvoji mnoha nadord. Také se oznacuje jako ,,oncomir-1“. Pojem oncomir znaci
miRNA asociovanou s rakovinou (konkrétné pii c-myc indukovaném vyvoji lymfomu u mysi) (He et
al. 2005).

miR-92a hraje dulezitou roli ve vyvoji kolorektalniho karcinomu. U tohoto typu nadoru bylo
zjisténo, ze gen miR-92a je exprimovan vice, nez ostatnich pét miRNA s tohoto klastru. Navic ptimo
vaze mRNA pro anti-apoptoticky Bcl-2-interacting mediator of cell death (Bim). Pro ovéfeni role
proteinu Bim v apoptoze kolorektalnich nadorovych bunck SW480 byly tyto buiiky infikovany
retrovirem kodujicim Bim a to vedlo tyto bunky k apoptéze. Vyssi exprese miR-92a souvisela
s metastazami v lymfatickych uzlinach (Tsuchida et al. 2011). Jiz dfive bylo ukazano, Ze miR-17-92

se podili na sniZzeni expres Bim u lymfatickych zhoubnych nadori T bun¢k. U mysi linie WEH17.2
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lymfomu T-bunék potladili expresi tohoto klastru pouzitim glukokortikoidi, coZ vedlo k vyraznému
narastu hladiny Bim a Bim dependentni indukci apoptdzy téchto bunék (Molitoris et al. 2011).
MiR-19, dalsi miRNA z klastru, ma zasadni vyznam pii vyvoji B-bunééného lymfomu. miR-19
interaguje se dvéma vazebnymi misty v3’UTR nadorového supresoru PTEN a snizuje tak jeho expresi.
V disledku potlaceni exprese PTEN dochazi k hyperaktivaci anti-apoptotické a pro-prolifera¢ni
kindzy Akt majici za nasledek pieziti buniky a maligni transformaci. Dal$im diisledkem aktivace Akt je
i dalsi zvySeni exprese miR-19 aktivovatelné AKT-mTOR signalni drahou (Olive et al. 2009). Kromé
Akt aktivované drahy je transkripce klastru miR-17-92 také aktivovéana transkripénim faktorem a
protoonkogenem c-myc (Rinaldi et al. 2007, Wong et al. 2010). Ovsem se tak nedé&je pouze u riznych
typd leukemii, ale i u kolorektalniho adenomu a da se predpokladat, ze c-myc jej aktivuje i v dalsich
typech rakoviny (Diosdado et al. 2009).

Zajimava je korelace mezi c-myc, E2F1 transkripénim faktorem a miR-17-92 klastrem. c-myc
ptimo aktivuje transkripci jak klastru, tak E2F1, ovSem dvé miR z klastru, miR-17-5p a miR-20a
negativné reguluji hladinu E2F1 pfimym vazanim na jeho mRNA. Ptili§ vysoka exprese E2F1 vede az
k indukovani apoptdzy. Deregulace miR-17-92 klastrem tak umoziiuje vEtSi Sanci na preziti butiky,
pokud k tomu dojde (O’Donnell et al. 2005). Tyto prace ukazuji vyznamnou plasticitu miR-17-92
klastru, ktery hraje vyznamnou roli v mnoha nadorovych onemocnénich. Dalsi transkripéni faktor,
ktery je schopen fidit expresi klastru, je p53. Hypoxie navozena v bunéné linii Lovo z rakoviny
tlustého stfev, vedla ke zvySeni aktivity transkripcniho proteinu p53. Vazebné misto pro TATA-
binding protein (TBP) a p53 se nachazi uvnitt promotoru pro klastr. TBP a p53 se nemohou navézat na
vazebné misto promotoru soucasné a tudiz je interakce TBP s promotorem inhibovana zvySujicim se
mnozstvim p53 (Yan et al. 2009).

Delece miR-17-92 klastru vede Kk letalit¢ novorozenych mysi a ke specifickym defektim
ve vyvoji srdce, plic a B bun¢k. U plic dochazi k zdvazné hypoplasii neslucitelné se Zivotem. Na
druhou stranu vyrazné zesileni exprese klastru naopak vede k rozvoji rakoviny. Vyzkum ukazal
dulezitou roli miR-17-92 klastru ve vyvoji B bunék, ovSem uzce souvisejici s prechodem ve vyvoj
lymfomu. Klastr hraje roli u B bunék pii ptechod stadii pro-B (progenitor) na pre-B (precursor)

(Ventura et al. 2008) a pii vyvoji makrofagi (Pospisil et al. 2011).

4.2.2.2. miR-106-25 Klastr

miR-106b-25 klast se nachazi v intronu 13 genu Mcm7 na chromozomu 7g22. Mcm7 hraje
dulezitou roli v pfechodu G1/S faze bunécného cyklu. Klastr zahrnuje miR-106b, miR-93 a mir-25.
Prilisna exprese Mcm?7 je spjata s moznosti rozvoje rakoviny (Petrocca 2008a, Kan et al. 2009). To
muze byt spojeno stim, ze se tak soucasné transkribuje klastr miR-106b-25, ktery je znacné
homologni k miR-17-92 klastru (viz. obr.7) (He et al. 2005). miR-17-92 a miR-106b-25 klastry
vykazovaly podobné expresni vzory v buikach dospélych mysi (Ventura et al. 2008). Lze tak

usuzovat, ze i miR-106b-25 klastr bude jako miR-17-92 zna¢né onkogenni.
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Obr. 7. Genomickd organizace péti paralognich skupin lokalizovanych na tiech homolognich klastrech
(Zluté boxy — pre-miRNA; fialové boxy — maturované miRNA) (prevzato a upraveno z He et al. 2005).

Klastr miR-106b-25 je nadprodukovan v mnoha gastrointestinalnich nadorech, kde negativné
ovlivituje expresi pro-apoptotického proteinu Bim a regulatoru bunétného cyklu proteinu p21, coz
vede k rozvoji nadoru (Petrocca et al. 2008a, Kan et al. 2009). Stejné bunééné cile ma klastr i
v endometridlnim karcinomu. Tato bunécna linie byla experimentalné 1éCena histon deacetyldzou
trichostatinem (TSA). Konkrétné v této bunécné linii ma TSA za nasledek potladeni Myc a jeho
cilovych geni Mcm7 spole¢né s miR-106b-25. Klastr tak piestava deregulovat bim a p21, takze mtize
dojit k zastaveni bunétného cyklu a apoptoze (Zhao et al. 2012). Navic protein E2F Imuze také piimo
aktivovat expresi Mcm?7 a Klastru. E2F1 je ptimo deregulovan maturovanou miR-106b a miR-93.
Vytvati se tak negativni zp&tna vazba (Petrocca et al. 2008b).

MiR-25 chrani bunky rakoviny vaje¢niku pied apoptozu deregulaci pro-apoptotického proteinu
Bim (Zhang et al. 2012). Ten je ¢astym cilem miR-106b-25 klastru. OvSem pii zkoumani, jakym
zptsobem chrani miR-25 bunky z maligniho cholangiokarcinomu pied TRAIL vyvolanou apoptdzou,
nebyla nalezena spojitost mezi expresi miR-25a hladinou proteinu Bim. miR-25, jehoz exprese je zde
zCasti fizena Hedgehog signalizaci, nakonec ovliviiuje Death receptor 4 (DR4) a muze tak branit
bunécné smrti. Po oSetfeni bunék anti-miR-25 dochazi ke zvySeni hladiny DR4. OvSem neni zcela

jasné, jakym zplisobem se miR-25 vaze na mRNA DR4 (Razumilava et al. 2012).

4.2.3. miRNA s pro- i anti-apoptotickou funkci
4.2.3.1. miR-181

miR-181 je znacné exprimovana v lymfoidni, mozkové a plicni tkani (Chen et al. 2004).
V mysim modelu astrocytii exprimovana miR-181 potlacuje expresi anti-apoptotickych proteini Bcl-
2, Mcl-1 a také pro-apoptotického Bim. Tyto tfi c¢lenové BCL-2 rodiny byly nalezeny
bioinformatickou pfedpovédi a nasledné¢ experimentalné potvrzeny. Velmi zvlastni je, ze jedna
miRNA kontroluje najednou pro- a anti-apoptotické proteiny v jedné tkani. Redukce mnozstvi této
miRNA v astrocytech je spojeno s potlacenim bunééné smrti (Ouyang et al. 2012).

Exprese Bcl-2 a Mcl-1 byla miR-181 suprimovana i u CLL, kde potlacovala expresi dalsiho
anti-apoptotického proteinu XIAP. A v budoucnu se bude zkoumat mozna zpétna vazba s proteinem

p53 (Xia et al. 2012). Pro-apoptoticky protein Bim jako mozny cil této mikroRNA byl potvrzen u
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lymfomu folikularnich dendritickych buné€k a jeji zvySena exprese byla jednou z pfi¢in rezistence
téchto bunék k chemoterapii (Lwin et al. 2010).

U Zaludeénich a plicnich nadort ¢i malignich gliomt exprimovana miR-181 zvysuje citlivost
na protirakovinné 1éky tim, Ze potlacuje expresi Bcl-2 proteinu (Zhu et al. 2010, Chen et al. 2010).
Z téchto poznatkd vyplyva, ze miR-181 funguje jako onkogen i jako tumor supresor na zakladé
kontextu buriky.

5. miRNA v nékterych dalSich typech buné¢né smrti

5.1. miRNA v nekrotické buné¢né smrti

Nekroza se vyznacuje dysfunkci mitochondrii, produkci ROS mitochondriemi, vyCerpanim
ATP, ztratou gradientu Ca®, proteolyzou zprosttedkovanou kalpainy a kathepsiny a &asnym
rozruSenim plasmatické membrany a vyliti obsahu buiiky s naslednym zanétem (Golstein & Kroemer
2007). Na rozdil od apoptozy dochazi k pozdni a nedokonalé fragmentaci DNA a jadra (Proskuryakov
et al. 2003). V poslednich letech se zménil pohled na nekrézu jako na striktné neorganizovany proces.
Dnes vime, Ze i tento proces mize mit své regulacni procesy a mize vyuzivat proteiny z jinych
bunéénych kaskad. Naptiklad protein Bax podilejici se na vzniku MOMP mize byt v nékterych
pripadech dilezity pii formovani mPTP (mitochondrial permeability transition pore) na vnitini
mitochondrialni membrané. Jeho otevieni vede k zkratovani gradientu nutného k tvorbé ATP a
dochazi i k masivnimu priniku vody do mitochondrie. OvSem nedochazi k uvolnéni cytochromu c
z mezimembranového prostoru mitochondrie do cytoplasmy (Whelan et al. 2012). Zacina se tak

objevovat pojem nekroptdza neboli programovana nekroza

5.1.1. Signalni kaskada programované nekrozy

Rip 1 kinaza je pleiotropicky protein, ktery se podili na signalizacich jak v drahach vedoucich
k buné¢nému pieziti, tak k buné¢né smrti. Aktivace TNFR1 a nasledné shromazdéni cytosolickych
proteinit vede k nedegradativni polyubikvitinaci proteinu RIP1. Dochazi k aktivaci IKK, ktery
fosforyluje inhibitor transkripéniho faktoru NF-kB — IkBa. NF-«B je translokovan do jadra bunky, kde
fidi transkripci survival signalt, jako je cFLIP, Bcl-2 (O’Donnell et al. 2012).

P1i blokované kanonické NF-«B signalizace (napiiklad deubikvitinaci RIP1 proteinem CYLD)
(Sun 2008) muze byt aktivovana na kaspazach zavisla apoptoza (Wang et al. 2008). Apoptoza na
rozdil od nekrozy nezplsobuje zanét a poskozeni, a proto je v pripadé aktivni apoptotické kaskady
zadouci, aby se nerozb¢hla nekrotickd bunééna smrt. K tomu vyuziva bunka aktivni kaspazu 8, ktera
Stépi a tim 1 inaktivuje RIP1 (Chan et al. 2003) a RIP3 (Feng et al. 2007) kinazy. Pokud jsou kaspazy

neaktivni, miize RIP1 asociovat s RIP3 pfes RHIM (homotypicky interagujici motiv) domény, které
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maji oba proteiny (Sun et al. 2002) za vzniku tzv. nekrozomu, obsahujiciho fosforylovanou formu
RIP1 a kinazu RIP3 (Declercq et al. 2009).

Nekrozom aktivuje struktury, které maji za nasledek vzrlstajici produkci reaktivnich
kyslikovych radikali (ROS), které nasledn€ poskozuji struktury buitky (RIP1 aktivuje napiiklad
NADPH oxidazu 1 (Nox-1) (Kim et al. 2007), RIP3 aktivuje napiiklad glykogen fosforylazu (PYGL),
glutamat amonia ligazu (GLUL), ¢i glutamat dehydrogenazu 1 (GLUDI) (Zhang et al. 2009).

5.1.2. Programovana nekréza a miRNA

Ve vyvoji srde¢ni tkan€ hraji mimo jinych dtlezitou roli kmenové progenitorni bunky
kardiomyocyti (CMPCs). Pokud jsou tyto bunky transplantované do poskozené srdeéni tkané, tak
mohou piispét ke vzniku kardiomyocytll a potencialni regeneraci této tkan€. OvSem vétSina takto
transplantovanych bunék do 48 hodin hyne kvili nepfiznivym podminkdm v ischemické tkani a to
predevsim nekrotickou smrti (Liu et al. 2011). Liu et al.zjistili, Ze zvySenim exprese miR-155 doslo
k inhibici nekrozy a lepSimu prezivani transplantovanych CMPCs bez ovlivnéni jejich schopnosti
diferencovat do kardiomyocytt. miR-155 ucinné zabranuje nekrotické bunééné smrti, protoze piimo
snizuje hladinu RIP1 proteinu dilezitého v signalizaci programované nekrozy (Liu et al. 2011).

Zatimco miR-155 zabranuje nekrotické bunééné smrti, miR-874 ji vyvolava (Wang et al.
2013) . Béhem infarktu myokardu, nebo ptsobenim peroxidu vodiku dochazi ke zvyseni exprese miR-
874, jejimz vysledkem je snizeni hladiny kaspazy — 8. Zablokovana kaspaza-8 tak nemize inhibovat
RIP1 a RIP3 a muze se formovat a aktivovat nekrozom. Exprese miR-874 je regulovana transkripénim
faktorem Foxo3, ktery potlacuje expresi miR-874 a tak brani nekroze. Po vystaveni bunék peroxidu

vodiku je ale exprese Foxo3a snizena a miR-874 mize podporovat nekrézu (Wang et al. 2013).

5.2. miRNA v autofagické bunécné smrti

Autofagie je bunécny proces nezbytny pro recyklaci poskozenych organel ¢i mobilizaci zdroji
pii stresovych situacich, naptikladpti hladovéni. Autofagie se také uplatnuje pti destrukci
intracelularnich parazitickych bakterii. Autofagickd buné¢na smrt postrada kondenzaci chromatinu, ale
dochazi pii ni k rozsahlé autofagické vakuolizaci cytoplazmy. Autofagosomy jsou dvoumembranové
vacky, které mohou pohltit bunééné cCasti, vCetné organel. Autogafosom se spoji s lyzozomem
a vznikne autolyzozom, kde se $tépi obsahy vacku. Hlavni tlohu ve tvorbé autofagosomu hraji Atg

geny, které jsou konzervované napii¢ druhy (Tsujimoto & S. Shimizu 2005).
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5.2.1. Regulace autofagické bunécné smrti

Vyznamnym regulatorem aktivace autofagie je mTOR (target of rapamycin) kindza. TOR
kinaza je aktivni, pokud jsou pfitomny ristové faktory a dostatek zivin. Aktivni TOR fosforyluje Atg
13 a tim blokuje formovani Atg-1 komplexu (Atgl/13/17). V ptipadé nedostatku Zzivin, dochazi
k rychlé defosforylaci Atg 13 v disledku neaktivni TOR kinazy a mize dojit k zformovani komplexu,
zvySeni Atg 1 kinazové aktivity a indukci aufagie. Atg 1 komplex aktivuje napiiklad Atg6/Beclinl
(Kamada et al. 2000).

Aktivni Atg6/Beclin-1 s PK3 kindzou indukuje formaci autofagosomu. Pro zvétSovani vacku
jsou dulezité dva ubikvitin-like systémy, které produkuji spojeni Atgl2-Atg5 a Atg8 (LC3) -PE
(phosphatidylethanolamine). Béhem formace autofagosomu dochédzi ke zméné rozpusténého LC3
(LC3-1) na formu asociovanou s autofagickym vesiklem (LC3-Il) (Tsujimoto & S. Shimizu 2005).
Dalsi dilezity komplex je Atg 9 komplex (Atg2/9/18), ktery je po splynuti lysozomu a autofagosomu
nutny k recyklaci a vyhledavani autofagickych proteint (Kamada et al. 2000).

Atg12 (ub-like)
Atg7 (E1-like)
Atg10 (E2-like)
Atg5
Ate12-Atg5 @
PI3K (lI1)
Atgb Nucleation of @ L k-
»  membrane * [ ( autophagosomes : autolysosomes
o - i ;
o@

Atg8-PE

T Atg8-PE
Atg8 (ub-like)
Atg7 (E1-like)

Atg3 (E2-like)
Atg4

Obr. 8. Grafické zndzornéni autofagie. PI3 kindza/Atg6 a dva ubiquityn-like konjugacni systémy ucastnici se formace

autofagosomu. PE: fosfatidylethanolamin; ub: ubiquitin. (Prevzato z Tsujimoto & Shimizu 2005).

5.2.2. Autofagicka bunééna smrt a miRNA

Exprese klastru miR-290-295 je pozorovana béhem ¢asné embryogeneze mySich zarodeénych
kmenovych bunék, kde hraje roli béhem bunécné proliferace a ochran€ proti genotoxickym strestim.
Ovsem béhem diferenciace jeho hladina klesa (Chen et al. 2012). Vysoka exprese tohoto klastru byla
zjiSténa v Sesti bunécnych liniich B16F1 mysich melanomi. V téchto bunikach nebylo pozorovano, ze
by klastr miR-290-295 mél vliv na proliferaci, emigraci nebo rast nadoru. Ovsem bylo pozorovano, ze
tento klastr udéluje buitkam schopnost ptezit béhem chronického nedostatku glukézy. Deprivace zivin
aktivuje u melanomovych bunék autofagickou bunétnou smrt. Avsak lastr miR-290-295 zastavuje
rozvoj autofagie. Analyzou bunéénych cilti klastru bylo nalezeno, Ze se vaze na vét§inu esencidlnich
genu dulezitych v autofagii. Klastr miR-290-295 tak pomaha buiice se vyrovnat s nedostatkem

glukozy, ktery by vedla buitku k autofagické bunééné smrti (Chen et al. 2012).
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I/R poskozeni vede v kardiomyocytech ke sniZzeni hladiny miR-204 se sou¢asnym zvySenim
hladiny LC3-II nutného pro zvétSovani autofagozomu a umoziuje tak autofagickou bunéénou smrt.
Kdyz byla exogenni miR-204 vlozena do kardiomyocyti podléhajicich autofagii, doSlo ke snizeni
hladiny LC3-II. Pfidani inhibitoru miR-204 vedlo ke zvySeni mnozstvi proteinu LC3-II a opétovnému
spusténi autofagie. Jakym zpusobem I/R poskozeni dereguluje miR-204 neni znamo (Xiao et al.

2011).

6. Viry, miRNA a apoptoticka signalizace
Infekce lidskym papillomavirem typu 16 (HPV16) a 18 (HPV18) mize vyvolat karcinom

délozniho hrdla, ¢i jiné anogenitalni rakoviny. Virus HPV si vyvinul celkem zajimavou strategii a snad
poprvé se setkdvame u virového onkoproteinu s tim, Ze ovliviiuje nekddujici gen. Virovy protein E6
destabilizuje tumor supresor p53, ktery je transkripénim faktorem tumor supresorové pro-apoptotické
miR-34a. Virus se tak brani apoptotické bunééné smrti v bufikach, v kterych se vyskytuje a tak
pomaha ptezit i rakoviné (Wang et al. 2009a).

Dalsi zajimavosti je Epstein-Barr virus (EBV). Tento herpesvirus je spojovan s rakovinou
nosohltanu (Nasopharyngeal carcinoma, NPC) a rakovinou zaludku (GC) a jinymi malignitami. Jedna
se o prvni virus, u kterého byla nalezena exprese miRNA. EBV exprimuje miR-BART5. Jehoz hlavnim
cilem je protein p53 up-regulated modulator of apoptosis (Puma). Puma je pro-apoptoticky protein,
jehoz syntéza je znacné snizena u zhruba 60 % NPC. Kodovanim miRNA zvySuje virus schopnost

piezit hostitelské burice, tedy i sobé (Choy et al. 2008).

7. Diskuze a zavér

Vyzkum miRNA zejména ve vztahu k bunéfné smrti miize v budoucnu aplikacné vyuzit
k novym smérim v terapii rakoviny, ischemickym poskozeni srdce a mozku ¢&i v Alzheimerové
nemoci. Pochopeni principli, podle kterych tyto miRNA  reguluji smrt buiky Vv konkrétnich
onemocnénich a situacich, ma tak bezesporu zna¢ny vyznam. Vyznamnym pokrokem by byla moznost
selektivni regulace exprese vybrané miRNA naptiklad v nadorovych tkanich. Piikladem toho jsou
experimenty s miR-15a, miR-16-1 klastrem, kdy CLL bunky exprimujici tyto miRNA byly
implantovany do mysi a jejich aktivita tak mohla byt pozorovana in vivo (Calin et al. 2008). V 60 %
dokazal tento klastr zabranit rozvoji nadoru a uchranily tak mysi pted rakovinou. Stejny tspéch byl
zaznamenan pii pokusech in vitro na bunécnych liniich rakovin, ve kterych je potlacena exprese miR-
1. Vnesena exogenni miR-1 vyvolala u bunéénych linii jako jsou Hela, Cal-27 apoptéozu (Wu et al.
2011).

Obdobné¢ se cilena regulace exprese miRNA muize uplatnit pii terapii Alzheimerovy choroby.
Toto neurodegenerativni onemocnéni spojené se ztratou synapsi a neurontt v hippokampu a kife

mozkové vedouci k demenci. Jednim z mechanismul, kterym umiraji neurony je zvySena aktivita miR-
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34a, ktera zablokovava anti-apoptoticky protein Bcl-2 a vede apoptdze téchto neuronti. Zatim neni
znama pricina, kvuli které dochazi k nezadoucimu zvyseni exprese miR-34a (Wang et al. 2009b), ale
pochopeni tohoto procesu by mohlo byt velmi pfinosné v 1é€eni této zdvazné choroby.

Dalsi slibnou oblasti, v které by regulace exprese miRNA mohlo byt pfinosné, je regenerace
srdec¢ni a mozkové tkani po IR poskozeni. Mozkové a srdecni buiiky velmi obtizné regeneruji a IR
poskozeni Casto vede k indukci nékterého z bunécnych smrti. Pomoci miRNA Ize bunécnou smrt
oddalily natolik, ze tyto builky staci zregenerovat. Piipadné mize miRNA pomoct v piipadé
transplantace progenitornich bunék do ischemicky poskozenych tkani a umoznit tak jejich lepsi hojeni.

Cilem této prace bylo nastinit problematiku miRNA ve tfech typech programované bunécné
smrti. Mikro RNA reguluje genovou expresi na urovni mRNA. Ztrata funkce, nizka, nebo naopak
vysoka exprese miRNA mize vést az k patologiim jako je rozvoj rakoviny, Spatny vyvoj a funkce
tkani nebo neurodegenerativnim porucham. Spravna funkce chrani bunku pied malignimi
transformacemi a vede ji zdarné k bunéc¢né smrti, nebo ji naopak zabranuje, neni-li zadouci. V mnoha
ptipadech neni pfesné znam mechanismus, jakym dand miRNA ovlivituje konkrétné drahu bunécné
smrti. V nékterych piipadech miZeme pocitat se vzajemnym ovliviiovanim bunéénych procesu
raznymi miRNA. Velmi ¢asto jsou bunééné cile miRNA predpovidany na zakladé pocitacovych
programu jako je TargetScan. Tyto cile vS8ak musi byt experimentalné dokazany. To v nékterych
ptipadech muze byt obtizné, jelikoz zalezi i na kontextu a typu dané buriky ¢i tkané. Pokud naptiklad
osetfime bunécnou linii kardiomyocyti peroxidem vodiku, mize se rozbéhnout jak apoptéza, tak
nekréza v zavislosti na pouzité koncentraci peroxidu vodiku a intenzit€ tim vyvolaného IR poskozeni.
Jednim z predmétia klinického zajmu je otazka, jak zajistit in vivo nékteré funkce miRNA, které jsme
schopni vyvolat in vitro. V mnohych piipadech nadorovych transformaci by to znamenal dalsi krok

k jejich moznému aspésnému lééeni.
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