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Souhrn

Tato bakalafska prace se vénuje obecnym dé&jum vedoucich k tumorogenesi, se
zaméefenim na vliv mikroRNA pfi vzniku karcinomu prsu. Cilem této prace bylo shrnout
poznatky z odbornych ¢lanka a literatury. V rdmci prace byl také proveden experiment, k
ovéteni nového, Casove a finanéné méné narocného zplsobu izolace cirkulujici mikroRNA ze

séra.



Summary

This thesis deals with general phenomena, leading to tumorigenesis, focusing on the
influence of microRNAs in breast cancer development. The aim of this study was to
summarize thefindings of scientific articles and literature. As part of this work was also
carried out an experiment to verify the new, less expensive and time-consuming method for

isolation of circulating microRNAs from the serum.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ago 2 — protein Argonaut 2

ATP — adenosintrifosfat

Bcl2 — B-cell lymphoma 2 gene

BRCAL — breast cancer type 1susceptibility gene
BRCA2 — breast cancer type 2 susceptibility gene
BCSCs — breast cancer stem cells

cDNA — complementary DNA

CHEK2 - checkpoint kinase 2 gene

c-myc - v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
CNS — centralni nervovy systém

Cp —priisecik kiivky tani

CpG — CG ostruvky

DLBCL — B-bunéény lymfom

DNA — deoxiribonukleova kyselina

DNasy — deoxyribonukleazy

dRT- direct reverse transcription (pfima reverzni transkripce)
dsRNA — dvouvlaknova RNA

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

EMT — epitelidlné-mezenchymalni tranzice

ER — estrogenni receptor protein

ERa —estrogenni receptor gene

FGFR2- fibroblast growth factor receptor 2
FOXO3a - forkhead box O3 gene

FFPE — Formalin-fixed paraffin-embedded
HER2/Neu — tyrozin-protein kinazovy receptor 2
HuR — RNA vézajici protein (RBP)

HDAC - histon deacetylaza



Inv — invalid

LSP1 - lymphocyte-specific protein 1

MAP3K1 - mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 gene
MCF-7 — human breast adenocarcinoma cell line
min — minuty

miRBase-biological database, archiv mikroRNA
miRNA — mikroRNA

ml - mililitr

mM — mikromol

MP — mikro-particles

MRNA — mediatorova RNA

MV — mikro-vesicles

MVB — multi-vesicular bodie

NcRNA — non-coding RNA

pH - potential of hydrogen

Pol Il — Polymeraza II

PTEN — phosphatase and tensin homolog gene
PTGS —post-transcriptional gene silencing
pre-miRNA — prekurzor miRNA

pri-miRNA — primarni miRNA

p53 — tumor supresor protein

gRT-PCR — kvantitativni real-time PCR

Ran GTP — Ran = Ras-related nuclear protein, GTP = maly G protein (GTPaza)
Ras — rodina genti ze skupiny protoonkogent
RBP — ribosom binding protein

rcf — relativecentrifugal force

RhoA -ras homolog family member A

RISC — Reduced Instruction Set Computing

RNA — ribonukleova kyselina



RNAa — RNA aktivace

RNAIi — RNA interference

RNasy — ribonukleazy

rpm — revolutions per minute

RT — reverzni transkripce

saRNA — small — RNA induced gene activation

sec — sekunda

ShRNA — hairpin RNA

siRNA — small interfering RNA

sncRNA — small non-coding RNA

SNP - single nucleotide polymorphism

SOCSL1 —suppressor of cytokine signaling proteins 1

sSRNA —single strand RNA

STAT3 — signal transducer and activator for transcription 3 gene
Taq DNA polymeraza — Thermus aquaticus DNA polymeraza
TGFb — transforming growth factor 1

TMEM49 — VMP 1 - vacuole membrane protein 1
TP53-tumor protein 53 gene

TRBP — the human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein
UTR — untranslated region

VMP1 - vacuole membrane protein 1

XPO5 — exportin 5

ZEBL - zinc finger transcription factor 1

ZEB?2 - zinc finger transcription factor 2
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1. Uvod

Charakteristickymi znaky nadorovych onemocnéni jsou regulacni odchylky v expresi
gent, genové amplifikace, delece, poskozeni DNA genotoxickymi latkami, ¢i odchylky v
transkripnim a translaénim aparatu bunky. V poslednich letech se prokdzalo, Ze regulace
genoveé exprese na post-transkripéni urovni ovliviiuje az 50% vsech strukturnich gent. Za tuto
regulaci jsou zodpovédné malé nekodujici molekuly RNA oznacované jako mikroRNA
(miRNA). Predpoklada se, Ze geny, které tyto molekuly koduji, tvoii 1 az 2 % lidského
genomu (Krol et al., 2013). Prvni miRNA byla objevena v roce 1993 v hlistici zvané Had’atko
obecné (Caenorhabditis elegans) doktorem Lee a jeho spolupracovniky a byla oznaéena jako
lin-4 (Lee et al., 1993).

Kromé¢ fyziologické funkce se miRNA uplatituje také v riznych patologickych procesech
véetné procesu karcinogeneze. Deregulace exprese miRNA byla zjisténa u riznych typi
nadort, jako jsou nadory kolorekta, mocového méchyte, vaje¢nikd, prsu aj. Karcinom prsu je
jednim z nejcastéjSich nadorovych onemocnéni Zen, s nejvétsim procentem umrtnosti. Diky
tomu se stava stfedem zajmu védcl a 1ékatt zabyvajicich se novymi zplsoby diagnostiky a
lécby tohoto onemocnéni. Studium miRNA je jiz n€kolik let velmi nadéjnym smérem, kterym
by se mohla ubirat diagnostika a profylaxe nadorovych onemocnéni.

V této praci jsou shrnuty poznatky v oblasti vztahu miRNA a vyvoje karcinomu prsu,
popisujici vybrané miRNA, které se ucCastni procesu karcinogeneze u tohoto nddorového
onemocnéni. Jsou zde uvedeny zakladni informace tykajici se biogeneze miRNA a jejich
vlastnosti, které mohou byt vyuzity k diagnostickym ucelim. Zaroven jsou zde uvedeny
vysledky vlastnich analyz, které slouzily k ovéfeni nékterych literarnich tdaju vztahujicich se

k izolaci téchto molekul ze sera a oteviely tak cestu krealizaci diplomové prace.
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2. Karcinom prsu

Jako Kkarcinom oznaCujeme utvar vyznacujici se neregulovanym délenim bunék
epitelidlniho ptivodu. K epitelidlnim nadortiim fadime také adenokarcinomy, coZ jsou nadory
odvozené z bunck tvoticich zlazy. Ptiblizn€ 85% vSech malignich nddort, které se mohou S§ifit
Z primarniho mista vyskytu na jind mista v organismu, pochazi z epitelidlnich bunck. Existuji
také dal$i typy nddorti odvozené z jinych tkéni, jako jsou sarkomy (mezenchymalni tkan)

nebo nadory CNS (neuroektodermalni tkan) (Pecorino a kol., 2008).
2.1. Epidemiologie karcinomu prsu

Rakovina prsu je celosvétové jednim z hlavnich divodt umrti u zen (Jemal et al.,
2011). V Ceské republice je karcinom prsu povazovan za nejéastdjsi druh nadorového
onemocnéni u Zzen a jeho incidence stoupa (Vyzula et al., 2011), (1). Ve sv€tovém métitku
zaujiméa Ceska republika 26. misto s incidenci 70,9/ 10° (www.svod.cz). Timto onemocnénim
u nas trpi kazda 9 zena a kazda 30 tomuto onemocnéni podlehne. Vyzkum gent, v¢etné gent
kodujicich miRNA, které jsou s rakovinou prsu asociované, by mohl umoznit zachyt toto

onemocnéni jiz V raném stadiu a tak pomoci k tspésné 1é¢be (Jemal et al., 2011).

2.2. Histologické déleni karcinomu prsu

Na zakladé imunohistologického hodnoceni lze karcinom prsu rozdélit do péti
zakladnich molekularnich podtypi: laminarni-A (vysoka exprese estrogenovy receptorii - ER,
niz$i mira proliferace), laminarni-B (nizsi exprese ER, vysoka mira proliferace), HER2/Neu-
pozitivni (vysoka exprese HER2/Neu receptorti nebo amplifikace HER2/Neugenu, vysoka
proliferace), karcinomy bazalniho typu (tzv. ,,basal-like* karcinomy, vysoka proliferace),
»hormal breast-like (karcinomy s genovym profilem podobnym builkdm s normalni
proliferaci). Kazdy z téchto typt nddoru se lisi jak pribéhem nemoci, tak svymi biologickymi

vlastnostmi (Sorlie et al., 2001), (Munker and Calin, 2011).
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2.3.  Genetika karcinomu prsu

Vétsina karcinomu prsu vznikd v pribéhu zivota spontdnné v disledku interakce
prostfedi s (nizkopenetrantnimi geny) geny malého ucinku. Jen asi 5-10% ptipadi ma
hereditarni zaklad a u zna¢né ¢asti z nich lze nalézt germinalni mutaci v nékterém z vysoce
penetrantnich predispozi¢nich gent ozna¢ovanych jako BRCA1 nebo BRCA2 (z anglického
breast cancer), které jsou zodpovédné za udrzovani integrity a stability genomu (Klenner et
al., 2002), (Gross et al., 1999).

V ramci hereditarni formy, kdy jsou vSechny bunky téla na jedné alele jiz nositelem
mutace, staci v kazdé télesné bunce jakykoliv zasah ke kompletnimu vyfazeni funkce
ptislusného genu (3). Geny, které jsou mutacemi takto vyfazovany z funkce, se oznacuji jako
nadorové supresory a jejich inaktivace je €asto spojovana s nadorovymi syndromy.

Sporadicka forma karcinomu prsu je onemocnéni polygenniho pivodu, vzniklé
v dusledku interakce prostiedi (zivotni styl, hormondlni vlivy, znecisténi prostredi, vystaveni
mutagentim apod.) a vétsiho poctu genl s malym G¢inkem (minorgeny), jako jsou napiiklad
geny CASP8 (caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase), FGFR2 (fibroblast growth
factor receptor 2), MAP3K1 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1), LSP1
(lymphocyte-specific protein 1), CHEK2 (checkpoint kinase 2) ap., jejichz vliv na zvySeni
rizika vzniku nadoru prsu byl studovan v rozsahlych genomovych asocia¢nich studiich
(Wooster and Weber, 2003), (Cox et al., 2007), (Easton et al., 2007), (Hunter et al., 2007).
Tato forma onemocnéni se oproti hereditdrni form¢ vyznacuje vyskytem ve vysSim veku.
Prostiedi, miZe plsobit pfimo a vyvolavat vznik mutaci v molekule DNA, nebo nepiimo a
ovliviiovat tak expresi riznych genl epigenetickym zdsahem na trovni transkripce jako je
hypermetylace regulacnich oblasti gentli ¢i post-transkripéné za ti€asti molekul miRNA.

Molekuly miRNA jsou vyznamnymi regulatory genové exprese a jejich deregulace mize
vést k naruSeni dulezitych bunéénych déji. Ve svych abnormalnich koncentracich mohou
pusobit jako nadorové supresory, ale 1 jako onkogeny tim, ze dereguluji velké mnozstvi drah,
jez ovliviiuji geny podilejici se na proliferaci, diferenciaci, apoptdze, angiogenezi apod. Maji
také funkci modulatorti, tzn., Zze vice molekul miRNA muze spolecné ovliviiovat konkrétni
regulacni drdhu. Podle informaci z databaze miRBase, kterd shromazd’uje informace o
objevenych miRNA, je u lidi znamo vice nez 1400 téchto molekula jejich cile jsou u mnoha

Z nich stale neznamé (Kozomara and Griffiths-Jones, 2011).
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3. Proces karcinogeneze

Karcinogeneze u néadoru prsu je podobné jako u dalSich nddorovych onemocnéni
vicestupiiovy proces, ktery je vysledkem interakce genetickych, epigenetickych zména
prostiedi (viz Obr. ¢. 1).

Tento proces je zahdjen indukci mutaci, tedy fazi iniciace. V této fazi na buiku ptsobi
fada faktort (fyzikalni, chemické, biologické mutageny). Vysledkem jsou jednoduché
zameny bazi, nebo malé delece a to zejména v kritickych oblastech genomu (protoonkogeny,
tumor supresory), coz staci k pfeméné normalni buiiky na buniku iniciovanou. V dalsi fazi tzv.
promo¢ni dochazi ke klondlnimu ristu této iniciované bunky v disledku pasobeni
negenotoxickych karcinogentd. Progrese je pozd¢jsi fazi karcinogeneze a je charakterizovana
akumulaci dalSich mutaci a chromozomovych zmén (chromozomové translokace, delece,
inzerce a amplifikace gentll), coZ byva spojeno se vzristajici rychlosti proliferace, invazivitou
a tvorbou metastdz. Timto dochéazi k nevratnému ptechodu z preneoplasticé populace

v neoplastickou, z beginniho stadia do maligniho stadia (4).

mutageny,

_ -

radioaktivita

l l

IMICIACE PROMOCE

SR e

proliferace

Nessnataxisks chromozomaoué

karcinogeny translokace, delace,
inzerce a amplifikace

Bun&ina

. reparace .
Narmaini Bufiky =

bunky
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bufiky

adukty
PROGRESE Bunéina
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TOXICITA

INVAZIVITA,
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Obrazek ¢. 1: Schéma vicestupniového procesu karcenogenese. Prevzato a upraveno podle: (Oliveira
etal., 2007)
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4. Fyziologicka funkce nekodujici RNA
4.1. RNA interference (RNAI)

U eukaryotickych organismi, je regulace exprese genu fizena piedev§im na urovni
transkripce. Cast regulace viak probiha také na postranskripéni urovni. Nékterych z téchto
uprav se uUCastni malé nekodujici molekuly RNA (ncRNA), tim ze se paruji
s komplementarnimi bazemi na molekule mRNA, pfedevsim v 3’'UTR oblasti a brani tak
translaci mMRNA do proteinu. Tento proces se nazyva RNA interference (RNAI), jelikoz malé
molekuly RNA interferuji s cilovou mRNA (Bagasra and Prilliman, 2004), (Snustad a kol.,
2009).

RNAi m4 dulezitou roli v ochrané buiiky proti parazitarnim nukleotidovym sekvencim
— virim a transpozonum (Bagasra and Prilliman, 2004). Jedna se o proces obrany, pfi kterém
dochazi k degradaci nezadouci RNA v bunice. Tento proces je také vyuzivan pii regulaci
genové exprese vlastnich gent bunky. Dvouvldknové molekuly RNA (dsRNA), které se
téchto procesu Gcastni, podléhaji mnohastupiovym Gpravam, jejichz vysledkem jsou mensi
dsRNA oligomery o délce mezi 21 — 23 nt (SIRNA, miRNA), (viz Obr. ¢. 2 a Obr &. 3). Z
téchto oligomeri jsou pak za Uc€asti multiproteinovych komplext vytvotfeny jednovladknové
RNA. Tyto sSRNA poté interaguji S komlementarnimi sekvencemi mRNA, coz vede k
inhibici translace a degradaci molekul mMRNA. V genomech rostlin a zivo¢ichi existuji stovky

genu kodujicich regulaéni RNA, jez in vivo vytvaieji dsSRNA (Cuccato et al., 2011).

4.2. Aktivace gent indukovana malymi RNA (RNAa) - small activating
RNA (saRNA)

Nedavno bylo zjisténo, ze dSRNA mohou také aktivovat expresi genti mechanismem,
ktery byl nazvan ,,small — RNA induced gene activation” nebo RNAa. Bylo prokdzéano, ze
tyto molekuly cili na genové promotory, coz ma za nasledek zvySenou transkripéni aktivaci
genl spojenych s témito promotory. RNAa byla prokazéana i v lidskych buiikach s pouzitim
syntetické dSRNA. V soucasnosti neni jasné, zda se RNAa vyskytuje i v jinych organismech
(13).
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4.3. Funk¢ni molekuly RNAi

RNA interference zahrnuje malé molekuly interferujicich RNA (siRNA — z angl. short
interfering RNA) nebo mikroRNA (miRNA, microRNA). Tyto jednofetézcové molekuly jsou
vytvafeny z VétSich, dvoufetézcovych molekul enzymatickou Cinnosti proteint. SIRNA a
miRNA jsou po celé své délce sparovany, kromé 3" konce, kde jsou dva ptesahujici
nukleotidy (Snustad a kol., 2009).

Puvod dvoufetézcovych molekul RNA v bufice miize byt exogenni (infekce virem
nebo vysledek laboratornich experimenttl) nebo endogenni (molekuly dsRNA syntetizované
Vv jadfe bunky - pri-miRNA), (viz Obr ¢. 2). Ob¢ tyto dsRNA se po pusobeni endonukleazy
Dicer nakonec dale zpracovavaji v komplexu RISC (z angl. RNA — Induced Silencing

Complex) viz kapitoly 4.3.1 a 4.3.2 (Bagasra and Prilliman, 2004).

4.3.1. MikroRNA (miRNA):

Mikro RNA jsou velkou skupinou malych, jednovlaknovych, nekodujicich RNA
ucastnicich se posttranskripéni inhibice gent koédujicich proteiny u zivocichd (Hibio et al.,
2012). Jejich obvykla délka je cca 21 nukleotidi. Je znamo, ze miRNA jsou casto
deregulovany u riznych typti nadorti a nachazeji se v nestabilnich oblastech lidského genomu

(Esquela-Kerscher and Slack, 2006), (Calin et al., 2004b).

4.3.1.1.Lokalizace genli pro miRNA v lidském genomu:

Vétsina gent kodujicich miRNA se vyskytuje v intergenovych oblastech, které tvori
az 75% genomu. N¢které vSak byly nalezeny také v oblastech intronii genli. To znamena, Ze
miRNA geny museji byt transkribovany jako autonomni transkripéni jednotky s vlastnimi
promotory. Transkripce je fizena pfevazné RNA polymerdzou II za vzniku primarniho

transkriptu (pri-miRNA), (Krol et al., 2010).
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4.3.1.2.Biogeneze miRNA

Jak je zobrazeno na obrazku ¢. 2, z genomu jsou nejprve piepisovany primarni
molekuly miRNA dlouhé 70 -100 nt (pri-miRNA), které vytvareji dvouvlaknové vlasenky.
Tyto dvouvldknové molekuly jsou dale zpracovavany funkci ribonukleazy Drosha a RNA-
vazajiciho proteinu Pasha za vzniku 70 nukleotidu (nt) dlouhého prekurzoru pre-miRNA.
Drosha a Pasha dohromady tvofi multiproteinovy komplex ozna¢ovany jako microprocessor.
Pre-miRNA jsou déle transportovany do cytoplazmy pomoci RAN GTP-transportéru exportin
5 (XPO5). Nasledné vytvaii pre-miRNA komplex s endonukledzou Dicerem a dsSRNA
vazajicim proteinem TRBP (Krol et al., 2010), (Roberts et al., 2011). Endonukleazovou
aktivitou Diceru pak dochazi k rozstépeni pre-miRNA za vytvoreni 22 nukleotidii dlouhého
dvouvlaknového miRNA duplexu. MiRNA duplex je vlozen do proteinu Argonaut (Ago) v
komplexu RISC jako dvojvlakno, jeZ je nasledné funkci Ago2 rozdéleno na dvé jednoducha
vldkna. Vlakno, které zlistdva navazano na RISC komplex, plsobi jako voditko podporujici
translacni expresi a to pfedevsim na 3 meptekladané oblasti (UTR) cilovych mRNA, zatim co
druhé vlakno (miRNA) z kratce trvajiciho duplexu je degradovano. Vazba miRNA na 5"UTR
mRNA je méné Casti, ale také mozna (Lee et al., 2009). Zrala miRNA je kratka
jednovldknovd RNA molekula o velikosti 19-25 nukleotidd. Koncova 3'UTR mMRNA
vykazuje u zvifat ¢astecnou homologii s miRNA a to konkrétné¢ 2-8 nukleotidd 5’konce
mMIiRNA, to nasledné¢ umoznuje blokovani translace, jez je nasledovano mRNA degradaci
(George and Mittal, 2010). Je prokazano, ze u lidi je fada nemoci véetné nadort zpisobena

prave aberantné exprimovanou, nebo mutovanou miRNA (lorio et al., 2005a), (Bartel, 2004).
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Obrazek ¢. 2: Schématické zobrazeni procesu biogeneze miRNA. Pievzato a upraveno podle
(Mattiske et al., 2012).

4.3.2. Small interfering RNA (siRNA):

Mal¢ interferujici RNA (siRNA), jsou tiidou dvouvldknovych RNA molekul o délce
20-25 bp, na 5” konci jsou fosforylovany a na 3” konci jsou hydroxylovdny se dvéma
previslymi nukleotidy na obou stranach. Tyto molekuly vznikaji enzymatickou funkci Diceru
z dlouhych dsRNA nebo, malych hairpin RNA (shRNA), (Bernstein et al., 2001).

SiRNA byly poprvé objeveny skupinou Davida Baulcombe jako soucéast post-
transkripcniho umlcovani geni (PTGS) vV rostlinaich. Hlavni funkci téchto molekul je
interakce se specifickymi sekvencemi molekuly mRNA. Tato interakce zpusobuje Sté€peni
mRNA a zabranuje tak translaci mRNA do protein (Agrawal et al., 2003).

Biogeneze téchto molekul zacind podobné jako u miRNA aktivitou enzymu Dicer,
ktery $tépi dvouvlaknovou RNA (dsRNA) molekulu do kratkych dvoutetézcovych fragmentt

(cca 21 nukleotidu). Kazda siRNA, ktera ma indukovat degradaci mRNA se nejdiive musi
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rozvinout do ssRNA. Jedno vldkno je degradovano enzymatickou aktivitou Dicer. Druhé
vlakno je zadlenéno do RISC komplexu aucastni se RNAi. Stépeni cilové mRNA je

katalyzovano proteinem Argonaut, jeZ je soucasti RISC (Bagasra and Prilliman, 2004).

Extraceluldrni
prostor

cytoplazma

O — yd
S _ At
\

T m
) e

Alktivovana
ANA Dokonalé nasednuti

siRNA/degradace
degradace C‘Y_I_I_V_V_I_r mANA

Obrazek ¢.3: Schématické zobrazeni procesu biogeneze siRNA.

5. Proteiny ucastnici se RNA interference
5.1.  Mikroprocesorové jaderné proteiny

Drosha

miRNA dozrava z pri-miRNA, jez se zpracovava endoribonukleotidovou funkci
enzymu Drosha. Drosha je soucasti rodiny RNas III, které jsou zodpovédné za Stépeni
dvouvlaknové RNA. Poskozenim jejich funkce mize byt také poskozeno dozravani miRNA.
Podle studie provadéné u karcinomu jicnu (Sugito et al., 2006) bylo zjisténo, ze potlaceni
funkce Drosha proteinu v nadorovych bunécnych liniich ma za nasledek inhibici proliferace
nadorovych bunék (Scotto et al., 2008). Jednim z dulezitych zjisténi je, Zze zvySena exprese
Drosha vede k urychlenému dozravani pri-miR-21 na miR-21. Ta se ve svych nadmérnych
koncentracich v tkanich podili na rozvoji fady nddorovych onemocnéni véetné rakoviny prsu
(Slaby et al., 2007), coz je v protikladu s piedeslym zjisténim. Drosha v jadie rozpoznava

vlasenkovou oblast kddujici miRNA a vystiihne ji z primarniho transkriptu. Tato uvolnéna
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vlasenka je nasledné exportovana do cytoplazmy, kde je dale zpracovana proteinovou

masinerii do zralé miRNA (Snustad a kol., 2009).
Pasha

Funkce enzymu Drosha je v mikroprocesorovém komplexu spjata s ds-RNA
vazebnym proteinem, DGCR8 (DiGeorge syndromchromozomalni oblasti 8, také znamym
jako Pasha identifikovanym v Drosophila melanogaster a Caenorhabitis elegans), (Han et al.,
2004), (Denli et al., 2004), (Gregory et al., 2004), (Landthaler et al., 2004). Lidsky gen
DGCRS je lokalizovan na chromozomu 22ql11 (Shiohama et al., 2003). Bylo zjisténo, Ze
experimentalni inhibice genu DGCR8 pomoci siRNA vedla k naristu hladin pri-miRNA a
zaroven k poklesu pre-miRNA a zralé miRNA. K obnoveni aktivity §tépeni pri-miRNA dojde
pouze v piipadé kombinace protein DGCR8 s Drosha, coz znamena, ze DGCRS je nezbytny

kofaktor pro enzymovou aktivitu Drosha (Han et al., 2004), (Gregory et al., 2004).

5.2. Cytoplasmatické proteiny ucastnici se RNAi

Multiproteinovy komplex RISC

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4 v cytoplazmé se dvouvlaknové siRNA a miRNA
molekuly zaclenuji do ribonukleoproteinovych ¢astic, kde jsou tyto dvojvldkna nasledné
rozpletena. Jedno zvlaken je vzdy piednostné odstranéno, zbyvajici je pak schopno
interagovat s cilovym usekem molekuly mRNA. Interakce mezi molekulami RNA je
zprosttedkovana jednim vldknem ncRNA (SIRNA, miRNA) v RNA- proteinovém komplexu
a komplementéarni sekvenci v molekule medidtorové RNA. Tato interakce zabrafnuje expresi
geni z mRNA, proto se cely tento komplex nazyva také umlcovaci komplex indukovanych
RNA.

Komplexy RISC se u riznych organismi 1i8i jak svym slozenim, tak velikosti. U
vsech organismu, je vSak soucasti komplexu alespon jeden protein z rodiny Argonaut, ktery
umoziuje témef dokonalé parovani mezi ncRNA (siRNA, miRNA) a mRNA (Kim and Lee,
2009). Osud mediatorové RNA po navazani na ncRNA pfes proteinovy komplex RISC je
zéavisly na dokonalosti parovani bazi mezi molekulami RNA. Pokud je mRNA sncRNA uvnitt
komplexu RISC sparovana nedokonale (miRNA), dochazi nejprvek zastaveni translace
ateprve pozdéji kpostupné degradaci molekuly mRNA ve sméru 5'- 3°. Dokonalé parovani

(SIRNA) s molekulou mRNA ma za nasledek okamzité rozstépeni molekuly mRNA, diky
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enzymatické aktivité proteinu Argonaut (viz Obr. 2), (Snustad a kol., 2009), (Bagasra and
Prilliman, 2004).

Dicer

Je soucasti rodiny RNas III a zpracovava pre-miRNA v cytosolu (Bernstein et al.,
2001). Neni pfesn¢ znamo zda Dicer ptisobi jako proto-onkogen nebo tumor supresor, jelikoz
zpracovava vSechny dvoufetézcové RNA bez sekvenéni preference (Elbashir et al., 2001). |
kdyz se nazory v tomto ohledu riizni, obecné je zastavan nazor, Ze aberantni (at’ uz snizena ¢i
zvySend) exprese Diceru se podili na tumorogenezi. Déle se ukazalo, ze zvySena exprese
Diceru mize zvysit produkci tumorogenni miRNA (napi. miR-21), kterou ovliviiuje skrz
Drosha. Studie tedy podporuji proto-onkogenni funkci Drosha (Kuehbacher et al., 2007),
(Tokumaru et al., 2008).

Ago2

Protein Ago2, je soucasti komplexu RISC. Tento protein je schopen aktivitou své
katalytické domény rozstépit mRNA, na které je komplementarné navazana sekvence siRNA.
V jedné studii byla zjisténa souvislost mezi zvySenou hladinou proteinu Ago2 a agresivnéjsim
typem nadoru prsu (Blenkiron et al., 2007). Jakym zptisobem Ago2 podporuje vznik nadort,
neni doposud znamo. Jedno z moznych vysvétleni je ze, Ago2 v soutézi mezi riznymi
miRNA umoziuje ,,vyhrat® miRNA s tumorogennimi vlastnostmi a tim podporuje jejich
ucinky v pribéhu tumorogeneze (Vickers et al., 2007). Na vyvoj nadorového onemocnéni u

savctl mohou mit vliv také zmény v RNasové aktivité riznych enzyma (Kim and Lee, 2009).
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6. Vliv miRNA na vznik a vyvoj karcinomu prsu

6.1. Obecné mechanismy deregulace miRNA u lidskych nadort

6.1.1. Derequlace transkripce

Vétsina miRNA je transkribovana pomoci Pol II, coZz naznacuje, ze transkripcni
regulace miRNA bude jednim z hlavnich krokl regulace genové exprese v buinikach. Této
deregulace se Gcastni napiiklad transkripéni faktor c-myc, jehoz zvySena exprese Se objevuje
u mnoha typt nadoru (Lee et al., 2004), (Cai et al., 2004). Tento transkrip¢ni faktor ovliviiuje
expresi mnoha miRNA. Jako ptiklad Ize uvést miR-17-92 cluster jehoz soucasti je 7
polycystronné uspoiadanych miRNA (-17-5p, -17-3p, -18a, -19a, -20a, -19b-1, -92-1).
V piipadé¢ nadmérné exprese tohoto transkripéniho faktoru dochazi take ke zvysSené expresi
clusteru miR-17-92 a post-transkripéni represi mnoha cilovych mRNA, jejichz deregulace
vede ke zvySené proliferaci, angiogenezi a blokaci apoptozy.V ramci tohoto clusteru se tedy
uplatiiuje tzv. pleiotropii pusobeni MiIRNA na vice cilovych molekul soucasné (Obr. ¢. 3),
(O'Donnell et al., 2005), (Chang et al., 2008). Zvysena exprese miR-17-92 se objevuje u
agresivnich forem karcinomu prsu s vysokou mirou proliferace a je také spojovana s vysokou
frekvenci mutaci genu TP53 (Brosh et al., 2008).

Protein p53 kodovany genem TP53 je dalsim ptikladem transkripéniho faktoru
uplatnujiciho se pii regulaci transkripce miRNA, ktery se zaroven vyznacuje funkci tumor
supresoru. Protein p53 reaguje na ruzné stresové podnéty v burice, v¢etné poskozeni DNA a
ovlivituje procesy, jako jsou zastava bunééného cyklu, reparace DNA, apoptdza, inhibice
angiogeneze. Jako transkrip¢ni faktor se ucastni také regulace exprese miRNA. Piikladem
mize byt miR-34. Bylo zjisténo, ze inaktivace proteinu p53 v nadorovych bunkach vede
k potlaceni exprese této tumor supresorové miRNA (Pecorino a kol., 2008), a tim k potlaceni

jeji schopnosti regulovat bunéénou migraci a invazivitu (Yang et al., 2013).
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Obrazek ¢. 4: Ukazka pleiotropniho pusobeni clusteru miR-17-92 na vice cilovych
molekul soucasn€ s naslednym ovlivnénim procest proliferace, apoptdzy a angiogeneze.

Prevzato z (Olive et al., 2010).

6.1.2. Epigenetické zmény

Epigenetické zmény ovlivitujici expresi genil zahrnuji predevSim metylaci regulacnich
oblasti DNA a histonové modifikace (fosforylace, acetylace). V dasledku téchto zmén
dochazi jak u zdravych, tak nadorovych bunék kremodelaci chromatinu a ke zménam
v expresi protein-kodujicich gent, ale také gent kodujicich miRNA (Egger et al., 2004).
V prubéhu metylace jsou ptidavany metylové skupiny na 5 uhlik cytosinu. V DNA jsou u
normalnich bunék metylovany jen 3-4% cytosinu v genomu. K metylacim dochazi pouze na
cytosinu, ktery je lokalizovany vedle guaninu v orientaci 5 (CpGs). CpG ostruvky, jsou
umistény v oblastech promotort asi 50% vsech gent. Diky tomu je DNA metylace soucasti
mechanismt Ucastnicich se regulace genové exprese. V ramci karcinogeneze se jedna
pfedev§im o oblasti genomu, jez se podileji na potlateni vzniku nadoru (nadorové
supresorové geny) — hypermethylace nebo oblasti, kde jsou lokalizovany onkogeny
podporujici rozvoj nadoru - hypometylace. Genom nadorové bunky mize byt 0 20 — 60%
mén¢ methylovan, ve Srovnani Sbunkou zdravou pravé v oblastech, kde se vyskytuji
onkogeny. K hypomethylaci a hypermethylaci dochazi hlavné v kddujicich a repetitivnich
oblastech genomu (Pecorino a kol., 2008).

Ptiklad epigenetického umlceni exprese miRNA je uveden v praci Zhang et al. V této
studii se prokazalo, ze tii clustery miRNA, véetn¢ tumor supresorového clusteru, které jsou
lokalizovany na chromozému 14 (DIlk1-Dtl2 doména), jsou u nddoru vajecniku
deregulovany pravé v dasledku epigenetickych zmén (Zhang et al., 2008). Vysledky studie
Lujambio et al., 2008 navic ukazuji, ze metylace genli pro nadorové supresorové miRNA
pfispivaji u riznych typt nadori K progresi onemocnéni a vzniku metastaz. Epigenetické
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umlcovani supresorovych miRNA tedy mizeme chépat jako obecny mechanismus, podobné

jako je tomu u transkripéniho uml¢ovani strukturnich tumor supresorovych gend.

6.1.3. Mutace

Je znamo, ze mutace v oblastech genomu koédujicich proteiny zptisobuji
zvyseni/snizeni exprese daného produktu, coz mulze vést k nasledné tumorogenezi.
K mutacim vSak miuze dochazet také na arovni gent, kodujicich miRNA (Calin et al., 2004a).
Jednonukleotidové polymorfismy (SNP - single nucleotide polymorphism) jsou velmi
rozsitené v ramci vyvoje nadoru (He et al., 2007), (Croce, 2008). Tyto sekven¢ni zmény se
objevuji také vmiRNA a jsou povazovany za novou tfidu funkénich polymorfismi
vyskytujicich se v lidském genomu. Pisobi na tfech Urovnich v ramci biogeneze miRNA.
1) pisobi na urovni samotné transkripce (pri-miRNA), 2) méni proces zpracovani pre-
miRNA, 3) ptsobi na trovni interakce miRNA — mRNA (Calin and Croce, 2006), (Yanaihara
et al., 2006), (Wu et al., 2008).

6.1.4. Zmény poctu kopii DNA

Zmény v poctech kopii DNA jsou dal$im z mechanismu, které ovliviiuji miru exprese
a funkci genu a cCasto prispivaji ke vzniku nadoru (Pinkel and Albertson, 2005). Objevuji se
predev§im v pozdé¢jsich stadiich karcinogeneze (viz kapitola 3). Naptiklad delece oblasti
kodujicich miR-16-1 a miR-15a byly nalezeny u nadord prsu a vajeéniku.Tyto dvé miRNA
potlacuji expresi protoonkogenu Bcl2 a mohou tak byt povazovany za nadorové supresory
(Zhang et al., 2006). Jako ptiklad vlivu amplifikace muzeme uvést amplifikaci oblasti
obsahujici 7 miRNA v polycistronnim klastru ozna¢ovaném jako C13. Bylo zjisténo, Ze u
vzorku lymfomu, byla exprese pri- a zralé miRNA v tomto lokusu vyznamné zvysena. Tento
klastr je oznacovan jako onkogen, protoZze narusuje rovnovahu mezi bunécnou smrti a
proliferaci, v disledku naruseni drahy fizené protoonkogenem c-Myc (O'Donnell et al., 2005),
(Ota et al., 2004), (Hayashita et al., 2005), (Dews et al., 2006).
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6.1.5. Poskozeni drahy biogeneze miRNA

Poskozenim nebo deregulaci exprese kliCovych proteinii ucastnicich se dozravani
miRNA muze opét vést k podpoie tumorogeneze (Thomson et al., 2006), (Muralidhar et al.,
2007). K témto proteinim fadime proteiny uvedené v kapitole 5: RNA 11l enzym Drosha,
RNA-binding domain Pasha, Exportin5, RNA Il enzym Dicer, Argonaut Il (Kumar et al.,
2007).

6.2. Moduly miRNA

MikroRNA jejichz G¢inky jsou sit'ovité propojené a ovliviiuji Sirokou $kalu bunéénych
procest, oznacujeme jako moduly (Sharma and Vogel, 2009). Tyto moduly lze rozdélit do 3
tfid popsanych nize.

V této praci vybrali 7 moduld, jeZ jsou Spojeny s metastazemi u karcinomu prsu: miR-
202, let-7b, miR — 132, miR-200a, miR-503, miR-497 jez jsou pozitivni v regulaci zanétlivé
odpovédi (Zhou et al., 2013).

6.2.1. Modul 1 - jedna miRNA reguluje vice gent

Bylo zjisténo, ze v ramci regula¢nich siti miize byt jedna miRNA vyuzivana k regulaci
vice cili. Naptiklad miR-205 se uplatiuje pii vyvoji, jak normalni, tak nadorové prsni tkané
(Awvril-Sassen et al., 2009), (Greene et al., 2010a). V nadorové tkani mtize byt jeji exprese jak
snizena, tak zvysSena (lorio et al., 2005), (Sempere et al., 2007), (Mattie et al., 2006). To
znamena, ze muze pusobit bud’ jako nadorovy supresor nebo protoonkogen. Mezi cile miR-
205 patii nadorovy supresor PTEN, onkogen HER3, prometastatické geny Zebl a Zeb2 (zinc
finger E-box binding homeobox 1 a 2) a angiogenni faktor VEGFA (Greene et al., 2010b),
(lorio et al., 2009), (Gregory et al., 2008), (Wu et al., 2009).

6.2.2. Modul 2 - vice miRNA reguluje jediny gen

Jako priklad modulu 2 Ize uvést miR-22 a miR-206, jejichz zvysena exprese byla
zjisténa ve vzorcich ER (estrogen receptor) negativnich nadort prsu (lorio et al., 2005b),
(Kondo et al., 2008). Nadmérna exprese kazdé z téchto dvou miRNA vede ke sniZeni hladiny
proteinu ERa v bunkach MCF-7 (Pandey and Picard, 2009). Ptiblizné dvé tfetiny vsech
nadori prsu jsou estrogenné podminéné. Zajimava je ektopicka exprese miR-206 a miR-22,

ktera vede Kk inaktivaci rustu bunék (Pandey and Picard, 2009), (Di et al., 2010). Inhibice
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bunééného rustu byla také pozorovana pti ektopické expresi let-7 v MCF-7 bunkach (Zhao et
al., 2011).

6.2.3. Modul 3 - vice miRNA reguluje vice gent

V tomto piipad¢ se jednao propracovanou sit’ interakci, ktera umoznujebuiice robustné

a komplexn¢ fidit svij fenotyp, tim zplsobem, Ze je vice cilovych gent, regulovano pomoci
vice miRNA. Tento mechanismus vyzaduje koordinovanou regulaci exprese vice miRNA.
Piikladem uvedeného typu regulace jsou miRNA z rodiny miR-200 (miR-200a, miR-200b,
miR-200c, miR- 141, miR-429), které se Ucastni regulace proteinii oznacovanych ZEB1 a
ZEB2 v procesu EMT (epitelialné-mezenchymalni tranzice). Oba proteiny maji zasadni vliv
béhem embryonalniho vyvoje (Christoffersen et al., 2007), (Kato et al., 2007). Bylo zjisténo,
7e ZEB1 a ZEB2 recipro¢né reguluji expresi rodiny miR-200 (Bracken et al., 2008), (Burk et
al., 2008). Krom¢ rodiny miR-200 jsou ZEB1 a ZEB2 regulovany také celou fadou jinych
miRNA, napi. miR-221 (Chen et al., 2010), miR-138 (Liu et al., 2011), miR-203 (Saini et al.,
2011) a miR-205 (Christoffersen et al., 2007), (Kato et al., 2007). Navic n€které z nich mohou
regulovat také jiné cile, které jsou rovnéz spojeny s EMT (Schickel et al., 2010).

K modulu 3 lze ptifadit také jiz zminovany onkogenni cluster miR-17-92 (viz kapitola
5.1.1)).

7. Vybrané miRNA podilejici se na vzniku karcinomu prsu

Jiz nékolik let je deregulace exprese miRNA spojovana Sbunéénou proliferaci,
invazivitou, angiogenezi a metastazemi u rakoviny prsu (Ahmad et al., 2010). Nador se muize
vyvinout bud’ redukci/deleci oblasti, kde se vyskytuji geny kodujici nadorové supresorové
MIRNA, nebo amplifikaci ¢i nadmérnou expresi onkogennich miRNA (O'Day and Lal, 2010).
To naznacuje, ze miRNA by se mohly vyuzivat nejen pro stanovovani diagnézy, prognozy a
predpovédi pribéhu 1éCby, ale také jako nové velmi specifické terapeutické cile (Calin et al.,
2002).V dalsi ¢asti této kapitoly jsou uvedeny vybrané miRNA, které jsou u karcinomu prsu

deregulovany.
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7.1. MikroRNA s funkci tumor supresoru

7.1.1. Rodina miRNA-200

Tato rodina miRNA obsahuje 5 ¢lent rozdélenych do dvou klastri: miR-200a, miR-
200b a miR- 429 jez jsou lokalizovany na chromozomu 1 a miR-141 a miR-200c jez jsou
lokalizovany na chromozomu 12 (Siegel et al., 2012). Tyto miRNA maji vysoky stupeni
prekryti, proto by se pii diagnostice nadoru prsu a metastaz, mohly vyuzit jako skupinovy
marker (Cochrane et al., 2010), (Uhlmann et al., 2010).

7.1.2. miR -125

Do této skupiny fadime dv¢ izoformy: miR-125a a miR-125b (Shi et al., 2007). Ob¢
tyto miRNA maji u nadoru prsu vyrazné snizenou expresi. Gen pro miR — 125b je umistén na
chromozomu 11g23-24, tento Gisek genomu byva u karcinomu prsu, vajecniku a plic Casto
odstranén. Bylo zjisténo, ze se miR-125 vyskytuje v diferencovanych bunikach nebo tkanich.
U nadoru prsu je vSak exprese miR-125 snizena, coz naznacuje, ze by tato miRNA mohla mit
vliv na inhibici diferenciace nadorovych bun¢k (Volinia et al., 2006). Byla také zjisténa
korelace mezi expresi miR-125a aexpresi genu pro HuR. HUR je RNA vazajici protein (RBP),
ktery je u mnoha nadoru pfitomen ve zvySené mife. ZvySena exprese Mmir-125a vede
v dusledku jeji vazby do 3'UTR oblasti k blokaci translace HuR do proteinu, coz vede
k Gtlumu bunéc¢ného ristu, redukci migrace a proliferace (Guo et al., 2009). Dalsi studie
ukazala, ze exprese obou téchto mikro RNA je snizena u nadortu prsu, které maji zvySenou
expresi HER2 (viz. buné¢na signalizace), (Mattie et al., 2006), miR-125a a miR-125b zde
pusobi jako nadorové supresory tak, ze blokuji vazebné misto pro ligand na HER2 receptoru
(O'Day and Lal, 2010), (Scott et al., 2007).

7.1.3. Rodina let-7 miRNA

Lethal -7 (let-7) byla jedna z prvnich identifikovanych sav¢ich miRNA obsahujici 12
poddruhi (lorio et al., 2008), (Siegel et al., 2012).

MikroRNA z rodiny let-7 jsou nadorové supresory s anti-proliferacnimi vlastnostmi,
které se mimo jiné ucastni regulace exprese napi. Onkogent RAS (Volinia et al., 2006), nebo
bcl2 (Landi et al., 2010), (Cimmino et al., 2005). Bylo zjisténo, ze exprese let-7 mMIRNA
Vv subpopulaci bun¢k oznacovanych jako tumor-iniciujici buniky nebo jako nadorové kmenové

bunky (BCSCs - breast cancer stem cells) s vysokou schopnosti tvofit nador byla oproti
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nadorovym bunkam bez tumorogenniho potencialu zna¢né snizena. Let-7 je ziejmé
zodpovédna za regulaci vlastnosti téchto bunék, protoze jeji redukce inhibuje diferenciaci,
apoptozu (Jemal et al., 2011) a udrzuje proliferaci BCSCs (lorio et al., 2008).

Snizena exprese ruznych miRNA rodiny let-7 byla zjisténa krom¢ nadorové tkané
pacientek s karcinomem prsu také v buiikach miznich uzlin. Pisobenim miRNA z rodiny let —
7 in vivo na nadorové bunky vedlo k redukci proliferace a metastazovani. Naopak jejim
zablokovanim u diferencovanych nadorti doslo K rychlému znovu obnoveni nadoru.Tato
zjisténi by bylo mozné v budoucnu vyuzit u pacientek s karcinomem prsu pii vytvoieni

novych 1é¢ebnych postupa (Bart, 2010).

7.1.4. miR-205

Exprese této supresorové MIRNA je u nadoru prsu snizena (Wu et al., 2009).
MikroRNA-205 inhibuje expresi tyrozin-protein kindzového receptor HER3, inaktivuje
protein kinazu Akt, coz vede k potlac¢eni signalizace PI3K/Akt rustové signalni drahy a
inhibici proliferace (Menard et al., 2004).

7.1.5. miR-206

MikroRNA-206 se G¢astni inhibice migrace u karcinomu prsu (Song et al., 2009), (Liu
et al., 2010). Zvysena exprese této miRNA se vyskytuje unadoru prsu s nizkou koncentraci
estrogenovych receptort (ER-) kdy miR-206 zaroven inhibuje expresi genu pro estrogenovy

receptor ERo. (Adams et al., 2007).

7.1.6. miR-31

Tato miRNA je exprimovana ve zdravé tkani prsu, U metastazujici formy nadoru prsu
neni viibec detekovatelna, nebo jen v malém mnozstvi (Valastyan et al., 2009). miR-31 by tak

mohla plnit tikol nadorového supresoru v ramci inhibice tvorby metastaz (Tang et al., 2012).
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7.2.  Onkogenni miRNA

7.2.1. miR-21

Tato mikroRNA byla nalezena ve svych nadexprimovanych hodnotach u mnoha typt
nadort, véetné nadoru prsu (Volinia et al., 2006), (Hwang et al., 2010). Gen kodujici pri-miR-
21 se nachazi v intronové oblasti genu TMEM49 (VMP1- vacuole membrane protein 1)
(Kumarswamy et al., 2011).

Jednim z cili této miRNA je také tumor supresorovy gen PTEN (phosphatase and
tensin homolog), (Meng et al., 2007), (Qi et al., 2009). Zvysena exprese miR-21 inhibuje
PTEN a vede k tvorb¢ agresivnich typt nadort, které byvaji spojovany s pokro¢ilej$imi stadii
rakoviny, postihujicimi lymfatické uzliny (Qi et al., 2009). Bylo také zjisténo, ze zvySena
exprese miR-21 vede K inhibici jednoho ze ¢lenti apoptotické drahya vede ke zvySené expresi
Bcl2 a inhibici apoptozy (Shi et al., 2010). Inhibice miR-21 zvySuje expresi PTEN a tim

dochazi ke snizeni proliferace, migrace a invazivity nadorovych bun¢k (Meng et al., 2007).

7.2.2. miR -155

Tato miRNA je jednou z nejznamngjsich molekul, které byvaji u mnoha nadort véetné
nadoru prsu nadexprimovany. Podili se na proliferaci a plsobi jako inhibitor apoptozy
podobné jako miR-21 (Volinia et al., 2006). Ve svych nadmérnych koncentracich je spojovan
S metastazemi a invazivitou, pusobi jako zprostiedkovatel TGFb (transforming growth factor,
beta), ktery se ucastni EMT. Zejména role miR-155 v EMT ma slibny terapeuticky potencial,
vzhledem k tomu, Ze zvySené hladiny miR-155 jsou spojeny s invazivnimi a metastazujicimi
typy nadoru prsu (Kong et al., 2008).Vztahem exprese miR-155 a hormonalnich receptorti u
nadorti prsu se zabyvala fada studii. ZvySena exprese MiR-155 byva spojovana s ER
negativnimi nadory prst (Blenkiron et al., 2007), (Wang et al., 2010). Vztah miR-155 s
progesteronovymi receptory je z divodi kontroverznich vysledku stale nejasny (Blenkiron et
al., 2007), (Zhu et al., 2009). miR-155 u karcinomu prsu pusobi jako supresor pro SOCS1
(suppressor of cytokine signaling 1)(Jiang et al., 2010a), coz nasledné vede k trvalé aktivaci
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 1) signalizace. Aktivace zanétlivych
kaskad ukazuje na komunikativni roli miR-155 mezi zanétem a vznikem nadoru (Jiang et al.,
2010b). Regulace exprese miR-155 je u rakoviny prsu spojena také s genem BRCAL. BRCAL
(breast cancer susceptibility gene) je spojen s opravou DNA v priabéhu bunécéného cyklu.
Mutace tohoto genu jsou spojeny s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu (viz kapitola

2.3). Prechodna nadmérna exprese BRCAL je naopak spojena se snizenou expresi miR-155.
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Mechanismus regulace je zaloZen nainterakciproteinu BRCAL s promotorovou oblasti pro
miR-155. To vede k aktivaci histon deacetylazy (HDAC) ktera brani expresi BIC genu (ten
koduje miR-155) (Chang et al., 2011).Tato miRNA také inhibuje expresi RhoA (ras homolog
family member A) genu, ktery se tcastni riznych bunéénych procest, zahrnujici napiiklad
adhesi, pohyblivost a polaritu bunék (Corcoran et al., 2011). Dalsim cilem miR-155 je gen
FOXO3a (forkhead box O3), ktery je miRNA-155 inhibovan (Kong et al., 2010). Celkové
muzeme fict, Ze nadmérna exprese miR-155 vede k chemorezistenci a piezivani nadorovych
bunék, nizka exprese miR-155 vede k chemosenzitivité¢ a apoptoéze. To ukazuje, Ze¢ miRNA-

155 je velice slibny terapeuticky cil u rakoviny prsu (Kim and Lee, 2009).
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8. Cirkulujici miRNA

Predesla kapitola byla vénovana deregulaci intracelularnich mikroRNA ziskanych
z nadorové tkané. Molekuly miRNA se v8ak vyskytuji také v riznych télnich tekutinach (krev
- cirkulujici, moc, sekrety — necirkulujici) a jejich uvolnovani z bunék do cirkulace se déje
aktivné a selektivné (Coulouarn et al., 2009), (Tsai et al., 2009). Bylo zjisténo, ze molekuly
miRNA mohou byt do krve uvoliiovany selektivné jak je patrné z vysledkd prace Maurice
Chan. V této praci testovali 20 nejvyznamnéjSich miRNA deregulovanych u nadoru prsu a
sledovali jejich expresi paralelné v bunkach nadorové tkdné a sérech pacientl. Zjistili, ze
pouze 7 téchto miRNA bylo exprimovano zaroven v nadoru i séru (Chan et al., 2013).

Cirkulujici miRNA v krvi onkologickych pacientd mize hrat dilezitou roli pii rozvoji
nadorového onemocnéni, stejné jako miRNA v buiikach nadorové tkané. Mechanismy sekrece
a biologicka funkce extracelularni miRNA zlstava stale nezcela pochopena (Yu et al., 2011).
Zen and Chen-Yu Zhang navrhuji tfi mozné cesty, jak mize miRNA vstoupit do krevniho
béhu: 1) pouhym vylouc¢enim buiikou (podobné jsou vyluovany napft. cytokininy a hormony,
2) exosomy s mikroc¢asticemi (MPs -micro particles), 3) prostfednictvim mikrovezikul (MVs-

microvesicles), (Zen and Zhang, 2012).

* miRNA

Obrazek ¢. 5: Znazornéni riznych zpisobl sekrece miRNA do krve. i) Sekrece pomoci vacki
a granuli, i) sekrece na membran¢, iii) sekrece z bunécnych elementii nazyvanych

multivezikularni téliska - multivesicular bodies (MVBs). Pievzato z (Zen and Zhang, 2012).
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8.1. Pasivni tnik z rozbitych bun¢k

Pasivni tUnik miRNA zbunék je proces, ktery nevyzaduje dodani energie.
K uvoliovani tedy dochazi napt.pfi tvorbé nadorovych metastaz, chronickém zanétu a pfti
dalSich dé&jich vedoucich k poskozeni bun¢k a uvolnéni miRNA. Tato cesta vSak nema pfili§
velky vliv na pfitomnost miRNA v krvi.

Mnozstvi miRNA v télnich tekutinach zavisi na stavu organismu, coz naznacuje, Ze
bunky samy mohou selektivné uvoliiovat mMiRNA do obéhu podle potieby. K tomu je vSak

zapotiebi jinych ptistupil nez prosty pasivni unik z rozbitych bunék.

8.2. Aktivni Sekrece jako MV-Free miRNA

Tento proces je zavisly na ATP a teploté¢ (viz obr. 6, 1). Pfi této cesté¢ je nejprve
miRNA ukldddna do sekrecnich vesikul nebo granuli, které nasledné¢ interaguji
s plazmatickou membranou a umoziuji tak sekreci miRNA do krevniho ob&hu, podobn¢ jako
se to dgje pti sekreci hormonu nebo cytokininu (Montero-Hadjadje et al., 2009), (Han et al.,
2009).

8.3. Aktivni sekrece prostfednictvim mobilnich z buiiky odvozenych

mikrovezikul

Toto je dalSi mozné cesta, ktera vyZzaduje dodéani energie. Je zprostiedkovana MV,
které jsou odvozeny z bun¢k a obvykle k ni pfifazujeme MP a exosomy (viz obr. 6,ii a iii).
Exosomy jsou membranové vacky endocytického piivodu uvoliiované fuzi multivezikulédrnich
télisek - multivesicular bodies (MVBS) s plazmatickou membranou (jejich pramér je 40 — 100
nm). Exosomy, které se vyskytuji v cirkulaci pfi naddorovém onemocnéni, mohou hrat
dulezitou roli v mezibunécné komunikaci (Valadi et al., 2007). MP se oproti exosomim
odlucuji ptfimo z plazmatické membrany (jejich pramér je 4100 nm). MVs byly
identifikovany v riznych télesnych tekutindch, jako je krev, mo¢, matetské mléko, a sliny.
Druh a pocet od bunék odvozenych MV se vyrazné lisi, v zavislosti na typu chorobného stavu

pacienta (Simpson et al., 2009), (Boulanger et al., 2006).
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9. Mikro RNA jako biologicky marker a jeji stabilita

Prvni zminka o miRNA jako o potencidlnich nadorovych markerech cirkulujicich v
krvi byla podana v praci Lawrie et al v roce 2008, ve které srovnavali hladiny miRNA u
pacienti s B-bunéénym lymfomem (DLBCL) a zdravych kontrol. Vysledky ukézaly
vyznamn¢ zvys$ené hladiny téchto molekul ve skuping pacientt (Lawrie et al., 2008).

MIRNA v porovnani s mRNA ma v diagnostice nadorti prsu vyhodu, co se tyce
stability. miRNA daleko déle pietrvava in vivo a je velmi stabilni in vitro, coz je dileZzité pro
klinické studie a umoznuje tak analyzy také z formalinu fixovanych vzorku (Blenkiron et al.,
2007c). Bylo potvrzeno, ze miRNA ve formalinu fixované a parafinu uchovavané tkani
(FFPE) je na rozdil od mRNA velmi stabilni, stejné tak jako v Cerstvych (zmrazenych)
vzorcich (Li et al., 2007), (Lu et al., 2005).

Bylo také zjisténo, ze mMIRNA v lidské plazmé je chranéna pted endogennim
pusobenim RNas a je tedy velmi stabilni také v tomto prostiedi (Mitchell et al., 2008), (Zen
and Zhang, 2012). Vysoka stabilita miRNA byla testovana v séru riznych organismi (mys,
potkan, pes a clovék) a to pfi vysoce agresivnich experimentdlnich podminkach. Bylo
zjisténo, ze sérové cirkulujici miRNA maji schopnost ,,pfeZit™ var, zmény v pH 1 opakované
zmrazovani, v¢etn¢ skladovani v dlouhodobé zmrazeném stavu (Zen and Zhang, 2012).

Pritomnost miRNA byla zjiSténa také v moci pacientli s karcinomem mocového
méchyie. V praci (Hanke et al., 2010) byl pii srovnani zdravych kontrol a téchto pacientii
zjistén vyznamny rozdil v koncentracich miRNAv sérech.

Neékolik studii prokéazalo pfitomnost miRNA také ve slinach a uvadéji moznost jejiho
vyuziti jako nadorovych biomarkerti. Hanson et al. ve své praci poskytl navic komplexni
shrnuti vyskytu miRNA v dal§ich biologickych tekutindch jako je sperma, sekrety,
menstruacni krev (Park et al., 2009), (Michael et al., 2010), (Hanson et al., 2009). Na zaklad¢
téchto informaci, dosli k zdvéru, ze miRNA je stabilné ptfitomna v séru, plazm¢, moci, krvi,
spermatu a dalSich télnich sekretech. Mohou byt detekovany riznymi technikami, véetné
sekvenovani, miRNA microarray analyzou, real-time gRT-PCR. Rizné miRNA jsou v télnich
tekutinach rozdiln€ exprimovany v zavislosti na lidskych dysfunkénich podminkach. Diky
svym vlastnostem tak maji molekuly miRNA velky potencidl jako neinvazivni nebo
minimalné invazivni biomarkery riznych onemocnéni véetné rakoviny (Zen and Zhang,

2012).
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PRAKTICKA CAST PRACE

V nasledujicich kapitolach praktické ¢asti jsou uvedeny vysledky analyz a aplikované
metody, kterymi byla ovéfovana pouzitelnost nového postupu izolace cirkulujici miRNA ze
séra, vyuziti pfimé reverzni transkripce a nasledné relativni kvantifikace miR-155 a miR-16.

Pro ptehlednost je v kapitole 10 uveden také princip izolace a reverzni transkripce celkové

MRNA.

10. Principy pouzitych metoda metody izolace celkové mRNA

10.1. Izolace celkové mRNA

Izolace celkové mRNA je zaloZena na hybridizaci oligo(dT) kotev s poly(A) sekvence
na 3 koncich molekul RNA (veskeré mRNA, dlouh¢ nekddujici RNA). Tyto hybridizacni
oligo(dT) kotvy mohou byt pfipevnény naptiklad na sténu mikrozkumavky, nebo adsorpci na
silikatové Castice. Opakovanym promyvanim pak dochazi k odstranéni ostatnich slozek z
roztoku.

Vzorky RNA je po celou dobu izolace potfeba chranit pfed plisobenim RNaz bud’
pfidanim inhibitoru RNéz, praci se vzorky pii nizké teploté (4°C) nebo skladovanim pii
-70°C.

Knéslednym molekuldrné biologickym analyzdm se vyuZivda cDNA (tzv.
komplementarni DNA ke studované RNA), ktera se syntetizuje pomoci reverzni transkripce.
Duvodem je vyssi stabilita DNA a vyssi spolehlivost enzymt pracujicich s DNA (5). Metoda
reverzni transkripce se vyuziva také pii analyzach miRNA s jistou modifikaci viz kapitola

10.3.

36



Yo
mANA
-‘ TTrT F Sy
) 7
/ @ TTTT % Bl e A AR AA
/ TITT
— v

y
m ‘. TER; ¥ ] % LALAS

>4 s (e
> e — AAANAAA

-
o

@ 1RNA
(T matrix
rRNA P Y

*poly-A konec mRNA se vaze

g A, o3 na oligo(dT) nosice
*naneseni totalni RNA

*odmyti rRNA a tRNA

Bl i il A
l7|l

I / .

P
//', B e~ AAAAAA
//' TT7T
5~

TTTT

*eluce mMRNA z oligo(dT) nosice

Obrazek ¢. 6: Princip izolace celkové mRNA. Pievzato a upraveno z internetového odkazu

).

10.2. Reverzni transkripce celkovémRNA

Reverzni transkripce je metoda vyuzivajici RNA jako templatu k syntéze cDNA.
Vramci této metody se vyuziva enzymu reverzni transkriptazy (RT) a kratkého
oligonukleotidového primeru obsahujicicho poly(T) sekvenci, ktera komplementarné naseda
na poly(A) konec molekuly mRNA. Vysledny fetézec cDNA miZe byt nasledné pouzit jako
templat pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) viz Obr. €. 7. (6).
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Obrazek ¢. 7: Schéma prib&éhu RT-RCR. Ptevzato z internetového odkazu (8).

10.3. Reverzni transkripce miRNA

V této praci byla pro piepis z miRNA do cDNA pouzita souprava TagMan MicroRNA
reverse transcription kit (LifeTechnologies). Na rozdil od reverzni transkripce celkové
mRNA, pfi niZ se vyuziva kratkého oligonukleotidového primeru obsahujicicho poly(T)
sekvenci, je k piepisu do cDNA z celkové RNA vyuzivano miRNA specifickych primera (pro
studované¢ miRNA). Vysledkem tohoto pfepisu je tedy cDNA obsahujici pouze sekvence
nami analyzovanych miRNA, nikoliv celého genomu. Tento piepis lze provadét soucasné pro
vice miRNA formou multiplexového uspotfadani reakce. Primery jsou vlasenkovité zatoCeny
ke 3" konci zralé molekuly miRNA (viz Obr. ¢. 8). Tato metoda je velmi citliva a mtze byt

pouzivana jiz u malych mnozstvi celkové RNA (9).
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Obrazek ¢. 8: Schéma priabéhu RT-PCR pro miRNA. Pievzato z internetového odkazu (10).

Ziskané cDNA at’ jiz z mRNA nebo z miRNA mizeme dale vyuzit pti stanoveni miry

exprese vybranych genti pomoci relativni kvantitativni PCR.
10.4. Ptima reverzni transkripce ze séra s vyuzitim precipitacniho pufru

Tento zplisob izolace byl poprvé popsan v praci Sota Asaga a jeho kolegii. Pfi tomto
postupu zpracovani vzorkl séra je v podstaté propojena €ast izolacni s reverzni transkripci.
Podle uvedenych vysledkt 1ze velice vyznamné zkratit ¢as zpracovani vzorkl pro analyzu
exprese miRNA. Metoda byla vyzkouSena na vzorcich sér 102 pacientek s riiznymi stadii
onemocnéni karcinomem prsu a 20 vzorcich zdravych kontrol. K deaktivaci proteint, které by
mohly brzdit RT-qPCR byl pouzit pouzitprecipita¢ni (deaktivaéni) pufr, jehoz slozeni je
uvedeno v kapitole 11.2.1(Asaga et al., 2011).

10.5. Kvantifikace miRNA s vyuzitim dualn¢ znacenych hydrolyzaénich

sond - TagMan sond

Tato technologie vyuziva 5° - 3" exonukleazovou aktivitu Taq DNA polymerazy ke
Stépeni sondy znafené na obou koncich fluorofory (reporter = fluoreskujici, quencher =
nefluoreskujici). Sekvence sondy je navrZzena tak, aby se komplementarn€ parovala s cilovou
sekvenci uvniti amplifikovaného regionu. Sonda volné pfitomna v roztoku zaujima takovou

prostorovou konfiguraci, kdy zhase¢ = quencher inhibuje reporter a tudiz sonda nesviti. Pokud
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sonda hybridizuje s cilovou sekvenci, aktivuje se diky 5° - 3" exonukleazové aktivité Taq
DNA polymerazy, ktera v prub&hu elongacni faze odstépuje nukleotidy od 5 konce sondy.
Tim dochazi k prostorovému oddéleni fluorofori coz umoziuje aktivaci fluorescence
reportéru. Pouzivané hydrolyzaci sondy byvaji nejéastéji znaeny reportérem na 5° konci a

quencherem na 3" konci (11).
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Obrazek ¢. 9: Schéma principu funkce TagMan sond. Pfevzato a upraveno z internetového

odkazu (12).
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11. Material a metodika

11.1. Rozd¢leni epxerimentu

Experiment byl rozdélen do dvou casti. V obou cCastech byl jako primarni material
vyuzita srazliva krev pacientek s karcinomem prsu a zdravych kontrol, ktera byla zpracovana
postupem uvedenym v kapitole 7.

V prvni ¢asti (test 1) jsme u 10 vzorkd diive zmrazenych sér (-20°C) pacientek s
karcinomem prsu zjistovali, zda je mozné provést reverzni transkripci pfimo ze séra, jak bylo
uvedeno v praci (Asaga et al., 2011). Metoda tzv.pifimé reverzni transkripce dRT (direct
reverse transcription) ze séra byla upravena tak, aby inkuba¢ni programy odpovidaly
doporuc¢enim nadmi pouzitych dvou komeréné¢ dodavanych souprav pro piepis do cDNA viz
Tab ¢. 1 a Tab ¢. 2. Jako vstupni material byl u testu 1 pouZit roztok séra s inaktivacnim
pufrem. Kazdy vzorek byl zpracovan dvéma odliSnymi typy reagencii potiebnymi pro
reverzni transkripci, které byly oznaceny jako mix A a mix B (Tab ¢. 1 a Tab €. 2). Vzorky
byly inkubovany (pfepis do cDNA) pfi dvou odlisnych teplotnich podminkach dle manualu
vyrobce viz Tab ¢. 3 a Tab.C. 4. Po piepisu byly zpracovany metodou qRT-PCR. Objemy
reagencii a teplotni profily jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.Byla sledovana mira exprese miR-16 a

miR-155. Rozlozeni experimentu je znazornéno na Obrazku ¢. 10.

pifima RT-PCR ze séra

N=10
|zolace
s precipitaci )
do proteind /
Tag Man pRNA RT (LifeTech) ( WRNA ) iSeript (BIORAD)
N S l
l prepis )
cDNA S S cDNA
vzorky:1 2 . ... ...10 vzorky:1 2 . ... ... 10
/‘,..
Exprese v
| dupliktech

miR-155/ miR-16

Obrazek €. 10: Schéma zobrazeni prib¢hu analyzy — test1.
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Druha ¢ast experimentu (test 2) byla zaméfena na ovéfeni shody vysledktl relativni
kvantifikace miR-16 a miR-155 pomoci qRT-PCR (quantitative real-time PCR) pfi pouziti
dvou odlisnych izolacnich postupti cirkulujici miRNA ze séra. V prvnim pfipad¢ byly vzorky
izolovany komer¢ni soupravou NucleoSpin (Macharey-Nagel), ktera vyuziva kolonkovou
separaci miRNA. Druha byla pievzata metoda piimé reverzni transkripce, ktera byla pouzita
také v testu 1 (mix A). Analyza probihala u 10 vzorki pivodné zmrazeného sér zdravych
kontrol a to v triplikatech. U metody dRT byl vSak na rozdil od testu 1 striktné¢ dodrzen
postup pouzivany autory v ptivodnim ¢lanku viz kapitola 11.3.5. Postup analyzy je uveden na

obrazku ¢. 11.

Pouiiti dvou Izolaénich metod

N

NucleoSpin (

r

miRNA serum/plasma izol. kit)

v
TagMan-miRNA-RT

inkubace

3 h manualni prace, 2 h 20 min
pristrojova analyza

.

{
\

|
\

e

prepis

‘.‘\\

Exprese v
triplikatech

L~

A

Pfima RT-PCR

N

4

RT-PCR inkubace

Precipitat +
supernatant
obsahujicici LRNA
TagMan-miRNA-RT

l 10x fedéni
centrifugace

miR-155/ miR-16

Obrazek ¢. 11: Schéma zobrazeni pribéhu analyzy — test 2. Text oznaceny ¢ervenou a zelenou
barvou ukazujecas potfebny pro manualni zpracovani vzorka a Cas pristrojové analyzy u obou

postuptl izolace.
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11.2. Pouzity material a pfistroje

11.2.1. Specialni reagencie

Izolace miRNA:

- Izola¢ni souprava NucleoSpin miRNA Plasma (Macherey-Nagel)

- Precipitacni (deaktivacni) pufr pro pfimou reverzni transkripci: 2,5% Tween 20,

50 mmol/L Tris (Sigma-Aldrich), 1 mmol/L EDTA (Sigma-Aldrich)

- Isopropanol (Sigma-Aldrich)
Reverzni transkripce:

- TagMan MicroRNA reverse transcription kit (LifeTechnologies)

- TagMan microRNA assay 20x - primery miR-16, miR-155 (LifeTechnologies)
Relativni kvantifikace:

- TagMan Universal Master Mix Il, no UNG (LifeTechnologies)

- TagMan microRNA assay 20x - sondy miR-16, miR-155 (LifeTechnologies)

11.2.2. Obecné reagencie a spotiebni material

- RNase/DNase free PCR voda (Bioline)

- Sterilni RNase/DNase free plasty — 0,2 mL zkumavky, 1,5 mL a 2mL zkumavky,
$picky s filtrem (Eppendorf), 96 jamkové desticky - 0,2 mL (Bioplastics)

- Zakryvaci folie (Bioplastics)

11.2.3. Pouzité pristrojové vybaveni

- Termocykléry Eppendorf Pro S, Biorad T100

- Mrazak -20°C

- Centrifuga Eppenodrf 5804R a 5424 (Eppendorf)
- Laminarni box HeraSafe (Kaitrade)

- Light Cycler 480 (ROCHE)

- Agilent bioanalyser 2000 (Agilent)

- Chladici stojanky

11.3. Postupy pouzité v experimentu

11.3.1. Separace séra z plné krve
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Biologickym materidlem byla srazliva krev. Po odbéru byla srazend krev
centrifigovana pii 4000 rpm po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Izolované sérum bylo
rozdéleno do dvou alikvoti (2x 1ml do Sroubovacich zkumavek). Jeden alikvot byl pouzit
k okamzité analyze a druhy byl zmrazen pti -20°C pro validaci vysledkd a eventualni dalsi

diagnostické pouziti.

11.3.2. Pfevzaty a upraveny postup pfimé reverzni transkripce s pouzitim dvou
souprav pro piepis do cDNA — TEST 1

1. Rozmrazené sérum 10 pacientek bylo centrifugovano pii 4000 rpm 5 min.

2. Nasledné byly pripraveny dva master mixy A a B pro RT-PCR podle tabulky ¢. 1 a 2.
Do chlazené desticky byly takto piipravené roztoky po 10 ul rozpipetovany do 10
jamek pro mix A a do 10 jamek pro mix B.

3. 10 pl séra kazdé pacientky bylo nasledné smichano s 10 pl precipita¢niho pufru. Takto
vzniklé roztoky byly po 5 ul rozpipetovany do pfipravenych jamek obsahujicich dané
roztoky.

Tabulka ¢. 1: Piiprava master mixu A pro piepis do cDNA

Mix A. 1 reakce (ul) 11 reakci (ul)
100mM dNTPs 0,15 1,65
10x Reverse Transcription 15 16,5
buffer

RNase inhibitor 20U/ul 0,19 2,09
Nuclease-free water 4,16 45,76
Reverse transcriptase 50U/ul 1 11

5>§ RT primer (miR155 + 15+15 165 + 16,5
miR16)

Mix sérum + pufr 5

Celkem 15

Tabulka ¢. 2: Pfiprava master mixu B pro pfepis do cDNA

Mix B. 1 reakce (ul) 11 reakci (ul)
5x iScript Reaction Mix 4 44
iScript Reverse Transcriptase 1 11
RNase inhibitor 20U/ul 0,19 2,09
Nuclease-free water 6,81 74,91

5x_ RT primer (miR155 + 15+15 165 + 16,5
miR16)

Mix sérum + pufr 5

Celkem 15

4. Vzorky byly dale inkubovany dvéma zpusoby viz Tab ¢. 3 a 4.
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Tabulka €. 3: Pouzité inkubaéni podminky pro Master Mix - A

Mix A: Kit microRNA reverse
transcription kit — LifeTech (Cycklér
Epp Pro S)
16°C 30min
42°C 30min
85°C 5min
8°C hold

Tabulka €. 4: Pouzité inkubaéni podminky pro Master Mix - B

Mix B: Kit iScript — BIORAD (Cyklér
BIORAD)

25°C 5min

42°C 30min

85°C 5min

4°C hold

11.3.3. Ptiprava master mixu pro kvantitativni real-time PCR pro mix A amix B —
TEST 1

1. Nejprve byly ptipraveny master mixy A a B podle tabulky ¢. 5.

2. Do mikrotitracni desti¢ky bylo néasledné pipetovano 19,2 pul mixu A a 17,5 pl mixu B.

3. Do kazdé jamky mixu A bylo ptidavano 0,8 pl nefedéné cDNA jednotlivych vzorkd.
V ptipadé mixu B byla nejprve cDNA ziskana pii RT-PCR zfedéna 10x vodou a
nasledné centrifugovana pifi 9000 rcf Smin. Do pfislusnych pozic mikrotitraéni
desticky pro mix B bylo pipetovano 2,5 pl fedéné cDNA.

4. Analyza qPCR probéhla v real-time termocykcycléru LC480 (ROCHE) za podminek

uvedenych v tabulce €. 6.

Tabulka ¢. 5: Piiprava Master Mixu pro kvantitativni real-time PCR provedenou v

duplikatech.
Mix A Mix B

Master Mix 1 vzorek miR16 mMiR155 1 vzorek miR16 miR155

((11)) (uD) ((11)) (uD) (uD) (D)
Taq Man Universal
PCR Master Mix II 10 230 230 10 230 230
Nuclease-free water 8,2 188,6 188,6 6,5 149,5 149,5
Tag Man micro RNA 1 23 23 1 23 23
assay 20x - sonda
Rozpipetovat po 19,2 17,5
Pocet reakci 23
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Tabulka ¢. 6: Podminky pro kvantitativni PCR pouzité pro oba master mixy A i B a také

v testu 2.
Mix A +B (LC480 Roche)
50°C 2min
95°C 10min
95°C 15sec
60°C min } 40x

11.3.4. Postup izolace miRNA ze séra komerc¢ni kolonkovou soupravou
NucleoSpin — TEST 2

1. Do zkumavek bylo napipetovano 400 pl plazmy/séra kazdého z 10 vzorkd. Poté bylo
piidano 100 000x synteticky pfipravené cel-miR-39 (nafedéna ze zasobniho roztoku,
ktery je 100 pmol/ pl) a 120 pl lyzaéniho pufru (MLP). Vzorky byly vortexovany po
dobu 5 sec a inkubovan 3 min pfi pokojové teplot¢.

2. Nasledné bylo ke vzorkiim ptidano 40 pul pufru (MPP), votexovano 5 sec, inkubovano
1 min pti pokojové teploté a nasledné centrifugovano 3 min pii 11000 rcf.

3. Supernatanty vzorki, byly pfeneseny do Cistych zkumavek.

4. K témto supernatantim bylo pfidano 530 pul izopropanolu a vortexovéano 5 sec.

5. 650 pl kazdého vzorku z kroku 4 bylo pieneseno na kolonky umisténé v 10 Cistych
zkumavkach. Nasledn¢ inkubovano 2 min pii pokojové teploté a centrifugovano 30
sec pii 11000 rcf. Proslé filtraty byly vylity do opadu a kolonky opét umistény do
zkumavek. Poté byl pienesen i zbytek roztoku z kroku 4 a opakovan krok 5.

6. Na kolonky bylo naneseno 100 ul pufru (MW1) a vzorky byly centrifugovany 30 sec
pii 11000 rcf. Proslé filtraty byly vylity a kolonky opét vraceny do zkumavek.

7. Na kolonky bylo naneseno 650 ul pufru (MW?2) a vzorky byly centrifugovany 30 sec
pti 11000 rcf. Proslé filtraty byly vylity a kolonky opét vraceny do zkumavek.

8. Na kolonky bylo naneseno 250 pul pufru (MW2) a vzorky byly centrifugovany 2 min
pii 11000 rcf. Proslé filtraty byly vylity a kolonky opét vraceny do zkumavek. Pro
dokonalejsi vysuseni zkumavek byla centrifugace jesté jednou opakovana.

9. Kolonky byly pfeneseny do cistych 1,5 ml zkumavek. Na stiedy kolonek bylo poté
naneseno 30 ul RNase-free H,O. Probéhla inkubace 1 min pii pokojové teploté a
nasledna centrifugace 1 min pii 11000 rcf. Ziskané fitlraty obsahovaly miRNA, ktera
byla uskladnéna piti -20°C.
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11.3.5. PIné prevzaty postup pfimé reverzni transkripce s pouzitim soupravy
TagMan MicroRNA reverse transcription kit — TEST 2

1. Rozmrazena séra 10 zdravych Zen byla centrifugovana pti 4000 rpm 5 min.

2. 2,5 ul séra kazdé kontroly bylo nasledné smichano s 2,5 pul precipita¢niho pufru. Do
takto vzniklych roztokl po 5 ul byly pfidany ostatni reagencie potifebné pro RT (viz.
Tab. ¢. 1. Tyto vzorky byly inkubovany 2 h pii 37°C s naslednou 5 min enzymovou
inaktivaci pii 95°C.

3. Takto pfepsané cDNA byly nasledné¢ 10x zfedény vodou a centrifugovany pfi
pokojové teploté pii 9000 rcf po dobu 5 min (pro odstranéni vysrazenych proteinti).

4. Pii qRT-PCR byly vytvofeny triplikaty kazdého vzorku a do kazdé reakce bylo
ptidéno 2,5 pl natedéné cDNA.

11.3.6. Piiprava master mixu pro kvantitativni real-time PCR miR-155 u dvou

izolaénich metod pro cirkulujici miRNA — TEST 2

Pro relativni kvantifikaci byl jako referenéni gen pouzit miR-16, cilovym genem byla
miR-155. Prace probihala po celou dobu pfipravy a zpracovani vzorki na chladicim stojanku.
Pro kazdou specifickou miRNA byl pfipraven master mix. Skladba master mixii a jednotlivé

objemy reagencii jsou uvedeny v tabulce €. 7.

1. Nejprve byly pfipraveny master mixypro miR-16 a miR-155 podle tabulky &. 7.

2. Do mikrotitra¢ni desti¢ky bylo nasledné pipetovano 17,5 ul ptislusného master mixu.

3. Kazdy ze dvou master mixt (pro miR-16 a miR-155), byl ptipraven tak, aby mohla
probéhnout analyza kazdého vzorku v triplikatu.

4. Do pfislusnych jamek bylo nasledné ptidavano 2,5 pl 10x fedéné a centrifugované
cDNA.

5. Vzorkly byly analyzovany na pfistroji LC480 pti podminkach uvedenych v tabulce ¢.
6.
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Tabulka ¢. 7: Piiprava kvantitativni PCR pro miR-155 a miR-16 u dvou izola¢nich metod

Vv triplikatech.
1 | miR-155 | miR-16
Nazev reagencie vzorek
) 33 vzorki (ul)
TagMan Universal PCR Master Mix Il 10 330 330
Nuclease-free water 6,5 214,5 214,5
TagMan miRNA assay 20x - sonda 1 33 33

12. Vysledky:

Izolace miRNA probéhla celkem u 10 vzorka sér pacientek s karcinomem prsu a 10
zdravych control. Celkové bylo provedemo 200 reakei, 80 v ramci testu 1 a 120 v ramci testu
2.

Porovnanim vysledkd qRT-PCR mixu A a mixu B v testu 1 byly mezi obéma soubory
pro miR-16 zjistény rozdily v Cp hodnotach a to také v ramci nékterych duplikati v obou
mixech. Vysledky Cp hodnot u miR-155 nejsou hodnotitelné viz tabulka ¢. 8.

Vysledné Cp hodnoty u dvou izola¢nich postupti — testu 2 jsou shrnuty v tabulce €. 9.
Veskeré reakce byly provedeny v triplikatech. U izolace miR-155 pomoci komeréni soupravy
selhalo 19 reakcii (relativni kvantifikace) z celkovych 30 a u piimé RT-PCR selhalo 23
reakci. Vysoky pocet negativnich hodnot 1ze pozorovat take v ramci opakovani v triplikatech.
U exprese miR-16 selhala kvantifikace pouze jednou a to ve vzorku K5 pro mix B. Tato
chyba byla pravdépodobné zplisobena chybnym pipetovanim jiz pii ptipravé piepisu do
cDNA.

Cas potiebny pro manuélni zpracovani vzorki sér byl metodou piimé RT-PCR
zkradcen na tfetinu doby pouzivané u komercéni soupravy viz Obr. €. 11. Celkova doba

manudlniho zpracovani vzorki tedy byla zkracena ze 3 hodin na 50 minut.
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Tabulka ¢. 8: Vysledky srovnani Cp hodnot miR-155 a miR-16 u dvou souprav pro piepis do
cDNA pfi ptimé RT-PCR ze séra.Pro analyzu v duplikatech byly pouzité vzorky sér pacientek

s karcinomem prsu. Inv — neplatné.

Vysledky testu 1 - srovnani Cp hodnot miR-155 a miR-16 u dvou souprav pro prepis do cDNA
Mix A - LifeTech (Cp) Mix B - BIORAD (Cp)

&, vzorku miR-155 miR-16 | MiR-155/miR-16 | mjR-155 | miR-16 |MiR-155/miR-16
GB2 0 35|35 | 35 0 1 0| O 35 | 35 0 0
GB3 0 0 | 35| 35 0 0 0| 0 |3 | O 0 Inv
GB6 0 0 35 | 35 0 0 0| O 35 | 35 0
GB7 35 | 3 | 35 | 35 1 1 0| O 35 Inv
GBS 0 0 35 | 35 0 0 0| O 0 35 Inv
GB9 0 0 35 | 35 0 0 0] 3 | 35 0 0 Inv
GB10 0 0 |3 | 0 0 Inv |0| O 0 | 35 Inv 0
GB50 35 0 0 35 Inv 0 0| O 0 0 Inv Inv
GB68 0 35 | 35 | 35 0 1 0| O 0 35 Inv 0
GB79 0 0 35 | 35 0 0 0| O 35 0 0 Inv

Tabulka ¢. 9: Vysledky srovnani Cp hodnot miR-155 a miR16 u dvou izola¢nich postupil pfi
pouziti soupravy LifeTech pro ptepis do cDNA, Pro analyzu v triplikdtech byly pouzité

vzorky zdravych kontrol. Inv —neplatné

Vysledky testu 2 - srovnani Cp hodnot miR-155 a miR16 u dvou izola¢nich postupt

Komeréni souprava NucleoSpin (Cp) Prevzata metoda [Eéig;é RT-PCR ze séra
& vzorku | miR-155 miR-16 MIRAS MR- miR-155 miR-16 | miR-155/ miR-16
K1 0 3]0 35 35 (35| O 1 0] 0]0| O 0 [35(35]|Inv| O 0
K2 0 |35] 0 (334|334 |34| 0 03|03 |0| 03|35 |3 1 0 0
K3 35(35] 0 35 35 |35 1 1 013 |0]| 013 |3|35]| 1 0 0
K5 0 (35| 0] 35 35 |35| 0 1 0] 0|0 0] O0 |00 |Inv]Inv]|Inv
K6 0|0]O0 35 35 (35| O 0 0] 0]0]|3]3 |3 [35]| 0 0 1
K9 35| 0|0 }317]|316|32]| 0,1 0 0] 0]0]3]3 |3 |35]| 0 0 1
K11 0 |35] 0[334]335|33| 0 04 0] 0 |0|3(|3|3 |3 0 0 1
K12 0|0 ]3] 35 35 (35| O 0 113500 35353 1 0 0
K13 0 |35| 0342 (343 (35| 0 06 O[O0 (0| 0 |35]|3|3]| 0 0 0
K14 35| 0 | 35| 35 35 |35 1 0 110 (033 (3|35]| 0 0 1
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13. Diskuze:

Karcinom prsu je nejéast&js§im nadorovym onemocnénim u Zen v CR a jeho incidence
stale nariistd. Vétsina piipadl vznikd v pribehu zivota spontanné v dasledku pfimé (mutace v
DNA), ¢i neptimé (epigenetické zasahy, post-transkripéni regulace) interakce s prostfedim a
ovliviiyje tak miru exprese genli. Asi 5-10% piipadl ma hereditarni zaklad, vétSinou zalozeny
na germinadlni mutaci v genech oznacovanych jako BRCA1 a BRCA2.

MikroRNA spojené se vznikem nadort mtzeme rozdélitpodle jejich funkce podobné
jako strukturni genyna nadorové supresorové (se snizenou expresi) a onkogenni (se zvySenou
expresi). NekterémiRNA vSak nelze zaradit striktné do jedné z téchto kategorii a to z ditvodu
jejich zapojeni do slozitych siti molekularnich drah, kdy v jedné draze mohou fungovat jako
supresor a v jiné jako onkogen (Adams et al., 2007), podobné jako je tomu u enzymu
ucastnicich se biogeneze miRNA (Elbashir et al., 2001).

Vyhodou miRNA oproti jinym molekulam pouzivanym v soucasnosti v diagnostice
(proteiny, mRNA) je jeji vysoka stabilita, pfitomnosti ve vSech télnich tekutinach (krev,
sérum, mo¢, sekrety, aj.) a tkdnich a jeji selektivni uvoliiovani do cirkulace pfi rGznych
patologickych procesech, coz umoziuje neinvazivni diagnostické a terapeutické vyuziti téchto
molekul.

Od objeveni funkce miRNA v ramci regulace genové exprese doSlo k velkému
pokroku. Podle databdze miRBase, je u lidi zndmo vice nez 1400 téchto molekul a stéle
dochazi k objeviim novych. VétSina jiz prozkoumanych miRNA ma za cil regulaci gent
odpovédnych za diferenciaci, bunécnou proliferaci, pfezivani, angiogenesi a proto neni divu,
ze se uplatiuji ve své deregulované podobé také pii patologickych procesech vcetné
nadorového onemocnéni. Jak bylo uvedeno v kapitole 7. Patologické hladiny né&kterych
miRNA maji spojitost s agresivitou a metastazovanim u pacientl s onkologickym
onemocnénim. V této studii byla zjisténa souvislost mezi zvySenou hladinou proteinu Ago2 a
agresivngjSim typem nadoru prsu (Blenkiron et al., 2007a). Nicmén¢ vysledky ruznych praci
tykajici se relativni kvantifikace konkrétnich miRNA se nemusi vzdy shodovata to
z davodurozdilné molekuldrni histologické charakterizace pouzitych primarnich vzorkl a
postupil vyuzivanych pfi jejich zpracovani. Jako cilovou molekulu pro relativni kvantifikaci
ze séra jsme vybrali miR-155, jejiz zvysena exprese je davana do souvislosti S angiogenezi,
agresivitou a metastazovanim u karcinomu prsu (Kong et al., 2008).

V praktické ¢asti bylo provedeno srovnani dvou souprav pro piepis miRNA do cDNA

(TagMan, iSript) u vzorkt zmrazenych sér 10 pacientek s rakovinou prsu.
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Rozdily v Cp hodnotach, které byl zjistény pti porovnani vysledkti qRT-PCR mixu A
a mixu B v testu 1 mohly byt zplsobeny vyuzitim souprav iScript, ktera pivodné nebyla
urcena pro piepis miRNA do cDNA. Nelze vyloucit ani chybu v pipetovani, cemuz by také
odpovidaly rozdilné¢ vysledky Cp hodnot duplikati jednotlivych vzorkii (viz Tab. ¢. 8).
Vysledky Cp hodnot u miR-155 nejsou hodnotitelné pravdépodobné z diivodu chyby, ktera
mohla byt zptisobena nefunkénosti nékteré z reagencie/i. Z danych vysledku je patrné, ze pro
dalsi analyzu v testu 2 bylo mozné pouzit soupravu pro piepis do cDNA firma LifeTech.

Pii ovéfeni dvou zpusobu izolace miRNA ze séra v testu 2 soupravou NucleoSpin a
piimou RT-PCR, byla potvrzena zdvazna chyba, kterd se objevila také v testu 1 pfi expresi
miR-155.Vzhledem k tomu, Ze exprese miR-16 probéhla vpotadku mizeme vyloucit chybu
pipetovani i chybu pfistojovou. Je tedy velmi pravdépodobné, Ze tato chyba byla zpisobena
nefunk¢nosti nékteré z reagencie/i. Hodnorty Cp miR-16 ziskané po izolaci soupravou
NucleoSpin se téméf shoduji s hodnotami ziskanymi ptimou RT-PCR jak je patrno z tabulky
¢. 9. Lze tedy konstatovat, ze vysledky experimentii uvedenych v praktické casti bakalarské
prace potvrzuji zavéry Asaga et al. co se tyce funkénosti metodiky ptimé RT-PCR ze séra.
Metoda je tedy funkcni a lze ji vyuzit, jako rychlej$i, manudlné a finanéné méné narocnou
alternativou ke komeréné dostupnym izola¢nim soupravam. Pro potvrzeni téchto vysledka by
bylo vhodné provést analyzuna vét§im souboru vzorkd.

Selhani analyzy exprese miR-155 bylamohla byt zptisobena degradaci sond, které jsou
citlivé na teplotni zmény pii opakovanych cyklech zmrazovani, nebo v disledku plisobeni
svétla. Nicméné tomuto neodpovida jejich uchovavani, jelikoz reagencie byla pred zah4jenim
analyz alikvotovana do menSich objemil a zmraZena. Pro analyzu byly vzdy pouzity jen nutné
objemy, ostatni alikvoty nebyly rozmrazovany. Lze pfedpokladat také mozny rozpad primert,
protoze v tomto piipadé nebyly pouzivany alikvoty. Degradace primeru je ovSem méné
pravdépodobnd, nicméné moznd. Méfeni koncentrace cDNA, kterou bychom mohli ovéfit
pfipadné selhdni primerQi pro pfepis do cDNA vSak v tomto pifipadé neni mozné pouzit
z divodu duplexového usporadani reakce (spoleny piepis miR-155 a miR-16 do cDNA
V jedné reakci). Pro ovéfeni degradace bude proveden samosatny piepis pro miR-155. Vyssi
hodnoty Cp u miR-16 u pfimé RT-PCR by mohly byt snizeny zvétSenim objemu cDNA

pridavané reak¢éni smési pro qRT-PCR.
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14. Zavér

Zavérem lze shrnout, Zze mikroRNA vyraznym zptusobem zasahuje do procesu
karcinogeneze u nadoru prsu a do celé fady jinych fyziologickych i patologickych procest.
Uplatnuji se jako nédorové supresory i onkogeny ve slozitych sitich biologickych drah.
Kromé solidni tkané jsou tyto molekuly uvolfiovany také do télnich tekutin véetné krve, jsou
relativné snadno dostupné a vysoce stabilni, coz z nich ¢ini nadéjné molekuly pro vyuziti v
diagnostice jako minimalné inazivni markery.

Izolace mikroRNA zahrnuje velké mnozstvi pfistupi jez jsou finanéné i manudlné
narocné. Tyto limity by mohla pomoci pieckonat metoda pfimé RT-PCR, ktera vyraznym
zpusobém zkracuje dobu manudlniho zpracovani vzorkil a snizuje financni ndklady. Tato

prace potvrzuje funkénost této metody v praxi.
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