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Abstrakt

MikroRNA jsou kratké nekodujici RNA, které negativné reguluji genovou expresi na
post-transkripéni Grovni tim, Ze v cytoplasmé bunikky soucasné inhibuji translaci a induku;i
degradaci cilovych mRNA. V neddvné dob¢ byly piekvapiveé identifikované extracelularni
mikroRNA, které jsou stabilni a detekovatelné v télnich tekutinach v€etné krevni plazmy a
séra, mozkomisniho moku, slin, mléka a mo¢i. Extracelularni mikroRNA jsou rezistentni k
RNAzam a stabilni za vysokych teplot a pH. Extrémni stabilita extracelularnich mikroRNA je
zpusobena asociaci s proteinovymi komplexy (pfedevsim s proteiny Argonaute), jez je
ochranuji. MikroRNA jsou Casto deregulované v nadorovych onemocnénich a v nedavné dobé
bylo zjisténo, Ze 1 v télnich tekutinach Ize detekovat nadorove specifické mikroRNA, které
mohou slouZit jako markery nddorového onemocnéni. Tato bakalatska prace shrnuje znalosti
o funkci a biogenezi mikroRNA a zaméfuje se na extraceluldrni mikroRNA, jejich roli
v mezibunééné komunikaci, roli v hematologickych malignitach a moZzné vyuZiti v diagnodze a

terapii.

Kli¢ova slova: mikroRNA, extracelularni, hematologické malignity, lymfomy, diagnostika

Abstract

MicroRNAs are short non-coding RN As that negatively regulate gene expression at
post-transcriptional level by interfering with mRNA translation and stability. Recently,
microRNAs were surprisingly found to be present in various body fluids including blood
plasma and serum, cerebrospinal fluid, saliva, milk or urine. These extracellular microRNAs
are resistant to RNases and stable in high temperature or pH. Extreme stability of extracellular
microRNAs is caused by its association with protective protein complexes (mostly with
Argonaute proteins). MicroRNAs are frequently deregulated in cancer and specific tumor-
related microRNAs can be also detected in body fluids, indicating that extracellular
microRNAs can be used as tumor specific markers. This Bachelor thesis reviews basic
principles of microRNA function and biogenesis with focus on extracellular microRNAs and
their role in intercellular communication, and it highlights the role of extracellular

microRNAs in hematological malignancies and their possible use in diagnosis and treatment.
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7mG cCepicka 7-methylguanosinova cepicka
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1. Uvod

MikroRNA (miR) jsou kratké nekodujici RNA (19-25nt), které negativné reguluji
genovou expresi na post-transkripcni urovni. MikroRNA se vazou na komplementéarni
sekvence v 3’UTR oblastech mRNA cilovych gentl, coz vede k bloku translace a destabilizaci
mRNA [1]. MikroRNA jsou exprimované ve vSech eukaryotickych organismech a jsou
vysoce konzervované mezi taxony. MikroRNA reguluji minimalné€ 60% lidskych genil a tak
ovliviiuji vétSinu bunécnych procesu, véetné diferenciace, proliferace, metabolickych
pochodt a apoptozy [2].

V nedavné dobé byly stabilni mikroRNA detekovany v riznych télnich tekutindch
vcetné plazmy [3], mozkomisniho moku [4], moci [5], spermatu [6], matefského mléka [7],
slz a amnionové vody [8]. Na rozdil od ostatnich typti RN A, mikroRNA odolavaji RNazam,
které se v extracelularnich tekutinach nachazeji ve vysokych koncentracich a zachovavaji si
vysokou miru stability 1 v neptiznivych fyzikalnich podminkéch jako je vysoké teplota ¢i pH
[9].

MikroRNA jsou casto deregulovany v mnoha patologickych stavech vcetné
nadorovych onemocnéni, pficemz jednotlivé druhy nddorti maji specificky profil mikroRNA
exprese. V nedavné dobé bylo objeveno, ze patologické stavy a nadory jsou asociované také
se zménou hladin specifickych mikroRNA v lidskych tekutinach. Doposud byly
charakterizovany expresni profily extracelularnich mikroRNA u fady onemocnéni, vcetné
hematologickych malignit, a extracelularni mikroRNA byly identifikovany jako potencialné
vyuZitelné neinvazivni biomarkery, které je mozné vyuzit ke stanoveni diagnézy, predikci
dalSiho vyvoje onemocnéni nebo sledovani efektivity 1€Cby.

Tato bakalaiska prace shrnuje dosavadni poznatky o biologii extracelularnich
mikroRNA, popisuje tlohu extracelularnich mikroRNA béhem vzniku a vyvoje
hematologickych malignit a jejich moZné vyuZiti v diagndze a sledovani l1écby téchto

onemocnéni.



2. MikroRNA a jejich funkce v regulaci genové exprese

2.1. Obecna charakteristika mikroRNA

MikroRNA jsou 19 — 25 nt dlouhé nekodujici useky jednovlaknové RNA, které
negativng reguluji genovou expresi na posttranskripéni irovni. Vazou se na komplementéarni
sekvence nachazejici se nejcastéji v 3¢ UTR oblastech cilovych mRNA, coZz vede k inhibici
translace a/nebo k destabilizaci a postupné degradaci mRNA [1].

MikroRNA byly poprvé popsany jiz v r. 1993 pii vyzkumu vyvoje had’atka
Caenorhabditis elegans (mikroRNA 1in-4,0br.1), nicméné fyziologickéd funkce microRNA v
té dobé nebyla zndma. Transkript genu lin-4 snizuje hladinu genu lin-14 béhem prvniho
larvalniho stadia C. elegans a tim reguluje diverzifikaci bunék béhem post-embryonalniho
vyvoje. Lee et al. zjistili, ze kone¢nym produktem genu lin-4 a tedy regulatorem exprese LIN-
14 neni protein, ale kratky tisek RNA [10]. V r. 2000 byla rovnéz u C. elegans popséna dalsi
mikroRNA let-7, kterd tidi nacasovani vyvoje bunék [11] a nasledné se ukdzalo, Ze sekvence
genu let-7 je konzervovana napfic¢ taxony, véetné obratlovct [12]. Od r. 2001 jsou mikroRNA
povazovany za samostatnou podskupinu malych regulaénich RNA [13, 14] a podle
posledniho vydani online databdze miRBase (www.mirbase.org) bylo dodnes identifikovano

2578 maturovanych lidskych mikroRNA.

2.2. Genova organizace mikroRNA

Geny koédujici mikroRNA jsou z vétSiny (~70%) lokalizovany samostatné v
intergenovych oblastech mezi protein kodujicimi geny [13]. Pfiblizn€ 30% znamych genti pro
mikroRNA se nachézi v oblastech intront koédujicich gentl, prevazné v orientaci shodné
s hostitelskymi geny, se kterymi mohou byt spole¢né piepisovany [1]. Tyto mikroRNA geny
mohou byt v intronech kddovéany vcetné svych promotorovych a dal§ich regula¢nich sekvenci
. Mala ¢ast z nich, tzv. miRtrony, kéduje pouze sekvenci pre-mikroRNA, ktera zabira cely
usek intronu a pre-mikroRNA tedy vznika vlastné jako vedlejsi produkt po vystépeni
splicingovym aparadtem béhem sestfthu mRNA [15, 16]. Dodnes byly miRtrony jednozna¢né
identifikovany u bezobratlych; u obratlovei jsou zatim popsany pouze tii funkéni mirtrony
[16].

Z hlediska organizace genomu je zajimavé, ze az 60% sav¢ich mikroRNA je
organizovano do klastri (obdobnych jako u prokaryot), coz jsou tiseky DNA obsahujici vice

za sebou jdoucich genil. MikroRNA kodované v jednom klastru maji spolecné regulacni



oblasti a jsou prepisovany do jediného dlouhého polycistronniho primarniho transkriptu, ¢imz

pfipomina genovou organizaci prokaryot [13].
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Obriazek 1: A. Piiklad vlasenkové struktury mikroRNA. Lin-4 byla prvni objevena mikroRNA. Cervena barva
indikuje maturovanou mikroRNA [10]. B. Pfiklad monocistronni a polycistronni mikroRNA koédované v intronu
(miR-106b-25) [17].

2.3. Biogeneze mikroRNA

Geny koédujici mikroRNA jsou piepisovany RNA-polymerazou II do n€kolik kilobazi
dlouhého primarniho transkriptu (pri-mikroRNA, Obr.1B a 2B,A). Pri-mikroRNA ma 7-
metylguanosinovou ¢epicku a poly A konec a stejné jako protein-kddujici mRNA [18]. Prvni
Stépeni pri-mikroRNA probihd v jadie a je zprostiedkovano mikroprocesorovym komplexem
tvofenym enzymem Drosha (double-strand specifickd RNéza II1) a RNA vazebnym
proteinem DGCRS (D1 George critical region 8). Zatimco Drosha ma katalytickou aktivitu,
DGCRS se svymi RNA vazebnymi doménami vaze na konkrétni isek RN A a umoziiuje tim
enzymu piesné nasednout na st€pené misto (Obr.2D) [19]. Nasledkem Stépeni pri-mikroRNA
mikroprocesorovym komplexem vznika 70-90 nt dlouha prekurzorovd mikroRNA (pre-
mikroRNA), kterd ma vldsenkovou strukturu [1]. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.2.,velmi
kratké introny tzv. miRtrony nepodléhaji St€peni mikroprocesorovym komplexem a pre-
mikroRNA miRtronu je vystépena sesttihovym aparatem (Obr. 2C) [15, 16].

Dalsi prava probihd v cytoplazmé, kam je pre-mikroRNA aktivné transportovana
pomoci proteinu Exportin-5 (XPOS5). XPOS5 vaze a pienasi pre-mikroRNA ptes nuklearni
membranu za pritomnosti Ran-GTP kofaktoru (Obr. 2E) [20]. V cytoplazmé je z pre-
mikroRNA odstépena termindlni smycka a vzniké ptiblizné€ 22 nt dlouhy duplex mikroRNA
(Obr. 2F). Stépeni je zprostfedkovano enzymatickym komplexem, jehoZ kli¢ové slozky jsou

endonukledza Dicer (RN4za III) a RNA vazebny protein TRBP (TAR RNA binding protein).
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Dicer obsahuje PAZ doménu, ktera vaze konce pre-mikroRNA s 2nt 3¢ ptesahem. Stépeni
probiha v aktivnim centru enzymatického komplexu, kter¢ je tvofeno dvéma doménami

s RNazovou aktivitou (RIIla a RIIIb) [21]. Savci a hlisti maji pouze jeden gen pro Dicer,
zatimco jiné€ organizmy jich koduji vice — napt. u octomilky (Drosophila melanogaster) se
vyskytuji dva riizné geny pro Dicery a kazdy se specializuje na Stépeni jin¢ho druhu malych
RNA [22]. Lze najit 1 vyjimky, které vyuZivaji alternativni, Dicer-nezavisly zptisob maturace.
Jedna se o miR-451, kterd se u savci ucastni erytropoézy a ke kone¢nému sesttihu vyuziva
protein Ago?2 s nukleazovou aktivitou [23].

Maturovana dvouvlaknova mikroRNA (obsahujici ¢astecné komplementarni vlakno
ptvodem z 5 'nebo 3 ramene pre-mikroRNA vlasenky) se okamzité po svém vzniku dostdva
do kontaktu s proteiny rodiny Argonaute (Ago), které jsou schopné mikroRNA vézat pomoci
svych domén PAZ (3 konec mikroRNA) a MID (5° konec mikroRNA). Ago proteiny
obsahuji také PIWI doménu, jejiz tercialni struktura pfipomind RNazu H a mize umoZnovat
nukledzovou aktivitu [24]. Jednotlivé organizmy koduji variabilni pocet Ago proteinti, napf. u
lidi existuji ctyfi (Agol — Ago4) a vSechny se mohou tcastnit mikroRNA-zprostfedkované
inhibice mRNA, popf. degradace mRNA v P-téliskach. Ago2 ma navic schopnost §tépit
mRNA pfimo v cytoplazmé pomoci své PIWI domény a tento mechanizmus se uplantiiuje
napt. v RNA interferenci [25, 26]. Po navazani na Ago protein dochdzi k rozpleteni obou
vlaken mikroRNA a jedno (Castéji 5 vlakno) nebo nezavisle obé dveé vldkna jsou
inkorporovéna do komplexu RISC (RNA Inducing Silencing Complex— viz déale) (Obr. 2G)
[27].

2.4. Funkce mikroRNA

Jak jiz bylo feceno, mikroRNA funguje jako klicovy regulator genové exprese na
posttranskripéni irovni. Vlastni inhibici genové exprese zprostiedkovava komplex RISC, ve
kterém mikroRNA piedstavuje modul rozpoznavajici cilovou mRNA. Komplex RISC je
tvofen Ago proteinem s navdzanou mikroRNA a nékolika dal§imi proteiny, z nichz
nejvyznamnéjsi je GW182 (glycin-tryptophan repeat containing protein, 182 kDa) [28].
MikroRNA paruje s bazemi cilové mRNA a zajist'uje tak specificitu interakce RISC

komplexu.
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Obrazek 2: Biogeneze mikroRNA. Vysvétleni v textu.

MikroRNA mohou regulovat expresi cilového genu né¢kolika zptsoby. V piipade
uplné komplementarity celé sekvence mikroRNA je cilovd mRNA rozstépena uprostied
komplementarniho useku (mezi 3¢ hydroxylovou skupinou a 5¢ fosfaitem 10tého a 11tého
nukleotidu) pomoci proteinu Ago2. Nasledné dochazi k jeji degradaci. Tento mechanizmus je
béZné vyuzivan rostlinnymi buitkami, v zivo€isnych bunikach je sice funk¢ni, ale velice
vzéacny [29, 30].

V zivoc¢iSnych buiikach pievazuji mikroRNA, které jsou k cilovym mRNA pouze
castecné komplementarni a vazba mikroRNA do mRNA v tomto piipade vede k represi
translace a/nebo k destabilizaci cilové mRNA. Komplementarni usek mikroRNA se nazyva
»seed* sekvence a je Casto v evolucné velmi konzervovany. ,,Seed* sekvence se ve vétsSine

piipadii nachazi na 5¢ konci mikroRNA (2. — 8. nt) a dle délky komplementarity se se ,,seed*
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sekvence rozd¢luji na ,,6mer seed* az ,,8mer seed match* [29]. Vazba ,,seed* sekvence muize
byt v cca 10% ptipadi jesté zesilena parovanim na 3¢ konci mikroRNA [31]. Dale existuje
skupina mikroRNA, které se neparuji v 5¢ ,,seed* sekvenci, ale komplementarni tisek se
nachazi uprostted sekvence mikroRNA (ptiblizn€ mezi 5. az 17. nt) a dochéazi k tzv.
centrovanému parovani [32].

Komplementarni tisek pro mikroRNA se vétSinou nachézi v 3¢ nepiekladané oblasti
cilové mRNA (,,3¢ untranslated region®, UTR). Krom¢ komplementarity v ,,seed* sekvenci
ovliviiuji efektivitu mikroRNA zprosttedkované inhibice dalsi faktory, zejména kontext
lokalizace komplementarniho mista v 3 UTR. Bylo prokéazano, Ze efektivitu mikroRNA
zesiluji opakujici se vazebna mista mikroRNA nebo AU-bohaté sekvence v blizkosti
vazebného mista, naopak efektivitu snizuje lokalizace vazebného mista na za¢atek UTR [29].
MikroRNA se také mohou vazat do ORF (,,open reading frame*) nebo 5’UTR oblasti mRNA,
vazba v téchto mistech je v§ak mnohem mén¢ Casta [33].

Prvotni prace indikovaly, Ze mikroRNA ptednostné inhibuji translaci, zatimco jejich
vliv na koncentraci mRNA je maly. Posledni vyzkumy ale ukazuji, Ze na inhibici genové
exprese se soucasné podili jak inhibice translace tak destabilizace mRNA [34]. Inhibice
translace cilovych mRNA probiha pravdépodobné v tzv. GW/P-téliskach (,,GW protein
containing neboli processing bodies*). GW/P-téliska jsou heterogenni granula, kterd obsahuji
inhibované mRNA, Ago proteiny a proteiny GW182 [35]. Podle nedavnych studii jsou
mRNA v GW/P-téliskach inhibovana a zaroven chranéna pied degradaci [36]. Akt-3/PKB
gama protein kindza fosforyluje Ago protein, ¢imz umoziuje interakci Ago s GW182 a
zprosttedkuje lokalizaci RISC komplexu a cilové mRNA do GW/P-télisek. V disledku toho
je upfednostnéna inhibice translace pied degradaci cilové mRNA.[37].

Destabilizaci cilové mRNA ziejmé zprostiedkovavaji hlavné cytoplazmatické RISC
komplexy. Dochazi k deadenylaci a odstranéni 7mG ¢epicky deadenyldzami a DCP enzymy

navazanymi na GW182. Nasleduje ubiquitinylace a degradace cilové mRNA [38].
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3. Extracelularni mikroRNA

3.1. Obecna charakteristika extracelularnich mikroRNA

Mimobunécné tekutiny a extracelularni prostory jsou typické vysokym obsahem
ribonukleaz (RN4az), slouzicich v organismu jako obrana proti cizorodym (napf. virovym)
RNA [39]. Z toho diivodu je RNA v mimobunééném prostoru velice rychle degradovana a
vét§ina druhlt RNA véetné medidtorové RNA (mRNA) je v télnich tekutindch
nedetekovatelnd PCR a dal§imi metodami. Vzhledem k takto ,,RNA nepfatelskému* prostiedi
byl velice piekvapivy objev stabilnich mikroRNA v extracelularnich tekutinach.

Poprvé byly nedegradované mimobunéénémikroRNA posany v r. 2008 v séru a
plazmé& nékolika nezavislymi skupinami. Lawrie et al. detekovali mikroRNA v séru pacientil
s lymfomy [3], Mitchell e al. prokazali vyskyt stabilni mikroRNA v lidské plazmé zdravych
jedinct a pacientli s nadorem prostaty. Hladiny mikroRNA v plazmé korelovali s hladinami
v séru, coZ naznacuje mozné klinické vyuziti extracelularnich mikroRNA jak z plazmy, tak
séra v detekci nador[4]. V matetské plazmé byly déle popsana ptitomnost placentarni
mikroRNA [40]. Nasledn¢ byly mikroRNA detekovany i1 v dalSich télnich tekutinach a
biologickych vzorcich v€etné slin [41], spermatu [6], moci [5] a matefského mléka [7].
Kromé piirozenych télnich tekutin se mikroRNA vyskytuji ve vysoké koncentraci i v médiu
bunéénych kultur [9] a také v aditivech do bunéénych medii biologického pivodu, jako napf.
BSA ¢i FBS.

Dalsi vyzkumy potvrdily vysokou stabilitu mikroRNA v mimobunéénych tekutinach.
Napft. 24 hodinova inkubace pti pokojové teploté vedla pouze k 10% a 96 hodinova kultivace
k ~ 20% snizeni méfitelné koncentrace endogenni mikroRNA v séru a plazmé, zatimco
exogenni chemicky syntetizované mikroRNA byly okamzité degradovany [9]. Obdobn¢ Park
et al. porovnali rychlost degradace endogennich a exogennich mikroRNA v lidskych slinach.
Exogenni mikroRNA degradovaly velmi rychle po pfidani do vzorku slin a po tfech minutach
Jiz bylo detekovano méné nez 10% ptivodniho mnozstvi. Oproti tomu endogenni mikroRNA
degradovaly vyrazné pomaleji a po 30ti minutach inkubace pii pokojové teploté bylo 30%
puvodniho mnoZstvi mikroRNA stéle detekovatelnych [41]. MikroRNA jsou také rezistentni
k extrémnim hodnotdm pH - po tfech hodinach v prosttedi s pH=1 nebo pH=12 byl naméfen
maximalné 50% ubytek. MikroRNA rovnéz zlstavaji stabilni po 10 cyklech zamrazovani a
tani [42]. Tato pozorovani naznacuji, Ze mikroRNA jsou v mimobunécném prostiedi

ochranény proti vlivu RNAz a degradaci.
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3.2. Mechanizmy zajist'ujici stabilitu extracelularnich mikroRNA

Nejprve byla ptitomnost mimobunéénych mikroRNA detekovéana v exozomech, které
byly uvoliiovany do média buiikami bunécné kultury [43], poté Hunter ef al. detekovali
mikroRNA také v mikrovezikulech a apoptotickych téliskach ve vzorcich periferalni krve
[44]. Tato pozorovani nasvédCovala tomu, ze mikroRNA jsou ochranény pted degradaci
v mezibunécném prostoru enkapsulaci do membranovych struktur, nicméné membranové
vezikuly obsahuji proteiny a mohou tedy obsahovat i RNAzy. Pozdgji se ukazalo, Ze vétsina
extracelularnich mikroRNA se nachdzi mimo membranové vezikuly v komplexu s proteiny
Ago2, popt. NPM1 [45] a ve stejnych proteinovych komplexech je mikroRNA detekovana i v
membranovych vezikulech [46]. Vickers ef al. také detekovali maly podil extracelularnich
mikroRNA lidské plazmy vazanych v HDL casticich [47]. Jednotlivé formy extracelularni

mikroRNA jsou podrobné popsany v nasledujicich pokapitolach a znazorneny na Obr.3 a 4.

extracellular
space

miRNA/miRNA*
Mature miRNA

X
244

Protein-bound form Microvesicles-encapsulated form HDL-bound form Trapped in an apoptotic body

Obrazek 3: Stabiliza¢ni mechanizmy extracelularnich mikroRNA (Upraveno z [48])

3.2.1. Asociace s Argonaute-2

Arroyo at al. systematicky charakterizovali vyskyt mikroRNA v lidské plazmé a séru
pomoci diferencidlni centrifugace, size-exclusion chromatografie, imunoprecipitace a
westernblotu. Po odstranéni bunécnych fragmenti ze vzorku plazmy a média diferencialni
ultracentrifugaci (az 120 000g) zlstalo ptes 97% mikroRNA v supernatantu a jen velmi mala
cast byla detekovana ve frakci odpovidajici exozomtiim a mikrovezikulim. Size-exclusion

chromatografie na sefadexové kolon¢ identifikovala dvé frakce extracelularnich mikroRNA.
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Vétsina druhli mikroRNA byla nabohacena v proteinovych komplexech, zatimco jen mala
frakce mikroRNA (napf. let7a a miR-142-3p) se vyskytovala ve frakci odpovidajici
lipidickym vezikulim. Zajimavé je, Ze nékteré mikroRNA byly detekované prevazné ve
frakci odpovidajici membranovym vezikuliim (let-7a, cca 60%), zatimco vétSina druhti
mikroRNA byla v plasmé¢ nabohacena ve frakci odpovidajici proteinovym komplexim. Aby
autofi ovétili hypotézu, Ze proteinové komplexy jsou zodpovédné za stabilitu extracelularni
mikroRNA, inkubovali frakciované vzorky plazmy s proteinazou K. Proteolytické Stépeni
ribonucleoproteinovych komplext vedlo k degradaci plazmovych mikroRNA. Tyto
experimenty naznacuji, Ze naprosta vétsina extracelularni mikroRNA v plazmé se vyskytuje
ve forme komplexi s proteiny, jeZ mikroRNA stabilizuji a ochraiiuji pfed degradaci
RNAzami [45].

Obdobnych vysledkl dosahl 1 Turchinovich et al. , kdyZ podrobili vzorky plazmy a
média z bunéénych kultur ultrafiltraci pfes nanomembrany s riznou velikosti pord. Autofi
zjistili, Ze zatimco vétSina mikroRNA je detekovatelnych po priichodu pies 300 kDa filtr (coz
vylucujé moZnou vazbu mikroRNA v mikrovezikulech a jinych membranovych strukturach),
po prichodu 100 kDA filtrem bylo detekovatelnych cca jen 10% plazmovych mikroRNA, a
ptes 50 kDa filtr proslo jiZ pouze zanedbatelné mnoZzstvi. Tyto experimenty indikovaly, Ze
mikroRNA v plazmé je pravdépodobné v proteinovém komplexu o velikosti mezi 300-50 kDa
[9]. JelikoZ v bunécné cytoplazmé se mikroRNA vyskytuji v komplexu s proteiny Argonaute
1-4 (MW cca 96 kDa), provedli nezavisle ob¢ skupiny imunoprecipitaci Ago proteinti
v krevni plasmé¢ a buné¢ném médiu a nasledné pomoci RT qPCR detekovali mikroRNA
v precipitatu. V obojim piipadé plazmové mikroRNA precipitovaly s Ago proteiny,
piednostné s Ago2 [9, 45]. Uvedené experimenty indikuji, ze vétSina extracelularnich
mikroRNA v plazmé (a zfejmé 1 ostatnich télesnych mimobunéénych tekutindch) a médiu
z bun&Cnych kultur se vyskytuje ve formé komplexi s Ago2, efektorovym proteinem

cytoplasmatického RISC komplexu, ktery mikroRNA ochrafiuje pied degradaci RNAzami.

3.2.2. Asociace s Nucleophosmin-1

Dalsim proteinem, ktery by mohl byt v komplexu s extracelularnimi mikroRNA, je
nucleophosmin-1 (NPM1). Nucleophosmin-1 je multifunkéni jaderny fosfoprotein, ktery
neustale prochdzi z jadra do cytoplazmy a naopak [49]. V buiice funguje jako chaperon, ktery
zabranuje agregaci jadernych proteint. Déle je mu pfisuzovana dulezita role v regulaci

bunééného cyklu, nebot interaguje s cyklin E/CDK2 komplexem [50] a reguluje aktivitu p53
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[51]. V zavislosti na hladiné exprese, bunééné lokalizaci a vazebnych partnerech miize mit
NPMI1 tumor supresorovou i onkogenni funkci. U nékterych typh leukemii (napt. AML)
slouzi mutace v genu pro NPM1 jako predik¢ni faktor [52].

NPMI se s velkou afinitou vaZe na jednovlaknové nukleové kyseliny, s ¢imz
pravdépodobné souvisi jeho regulacni funkce pti transportu preribozomalnich komponent pies
jadernou membranu [53]. Tato vlastnost NPM1 také naznacuje jeho moznou asociaci
s extracelularnimi mikroRNA.

Wang et al. provedli sérii pokusii s bunénymi kulturami, konkrétné s liniemi A549
(epitelidlni nador) a HepG2. Sledovali pfedev§im zménu v produkci extracelularnich
mikroRNA v reakci na stres — stresovym faktorem byla v tomto ptipadé€ sérova deprivace
(SD), bunky byly kultivované v ¢istém médiu. To zaroveii usnadnilo detekci bunéénych
mikroRNA, nebot’ nedochazelo ke kontaminaci sérovymi mikroRNA. Béhem 2 hodin po SD
bylo pozorovano vyznamné zvySeni hladiny mikroRNA v médiu zaroven s poklesem
intracelularnich mikroRNA. Zajimavé je, ze spolu s mikroRNA se zvysila 1 hladina RNA-
vazebnych proteint v séru véetné NPM1. Experimentalné byla prokazana schopnost NPM1
vazat mikroRNA a ochranit je pfed plisobenim RNaz. Tyto vysledky, spolu s korelaci
distribuce mikroRNA a NPM1 vné a uvniti bunék, podporuji hypotézu mozné asociace

extracelularni mikroRNA s NPM1.

3.2.3. Asociace mikroRNA s membranovymi strukturami

V roce 2007 byla detekovana ptitomnost mikroRNA v mikrovezikulech pochazejicich
z média z kultury bun¢k kostni dien¢ (HMC-1) [43]. Nasledné byla pfitomnost mikroRNA
identifikovana v dal§ich membranovych strukturach véetné exozomu a apoptotickych télisek
[44, 54-56]. Tyto nalezy daly vzniknout hypotéze predpokladajici, Ze extracelularni
mikroRNA jsou ochranény pied degradaci sekvestraci do membranovych vezikul. Série
experimentll za pouziti detergentti, diferencidlni centrifugace a filtrace (viz kapitola 3.2.1.)
prokazala mylnost této hypotézy.

Mikrovezikuly jsou oddily cytoplazmy ohrani¢ené fosfolipidovou dvojvrstvou
odvozenou z bunééné membrany, které jsou uvolilovany do mezibunééného prostoru buiikami
témer vSech typt a to jak za normdlnich, tak patologickych stavii. Mikrovezikuly obsahuji
zejména lipidy a proteiny, v mensi miie také nukleové kyseliny véetné mRNA a mikroRNA.
Obsah mikrovezikuli se miZe liSit s bunéénym typem matetské buiky, s konkrétnim

stimulem pro sekreci a povahou lokalniho useku membrany [57], nicméné vétSina
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mikrovezikuli obsahuje stejny set konzervovanych proteinti (napt. CD9 a CD63, slouzici jako
exosomalni marker [58]) MikroRNA se v mikrovezikulech nachdzi v komplexu s Ago2, jak
bylo popsano vyse. Mikrovezikuly navic obsahuji dal$i komponenty RISC komplexu,
piredevS§im GW128 a lze proto usuzovat, Ze mikrovezikuly obsahuji cely funkéni komplex
RISC. RISC komplex mlize zaroven hrat roli i pfi inkorporaci mikroRNA do vezikula [46].
Nékteré prace indikuji, Ze hromadéni mikroRNA do mikrovezikulu je aktivni — vyzaduje
energeticky vydej bunky [59].

Podle mechanizmu, kterym vznikaji, mizeme mikrovezikuly rozdé€lit na exozomy a
pucici vezikuly (viz Obr.4). Exozomy (30 — 100 nm) (Obr.4B) vznikaji v pivodnim raném
endozomu, do kterého invaginuji fragmenty cytoplazmy a vytvari tak multivezikularni
télisko, MVB [60]. MVB bud’ splyva s lysozomem a obsah podstoupi degradaci, nebo jsou
exozomy vypustény mimo buiiku pti fizi bunééné a MVB membrany [61]. Kosaka at al
popsali, Ze mikroRNA obsazené v exosomech jsou uvoliiovany pomoci ceramidové sekre¢ni
dréhy. Ceramidova draha je regulovdna enzymem neutralni sfingomyelinaza-2 (nSMase2),
ktery zprostiedkovava hydrolyzu sfingomyelinu na ceramid [62]. Inhibice nSMase2, vedle
sniZzeni po¢tu exozomu vedla 1k snizeni sekrece mikroRNA, zatimco aktivace ceramidoveé
drahy zvySenou expresi nSMase2 naopak zvysila mnozstvi sekretované mikroRNA
v exosomech [63].

Pucici vezikuly (Obr.4A) jsou vétsi nez exozomy (100nm — 1um) a vznikaji pu¢enim
bunééné membrany do vnéjSiho prostoru a naslednym zaSkrcenim [64]. Vzhledem k tomu, Ze
malé pucici vacky a exozomy maji podobnou velikost a nedaji se odseparovat vétSinou
fyzikalnich metod jako utracentrifugace, popisuji publikace vénujici se exosomalnim
mikroRNA ve skute¢nosti smiSenou populaci exozomil a pucicich vezikull [65].

Apopticka téliska (1 - Spm) (Obr.4D) jsou nepravidelné membranové vacky
vznikajici jako nasledek programované bunécné smrti - apoptozy. Obsahuji cytoplasmu,
zbytky bunéénych organel, fragmentovanou DNA a RNA vcetné mikroRNA [66]. Zernecke et
al. ve své praci popsali zvySenou hladinu miR-126 v apoptickych vaccich umirajicich
endotelidlnich bun¢k béhem arterioskler6zy, podani téchto apoptotickych télisek obsahujicich
miR-126 inhibovalo arteriosklerozu skrze neptimou aktivaci chemokinového receptoru

CXCLI12. [54].
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Obrazek 4: Sekrece extracelularnich mikroRNA (Upraveno z [67] )

3.2.4. Asociace s lipoproteinovymi ¢asticemi

Mala frakce extracelularnich mikroRNA koprecipituje s bunéénymi vysokodenzitnimi
(HDL) a v mensi mife i s nizkodenzitnimi (LDL) lipoproteiny [68]. Lipoproteinové Castice
jsou ohranicené jednou fadou fosfolipida s apolipoproteiny (ApoA-I). MikroRNA se v nich
ziejmé také nachazi v asociaci s Ago2 proteiny. Je zajimavé, ze ceramidova drdha, ktera
pozitivné ovliviiuje sekreci mikroRNA do exozomil, zaroven potlacuje asociaci mikroRNA s
HDL casticemi [47].

Lipoproteinové ¢astice se vazou na recipientni buiikky pomoci povrchového receptoru
SR-BI , ktery zajistuje selektivni vstiebavani cholesterylovych estert a jejich pienos do
cytoplazmy. Timto zpisobem se obchazi lysozomalni transportni draha, coz by v ptipadé
pfenosu mikroRNA mohlo zajistit jeji vEtsi stabilitu [47]. Jiz v minulosti byly u zvitecich
modelt vyuzivany umélé HDL ¢astice k systémové distribuci a specifickému pfenosu siRNA
[69], existuje tedy piedpoklad, ze by se stejny princip mohl fungovat i pro pienos mikroRNA.

Wagner ef al. métili vyskyt nékolika mikroRNA asociovanych s HDL ¢asticemi ve
vzorcich periferdlni krve pacientli s kardiovaskularnimi onemocnénimi. miR-223 byla

nejcastéji detekovanou mikroRNA, nicméné jeji HDL vazana forma tvoftila pouze 8%



19

celkového mnozstvi v krvi [68]. miR-223 se nachazi ve zvySené hladin€ u monocyti
(makrofagti), a je tedy mozné, ze jsou to prave tyto bunky, které své mikroRNA do HDL
castic secernuji [47]. Nebyl vSak pozorovan Zadny signifikantni ptenos mikroRNA

z lipoproteinovych ¢astic do endotelidlnich bun€k, hladkych svald, ani okolnich krevnich

bunék [68].

3.3. Sekrece extracelularnich mikroRNA

Velka cast extracelularnich mikroRNA, které jsou vazané pouze na proteinoveé
komplexy, se zfejme do okoli uvolituje pasivné v prub&hu bunééné smrti, napi. béhem zanétu
a diky své stabilité pak mohou byt detekovatelné v extracelularnim prostoru [70]. V souladu
s timto tvrzenim je pozorovani, Ze zvysi-li se pocet bun€k nebo frekvence bunécné smrti
v urCité tkani, je to doprovazeno zvySenim hladiny tkanové specifickych mikroRNA v krvi
[71]. Prace Wang et al. vSak naznacuje, Ze by export mikroRNA-proteinovych komplexii
mohl byt aktivni proces, protoze po blokaci bunécného dychaciho fetézce (rotenonem) doslo
k zastaveni nartstu hladiny mikroRNA v médiu. Naopak po omezeni sekrece proteina
z Golgiho aparatu (pomoci BFA) a tvorby exozom (blokada iontovych kanalii pomoci
DMA) nebyla pozorovana zména v sekreci mikroRNA-proteinovych komplexi, coz
naznacuje, ze mikroRNA asociované s proteinovymi komplexy se z bun€k uvolnuji bez
vyuziti exozomalni drahy [72].

Druhou moZznosti je sekrece mikroRNA prosttednictvim mikrovezikuli a
apoptotickych télisek. Ackoliv Ize piredpokladat, ze do mikrovezikuli jsou inkorporovany
vSechny druhy mikroRNA obsazené v cytoplasmé, existuji dikazy selektivni sekrece
specifickych mikroRNA. Bylo zjiSténo, ze spektrum mikroRNA v mikrovezikulech nemusi
vzdy korelovat se skladbou mikroRNA v ptivodnich bunikéch [72]. Hunter ef al. popsali 36
mikroRNA, jejichZ hladina v mikrovezikulech byla dramaticky vys$si nez v PBMC bunkéch,
ze kterych pochazely, a naopak jiné mikroRNA byly v daleko vétSi mife zastoupeny
v buiikach a do vezikulil pronikaly minimalné [44]. Na druhou stranu je znamo, Ze jednotlivé
populace mikroRNA se mohou lisit svou stabilitou a rychlosti rozpadu, coz mtize zkreslit

vysledky téchto experimentti [73]
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3.4. Mezibunééna komunikace pomoci extracelularnich mikroRNA

Existuje velké mnoZstvi praci popisujicich existenci extracelularnich mikroRNA. Tyto
mikroRNA mohou byt pfitomné v mezibunééném prostoru a télnich tekutinach pouze jako
pasivni nasledek buné¢né smrti. Na druhou stranu, vzhledem ke skutec¢nosti ze si
extracelularni mikroRNA zachovavaji plné€ svoji funk¢nost, 1ze predpokladat, ze mohou hrat
roli v pfenosu informace mezi bunikami a regulovat genovou expresi v recipientnich bunkach.

Teorie mezibunééné komunikace pomoci extracelularnich mikroRNA piedpoklada
pienos mimobunécné mikroRNA do recipientnich bunék. Takovyto ptenos byl popsan u
mikrovezikuli a exozomd, které se do cilovych bun¢k dostavaji internalizaci endocytdzou ¢i
fagocytozou, popt. pfimou fizi s bunécnou membranou (viz Obr. 4). V obou ptipadech
ziejmé hraji roli signalni molekuly v membrané vezikulu a receptory na povrchu recipientni
buriky, které zatim nebyly ptesné identifikovany. Béhem endocytdzy ¢asto dochazi k rozpadu
exozomi a degradaci jejich obsahu, hrozi tedy degradace pfenaSené mikroRNA, zatimco pii
pfimé fuzi tento problém nenastava [74]. U extracelularnich mikroRNA vazanych ve
volnych proteinovych komplexech doposud nebyl popsdny mechanismus zpétné resorpce do
dalSich bun¢€k, coz vSak neznamend, Ze neexistuje.

Kosaka ef al. vr. 2010 provedli jednoduchy experiment, kdy v HEK293 buiikach
umeéle nadprodukovali z expresniho vektoru miR-146. Nasledn€ odebrali médium z téchto
bunék a po centrifugaci aplikovali na jiné recipientni buiiky (COS-7), které naopak
exprimovali luciferdzovy senzor pro miR-146. Obé dvé€ linie neexprimuji endogenni miR-
146. Spolecna kultivace recipientnich bunék s mediem z bunck produkujicich miR-146 vedla
k vyraznému sniZeni luciferazy reporterového vektoru. Tento experiment prokazal velice
dileZitou vlastnost extracelularnich mikroRNA a sice to, Ze jsou pIné funk¢ni a schopné
samovolné inkorporace do ptijemcovskych bunck .[63] Nasledné fada dalSich praci prokazala
funk¢nost a schopnost pienosu extracelularnich mikroRNA mezi bunkkami in vitro.

Extracelularni mikroRNA odvozené z nadorovych bunék by také mohly hrat roli v
Sifeni nadoru, pokud by pronikaly do okolnich zdravych bunék, kde by se podilely na
alternaci genové exprese a tim napt.ovlivnili okolni mikroprosttedi. Skog ef al. identifikovali
nékolik mikroRNA (mezi nimi napt. miR-21), které jsou nabohacené v mikrovezikulech
odvozenych z bunék primarniho lidského glioblastomu. Glioblastomové mikrovezikuly
obsazené v séru stimulovaly v mySich angiogenezi proliferaci a endotelovych bunék, nicméné

neni jasné, zda je tento efekt sprostfedkovan pouze extracelularnimi mikroRNA [75].
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MikroRNA mohou regulovat genovou expresi diky vysoké miie konzervovanosti
pravdépodobné 1 mezidruhove. miR-168, ktera pochazi z ryze a je konzervovana naptic
taxony od rostlin po savce byla podana potkanim v ryzové dieté. miR-168 piestoupila pies
travici soustavu a byla nasledné detekovana v krvi potkanti a v jatrech byla schopna ovlivnit
expresi receptoru (LDLRAP1 — low density lipoprotein receptor adapter protein 1) a tim 1
hladinu sérového LDL-cholesterolu. Tyto in vivo experimenty indikuji, Ze stravou piijaté
mikroRNA se mohou podilet na regulaci bunéénych pochodt v recipientnim organizmu [76].
Tuto moZnost naznacuje 1 pfitomnost mikroRNA v matetském mléce [7].

Jinou zajimavou a velice piekvapivou funkci extracelularnich mikroRNA je schopnost
pusobit jako ligand membranovych receptort. Toll like receptory (TLR) imunitnich bunék
slouzi jako obrana proti virtim tim, ze vazi jednotetézcoveé virové RNA a zptsobuji zanétlivou
odpoveéd'. Fabbri et al. prokazali, ze dveé tumor-specifické mikroRNA, miR-21 a miR-29b
uvolnované buiikami plicniho nadoru vazi a aktivuji Toll-like receptor 7 (TLR7 ) imunitnich
bunék. Tato aktivace vedla ke vzniku zanétlivé reakce, kterd pak muze dal podnécovat
nadorové bujeni. Inhibice miR-21 a miR-29b nebo TLR7 vedla ke snizeni nadorového ristu
[77]. Obdobny mechanismus byl prokazan i pro mikroRNA let-7, kdyz aktivace TLR7
receptoru pomoci let-7 injikované do mozkomiSniho moku mysi byla schopnd zpisobit
neurodegeneraci [78].

Uvedené experimenty indikuji ze mikroRNA by mohly plsobit jako endokrinni
hormony. Tomu ale neodpovida skutecnost, ze velice nizka koncentrace mikroRNA (~100fM)
pritomna v krevnim ob&hu je pravdépodobné nedostate¢na aktivovat funkci mikroRNA
v bunikach, pro kterou je nezbytna ptitomnost cca 100kopii [79].Na rozdil od hormonti, jejichz
signal je amplifikovany pomoci jejich receptorti navic mikroRNA a jeji cilové mRNA musi
byt v poméru 1:1 a nedochézi tudiz k zddn¢ amplifikaci. Z téchto diivoda se da predpokladat,
ze extracelularni mikroRNA mohou plisobit spiSe parakrynné v blizkém mezibunééném

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

V nasledujici kapitole budou nejdfive struéné charakterizovany hematologické
malignity. Nasledovat bude popis role mikroRNA ve vyvoji nadora a ptiklady deregulace
mikroRNA v hematologickych malignitach.

4.1. Prehled hematologickych malignit

Hematologické malignity jsou nddorova proliferativni onemocnéni krevnich bunék které
jsou zastaveny v ruznych stadiich vyvoje. Mohou mit difuzni charakter v ptipad¢ leukemi,
nebo vytvaret pevné nadory — lymfomy a myelomy.

Leukemie se projevuji abnormalnim zmnoZenim bilych krvinek v kostni dieni, kde se
hromadi, omezuji normalni hematopoézu a dale pronikaji do krevniho obéhu. Leukemie se
déli podle typu matetské buiiky na lymfoidni a myeloidni a dale podle pribéhu na akutni a
chronické.

Akutni leukémie jsou odvozené od nezralych blastil, maji rychly nastup a ackoliv
reaguji na chemoterapii, jsou Casto fatalni. Patii mezi n¢ akutni myeloidni leukemie (AML),
ktera postihuje predevsim star§i dospélou populaci, a akutni lymfatickd leukemie (ALL), coz
je nejbeéznéjsi leukemické onemocnéni u déti do 5 let véku.

Chronické leukemie vznikaji z vyspélejSich leukocytli, pomalu se projevuji a ¢asto
umoziuji dlouh¢ piezivani pacienta. Chronicka lymfoidni leukemie (CLL) je nejbéznéjsi
leukemické onemocnéni dospélych na zapadni polokouli (tvoii asi 25% vSech leukemii).
Nédorové buitky mohou vznikat z naivnich, nebo aktivovanych B-lymfocytu, které produkuji
mutovany imunoglobulin IgVH [81]. Chronicka myeloidni leukemie (CML) postihuje
predevsim mladsi dospélou populaci a tvoti 15-20% vSech leukemii.

Lymfomy jsou maligni neoplazie primarné vznikajici v lymfatickych tkanich a
orgéanech, kde tvofti solidni nadory. Vznikaji z riznych vyvojovych stadii lymfocyta,
nejcastéji z lymfocytt germindlniho centra, ve kterych probihaji rozsahlé piestavby genii pro
imunoglobuliny béhem germinalni reakce. Lymfomy tvofi velice heterogenni skupinu
onemocnéni a jsou zakladné klasifikovany jako Hodkinovy a non-Hodgkinovy lymfomy,
které se dale déli podle stiedni doby pfezivani na vysoce agresivni (tydny), agresivni (mésice)
a malo agresivni (roky).

Hodgkintav lymfom (HL) je ¢astym typem lymfomu (asi 10% vSech

lymfoproliferativnich malignit), ktery vznika z bun€k germinalniho centra. Mize byt bud’
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klasicky HL, nebo (asi v 5%) noduldrni HL s pfevahou lymfocytii (NLPHL). V soucasnosti uz
je dobie léCitelny, terapie dosahuje u€innosti pies 80%.

Burkittav lymfom (BL) je nejagresivnéjsim non-Hodgkinovym nadorem s ¢astou
extranodalni manifestaci, ktery mize vytvaret endemicky (vice u déti), nebo sporadicky typ
nadoru. Muze také vznikat u imunodeficientnich pacientt.

Difuzni velkobunéény B lymfom (DLBCL) je jeden z nejbéznéjSich lymfomi u
dospélych (predstavuje cca 14% vSech lymfoproliferativnich malignit), patii do kategorie
agresivnich lymfomi a vyznacuje se velkou morfologickou, fenotypovou a molekularni
heterogenitou. Efektivita 1écby DLBCL je nizka, cca 50%.

DLBCL muze vznikat také intracerebralné, jako tzv. primarni lymfom centralniho
nervoveého systému (PCNSL). Agresivitu popsanych systémovych lymfomt vyrazné zvysuje
depozice - infiltrace nebo relaps lymfomu do CNS (tzv sekundarni CNS lymfom). Primarni 1
sekundarni CNS lymfomy maji velmi Spatnou prognézu.

Mezi méné agresivni lymfomy patii napt. folikularni lymfom, lymfom marginalni

zony a lymfom plaStovych bunék [82].

4.2. Role mikroRNA pfi vyvoji nadori

Kazda bunka ma sviij specificky profil genové exprese a také typické spektrum
exprese mikroRNA. V nadorovych buiikach je exprese nékterych geni potlacena nebo
zesilena, coz plati 1 pro geny kodujici mikroRNA, a stejné€ jako u protein kodujicich gend, 1
mezi mikroRNA geny 1ze najit onkogeny (tzv. onkomiry) ¢i onkosupresory. Celogenomové
analyzy mikroRNA exprese prokazaly, ze téméf kazdy typ naddoru ma specificky profil
deregulovanych mikroRNA [83].

V roce 2002 byla poprvé popsana deregulace mikroRNA genti u pacientti s chronickou
lymfoidni leukémii. V nddorovych buiikach byly detekovany snizené hladiny miR-15 a miR-
16 a ukazalo se, ze tyto mikroRNA maji funkci tumor-supresorti, protoze svou aktivitou
inhibuji translaci onkogenu BCL2, ktery kdduje protein diilezity pro piezivani buiiky [84].
Naopak jako piiklad onkomiru miizeme uvést miR-21, ktera je nadprodukovana ve vét$ing
nadort véetné lymfomt a leukemickych bun¢k a mize podporovat rist nddoru a jeho
prezivani in vivo [85].

Pisobeni mikroRNA v nddorovych buiikach je asto velmi komplikované. Jedna
mikroRNA totiZ mize inhibovat expresi stovek odliSnych mRNA, je zapojena v mnoha, ¢asto

nezavislych bun&cnych procesech a mezi cilové mRNA jedné mikroRNA tak mohou patfit
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zaroven onkogeny 1 onkosupresory. Na jedné mRNA se také nachazi vazebna mista pro
mnozstvi riznych mikroRNA a vysledna zména exprese urcitého genu je proto souctem
pusobeni vice mikroRNA najednou [86]. V neposledni fad¢ je cely efekt dané mikroRNA
podminén typem tkang, ve které je exprimovana — napt. miR-29 ma tumor-supresorovy efekt
v bunikach plicnich nadort, zatimco pii vyvoji nadoru prsu pisobi prokazatelné jako onkogen
[87, 88].

Deregulace gent pro mikroRNA tzce souvisi s deregulaci genti kodujicich
transkripéni faktory (TF). Onkologicky vyznamné TF mohou modulovat expresi konkrétnich
mikroRNA a vyuzivat tak jejich funkéniho mechanizmu. Jako ptiklad mizeme uvést onkogen
MYC, ktery transkripcné€ aktivuje onkogenni cluster miR-17-92 (oncomiR 1). MikroRNA
vznikajici transkripci miR-17-92 maji schopnost potlaCovat expresi fady tumor-supresorovych
gentl a regulatorti bunééného cyklu a tim stimulovat proliferaci a pfezivani nadorové bunky
[89]. Kromé toho MYC potlacuje transkripci mnoha tumor-supresorovych mikroRNA, vcetné
mikroRNA z rodiny let-7 [90], které inhibuji onkogen RAS [91].

Ptekvapivé mnozstvi mikroRNA genti je kontrolovano produkty svych cilovych
mRNA. Naptiklad miR-17-92 klastr inhibuje myeloidni pro-diferenciacni transkripéni faktor
EGR?2 (,,Early growth response 2, Krox20) v proliferujicich myeloidnich progenitorech a
nadorovych bunkach. EGR2 naopak transkripéné reprimuje miR-17-92 v diferencujicich
makrofazich. Vznika tak dvojité¢ negativni vazba, ktera je charakteristicka pro tzv. bistabilni
stavy, jako je diferenciace, kdy je bunka exkluzivné bud’ ve stavu diferencovaném nebo ve

stadiu proliferujicich progenitora [92].

4.3. MikroRNA u hematologickych malignit

Jako prvni byly u chronickoé¢ lymfatické leukemie popsany deregulace miR-15 a miR-
16, jejichz geny jsou v 50% ptipadii deletovany a u 60% zbylych ptipada jsou tyto geny
alespon down-regulovany [93]. miR-155 je naopak v buntkdch CLL nadexprimovana, coz
ziejme souvisi s deregulaci transkripéniho faktoru MYB [94].

U sirokého spektra hematologickych malignit, véetné Hodgkinovych 1 non-
Hodgkinovych lymfomt1[95], chronické lymfoidni leukémie [96], DLBCL [97] aj. byla
detekovana zvySena exprese miR-21. Medina et al. ptipravili za pomoci Tet-Off a Cre-
rekombinaz myS$i model s kondiciondln€ zapinatelnym genem pro miR-21, jehoz aktivace

vedla ke spontannimu vzniku malignich prekurzori B-lymfocytl. Zajimavé je, Ze deaktivace
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miR-21 pomoci doxycyklinu indukovala v nadorovych bunkach apoptézu a do jednoho tydne
doslo ke kompletnimu vymizeni nadoru [85].

V B-cell lymfomech miR-21 inhibuje expresi tumor supresorovych gent ANP32A
(acidic nuclearphosphoprotein 32 family, member A) a SMARCAA4, které se oba ucastni
remodelace chromatinu. Po vyfazeni genu ANP32A byl v bunikach nddoru prostaty (LNCaP)
navozen stav pfipominajici nadprodukci miR-21, a bunkky mnohem lépe piezivaly. DalSim
cilem miR-21 je napf. protein TGFB1 (transforming growth factor $1) a mnozstvi dalSich
proteinil, které se ucastni apoptickych a tumor-supresorovych drah [98].

U Burkittova lymfomu (BL) byla zjiSténa sniZen4 exprese miR-155, coz ma za
nasledek zvySeni hladiny cilového proteinu miR-155 AICDA (activation-induced cytidine
deaminase gene). AICDA je klicovym regulatorem somatické hypermutace v termindlnich
centrech [99].

Difuzni velkobunéény B lymfom (DLBCL) je z hlediska exprese mikroRNA asi
nejlépe popsanym hematologickym nadorovym onemocnénim. V buitkaich DLBCL byly
detekovany zvysené hladiny mikroRNA z clusteru miR-17-92. miR-17-92 kéduje Sest
riznymi mikroRNA (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b a miR-92), kter¢ jsou
nadmérné exprimované v mnoha hematologickych malignitach. Tyto mikroRNA negativné
reguluji vyznamné regulatory bunécného cyklu a nadorové supresory, jako inhibitor cyclin-
dependentnich kindz CDKNI1A (p21CIP1) , retinoblastoma-like 2 protein (p130, Rbl2), nebo
transforming growth factor 1 (TGF B 1), ¢imZ stimuluji proliferaci bun€k. miR-17-92
zéaroven potlaCuje apoptodzu, coz usnadiiuje piezivani nadorovych bunék. Represe apoptdzy je
zpusobena tim, ze miR-17-92 pres protein PTEN aktivuje signalizacni dréhu PI3K
(phosphoinositide 3 kinase)/AKT [89] a zaroven potlacuje expresi proapoptického proteinu
BIM (BCL2 interacting mediator of cell death) [100]. miR-17-92 je nadprodukovan u vétSiny
ostatnich typl lymfomi a leukémii. Uméle navozena exprese miR-17-92 v transgennich
mysich vedla se 100% penetraci k myeloproliferaci nebo vyvoji lymfom.

Déle 1ze u DLBCL detekovat snizené hladiny miR-143 a miR-145, stejné jako u BL
nebo CCL [101]. V posledni dobé bylo také identifikovano nékolik dal§ich mikroRNA,
jejichz deregulace se poji se Spatnou progndézou DLBCL, jako napft. vysoké hladiny miR-
200c[102], nebo snizené hladiny miR-129-5p [103].

Na rozdil od BL vykazuji buitky DLBCL zvySenou hladinu miR-155, coz vede k nizsi
aktivité rast inhibujicich faktort (TGFB-1, BMP2/4)[104]. Nékolik studii (in vitro a in vivo)

dale prokazalo, ze miR-155 ptimo reguluje fosfatazu SHIP1 (Src homology 2 domain-
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containing inositol-5-phosphatase 1), jejiZ snizena hladina v CLL a DLBCL indukuje TNFa-
dependentni bunécnou proliferaci. Rlizna hladina SHIP1 od sebe také odliSuje dva subtypy
DLBCL (nadorové buiiky odvozené bud’ z aktivovanych B-bunék (ABC), nebo bunck
germinalnich center (GCB)) [105].V nedavné dobé byl ke studiu funkce miR-155 vyuZzit mysi
model s podminéné indukovatelnu expresi miR-155 v lymfoidnich tkéanich (pod kontrolou
enhanceru genu pro tézky fetézec imunoglobulinu (Ep)). Takto regulovand miR-155 vedla

k vysoké proliferaci nezralych B-lymfocytl a nasledné ke vzniku difuzniho lymfomu.
Zajimavé ale je, ze po deaktivaci genu pro miR-155 byl pozorovan Gstup onemocnéni a stejné
jako u pokusu s miR-21 u CLL doslo k pInému vymizeni symptomt [106]. V tomto piipade
byla miR-155 nadexprimovand v pozdnich pro B-lymfocytech, coz vedlo k vysoké proliferaci
nezralych B-lymfocytl a nasledné ke vzniku Sirokého spektra lymfoidnich malignit,
pfipominajicich pokrocila stadia. Tento stav byl zfejmé& podminén miR-155-zprosttedkovanou
inhibici fosfatdzy SHIP1 a transkripéniho faktoru CEBPB (CCAAT enhancer-binding protein

beta), jez jsou oba vyznamnymi regulatory signaliza¢ni kaskady interleukinu-6 (IL6) .
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5. Extracelularni mikroRNA u hematologickych malignit

Jak je popsano v piedeslé kapitole, hematologické malignity jsou ¢asto asociované se
zménénou expresi mikroRNA [107]. Soucasné s objevem extracelularnich mikroRNA
vyvstala otdzka, zda je deregulace v mikroRNA nadorech doprovazena také zménénymi
hladinami specifickych mikroRNA v télnich tekutinach jako je napft. plazma a sérum a zda by
takové mikroRNA bylo mozné vyuzit pro diagnézu nadort.

Hematologické malignity maji uzky kontakt s krvi a dal§imi t€lnimi tekutinami, takze
lze pfedpokladat, Ze zastoupeni extracelularnich mikroRNA bude dobie korelovat
s probihajicimi patologickymi procesy v nich. Piesto bylo v tomto sméru provedeno zatim jen
nékolik pionyrskych studii.

Prvni tumor-specifické extracelularni mikroRNA byly identifikovany v séru pacientt s
DLBCL v r. 2008. Lawrie et al. zjistili Ze hladiny tfi mikroRNA dfive popsanych jako
deregulovanych v lymfomech (miR-155, miR-210 a miR-21) jsou charakteristicky zvySeny v
séru pacientll v porovnanim se zdravymi kontrolami. Déle popsali zvySeni hladiny miR-21 u
pacientl s del§i dobou piezivani a upozornili na mozné vyuziti extracelularnich mikroRNA
pi1 diagnostice a prognostice onemocnéni [3]. V obdobné studii mikroRNA byly popsany
miR-15a, miR-16-1, miR-29¢, miR-34a a miR-155 (vSechny zndmé nadorove asociované
mikroRNA) jako ¢asné detekéni markery DLBCL, ptfi€¢emZ pouze miR-155 bylo spolecna pro
obé tyto studie. Hladina tumor-supresorové miR-34a byla naopak oproti kontroldm snizena.
[108].

V jiné studii bylo hodnoceno relativni zastoupeni mikroRNA v plazmé pacienti
s AML a byla detekovana vyrazné snizena hladina miR-92a oproti zdravym kontrolam. Na
zaklad¢ téchto vysledkl oznacili autofi miR-92a jako slibny marker pro diagnozu a sledovani
pacientll po chemoterapii [109]. V leto$nim roce se objevily dalsi dvé studie, zabyvajici se
extracelularnimi mikroRNA u AML. Zhi et al. vyuzili hlubokého Solexa sekvenovani
k analyze celého miRnomu (tento termin je obdobou geonomu) ve vzorcich séra 140 nové
diagnostikovanych pacientti s AML a identifikovali deregulaci hodnot Sesti extracelularnich
mikroRNA (miR-10a-5p, miR-93-5p, miR-129-5p, miR-155-5p, miR-181b-5p a miR-320d),
pficemz u miR-181-5p popsali dobrou korelaci s celkovou dobou piezivani pacienti [110].
Druha studie pracovala s miRNA mikroereji a qRT-PCR a ve vzorcich plazmy pacient
s AML zaznamenala vyrazny pokles hodnot let-7d, miR-150, miR-339 a miR-342 a zaroven
zvysené hladiny let-7b a miR-523 oproti hodnotam zdravych kontrol. Jako diagnosticky

nejpresnéjsi se jevila kombinace méfeni miR-150 a miR-342, které maji zieyme 1
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prognosticky vyznam, protoZe pacienti v kompletni remisi vykazovali opétovné zvySeni
hladin téchto mikroRNA [111].

Moussay et al. detailn¢€ charakterizovali spektrum extraceluldrnich mikroRNA
v plazmé pacientti s CLL. 14 mikroRNA vykazovalo odlisnou expresi mezi vzorky CLL a
zdravymi kontrolami a mezi nimi se miR-222, miR- 29a a miR-129 ukazaly jako vhodné
markery schopné odlisit pacienty od kontrol. Podle hladin extracelularnich mikroRNA navic
bylo mozZzné od sebe odlisit riizné hematologické malignity (CLL, MM, HCL). Mussay et al.
dale porovnali vyskyt deregulovanych hladin mikroRNA s ptitomnosti mutace genu pro
protein ZAP70, coz je risk urcujici faktor u CLL, a detekovali Sest plazmatickych mikroRNA
(miR-29a, miR-483-5p, miR-195,miR-185, miR-135a a miR-15a), jejichZ hodnoty se vyrazné
1i$1li mezi ZAP70+ a ZAP70- skupinami.

Ohyashiki ef al. méfili hodnoty miR-92a ve vzorcich plazmy pacientli s non-
Hodgkinovymi lymfomy (DLBCL, folikularni lymfom) v porovnani se zdravymi kontrolami,
pfi¢emz u pacientskych vzorki byl prokdzan vyznamné niz$i vyskyt miR-92a (P<.0001).
Hladiny miR-92 se témét normalizovaly béhem kompletni remise onemocnéni, ale opét
poklesly béhem relapsu [112]. Obdobné zmény hladin mimobunécné miR-92a byly stejnou
skupinou popsany i1 u mnohocetného myelomu [113].Zajimavé je, Ze intracelularné je
v nadorovych buitkach miR-92a piepisovana a nadprodukovana spolecné s ostatnimi
mikroRNA z miR-17-92 klastru. Druhotné represe exprese miR-92a miize byt zptisobena
riznymi post-transkripnimi Gpravami, napt. vazbou na n€jaky RNA vazebny protein, nebo
béhem processingu enzymem Drosha [114]. Ackoliv je nutné tento fenomén dale podrobit
experimentalnim studiim, mohl by tento fakt naznacovat, ze nadorové bunky cilené zamezuji
expresi, nebo exportu miR-92a.

Velmi zajimavym, je objev tumor-specifickych mikroRNA v mozkomi$nim moku
(CSF) pacienti s PCNSL. Baraniskin et al. detekovali v CSF pacientti s PCNSL vysokou
hladinu miR-21, miR-19b a miR-92a, které jiz pfedtim vykazovaly aberantni expresi ve
vzorku nadorové tkan€. Pomoci hodnot extracelularnich miR-21, miR-19b a miR-92a
v mozkomisnim moku je mozné s vysokou specificitou odliSit vzorky CSF pacientii s PCNSL
od pacientt s jinymi neurologickymi onemocnénimi [115]. miR-21 je jednim z klicovych
onkogent pii vzniku B-bunéénych lymfomi (popsano in vivo) a jak uz bylo zminéno, zvySena
hladina plazmatické miR-21 je asociovana se zhorSenou progndézou u pacientit s DLBCL [85].
V navazujici studii stejna skupina prokazala, ze hladina uvednych mikroRNA se snizila

behem terapie vybranych PCNSL pacientii [116].
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Zajimavy je objev, Ze 1 nékteré viry koduji mikroRNA, kterou lze povaZzovat za
mikroRNA mimobunééného plivodu. Virové mikroRNA maji sekvence podobné jako savci
mikroRNA a jsou schopné inhibovat expresi vnitrobunéénych mRNA. Vir pro EBV virézu
(Epstein-Barr virus) napt. koduje nejméné 44 maturovanych mikroRNA a bylo prokazano, ze
tyto virové mikroRNA jsou nezbytné pro tvorbu EBV iniciovanych lymfomi

(BL,HD,DLBCL) [117].
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6. Vyuziti extracelularni mikroRNA p¥ri diagnoze a 1é¢bé

Mezi hematologické malignity paii fada agresivnich onemocnéni s rychlym postupem
a ucinnost 1éCby tak zavisi pfedevsim na v¢asné diagnostice. Nedilnou soucasti diagnostické
analyzy u solidnich nadort je vSak odbér vzorku postizené tkdn€ pomoci biopsie, coz je €asto
velmi invazivni procedura. Idealni screeningova metoda by my méla vyuzivat takovy
biomarker, ktery je pfistupny neinvazivni cestou, vykazuje vysokou senzitivitu a specificitu
k danému typu malignity a zaroven je pfitomen pouze ve velmi nizkych koncentracich pti
normalnim stavu.

Extracelularni mikroRNA spliiuji vétSinu téchto pozadavkl — jsou detekovatelné
v té€lnich tekutinach, ve kterych se nachdzi ve stabilni formé, jsou tvotené kratkou specifickou
sekvenci a podle expresnich profili specifickych extraceluldrnich mikroRNA Ize odlisit
jednotliva stadia rozvoje nddorového onemocnéni, véetné téch velmi ranych [118].

Kromé¢ diagnostického vyznamu mohou mit extracelularni mikroRNA také vyuziti
v predikci dal§iho vyvoje onemocnéni. V r. 2011 byla dokoncena rozsahla studie, ve které
byly hodnoceny vzorky plazmy pribézné odebirané pacientim béhem 12 — 28 mésict pred
detekeci plicniho nddoru. Vysledné hodnoty extraceluldrnich mikroRNA odhalily 21
specifickych miroRNA, jejichZ pozménénd exprese predchazela vzniku onemocnéni, coz
indikuje moznou vyuzitelnost t€chto mikroRNA pro preventivni diagnostiku u ohrozenych
pacientti [119].

Extracelularni mikroRNA by mohly rovnéz byt vyuzitelné pro predikci reakce na
terapii. Mnohé klinické studie jiz prokazaly korelaci mezi expresi specifickych mikroRNA ve
tkénich a senzitivitou nadorovych bunck k radioterapii ¢i chemoterapii [120, 121]. Zhang et
al. detekovali zvySenou hladinu miR-21 v séru pacientl s nddorem prostaty, pti¢emz popsali
rozdil mezi hodnotami miR-21 u pacientti rezistentnich vici terapii (Docetaxel) a pacienti
s chemosenzitivnimi nadory [122]. Stejné vysledky prokdzala v letoSnim roce skupina, ktera
vySetfovala hodnoty miR-21 u pacienti s nadory slinivky, kde popsali vyssi hladiny miR-21 u
pacientl s rychlej$im vyvojem onemocnéni a mensi senzitivitou k 1écbé (Gemcitabin) [123].

S vyvojem novych diagnostickych metod se klasifikace nadorovych onemocnéni stale
vice diverzifikuje a to umoziuje do zna¢né miry ptizpusobit terapii kazdému jednotlivému
pacientovi. Je tedy neustaly tlak na vyvoj novych terapeutickych postupi, k ¢emuz by mohlo
vyznamné piispet vyuZiti extracelularnich mikroRNA.

Ukazuje se, ze 1écba pomoci mikroRNA by mohla probihat na principu systémové

aplikace nadorove supresrovych mikroRNA, nebo inhibitorti onkogennichmikroRNA (coz
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jsou modifikované k mikroRNA komplementarni oligonukleotidy. Stale vSak neni jasné,
jakou metodu pouzit pro dopravu konkrétni mikroRNA, jelikoz samotné syntetické
mikroRNA jsou v télnich tekutindch velmi nestabilni a rychle degraduji [45]. Tang et al.
provedli sérii pokusii na mysich s plicnim nddorem, kterym systémoveé podéavali onko-
supresorové mikroRNA miR-34a a let-7. Ob¢ tyto mikroRNA jsou v buiikach plicniho nadoru
snizené. Jako pienaseC byla pouzita neutralni lipidicka emulze. Po systémovém podéani miR-
34a byla pozorovana 60% redukce nadorové oblasti oproti kontrolnim mySim a podobné
vysledky méla 1 aplikace let-7.

Dalsi skupina demonstrovala terapeuticky efekt tumor-supresorovych mikroRNA
miR-34a a miR-143/145 na mySich modelech, kterym byly subkutanné injekované bunky
lidského pankreatického nadoru (linie MiaPaCa-2). K pfenosu mikroRNA byly vytvoreny
lipidické nanovektory a ty byly aplikovany do ocasni Zily. Po aplikaci obou mikroRNA byla
pozorovana inhibice ristu nadoru, doprovdzena zvySenou apoptdzou a snizenou proliferaci.
V nadorové tkani byl navic detekovan ubytek proteind, jejichZ expresi miR-34a a miR-
143/145 reguluji (SIRT1, CD44 a aldehyd dehydrogenaza pro miR34a; proteiny KRAS2 a
RREBI1 pro miR-143/145) [124].

Mysi modely v ptedchozich studiich nevykazovaly Zadné neptiznivé vedlejsi uc¢inky
po aplikaci mikroRNA. Tyto studie tak ptedstavuji prvni stupné pii vyvoji nové terapeutické
metody, ktera — pokud GspéSna — by mohla byt aplikovana 1 pti 1é¢bé hematologickych

malignit.
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7. Zaveér

Béhem posledni dekady byla popsana nova tfida malych nekddujicich RNA —
mikroRNA, které negativné reguluji genovou expresi (inhibici stability nebo translace
mRNA) a spolecné s transkripénimi faktory vytvaii komplexni genové regulacni sit’.

V nadorovych buiikach, a tedy i u hematologickych malignit, jsou mikroRNA casto
deregulované a podili se tak na probihajicich patologickych procesech.

Nédorovée specifické mikroRNA je mozné detekovat extracelularné v té€lnich
tekutinach, napt. v plazmé, séru, nebo mozkomis$nim moku. Jejich ptekvapujici stabilita je
zajiStovana riznymi mechanizmy. VétSina extracelularnich mikroRNA je asociovana
s proteinem, ktery ji chrani pfed degradaci RN4zami, pravdépodobné se jedna hlavné o
proteiny z rodiny Argonaute (pfedev§im Ago-2). Minoritni populaci extracelularnich
mikroRNA tvoii mikroRNA nahromadéné v mikrovezikulech. Podle poslednich studii
(ptevazné in vitro) mohou extracelularni mikroRNA pronikat do okolnich bunék a potlacovat
v nich expresi svych cilovych mRNA, nebo se mohou véazat na bunécné receptory, jak bylo
ukéazano na TLR receptorech imunitnich bunék. Vzhledem ke zménénym hladindm
nadorovych mikroRNA by tedy extracelularni mikroRNA mohly hrat ddlezitou roli v
komunikaci nddorovych buné€k s okolnimi tkdnémi a tim ovliviiovat vyvoj onemocnéni
popiipadé napomdhat metastazi. Na zdklad¢ abnormélnich hladin extracelularnich mikroRNA
lze s pomérné velkou specificitou a senzitivitou diagnostikovat typ nadoru, jeho stadium a
popft. predpovedét jeho dalsi vyvoj. Extracelularni mikroRNA se tedy ukazuji jako vhodné
biomarkery, nicméné aby bylo mozné je vyuzit v klinické praxi, je potieba nejprve detailné
popsat chovani jednotlivych populaci mikroRNA u konkrétnich nadort. Je paradoxni, Ze
hematologickym malignitam, jejichz stav se velmi dobfe odrazi v profilu mikroRNA v télnich
tekutinach, se zatim vénovalo pouze n€kolik studii, které jsou zde stru¢né popsany. Také se
objevily prvni experimentalni studie zabyvajici se moznou aplikaci mikroRNA nebo jejich
inhibitort v protinadorové terapii a ackoliv maji mikroRNA v tomto sméru pravdépodobné
velky potencial, zatim nebyl nalezen spolehlivy zptsob, jak syntetické mikroRNA nebo jejich
inhibitory dopravit k postizené tkani. Nejvétsi vyzvou proto zlistava zmapovat chovani tumor-
specifickych extracelularnich mikroRNA a popsat jejich deregulace u riznych typt malignit.

Prakticka ¢ast moji diplomové prace, na které budu v budoucnosti pracovat, bude
zaméfena na mechanismus prenosu mikroRNA mezi tkanémi in vivo a mozném
diagnostickém vyuziti specifickych mikroRNA v mozkomi$nim moku a séru pacient

s lymfomy s postizenim centralni nervové soustavy.
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