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Ustav Zivocisné

Uvod

Dédi¢na informace Zivocichd, rostlin, bakterii a nékte-
rych virQl je zapsana pomoci DNA (deoxyribonukleova
kyselina). Zakladnimi stavebnimi kameny DNA jsou
nukleotidy (nt) — ,pismena dédi¢né abecedy”. Téchto
«pismen” jsou u ¢lovéka pfiblizné 3 miliardy' a pied
kompletnim prectenim lidského genomu se piedpo-
kladalo, ze ¢im slozitéjsi je organismus, tim vice gen(
(kddujicich proteiny) bude zapsano v jeho dédi¢né
informaci. Naproti ocekédvani se ukazalo, Ze ¢lovék
blizné stejny pocet genll jako Caenorhabditis elegans
(Hadatko obecné) — mikroskopicky obly ¢erv2. Proto se
predpokladalo, Ze zbytek dédi¢né informa-
ce predstavuje nefunkéni tzv. odpadni DNA
(,junk DNA"), nashroméazdénou v pribéhu
evoluce.

Analyzy genové exprese vsak ukazaly,
ze pfiblizné 90 % genomu je aktivné tran-
skribovano® a byly objeveny RNA neké-
dujici proteiny (non-coding RNA, ncRNA),
které se déli dle délky: na dlouhé ncRNA
(long ncRNA, IncRNA) o délce 0,2 az 100 kb
bez otevieného c¢teciho ramce a kratké
ncRNA (small ncRNA, sncRNA)“. Deregula-
ce nékterych IncRNA byla popséna u fady
nadorovych onemocnéni a pfispiva k je-
jich patogenezi®. Skupina kratkych ncRNA
sdruzuje kratké interferujici RNA (small in-
terfering RNA, siRNA), s promotorem aso-
ciované RNA (promoter associated small
RNA, pasRNA), s piwi proteiny interagujici
RNA (Piwi-interacting RNA, piRNA; hlavni
funkci komplext piRNA s piwi proteiny
je umléovani transpozond v pohlavnich
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bunkach Zivocich(i°) a pfedevsim mikroRNA (miRNA)”.
Prvni popsanou miRNA byla lin-4® a tento objev
V. Ambrose a jeho kolegti vedI k vzniku celého nového
odvétvi genetiky.

Biogeneze a funkce miRNA

miRNA byly objeveny v roce 19938, jejich biogeneze
byla podrobnéji popséna v roce 2002° a ve své matu-
rované podobé piedstavuji iseky RNA o délce vétsinou
22 nukleotid? (20 — 200 nt). Nicméné jsou piepisova-
né z DNA jako vice nez 1000 nt dlouhé prekurzorova
molekula, nazyvana primarni transkript (pri-miRNA,
Obr. 1). Vznikla pri-miRNA mé vlasenkovou strukturu
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Obr. 1 Biogeneze a funkce miRNA
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a je zpracovana enzymem Drosha, ktery v komplexu
s dalSimi proteiny rozpoznava a Stépi pri-miRNA mezi
vlasenkovou a jednovldknovou strukturou. Molekula
vznikla z pri-miRNA po zpracovani enzymem Drosha je
dlouha pfiblizné 60 — 100 nt a nazyva se prekurzorova
miRNA (pre-miRNA). Poté je pre-miRNA transporto-
vana z bunéc¢ného jadra do cytoplazmy, kde je zpraco-
vana enzymem Dicer. Ten $tépi molekulu RNA na dvé
¢asti, z nichz jedna je vétSinou degradovana, zatimco
druha se stava soucasti RISC komplexu (RNA-induced
silencing complex). RISC komplex se vaze na komple-
mentarni sekvenci v 3'nepiekladané (3'UTR - untran-
slated region) oblasti cilové mRNA a v zavislosti na
~presnosti vazby” v tzv. seed oblasti dochazi bud k de-
gradaci cilové mRNA, nebo zamezeni syntézy protei-
nu bez degradace mRNA. Popsana draha biogeneze
miRNA se nazyva kanonicka, jelikoz byly popsany i jiné
drahy, napfiklad draha nezavisla na enzymu Drosha.
Regulace pomoci miRNA je jednim z epigenetickych
faktord, které fidi fadu bunécnych proces, jako jsou
proliferace a diferenciace, senescence, pieziti, autofagie
a migrace bunék a mize ovliviiovat i buné¢ny metabo-
lismus a genomovou stabilitu. Poc¢et popsanych miRNA
stale nar(Gst4, nejvice anotovanych miRNA je u ¢lovéka
a mysi. Detailnéjsi informace o biogenezi, nazvoslovi
a typech miRNA jsou k dispozici v novéjsich odbornych
¢lancich™ ¢i na nékterych webovych zdrojich™.

Maligni melanom

Maligni melanom (MM) je koZni nador rezistentni
k terapii diky mnoha mechanismdm podporujicim jeho
progresi. MM vzniké pfeménou koznich bunék mela-
nocytd, které produkuji barvivo melanin chranici DNA
koznich bunék pted tcinky UV zafeni'. Pocatecni stadia
onemocnéni MM, pokud jsou véas odhalena, jsou dob-
fe lécitelna pomoci chirurgického odstranéni nadoru
s dostate¢né Sirokym lemem okolni zdravé tkané. Po-
kud ovsem dojde k préniku nadoru pies bazalni mem-
branu ¢i rozsiteni nadorovych bunék do organismu
(vzdalené metastazy), je progndza pacienta ve vétsiné
pfipadCi velmi nepfizniva. Incidence MM celosvétové
naristd, v Ceské republice doslo za posledni 4 dekady
ke ¢tyfnasobnému zvyseni vyskytu MM™.

Védci Douglas Hanahan a Robert A. Weinber v roce
2000 definovali nador na zakladé Sesti obecnych zna-
ka:

1. sobésta¢nost nadorovych bunék v produkci risto-

vych faktord;

2. necitlivost nadorovych bunék k faktoriim zastavuiji-
cim bunécny cyklus;

. naruseni apoptdzy nadorovych bunék;

. neomezena replikace nadorovych bunék;

. schopnost nadort vyvolat angiogenezi;

. schopnost nadorovych bunék pronikat do tkani a vy-
tvaret metastazy.

V roce 2011 stejni autofi revidovali a doplnili svou
praci o dalsi znaky definujici nadory: energeticky me-

tabolismus je deregulovén; nadorové bunky unikaji
imunitnimu systému; nador vyvolava zanétlivou reakci;

v nadorové DNA vznikaji mutace a genomova nestabi-
lita™.

o U~ W

Role miRNA v patogenezi maligniho
melanomu

Problematika miRNA u nadorovych onemocnéni je
velmi aktualni téma. Bylo prokazano, Ze miRNA pied-
stavuji klicové komponenty rliznych bunéénych proce-
st ve vyvoji nador(, napfiklad reguluji jevy tak odlisné
jako exprese proteind ¢i jaderné funkce uvniti buriky
a zarovein mohou slouzit jako mezibunécné signaly —
jsou sekretovany a transportovany pomoci exosomu i
jinych extracelularnich vackare.

Mnoho studii odhalilo rozdily v expresi rtznych
miRNA mezi zdravou tkani a nadorem, ¢i mezi pri-
marnim nadorem a metastatickymi loZisky. U MM byly
zjistény rozdily v expresi miRNA mezi melanomovymi
burikami a normalnimi melanocyty. Tyto zmény mo-
hou byt zptsobeny chromozomalnimi abnormalitami,
epigenetickou regulaci ¢i dalsimi faktory ovliviiujicimi
biogenezi miRNA".

V souvislosti s MM jsou casto studovany
tyto miRNA: miR-217%8, miR-7-5p%?, miR-204%2%,
miR-221%42* a miR-222?*%, miR-21 je povazovana
za klicovy onkogen, ktery je exprimovan v mnoha
typech néadorG?”?. Cilem této miRNA jsou mRNA
tumor-supresorovych proteind, regulatord bunééné-
ho cyklu a vnitini a vnéjsi drahy aktivace apoptozy?.
miR-21 je také jednou z nejvice melanomem sekreto-
vanych miRNA prostfednictvim exosom(°. Bylo proka-
zano, Ze exprese miR-21 muze byt zvySovdna zména-
mi prostiedi, epigenetickymi a genetickymi zménami,
které vSechny mohou podporovat vznik melanomu®'.
Vztah nadorovych znakd a gend ovliviiovanych miR-21
znazornuje Obr. 2.

miR-7-5p hraje dleZitou roli ve zdravé i nemocné
tkani a byla potvrzena jako nadorovy supresor2. U me-
lanomu tato miRNA potlacuje rlst a Zivotaschopnost
nadorovych bunék a inhibuje tvorbu metastaz v pli-
cich?.

miR-204 vykazuje tumor supresorové funkce. Expre-
se miR-204 je snizena u MM v porovnani s benignimi
névy?, Ztrata jeji exprese ma negativni efekt na preziti
pacienttl s MM, ktefi byli zarovei nositeli specifickych
mutaci?.

ZvySena exprese protumorigennich miR-221 a miR-
-222 zplsobuje aktivaci nékolika zékladnich drah ovliv-
nujicich prezivani bunék a inhibici tvorby melaninu?*.
ZvySena exprese miR-222 podporuje invazivitu bunék
nadoru a zkracuje dobu pieziti pacienti?°.

Ke vzniku nadorovych onemocnéni mohou pfispivat
i polymorfismy v genech pro miRNA. U pacientt s fami-
liarnim malignim melanomem bylo mimo jiné popséno
8 novych sekvencnich variant miR-34a32.

Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA)
a maligni melanom

Biogeneze IncRNA je ve vétSiné piipadi podobna
biogenezi mRNA; jsou transkribovany RNA polymera-
zou ll, podstupuji sestfih, pfidani ,cepicky” na 5'kon-
ci a polyadenylaci (existuji samoziejmé i vyjimky)3334.
Funkce téchto RNA jsou velice rozmanité, ovliviiuji
téméf vsechny procesy v buiice a mohou hrét roli
i ve vyvoji malignich onemocnéni.
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Obr. 2: Vztah nadorovych znaki a genii ovliviiovanych miR-21

Znaky definujici nadory dle Hanahana a Weinberga ve vztahu ke gendim, které jsou cilem miR-21. Nékteré geny se podileji na vice
nadorovych znacich a kazdy znak je ovliviiovan minimélné jednim cilem miR-21. Upraveno dle Becker Buscaglia a kol., 2011%.
miR-21 je mimo jiné zapojena i do regulace energetického metabolismu nadorovych bunék jako aktivator NF-kB signalizace a na-
opak negativni regulator p53. Zatimco NF-kB podporuje déleni bunék a rychlé ziskani energie glykolyzou, p53 zpomaluje pfijem
glukoézy a podporuje tvorbu energie pomalejsi oxidativni fosforylaci*? miR-21 tak mize v nadorech pfispivat k rychlému ziskani

energie glykolyzou za tvorby laktatu bez zapojeni oxidativni fosforylace (Warburgtv efekt).

Napfiklad IncRNA SPRIGHTLY (transkribovana z int-
ronu genu SPRY4) je zapojena do regulace bunécné
proliferace, apoptdzy, organizace chromatinu, regulace
odpovédi na poskozeni DNA a buné¢ného cyklu u me-
lanocytt. Melanomové bunky maji ve srovnani se zdra-
vymi melanocyty vyrazné vyssi expresi této INCcRNA%.

ZvySena exprese IncRNA SLNCR1 podporuje invazi-
vitu melanomovych bunék a snizuje dobu pfreziti pa-
cientll s MM>37.

S rlstem a tvorbou metastaz mnoha nadorovych
onemocnéni je spojena také IncRNA MALATT; u MM
bylo zjisténo, Ze tato IncRNA podporuje proliferaci,
invazivitu a migraci melanomovych bunék diky ,vychy-
tavani” miR-22 (tato miRNA byla potvrzena jako nado-
rovy supresor u MM)3s.

DalSi u MM vysoce exprimovanou IncRNA je HEIH,
ktera podporuje proliferaci, invazivitu a migraci mela-
nomovych bunék.

| pies to, ze znalosti o IncRNA nejsou pfilis rozsah-
Ié, jiz dnes mizZeme fici, Ze pfedstavuji biomolekuly
s potencialnim vyznamem v onkologii. Jako pfiklad
diagnostického a prognostického faktoru lze uvést

IncRNA PCA3, specificky exprimovanou burikami kar-
cinomu prostaty, slouZici jako biomarker tohoto one-
mocnéni detekovatelny neinvazivné v moci pacient?®.
LncRNA diky svym schopnostem regulovat genovou
expresi a bunééné signalni dréhy mohou byt cilem pro-
tinadorovych terapii. Lé¢ebné ovlivnéni exprese IncRNA
je zatim pouze ve stadiu vyzkumu®'.

Zaver

Vyzkum nekddujicich RNA, které byly dfive povazova-
né za geneticky ,odpad”, dnes ptedstavuje velmi rychle
se rozvijejici oblast. Anotovanych miRNA stéale pfiby-
va a diky vysoké mezidruhové konzervovanosti téchto
struktur je mozZné snaze porovnavat vysledky vyzkumu
na modelovych organismech (napi. mysi ¢i praseti)
s vysledky studii u lidskych pacientd.

Stale castéjsi vyuziti tkanovych ¢i bunécnych kultur
usnadnuje poznani zadkladnich procestl odehravajicich
se v jednotlivych burikach, interakci mezi bunkami
a umoznuje cilené ovliviiovani buné¢nych procesd, coz
piindsi hlubsi pohled do buné¢né biologie a biologie
nadord.
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| ptes velky pokrok, ktery nastal v této oblasti, jsme
teprve na pocétku dlouhé cesty od identifikace jednot-
livych komponentl bunécnych drah k Gspésné apli-
kaci vysledkd vyzkumu v [é¢bé zhoubnych onemocné-
ni. Cilem soucasnych snah je vytvoieni lé¢by ,na miru”
danému pacientovi, kterd umozni nejen potlaceni
stavajiciho nadorového onemocnéni, ale také zabrani
pfipadnému navratu onemocnéni v budoucnosti.
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Palanova A., Kupcova Skalnikova H.: Nekédujici RNA a maligni melanom

Incidence maligniho melanomu, zdvazného kozniho nadoru, celosvétové narstd. Lé¢ba tohoto onemocnéni pii pozdnim odhaleni je
v dnesni dobé téméf nemozna. Nekddujici RNA, dfive povaZzované za ,odpad” evoluce, byly odhaleny jako kli¢ovi hra¢i ve vétsiné buné¢-
nych procesti a mohou ovlivitovat i rist a progndzu nador(. Oc¢ekava se, ze poznatky v rychle se rozvijejicim vyzkumu nekédujicich RNA
piispéji k diagnostice a [é¢bé nadorovych onemocnéni.

Klicova slova: nador, maligni melanom, nekédujici RNA, miRNA

Summary

Palanova A., Kupcova Skalnikova H.: Noncoding RNA and malignant melanoma

Incidence of malignant melanoma, a very dangerous skin cancer, is rising worldwide. Later stages of melanoma are refractory to thera-
py. Noncoding RNAs, previously considered as ,junk” RNA, were currently confirmed as key players in almost all cellular processes and
may also influence tumour growth and prognosis. Research of noncoding RNAs is expected to contribute to diagnosis and treatment of
malignant diseases.
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