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7. Interferujici RNA

7.1. Uvodni slovo

V roce 1996 byl objeven endogenni mechanismus regulace genové exprese na bazi interferencni
RNA (RNAi). Existuji dva zakladni typy téchto malych RNA, tzv. mikroRNA (miRNA) a malé
interferujici RNA (siRNA). MiRNA jsou molekuly RNA o velikosti 20-22 nukleotid(. Jednd se
o produkty regulacnich gen(, které nekdduji Zadny protein. Na regulaci genové exprese se podileji
na posttranskripéni Udrovni, kdy se svym 5 koncem (,tzv. seed region”) vaziou na zakladé
komplementarity ke 3" UTR (neprekladana oblast, untranslated region) oblasti cilové mRNA a inhibuji
tak jeji translaci nebo zpUsobuji jeji degradaci. Molekuly miRNA hraji rozhodujici roli prakticky
ve vSech oblastech Zivota eukaryotické burky, a to v bunécné proliferaci, diferenciaci, embryogenezi,
v fizeni bunééného cyklu a programované bunééné smrti, atd. Pfedpoklada se, Ze reguluji vice nez
tretinu gen( lidského genomu, ale s rostoucimi znalostmi podil regulovanych gen( roste.

V rostlinach byl u¢inek dvousroubovicové RNA, nazyvané ,antisense mRNA“ (antimedidtorova
RNA), na redukci genové exprese znamy jiz mnoho let. Teprve popsani fenoménu RNAI u hlistice
Caenorhabditis elegans roku 1998 ovSem znamenalo skutecnou revoluci v molekuldrni biologii.
V roce 2006 ziskali Andrew Z. Fire a Craig C. Mello za tento objev Nobelovu cenu za fyziologii a
|ékarstvi.

Prvni miRNA, oznacena lin-4 byla objevena uz v roce 1993 u hlistice Caenorhabditis elegans [6].
Lin-4 se specificky vaze na 3" UTR mRNA lin-14, ktera kéduje jaderny protein. Inhibice translace této
mRNA umoznuje pfechod z prvniho do druhého larvdiniho stadia. O sedm let pozdéji, v roce 2000,
byla objevena druhd miRNA, let-7, kterd kontroluje prechod z posledniho larvalniho stadia
u C. elegans do stadia dospélého jedince. Jejim cilem je 3'UTR mRNA lin-41 a hbl-1. Pro spravny vyvoj
jsou duleZité mechanismy miRNA let-7 i miRNA lin-41, protoZze mutace v let-7 a delece v3’ UTR
oblasti lin-41 zplsobuji snizenou expresi lin-41. Let-7 je tvorena vice molekulami miRNA, pficemz
nékteré znich uz byly u C. elegans blize identifikovany a funkéné analyzovany; ty co jiz byly
identifikovany, se dnes nové znaci miR-48, miR-84 a miR-241.

Let-7 je evolucné konzervativni, nachdzi se jak u obratlovcl, tak i u krouzkovc(, clenovcd,
polostrunatci a mékkyst. U rostlin a mikroorganism( detekovana nebyla. Presto jeji objeveni
spustilo revoluci v nalézani novych tfid miRNA. U ¢lovéka se nachazi v riznych expresnich stadiich
ve tkanich mozku, srdce, ledvin, plic, Zaludku a thymu. Soucasné studie uvadéji, ze let-7 je
supresorem nadord.

Termin miRNA byl poprvé poufzit v Casopise Science v roce 2001 v ¢lanku Lagos-Quintana et al.
2001, ktefi dokazali pfitomnost miRNA u mnoha organisma.

7.2. Nomenklatura interferujicich RNA

Intenzivni vyzkum interferujicich RNAi v poslednich letech si vynutil volbu jednotného a
jedine¢ného oznacovani a vytvoreni databaze existujicich interferujicich RNAi. Pfikladem takové,
mezindrodné uznavané, databaze je http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/. V databazich jsou

zralé interferujici RNA oznacovdany, miR“. Pro prekurzory téchto molekul se pouziva zkratka ,mir”.
Interferujici RNAI, které jsou charakteristické pro urcity druh organismu, jsou oznaCeny 3-4
pismennymi prefixy. Oznaceni ,hsa-miR-101“ a ,,mmu-miR-101“ pak znamenaji totoZznou mikroRNA
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liSici se pouze svym druhovym plvodem- ,hsa“ u Homo sapiens a ,mmu“ je molekula pivodem
z Mus musculus. Nové identifikovanym miRNA jsou na zdkladé podobnosti s jiz existujicimi
sekvencemi pfifazovana poradova cisla. To znamena, ze pokud by byla v soucasné dobé posledni
identifikovanou miRNA v Drosophilla melanogaster miR-318, tak dalSi ponese po svém objevu
oznaceni miR-319.

JelikoZz jedna miRNA muze byt kdédovana vice geny, bylo nutné pomoci dalSich numerickych
sufixt odlisit sekvenéné identické miRNA, které pochazi z riznych oblasti genomu. Oznaceni mir-6-1 a
mir-6-2 u Drosophilla melanogaster tudiZz znamena identické miRNA, které pochazi z rGznych lokus(

(8).

Pomoci sufixd ,,3p“ a ,,5p“ Ize rozeznat, zda maturovand miRNA pochazi z 3‘ konce nebo 5‘ konce
prekurzorové molekuly (prekurzoru). Pismennymi sufixy jsou oznacovany miRNA, které se
v sekvencich lisi pouze 1 nebo 2 nukleotidy, napf. miR-181a, miR-181b.

7.3. Biogeneze RNAI

Molekuly miRNA vznikaji slozitou kaskadou z delSiho prekurzoru jednotetézcové molekuly, ktery
vytvari vldsenku se smyckou (Obr. 7.1 a 7.2). Pfitom obracené repetice, které jsou zakladem vlasenky,
nejsou Uplné komplementarni.

Geny pro miRNA jsou prepisovany RNA polymerdzou Il nebo RNA polymerazou lll do primarnich
transkriptl tzv. pri-miRNA, které jsou dlouhé pfriblizné 500-3000 nukleotid(. Pri-miRNA je na svém
3’konci polyadenylovdna a na 5’konci obsahuje cepicku. V pfipadé, Ze je gen prepisovan RNA
polymerazou lll, obsahuje pri-miRNA repetitivni sekvenci Alu. Pri-miRNA je komplexem Drosha-
DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8, u Drosophily a C. elegans se nazyva Pasha),
sestfizena do struktury vlasenky o délce 60-70 nukleotidl oznacovanou jako prekurzorova miRNA
(precursor-miRNA = pre-miRNA). Ta je transportovana pres jaderné pdry zjadra do cytoplazmy
pomoci transportniho receptoru exportinu-5. Transport je sprazen sRan/GTPazou. RNA
endonukledza typu lll nazyvana Dicer ve spolupraci s transaktivacnim na RNA se vazajicim proteinem
(trans-activator RNA binding protein, TRBP) stépi pre-miRNA na kratkou dsRNA. Plsobenim helikazy
dochazi k oddéleni obou retézcli a k inkorporaci zralé molekuly miRNA do komplexu zvaného ,,RNA
indukovany uspavaci komplex“ (,,RNA-induced silencing complex”, RISC). Nejdllezitéjsimi slozkami
tohoto komplexu jsou proteiny rodiny Argonaute. Jeden z ¢lend této rodiny, protein Argonaute 2, ma
katalytickou doménu, ktera Stépi jeden z fetézcl dsRNA, coz vede k funkéni destrukci rozstépeného
fetézce. Dalsi zastupci této rodiny katalytickou doménu nemaji, ale podileji se na inhibici procesu
translace, pravdépodobné jeji prvni faze, tzv. iniciace.

Molekuly siRNA naproti tomu vznikaji Stépenim prekurzorové dvouretézcové RNA o puvodni
délce a? nékolik tisic bp RN&zou Il nazvanou Dicer. Stépeni probihd podobné jako u miRNA
v komplexu RISC. Dvouretézcovd RNA v normalnim procesu exprese genetické informace nevznika,
ale casto byva meziproduktem pfi replikaci vir(. VSechny eukaryotické bunky tudiz na pfitomnost
dvouretézcové RNA reaguji obrannymi mechanismy. Predpoklada se, Ze primarni funkci RNA
interference u rostlin a bezobratlych je obrana proti aktivité virQ, ale také transposond.

Porovnani mechanismu biogeneze je shrnuto na obr. 7.2.
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Obr. 7.1: Mechanismus vzniku miRNA u ZivociSné a rostlinné burky (zkratky oznacuji zucastnéné

enzymy)
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Obr. 7.2: Biogeneze miRNA a siRNA, prevzato z Novina a Sharp (2004).
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7.4. Geny kodujici miRNA

Odhaduje se, Ze geny pro miRNA predstavuji u ¢lovéka pfiblizné 2-3 % vsech gen(. Predpoklada
se, ze tyto malé RNA reguluji vice nez tretinu lidského genomu. U clovéka jsou miRNA geny
lokalizovdny na vSech chromozomech, kromé chromozomu Y, a v genomu nejsou distribuovany
nahodné. Velka cCast téchto genl se nachazi v tzv. fragilnich oblastech, coZ jsou mista, kde dochazi
preferenéné k translokacim, vymeéné sesterskych chromatid, delecim, amplifikacim ¢&i integraci
plazmidové DNA. Pfiblizné polovina ze vsech znamych genl pro miRNA se u lidi nachazi ve shlucich a
tyto shluky jsou exprimovany jako polycistronni transkripéni jednotky, tedy transkripéni jednotky
prokaryotického typu. Shluk mizZe byt tvofen dvéma aZ tfemi geny, pficemz nejrozsahlejsi doposud
popsany je tvofen sedmi geny. Ty geny, které nejsou soucasti shlukd, jsou prepisovany ve formé
monocistronnich primarnich transkriptd.

PlGvodné se védci domnivali, Ze prevainé mnozstvi genli pro miRNA je umisténo v intergenovych
oblastech. Soucasné analyzy ukazaly, Ze majoritni Cast, asi 70 % savCich genl pro miRNA, je
lokalizovdno v transkripcnich jednotkdch. Geny se nachdzi v exonech nebo v intronech a mohou byt
rozdéleny v zavislosti na jejich lokalizaci v genomu do ¢étyr kategorii, viz obr. 7.3.
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Obr. 7.3: Organizace genomu a struktura miRNA gend, podle Wahid, et al. (2010).
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7.5. Mechanismy regulace genové exprese prostirednictvim miRNA a siRNA

Funkéni molekuly miRNA a siRNA inhibuji expresi gend rdznymi mechanismy. miRNA se vaze
k cilovym transkriptim v neprekladané oblasti na 3’- konci. Rozpoznani nemusi byt absolutni,
vysledkem je inhibice translace. Naproti tomu siRNA vytvati homologické nebo témér homologické
dvouretézcové Useky na vice mistech cilové struktury. Oblast, kde vznikne dsRNA, je nasledné
degradovana. Je tfeba si vSimnout, Ze miRNA a siRNA jsou ve svych Ucincich vzajemné zaménitelné,
rozdil je v rozsahu parovani s cilovou sekvenci. Treti funkci malych RNA je ,,uspavani“ genové exprese
na urovni transkripce mechanismem tvorby oblasti heterochromatinu. Tento mechanismus se
oznacuje jako ,transkripcni uspani genu“ (transcriptional gene silencing, TGS). Poprvé byl popsan
u tabdaku. Spociva v metylaci histon(l, na kterém se podileji molekuly dsRNA. Metylace vede k sérii
strukturnich zmén v chromatinu a v koneéném dulsledku k uspani genl. Rozhodujici roli hraje
u vlaknitych kvasinek, napt. Schizosaccharomyces pombe, kde se podili na udrzovani oblasti v okoli
centromér ve stavu heterochromatinu. U rostlin druhu Arabidopsis thaliana hraje hlavni roli
v mechanismu obrany proti virdm. Nedavno byl TGS popsan i u savéich bunék, ale jeho vyznam
doposud nebyl odhalen. Blizsi podrobnosti k jednotlivym mechanismlm jsou popsany v nasledujicich
odstavcich.

7.5.1. Inhibice translace a indukce degradace mRNA

MiIRNA reguluji genovou expresi na posttranskripcéni Urovni vazbou na 3" UTR oblast cilové
mMRNA. Inhibuji jeji translaci nebo indukuji degradaci mRNA, a to v zavislosti na stupni
komplementarity mezi miRNA a jeji cilovou oblasti 3 UTR mRNA. Navozeni degradace mRNA je
podminéno vysokym stupném sekvenéni komplementarity. Tento mechanismus je primarné vyuZzivan
u rostlin. Degradace mRNA je dUsledek aktivity Argonaute proteini RISC komplexu. Za degradaci
mohou byt i mechanismy deadenylace, odstranéni cepicky a Stépeni mRNA exonukledzami.

Prvotni studie byly zaméreny na interakce miRNA v 3’'UTR oblasti mRNA. V roce 2007 byla
vyslovena hypotéza o tom, Ze se miRNA muzZe vazat i v jiném misté cilové mRNA. Nasledné bylo
potvrzeno, Ze miRNA jsou schopné utvofit tzv. ,seed duplex” tvoreny 6-8 bp a Uspésné tlumit
translaci také vazbou v 5" UTR oblasti mRNA.

Jednotlivé miRNA mohou interferovat s funkcemi samotnych regulacnich protein(i. Napf. miR-
328 se vaze k c¢asticim hnRNP E2 nezavisle na ,,seed regionu” a zabranuje tak jeho interakci s mRNA
pro transkripéni faktor CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha). Dalsi mozZnosti tedy je, Ze
miRNA pracuji jako jakési molekuldrni ,,ndvnady” pro proteiny vdazajici se na RNA.

7.5.2. miRNA jako induktory translace

Na druhou stranu mohou miRNA vyvolat translaci cilovych mRNA. Posttranskripéni modulace
genové exprese v cytoplazmé je totiz fizena sekvencemi ribonukleové kyseliny, které ovliviuji
lokalizaci, translaci a stabilitu mRNA. Tyto fidici sekvence, tzv. elementy ARE (AU-rich elements) jsou
pfitomny v 3" UTR mRNA napf. u cytokind, onkogenl a rdstovych faktor(. Jejich deregulace muze
vést k imunitnim onemocnénim a vyvoji malignit. NejdaleZitéjsSim cytokinem, ktery je béiné
produkovan po stimulaci lymfocytll, je tumor necrosis factor alpha (TNFa). In vivo byla provedena
izolace elementll ARE za bazalnich podminek a za podminek aktivované translace. Z pokusu
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vyplynulo, Ze dva proteiny, fragile X mental retardation protein (FXR1) a Argonaute2 (AGQO?2), asociu;ji
s elementy ARE, coZ vede k aktivaci translace.

7.5.3. Promotor jako cilové misto pro miRNA

V roce 2005 bylo prokazano, ze se miRNA mohou vazat pfimo na promotory. Napfiklad miR-373
je schopna zacilit genovy promotor E-cadherinu a proteinu CSDC2 (cold-shock domain-containing
protein C2) a indukovat tak jejich expresi.

Na druhé strané je nddorovymi kmenovymi bufikami vyZadovana interakce mezi rodinou miRNA
miR-200 a Suzl12, podjednotkou komplexu PRC2 (polycomb repressor complex 2). Snizeni exprese
miR-200 vede ke vzrlstu exprese Suzl12; Suz 12 se vaze k promotoru cadherin-1 (CDH1). Dochazi
k trimetylaci histonu H3-K27 a umléeni exprese E-cadherinu. Ztrata funkce CDH1 je dileZitou v rozvoji
tumorgeneze a metastaz. MiR-200 blokuje tvorbu nadoru inhibici PRC2, coz brani uml¢eni CDH1 a
diky tomuto chovani je oznacovdna jako tumor supresor.

7.5.4. Funkce miRNA pti ontogenetickém vyvoji

Obecné se predpoklada, ze molekuly miRNA zeslabuji expresi mRNA na nevyznamnou hladinu
v téch bunkach, které jiz dale nejsou v organismu zapotiebi nebo tam, kde by exprese takovych
mMRNA mohla mit Skodlivé ucinky.

V pribéhu zrani vajeénych bunék ve vajecniku matky se v oocytech hromadi Ziviny, proteiny a
mRNA. Tyto tzv. ,materské mRNA" kdéduji proteiny, které jsou nezbytné pro vyvoj embrya v jeho
pocatecnich fazich po oplodnéni. Jejich funkce trvd do té doby, neZ je v embryu zahdjena syntéza
novych molekul mRNA, které jsou kédovany uZ vlastnim genomem embrya. K pfesmyku exprese
z matefské mRNA do mRNA zygotického pUvodu dochdzi uz zahy po fertilizaci (Obr. 7.4 a). Na tomto
presmyku se podili skupina sekvencéné pfibuznych miRNA. Mechanismus uUcinku spociva v tom, Ze
miRNA vyvolava obrat (,,turnover”) molekul materské mRNA.

Funkce miRNA v ontogenetickém vyvoji byla popsana u akvarijnich ryb zebficek, a to na pfikladu
miR-430. U téchto ryb je miR-430 exprimovdna v nadbyte¢ném mnozstvi jen v prvnich 4 ai 8
hodinach vyvoje zygoty. Je kdédovana velkou genovou rodinou, do které patii vice nez 90 gend.
MiR-430 je tvofena nékolika minimalné odliSnymi formami miRNA. ProtoZe jsou tyto miRNA
exprimovany ve stejném case na stejném misté a maji podobnou sekvenci, predpoklada se, Ze maji
podobna mista Ucinku. Exprese miR-430 zacind v okamZiku presmyku genové exprese z mateirské
do zygotické a pocet zralych molekul miR-430 rychle vzrlsta.

Zralé molekuly miRNA vznikaji posttranskripéni Upravou prekurzorovych molekul, jejich
Stépenim ribonukleazou Il Dicer. Tato ribonukledza se dostava do vajicka jako matefska mRNA, ale
exprimuje se i v zygoté. Modifikovand embrya, ktera ztratila funkci této ribonukleazy, nedokazi
prekurzorové miRNA upravovat. Proto nemaji funkéni molekuly miRNA a vykazuji defekty v gastrulaci
a morfogenezi mozkové tkané. Injekce zralych miRNA do embrya tyto defekty vétSinou odstrani.

Odstranéni miRNA aktivity z embrya brani pfesmyku exprese matefské mRNA do mRNA
zygotického plvodu (Obr. 7.4 b). Vysledkem je abnormalni morfogeneze. Matefskd mRNA se po Case
vyredi, ale tento proces je pomalejsi nez u embrya s miRNA. Funkce miRNA neni tedy v tom, Ze by
pusobily jako spoustéci faktor vyvoje, ale vyvoj ,pouze” jemné doladuji a zajistuji jeho robustnost.
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Obr. 7.4: Cinnost miRNA na podatku embryogeneze

a) V pribéhu normalni embryogeneze reguluje miRNA presmyk exprese gent z mateifské mRNA
do mRNA zygoty.
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7.6. Vyuziti interferujicich RNAi v terapii

Zakladni moznosti terapeutickych aplikaci RNAI Ize nalézt v nasledujicich oblastech:
1) Kontrola genové exprese ovliviiovanim epigenetickych zmén v lokdIni strukture chromatinu.

2) Predpoklada se, Ze 35% aZz 70% lidskych gen( je prepisovano do transkriptd hnRNA, které
podléhaji alternativnimu sestfihu. Defekty v procesu alternativniho sestfihu vedou k radé
onemocnéni. RNAi by mohla byt pouZita k zablokovani defektné sestfizenych struktur a
v dlsledku toho k inhibici exprese defektniho genu.

3) Primarné se predpoklada, Zze RNAi mohou byt vyuZity jako antivirové latky, které blokuji
replikaci virového genomu a expresi virovych genl. Nejcastéji uvazovanym cilem RNAi
terapie je virus HIV.

4) RNAi mohou byt zacileny proti gendm, které jsou spojeny s metabolickymi poruchami.

Napriklad v 1écbé diabetes mellitus typu Il, kde centrdlni roli v rezistenci kinzulinu hraji
poruchy signalizace v disledku zmén v expresi gend.

5) Vyrazeni genl (genovy ,knock-out”) v genomu plvodce malarie, Plasmodium falciparum,
mohou slouzit ke studiu Zivotniho cyklu a kvyhledavani novych terapeutickych cilG.
Terapeutikem by mohly byt samotné RNAI.

7.6.1. Priklady aplikaci siRNA

siRNA v terapii virovych onemocnéni

Jako antivirové latky blokuji siRNA replikaci virového genomu nebo expresi virovych gen(.
Nejcastéji uvazovanym cilem je virus HIV, virus hepatitidy B a C, lidsky papilomatni virus, adenovirus a
SARS asociovany koronavirus. Kromé toho jsou siRNA schopné inhibovat funkce povrchovych
receptorl a ko-receptord CD4, CCR5 nebo blokovat vstup viru do hostitelskych bunék.

siRNA terapie onemocnéni imunitniho systému

siRNA Ize terapeuticky vyuZit i pro zlepseni funkci imunitniho systému. Bylo prokazano, Ze
exprese ligandl pro Notch receptory v T-lymfocytech CD4+ a dendritickych bunkach pomoci malych
RNA zpUsobuje zmény v intraceluldrnich signalnich drahach, ¢imz je dale ovlivnéna i produkce
jednotlivych cytokind.

Kancerogeneze a siRNA

V pripadé kancerogeneze byly siRNA konstruovany s cilem inhibovat jednak zndmé onkogeny,
fuzni a virové onkogeny a onkogeny mutantni (napf. Ras), které se vyskytuji pouze v urcitych typech
nadorovych bunék. Dalsimi cili jsou inhibitory apoptézy Bcl-2 a reguldtory bunécéného cyklu (napf.
polo-like kinasy). Malé siRNA byly Uspésné vyuzZity k omezeni poctu i proliferace metastaz
u karcinomu prostaty a hepatoceluldrniho karcinomu. Ucinek siRNA v tomto piipadé spociva
v inhibici plazminogenového aktivatoru urokinazového typu (u-PA), coZ je jedna z protedz umoziujici
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invazivni rlst a tvorbu metastaz. Podobné tomu bylo v pfipadé invazi rakoviny prsu, kdy byly siRNA
vyuZzity k inhibici integrinG. Vaskularni endotelidlni rlstovy faktor (VEGF) je dal$im potencidlnim cilem
pfi lécbé karcinom(, jelikoz jehoz zvySena exprese je asociovana s celou fadou nadorovych
onemocnéni (karcinom prsu, kolorektalni karcinom) i metastaz. Malymi siRNA je také mozné zlepsit
efektivitu chemoterapie, a to inhibici genu MDR1, jehoz produktem je membranovy P-glykoprotein
exportujici z buriky toxické Iatky, a to véetné cytostatik.

siRNA terapie neurodegenerativnich onemocnéni

Malymi RNA bylo na modelu Caenorhabditis elegans prokazano, Ze jsou schopné oddalit nastup
nékterych neurodegenerativnich chorob (Parkinsonova, Alzheimerova choroba a amyotrofni lateralni
skleréza), které jsou vyvolané nespravnou proteostazou a nadmérnym mnozstvim toxicky plsobiciho
proteinu. Malé RNA ovliviuji progresi téchto chorob plisobenim na ,heat shock response proteiny”

(HSR), které kontrolou exprese heat shock proteinll zajistuji spravny pribéh proteostazy a degradaci
toxického proteinu. DalSimi cilovymi proteiny pro siRNA jsou ,unfolded protein response” proteiny
(UPR). Déle bylo prokazano, ze malé RNA jsou schopné inhibovat expresi dominantni toxické alely i
alely s jednoduchymi nukleotidovymi polymorfismy, jez jsou zodpovédné za vznik Huntingtonovy
chorey a Kennedyho choroby, které jsou zplsobené expanzi CAG repetici.

siRNA a terapie diabetes mellitus

RNAi mohou byt zacileny proti genlim, které jsou spojeny s metabolickymi poruchami (napfiklad
v lécbé diabetes mellitus I. | Il. typu. Diabetes mellitus typu | miZe byt zpUsoben autoimunitni
destrukci B bunék pankreatu, kterd je iniciovana translokaci intracelularnich ligandl Fas/FasL
po stimulaci cytokiny Malymi miRNA byly experimentdlné inhibovany geny pro intracelularni ligandy
Fas/FasL, ¢imz byly B buriky chranény pred pisobenim cytokin(.

Experimentdalné byly testovany mechanismy diabetes mellitus typu Il. Malymi RNA byla v mysich
i lidskych bunkach cilené inhibovana exprese fosfoenolpyruvat-karboxykindzy (PEPCK), coZ je jeden
z klicovych enzym( glukoneogeneze (GNG). Vysledkem inhibice PEPCK bylo sniZzeni plazmatické
hladiny glukdzy a zlepseni glukézové tolerance. MicroRNA byly vyuzity také k zablokjovani exprese
jaderného transkripéniho koaktivatoru PPAR-y (PGC-1), jehoZz mnoiZstvi je zvySené u diabetickych
pacientl a pfispiva k rozvoji inzulinové rezistence. Inhibici PGC-1 doslo ke snizeni mnoZstvi krevni
glukdzy i enzyml GNG (PEPCK, glukdza-6-fosfatdza) a R-oxidace. Dalsimi klicovymi misty ovliviujici
plsobeni inzulinu jsou inzulinové receptory (IR) a jejich substraty (IRS). Ke vzniku diabetes mellitus II.
typu dochazi, pokud jsou IR nebo IRS poskozené, a neni tudiz umoznén vstup glukézy do bunék.
Po inhibici jaterni exprese obou izoforem (IRS-1 a IRS-2) malymi RNA doslo k hyperinzulinémii,
systémové inzulinové rezistenci, glukézové intoleranci a jaterni steatéze. IR i IRS jsou
za fyziologickych podminek deaktivovany tyrosinovymi fosfatazami (PTP1B, TCPTP), které jsou
negativnimi regulatory inzulinového signalu. Inhibici exprese jednotlivych fosfataz malymi RNA doslo
ke zlepSeni inzulinové signalizace. Molekuly siRNA lze potencidlné vyuzit v |écbé diabetické
nefropatie, ktera je zplsobena nadmérnou akumulaci protein( extracelularni matrix. Malymi siRNA
byla inhibovana exprese transformujiciho ristového faktoru (TGF-B1), ktery je schopen stimulovat
syntézu protein( extracelularni matrix. Disledkem této inhibice byla inhibice exprese protein(i ECM.
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Za dalsi potencidlni cil pti 1é¢bé diabetické nefropatie je mozno povazovat miR-192, jejiz hladina se
pfitomnosti TGF-B1 zvysuje.

7.6.2. Priklady aplikaci miRNA

miRNA jako klinické biomarkery

MiIRNA jsou z klinického hlediska vysoce uzZite¢né markery pro stanoveni diagndézy nemoci, jeji
progndzy a urceni nejlepsi IéCebné strategie. Vykazuji vysokou tkanovou specifitu a je pomoci nich
mozné rozlisit zdravou tkan od metastazovaného tumoru u pacientll s nezndmymi primarnimi
tumory. V roce 2004 bylo dokazano, Ze exprese miRNA let-7 je snizend u lidi s rakovinou plic. Tito
pacienti méli vyrazné kratky interval preziti po kurativni resekci plic. Prvni studie poukazujici
na diagnostickou a prognostickou d(ileZitost miRNA byla publikovana v roce 2005.

Ackoliv se miRNA vétsSinou nachazi v intracelularnim prostredi, vyznamny pocet jich byl nalezen
v télnich tekutinach mimo buriky. VétSina molekul mRNA je v extraceluldrnim prostfedi nestabilni
zdlvodu pritomnosti ribonukledz, které mRNA rychle degraduji. OvSem miRNA jsou vtomto
prostiedi stabilni. Sekvence vétsiny miRNA jsou konzervativni napfi¢ druhy, ale exprese nékterych
miRNA je pro urcitou tkan specificka a hladina miRNA je snadno detekovatelna rliznymi metodami.
Zmény koncentraci v plazmé, séru, moci a slinach jsou spojovany s riznymi nemocemi.

miRNA a onemocnéni nervové soustavy

Prvni souvislost mezi lidskymi chorobami a malymi RNA byla objevena u Drosophilla
melanogaster, jejiz protein dFMR1 je homologni k lidskému fragile X mental retardation proteinu
(FMRP). Tento protein je zodpovédny za vznik syndromu fragilniho X-chromozomu spocivajiciho
v expanzi repetitivni sekvence CGG, ktera se nachazi v 5 UTR oblasti genu FMRP/FMR1. Pokud se
tato repetice opakuje vice nez 200x, dochazi nasledné k metylaci ptilehlého ostrivku CpG i repetic
samotnych, ¢imZ je znemoZnéna transkripce genu FMRP/FMR1. Prozatim bylo nékolika autory
prokazano, ze protein FMRP/FMR1 je jednim z mnoha vézajicich se na podjednotku RISC komplexu a
fidici translaci ostatnich protein(. Jakékoliv naruseni FMRP jako podjednotky RISC miZe tedy vést ke
vzniku této choroby. Zatim neni znamo, které miRNA Fidi expresi mRNA pravé pomoci FMRP/FMR1
proteinu.

V mozkovych burikach se vyskytuje velké mnozstvi miRNA (napf. miR-124a, miR-134, miR-133b).
U obratlovch maji miRNA, které se nachazi v mozku, vysokou specificnost a hraji vyznamnou roli
v neuronalnim vyvoji. MiRNA maji v zarodecnych burikdch, nervovych kmenovych burikach a fetalnim
mozku odlisné expresni profily. miRNA ovliviiuji bunéénou diferenciaci a/nebo bunéény cyklus béhem
vyvoje centrdlni nervové soustavy a mohou pfispivat k rozvoji nemoci centrdini nervové soustavy,
napr. schizofrenie, autismu, epilepsie, mozkové obrny, mentalni retardace, Tourettova syndromu ci
ke vzniku a progresi Parkinsonovy choroby.

U schizofrenie a schizoafektivnich pacientd je v prefrontdlnim kortexu dysregulovana exprese
miRNA. Mi-R181b ovliviiuje visinin-like 1 (gen pro senzor iontl Ca2+) a glutamatovy receptor GRIA2.
MnoiZstvi téchto proteinl je u téchto onemocnéni snizeno a nespravna regulace prostrednictvim
miR-181b je pficinou sluchovych halucinaci.

Syndrom fragilniho chromozédmu X patii mezi nejcastéjsi priciny mentdlni retardace. Jedna se
0 X-vazanou chorobu a za jeji vznik je zodpovédna mutace v genu FMR1 (fragile X mental
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retardation 1), ktera vede k naruseni jeho exprese. FMR1 protein interaguje u Drosophily a savcich
bunék s komponenty RISC a DICER béhem biogeneze miRNA a miZe se pfimo vazat na cilové misto
mRNA a inhibovat translaci.

Tourettlv syndrom je genetické neurologicko-psychiatrické onemocnéni zplsobené posunovou
mutaci v genu Slit and Trk-like 1 (SLITRK1), coZ vede ke zméné vazby miR-189 k 3"UTR oblasti SLITRK1.
Nasledkem mutace dochazi ke zvyraznéni represe miR-189.

Urcit expresni profil miRNA u neurodegenerativnich nemoci je obtizné hned ze dvou ddvodu.
Tim prvnim je ten, Ze nékteré miRNA jsou specificky exprimovany jen v nékterych ¢astech mozku
nebo urcitych neuronech, tim druhym je skuteénost, Ze je velmi tézké rozlisit zdravou tkan od tkané
postizené nemoci. Od roku 2007 se védecké studie zaméruji na tlohu miRNA v regulaci protein(
zahrnutych v neurodegenerativnich onemocnénich jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba a Huntingtonova choroba. Ackoli vyzkum ukazuje, Zze se miRNA mohou podilet na iniciaci
nebo progresi neurodegenerativnich onemocnéni, je tfeba dalSiho vyzkumu, aby bylo moziné
objasnit, jestli se zmény v expresi miRNA podileji na patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni
pfimo nebo jestli se jednd o sekundarni efekty vyvolané deregulaénimi drdhami. Naptf. miR-
133b hraje duleZitou roli pro zrani a spravnou funkci dopaminergnich neurond a k jeji ztraté dochazi
v nefunkénich tkanich mozku pacient( s Parkinsonovou chorobou.

Léky 1. volby v Ié¢bé depresivni poruchy jsou inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI).
Za normalnich podminek je serotonin vychytavan do presynaptického zakonceni selektivnim
transportérem pro serotonin (SERT). Bylo zjisténo, Ze funkci tohoto transportéru ovliviiuje miR-16.
Béhem chronické lécby fluoxetinem u mysi vzrostla maturace miR-16 z jejich prekurzord
pre/pri-miR-16, pfi¢emz byla sniZzena exprese SERT. Fluoxetin zaroven uvolfiuje neurotropni faktor
S100B, ktery patii do skupiny proteina vazajicich vapnik a stimuluje expresi noadrenergnich neuron.

miRNA a kardiovaskularni onemocnéni

Pomoci , microarray” analyzy miRNA bylo identifikovano vice nez dvanact miRNA zapojenych
do rozvoje srde¢niho selhani a srde¢ni hypertrofie. Napf. exprese miR-195 v nadmérném mnozstvi
vede na mysich modelech ksrdecnimu selhani a nadmérnému rlstu kardiomyocytd. MiR-1-1 a
miR-1-2 jsou specificky exprimovany v prekurzorovych burikidch pfi€né pruhované svaloviny srdce a
svall. miR-1 reguluje ventrikularni kardiomyocyty a u Drosophily moduluje kardiogenezi. Zatimco
samotnd miR-1 spousti myogenezi, pak klastr vznikly spojenim miR-133 a miR-1 na chromozomu 2
mysi stimuluje proliferaci myoblastd.

miRNA a autoimunitni onemocnéni

Zmény miRNA jsou nalézany u psoridzy, revmatoidni artritidy i systémového lupusu
erythematosu. Mezi miRNA Ucastnici se téchto chronickych zanétlivych onemocnéni patfi miR-203,
miR-146, miR-125b. NF-kB up-reguluje transkripci miR-155, miR-146 a miR-9 spole¢né s dalSimi
za zanét odpovidajicimi geny pres signaliza¢ni kaskadu v makrofazich.
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miRNA a metabolicka onemocnéni

Nékteré miRNA jsou exprimovany pouze v urcitych tkdnich anebo pouze v jejich urcitém
vyvojovém stadiu. Je tomu tak i v pfipadé B-bunék pankreatu, ve kterych bylo identifikovano nékolik
miRNA podilejicich se na regulaci hladiny krevni glukézy a sekreci inzulinu (miR-375, miR-376, miR-9,
miR-124-a2). Nejvice zastoupena je miR-375. miR-375, pokud je exprimovana v nadmérném
mnozstvi, inhibuje glukdzou stimulovanou sekreci inzulinu. A naopak, pokud je inhibovana sama
miR-375, je sekrece inzulinu zvysena. Mechanismus, kterym je sekrece inzulinu modifikovana, neni
zavisly na zménach metabolismu glukdzy nebo intraceluldrnich hladinidch Ca** , ale ma pfimy efekt
na exocytdzu inzulinu. miR-375 inhibuje v B-bunkach pankreatu expresi myotrofinu, a ovliviiuje tak
posledni stadia exocytoézy.

Vystup a vstup cholesterolu z a do bunék je regulovan stejnymi geny, které fidi SREBP proteiny
vazajici se v membrané. Obratlovci maji dva geny SREBP. SREBP-2 aktivuje syntézu a absorpci
cholesterolu, zatimco SREBP-1 preferenéné aktivuje syntézu mastnych kyselin. Oba geny kdduji uvnitf
intron miR-33, ktera se nachazi ve dvou izoformach (miR-33a a miR-33b) lisicich se od sebe dvéma
nukleotidy. MiR-33 blokuje vypaddavani cholesterolu z bunék snizenim mnozstvi mRNA a mnozstvi
proteind pro ABCA1l, membranovy transportér, ktery vylucuje cholesterol z bunék. ABCA1l jsou
transportéry fungujici u makrofagli a hepatocytl. V jaternich bunkach je ABCA1l nezbytny pro
produkci prekurzorové formy HDL (high-density lipoprotein). Bylo pozorovano, Zze dodani antagonisty
miR-33 vedlo k vyznamnému zvySeni HDL v plazmé. Okolnosti regulace transkripce genu SREBP
(sterol regulatory element-binding protein) in vivo jsou dulezité z klinického hlediska. Hepatocyty
produkuji dvé alternativy SREBP-1a, kterd se nachdzi v nehepatdlnich tkanich, a SREBP-1c. Obé
alternativy se od sebe lisi promotorem a prvnim exonem.

Transkripce SREBP-1c je posilena inzulinem. Pokud je inzulin ve vysoké koncentraci, SREBP-1c je
transkribovdn na extrémné vysoké urovni, coz aktivuje geny nezbytné pro produkci mastnych kyselin,
které jsou inkorporovany do triglycerid. Obvyklou pfi¢inou hyperinzulinémie je periferni inzulinova
rezistence. Hyperinzulinémie vede k hypertriglyciridémii a zvySené sekreci inzulinu. Periferni
inzulinova rezistence je jednim z parametrd metabolického syndromu.

miRNA a nadorova onemocnéni

Bylo popsano mnoho potencidlnich terapeutickych cill regulujicich apoptézu, proliferaci a
bunécnou signalizaci. Molekuly schopné inhibovat expresi téchto genll jsou v dnesni dobé hlavnimi
nastroji ve vyzkumu kancerogeneze. V bunkach neni kontrolovana exprese pouze strukturnich genf,
ale i transkripce a Upravy miRNA samotnych.

Aktivita gen pro miRNA muze byt ovlivnéna tfemi zplsoby
» premisténim genl vyskytujicich se v blizkosti promotor( pro miRNA,
» translokaci v regulaénich oblastech,
» zménou v oblasti 3 UTR na mRNA

Ke vzniku nadorového onemocnéni mulze dojit i mutaci genl podilejicich se na vzniku miRNA.
Napriklad u pacientl s Wilmsovym tumorem nejsou exprimovany AGO proteiny a u primitivnich
neuroektodermalnich nadorl je zménéna struktura AGO proteinl. Na post-transkripéni drovni
mohou byt dysregulovany i onkogeny, které jsou pod kontrolou urcité miRNA. Ztrata represe fizené
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molekulami miRNA je u nékterych onkogen( jednim ze zpUsobd, jakym jsou tyto geny aktivovany.
MuZe dochézet i k mutacim v sekvenci molekul miRNA kontrolujicich expresi tumor-supresorového
Ze molekulami miRNA Ize inhibovat expresi mutovanych gen(. Molekuly miRNA se mohou v pribéhu
kancerogeneze chovat jednak jako onkogeny, jako je tomu v pfipadé miR-155, jejiz hladina je
nékolikanasobné zvysena u pacientll s Burkittovym lymfomem. Naopak pacienti s chronickou
lymfocytdrni leukémii (CLL) postradaji geny pro miR-15 a miR-16, které se v tomto pripadé chovaji
jako klasické tumor supresorové geny. Exprese nékterych proteini (RAF1 kindza, G-protein y7 a
tumor-suppresing subfragment candidate 1) ucastnicich se transdukce signalu, genové exprese a
onkogeneze je fizend miR-143 a miR-145. Hladiny téchto miRNA jsou sniZzené u nadord prostaty, prsu,
déloZniho ¢ipku a kolorektdlniho karcinomu.

miRNA mohou fungovat jako onkogeny. Jsou to takové miRNA, které jsou v nadorovych
burikach amplifikovany nebo vysoce exprimovany. Pfikladem je miR-155 ¢i shluk miR-17~92. MiR-155
se exprimuje vnadmérném mnozstvi v bunkach imunitniho systému (v aktivovanych B- a T-
lymfocytech, v makrofazich a v dendritickych burikach). Je tedy nezbytna k udrieni homeostazy
imunitniho systému, pro spravnou funkci B- a T-lymfocyt( a ndslednou produkci cytokinl. MiR-155 je
up-regulovana v mnohych hematopoetickych malignacich a nddorech prsu, plic a pankreatu.

Inhibici exprese miR-155 bylo prokdzdno, Ze je nezbytnd pro udrieni homeostdzy imunitniho
systému, jelikoZ Fidi expresi nékolika genl (cytokiny, chemokiny a transkripéni faktory). Déle je
naprosto nezbytna pro spravnou funkci B- a T-lymfocytd a naslednou produkci cytokin(. JelikoZ byla
prokdzdna komplementarita mezi sekvencemi miR-155 a oblastmi na chromozomu, kterad souviseji
s vyskytem asthma bronchiale, atopické dermatitidy a pylové alergie, prfedpoklada se, Ze miR-155
urcitym zplsobem souvisi s uvedenymi chorobami.

miRNA mohou zastdvat funkci tumor supresorovych genii. Exprese tumor supresord
v nadmérném mnoZstvi limituje bunécny rast nadorovych bunék a je schopnd navodit
programovanou bunécnou smrt. Doposud bylo popsano prinejmensim tucet miRNA a shluk(i miRNA
plsobicich jako tumor-supresory, napf. shluk miR-15a~16-1 nebo shluk let-7. MiR-15a~16-1 je
lokalizovdna na chromozomalnim regionu 13ql14, ktery chybi u chronické myeloidni leukémie,
bunécnych lymfom{ a rakoviny prostaty.

Let-7 je sloZen z tuctu miRNA, které jsou organizovany v osmi rliznych lokusech. U C. elegans
navozuje let-7 zastaveni bunécného cyklu a terminaini diferenciaci bunék na prechodu z larvalniho
stadia do stadia dospélého jedince. U lidi je snizena exprese ddvana do souvislosti s rakovinou plic.
Geny pro let-7 mohou byt pfimo potlaceny onkoproteinem c-Myc. Let-7 pUsobi na onkogeny Ras a
proteiny HMGA2 (High Mobility Group A2) a dokonce i na samotny c-Myc. Proteiny HMGA2 svou
translokaci a strukturnimi zménami chromatinu ovliviiuji transkripci nékterych genl. Jsou
exprimovany nejen v embryonalnich nediferencovanych proliferativnich burkach, ale také v burikach
malignich. Ke vzniku nadorového bujeni mlze dojit pfi posSkozeni v oblasti 3° UTR v dusledku
translokace chromozoml a zkraceni ORF pro HMGA2. Hlavnim mechanismem translokaci
onkogenniho HMGA2, ktery je asociovany s nékterymi lidskymi tumory, je tedy ztrata represe pomoci
let-7 miRNA. Exprese let-7 v nadmérném mnozstvi ve studiich na mysich prokazala zastaveni
nadorového vyvoje u rakoviny prsu a plic.
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Obr. 7.5: Obecné schéma kontroly nadorového bujeni molekulami miRNA, podle Lochmanova a
Bartos (2008).
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Rada studii se zamé&fuje na tumor supresorové geny, které ovliviiuji miRNA. Jednim z nich je p53,
ktery reguluje expresi specifickych miRNA na dvou rozdilnych udrovnich, na drovni transkripce a
posttranskripénich Uprav. Tento gen je aktivovan po poskozeni DNA, pfi kterém p53 mimo jiné
indukuje transkripci primarnich transkriptd miR-34. MiR-34 sestdva ze tii velmi pfibuznych miRNA
exprimovanych ve dvou oddélenych lokusech: miR-34a na chromozomu 1p36, oblasti cetnych
hemizygotnich deleci u neuroblastomy a dalsich typl rakoviny; tento region zahrnuje i dalsi
kandidaty tumor supresorovych gen(, napf. cadherin 5 (CDH5), ktery navozuje expresi p53 pomoci
alternativné ¢teného proteinu (alternate reading frame protein, p19Arf). Shluk miR-34b/miR-34c se
nachdzi v oblasti chromozému 11g23. Exprese miR-34 navozuje zastaveni bunécného cyklu nebo
apoptozu. Snizena exprese miR-34b/miR-34c byla pozorovéna u rakoviny prsu a nemalobunécéného
karcinomu plic. p53 ovliviiuje také zpracovani nékterych miRNA. Exprese miR-16, miR-103, miR-143,
miR-145, miR-261 a miR-26 v nadmérném mnozstvi vede ke snizeni rychlosti bunécné proliferace.

Aby mohla burika reagovat na masivni poskozeni DNA, musi byt exprese p53 pevné regulovana,
coz je Castecné zprostfedkovano na ubiquitin zaloZzené degradaci p53 a miR-125b. Pokles hladiny
miR-125b zvySuje prahovou hodnotu pro aktivaci p53.

miRNA stoji za progresi nddoru a rozvojem metastdz, protoze ovliviiuji progresi nador( véetné
letdlni metastazové faze. Pomahaji regulovat biologické procesy spojené s tvorbou nadoru, véetné
kontroly adheze, migrace a invaze bunék a umoznuji tak rakovinovym burfikdam vycestovat z primarni
nadorové tkané a potencovat vznik metastaz.

Mezi miRNA, které jsou schopné navodit vznik druhotnych nadorovych tkani, patfi miR-10b,
miR-373, miR-21, ¢lenové rodiny let-7, miR-335 a miR-126. Na druhé strané byly objeveny mnohé
miRNA, které buné¢nou migraci a vznik metastaz inhibuji. Clenové rodiny miR-200 cili transkrip&ni
faktor ZEB, ktery indukuje prechod epitelu na mezenchym (epithelial-to-mesenchymal transition,
EMT), coz vede ke sniZzené migraci a invazi bunék. Priklady miRNA, které souvisi se vznikem metastaz
jsou uvedeny v Tabulce 7.1.

miRNA a viry

Viry jsou schopné produkovat vlastni miRNA, které se prepisuji pfevdiné z dsDNA virovych
genomd. Jejich funkce jsou doposud vysvétleny jen na nékolika pfikladech, napfiklad u herpesvird,
polyomavirt a retrovirl. U savcich virl bylo identifikovano pfiblizné 40 miRNA a 10 supresorovych
RNA..

Diky vlastnim miRNA maji viry vyssi schopnost napadat zdravé buriky a infikovat je. Epstein-Barr
virus z rodiny Herpesviridae preferencné napada lidské B buriky a exprimuje mnohé geny pro miRNA.
Represi vyuZiva jako metodu regulace hostitelskych a virovych genli neimunogenetickym zplsobem.
Lidsky cytomegalovirus exprimuje miRNA béhem lyze lidskych bunék. Simian virus 40 (SV40) kéduje
miRNA, které se akumuluji v poslednim stadiu infekce, jsou perfektné komplementarni k dfivéjSim
MmRNA a jejich cilem jsou tytéZ mRNA. RNA interferenci dochdazi kredukci exprese virovych
T antigen(.

Prvni zndmy produkt virového genu, ktery byl schopen inhibovat RNAI v lidskych burkach, byla
vysoce strukturovand asi 160 nukleotidova dlouhd nekddujici RNA adenoviru VA1l. Mechanismus
jejlho Ucinku spocival vinhibici jaderného exportu prekurzord shRNA nebo pre-miRNA
prostfednictvim soupereni o exportin-5 a v inhibici funkce ribonukleazy Diceru ptimou vazbou na ni.
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Tabulka 7.1: Nékteré miRNA souvisejici se vznikem metastaz, podle Ma, L. a R.A. Weinberg (2008).

miRNA Vliv na expresi Princip ucinku Cilovy gen
Vysokd exprese u glioblastomy multiforme , ,
. L, ., . metastazovy
miR-10b (primarni mozkovy nador), karcinomu pankreatu ) HOXD10
romotor
a u metastdz rakoviny prsu P
Up-regulovana v zarodecnych burikdch rakoviny
onkogen,

. varlete, u metastaz rakoviny prsu a u primarni o
miR-373 . . , L metastazovy LATS2, CD44
rakoviny prsu asociovanych s lymfatickymi

N . promotor
metastazemi
onkogen, PTEN,
miR-21 Zvysena regulace v mnoha solidnich nadorech metastazovy TPM1,
promotor PDCD4
. , Snizena regulace v mnoha tumorech, mirné tumor supresor,
¢lenové o g . o RAS,
. exprimovany v burikdch iniciujicich rakovinu prsu | metastazovy
rodiny let-7 L B . . HMGA2
a zvySend regulace béhem diferenciace supresor
. Snizend exprese u rakoviny prsu predchazi metastazovy
miR-335 . ) SOX4, TNC
relapsu z divodu metastaz supresor

" . . L, tumor supresor,
. SniZzenda exprese u rakoviny prsu predchdzi L, L,
miR-126 . } metastazovy Neznamy

relapsu z dlivodu metastaz
supresor

7.6.3. Terapeutika zaloZena na RNA

V soucasné dobé je klinicky hodnoceno nemalé mnozstvi léCiv zalozenych na RNA. Mezi tato
,hova“ léciva patfi napf. ribozymy, aptamery a siRNA. Molekuly RNA jsou samy o sobé nestabilni,
potencionalné imunogenni a pro ucinny transport do cilovych bunék vyZzaduji specificky transportér.
Kvali témto vlastnostem dochazelo dfive u klinickych zkousek ke smisenym vysledkiim, coZ branilo
pokroku v uvadéni nékterych Iéciv zaloZzenych na RNA do klinické praxe. Diky zlepSujicim se
syntetickym transportériim a chemickym modifikacim terapeutik RNA byla tato bariéra pfekonana.

Léciva na bazi RNA mohou byt klasifikovana dle mechanismu plsobeni na

a) inhibitory translace mRNA (tzv. mechanismus antimedidtorové RNA — antisense RNA),

b) zprostfedkovatele RNA interference,

c) katalyticky aktivni molekuly RNA molekuly (ribozymy),

d) molekuly RNA, které vazou proteiny a dalsi molekuldrni ligandy (aptamery)

Nejvétsim dosavadnim Uspéchem lécCiv zaloZzenych na RNA je ten, Ze Agentura pro kontrolu
potravin a Iékl (FDA) schvalila chemicky modifikovany a vysoce specificky aptamer Macugen k [é¢bé
makuldrni degenerace.
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| pres vyrazné mnoizstvi prekdzek, se kterymi se védci po celou dobu setkavali, dostalo se
do stadia klinického testovani vice nez 50 molekul RNA nebo |éCiv zaloZzenych na RNA. Diky zlepseni
syntetickych a pfirozenych transportér(i nukleovych kyselin a také diky vyvoji chemicky
modifikovanych nukleotidd doslo ke zdokonaleni transportu RNA |éCiv do mista jejich pUsobeni,
predevsim diky zménam v jejich specifité, stabilité a aktivité.

In vivo jsou RNA molekuly nestabilni diky pritomnosti ribonukleaz v séru a burikach. Chemické
modifikace molekuly mohou jeji vlastnosti vylepsit, aniz by doslo ke sniZeni cilové aktivity. Chemické
Upravy siRNA, aptamerl, ribozym(, antimediatorovych nukleotidi (antisense oligonucleotides) a
miRNA zkvalitiuji farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti a snizuji imunogenicitu. Pravé
modifikace kratkych syntetickych oligonukleotidd, mezi které patfi zmény ve struktufe cukru, baze a
samotné kostry nukleotidl,, zvysuji jejich cilovou afinitu a specifitu, snizuji sklon k degradaci
nukleazami, zlepSuji farmakokinetické vlastnosti a také zvysuji Ucinnost umlcovani RNAI. Soucasné
postupy syntézy modifikovanych RNA a DNA molekul vedou k uc¢inné a spolehlivé vyrobé a snizeni
financnich naklada.

Prvni pouZita miRNA

Prvni pouzitou miRNA na mysich modelech byla let-7 u nemalobunécného karcinomu plic.
Béhem Iécby doslo jen k ¢astecnému zmenseni a k inhibici rdstu nddoru musela byt pouzita vice nez
jedna davka let-7. Let-7 je schopna inhibovat progresi nddoru u nemalobunécéného karcinomu plic
pomoci intranazalni aplikace lentivirové let-7 nebo intravendzni aplikace v lipozomech. Regrese
tumoru pfispéla ke snizeni bunééné proliferace a indukovala nekrézu.

Miravirsen

Miravirsen je jedno z aktualné (duben 2012) klinicky testovanych léciv, které vyuZziva technologie
antisense-miRNA k inhibici endogenni miRNA. Miravirsen (SPC3649) je oligonukleotid na bazi LNA,
ktery inhibuje endogenni miR-122. MiR-122 se specificky nachazi v jatrech a je zapojena do replikace
viru hepatitidy C (HCV). Tento virus rychle mutuje a Miravirsen zasahuje kriticky faktor hostitele.
Dvé ukoncené prvni faze klinického hodnoceni naznacily, Ze pacienti |éCivo dobie snasi. Miravirsen
postoupil do druhé faze klinického hodnoceni, kde se sleduje jeho bezpecénost, tolerance a ucinnost
pro lé¢bu pacientld s chronickym genotypem HCV.
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7.5. RNA interference u prokaryot

Prvni zminky o systému, ktery se podobd eukaryotické RNA interferenci, pochazeji z roku 1997,
kdy byl popsdn u E. coli, ale jeho vyznam byl rozpozndn a ndzev byl pfijat az v roce 2002, kdy byly
podobné struktury odhaleny u rldznych bakterii a Archae. Posléze byly podrobné popsany v praci
Sheilagh Molloy et al. 2007. V roce 2008 pak byl v praci Brouns (2008) systém pojmenovan jako
CRISPR (,,clustered regularly interspaced short palindromic repeats”), ktery je analogicky siRNA a je
urceny k degradaci virovych nebo plasmidovych nukleovych kyselin. Systém vyuzZiva interni
,antivirové” nebo ,antiplasmidové” sekvence zaclenéné v obracenych repeticich CRISPR, které jsou
po transkripci postupné upravovany Stépeni Cas proteiny. Vysledné produkty pak interferu;ji
s nukleovou kyselinou vstupujiciho viru nebo plasmidu.

CRISPR je vlastné hypervariabilni lokus vytvoreny z genetického materialu invazivnich elementd,
ktery se Casem rozvinul v primitivni dédi¢ny imunitni systém kdédovany DNA. Viry proti tomuto
systému vyvijeji strategie, aby ho prekonaly.

Ke konci roku 2008 byly CRISPR popsany u asi 40% sekvenovanych eubakterii a témér vsech
archei (90%). VSechny popsané CRISPR lokusy sestavaji z nékolika vzajemné nesousedicich pfimych
repetici o délce 24 az 48 nukleotidli oddélenych useky variabilnich sekvenci oznac¢ovanych mezerniky,
které vétSinou odpovidaji segmentiim burikou pohlcenych sekvenci virového nebo plasmidového
plavodu. V sousedstvi se ¢asto nachazeji geny cas (CRISP-associated) — obr. 7.6.

Obr. 7.6: Struktura CRISPR

repetice

— 7 N\
S B

mezerniky

Podrobnéjsi schémata nékolika systému CRISP/cas jsou zachycena na obr. 7.7.
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Obr. 7.7: Schéma ¢tyf systém CRISPR/cas u Streptococcus thermophilus DGCC7710, prevzato

z Horvath a Barrangou (2010).

U kazdého systému je organizace genl popsana nad schématem, geny cas jsou vyznaceny
Sedivé, repetice spolu s mezernikem cerné. Pod schématem je detailni schéma genu: repetice jako
cerné kosoctverce, mezerniky jako bilé obdélniky, T = koncova repetice. V dolni fadé je uvedena
konvencni sekvence, L1 az L4 = vedouci sekvence. Pfedpoklddana sekundarni struktura CRISPR3 je
vyznacena napravo.

Systémy S. thermophilus CRISPR2, CRISPR3, and CRISPR4 systems jsou homologické se systémem
CRISPR u Staphylococcus epidermidis (20), Streptococcus mutans (19), respektive E. coli.
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Geny cas koduji velkou a heterogenni rodinu proteind, které obsahuji funkéni domény typické
pro nukleazy, helikdzy, polymerazy a proteiny vazajici se na polynukleotidy. Sekvence CRISPR
v kombinaci s proteiny Cas tvofi systémy CRISPR/Cas. Bylo identifikovano celkem 6 gen( cas, které
jsou pritomny viceméné ve vSech systémech. Kromé toho existuji specifické geny, které se spojuji se
specifickymi sekvencemi CRISPR. Délka repetici CRISPR se pohybuje mezi 23 az 47 bp, délka
mezernik(l mezi 21 aZ 72 bp. Obecné jsou repetice CRISPR uvniti daného lokusu vysoce konzervativni.
Mezi mikrobidlnimi druhy se ale vyskytuji rozmanité kolekce repetici. VétSina repetici tvofti
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palindromy. Vétsina lokusl obsahuje kolem 50 jednotek, ale u Chloroflexus sp. bylo popsano 375
jednotek repetice. U Methanocaldococcus jannaschii zabiraji repetice CRISPR 1% genomu. Vétsinou
jsou repetice CRIPR lokalizovany na chromozdému, ale byly nalezeny i na plasmidech. Mezerniky jsou
hypervariabilni a to i u blizce pfibuznych druh.

Dlkaz o tom, Ze sekvence CRISPR nesou rezistenci vici infekci fagem, byl podan v roce 2007
u Streptococcus thermophilus.

7.5.1. Mechanismus pisobeni CRISPR/Cas

Mechanismus, kterym CRISPR zajistuje svym hostiteldm rezistenci je popsan jen castecné -
obr. 7.8).

Obr. 7.8: Schéma plsobeni CRISPR/cas, pfevzato z Horvath a Barrangou (2010).

A) Imunizace: po inzerci exogenni virové nebo plasmidové DNA rozpoznava komplex Cas
cizorodou DNA a integruje novou jednotku repetice-mezernik k vedoucimu konci lokusu CRISPR.

B) Imunita: Struktura repetice-mezernik je pfepsana do pre-crRNA, ktera je upravena do zralych
molekul crRNA. Ty jsou nasledné vyuZity k interferenci s invadujici nukleovou kyselinou.

Repetice jsou zndzornény jako kosoctverce, mezerniky jako obdélniky a vedouci sekvence
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Je zndmo, Ze Casl je endonukledza Stépici dsDNA, Cas2 je specifickd endoribonukledza, ktera
$tépi ssRNA bohaté na uracil. Mechanismus rozpoznani invadujicich element(, tvorby nové repetice a
vybér mezerniku a integrace do lokusu CRISPR z(stavaji neobjasnény. Da se predstavit, Ze oblast
repetice a mezerniku, kterd je sekvencné shodna s invazivnim genetickym elementem, je pfepisovana
proteiny Cas. Vedouci sekvence v lokusu CRISPR je umisténa bezprostfedné pred prvni repetici proti
sméru transkripce; pravdépodobné ma funkci promotoru, ktery reguluje tvorbu pre-crRNA.
Pre-crRNA je nasledné upravena do malych molekul RNA, crRNA, které obsahuji sekvenci mezerniku
ohrani¢enou dvéma casteénymi repeticemi. U E. coli je Gprava pre-crRNA provadéna multimernim
komplexem proteini Cas. Podobné je tomu u rodu Pyrococcus, kde se na upravé podili
endoribonukledza. Molekuly crRNA zavadéji komplex Cas k invadujicimu elementu. Systém CRIPR/Cas
se vaze jak k plus, tak k minus fetézci virové DNA a rozkldda ho. Neni zatim potvrzeno, Ze by systém
fungoval mechanismem RNA interference.

Systém CRISPR/Cas mUze pusobit jak na DNA, tak na RNA. V ptipadé zacileni na RNA muize
ovlivnit stabilitu chromozémovych elementt pfi transkripci (Obr. 7.9).

Obr. 7.9: Interference CRISPR/Cas, pfevzato z Horvath a Barrangou (2010).
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