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CIiLE PRACE

1. Stanovit Groven exprese miR-15a, miR-16-1, miR-29 u CLL pacientt a jejich porovnani
s diagnostickymi daty
2. Vliv dexamethasonu na expresi miR-29

3. Vliv syntetické miR-29 na toxicitu vybranych xenobiotik



TEORETICKA CAST

1.UVOD

Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) patii vyskytem mezi nejcastéjsi leukemie
zapadniho svéta. I pres skutecnost, Ze existence tohoto onemocnéni je v povédomi vice nez 80
let ajejimu pochopeni bylo vénovano ohromné usili, stale nejsme schopni tuto nemoc tplné
vylécit a bohuzel nezndme ani podstatu jejiho vzniku. Kdyz byla pfed nedavnem objevena
vyznamna skupina reguldtorti genové exprese - mikroRNA, kterd by mohla hrat roli
Vv patogenezi nadorovych onemocnéni, byla pochopiteln¢ cast vyzkumu zabyvajiciho se
mikroRNA zaméfena také na chronickou lymfocytarni leukemii. Takto bylo v CLL
identifikovano nékolik mikroRNA, jmenovité miR-15a, miR-16-1, miR-29, miR-181, miR-34,
které ziejmé ovliviiuji patogenezi tohoto typu leukemie. Nicméné pro Gplné pochopeni podstaty
této nemoci je potfeba dohledat jesté velké mnozstvi faktord, at’ uz mikroRNA nebo jinych
molekul. My jsme se v této praci pokusili osvétlit alesponi vztah miR-15a, miR-16-1 a rodiny
miR-29 s CLL. V dalsi ¢asti se zabyvame xenobiotiky, ktera by mohla potencialné ovliviiovat
hladinu exprese miR-29, a naopak sledujeme vliv pozménéné exprese miR-29 na toxicitu
vybranych xenobiotik na HepG2 a HeLa buikach. Tyto poznatky mohou v budoucnu vést

k u¢inngjsi terapii CLL, ale i jinych malignich onemocnéni.



2. CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

2.1 Definice

Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) je charakterizovana jako vysoce variabilni
onemocnéni korelujici s nékolika biologickymi prognostickymi markery. Onemocnéni se
vyznacuje akumulaci klonalnich, maligné transformovanych vyzralych B-lymfocytd v krvi,
kostni dfeni, lymfatickych uzlinach, slezin€, jatrech a pfilezitostn€é i v jinych organech
(Chiorazzi et al., 2005). Ptes relativni morfologickou a imunofenotypovou homogennost ma
CLL extrémné variabilni pribéh, od indolentni choroby, ktera nekrati zivot a nevyzaduje 1écbu,
po agresivni onemocnéni s pomérné kratkou dobou pieziti i ptes intenzivni terapii (Jemal et al.,

2004).

2.2 Epidemiologie a etiologické souvislosti

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je nejcastéjsi leukemii dospélych na zapadni
polokouli, kde tvoii pfiblizné 30% vSech diagnostikovanych leukemii. V Dansku tvoii dokonce
35-40 %, naopak v Cin& a Japonsku jen 3-5 % viech leukemii (Redaelli et al., 2004). V USA
bylo v roce 2010 diagnostikovano 14990 novych ptipadt (8870 muzd, 6120 Zen) a 4390 Gmrti
(2650 muzd, 1740 Zen) na toto zhoubné onemocnéni (Amer.Canc.Soc., 2010). V Ceské
republice byla na uzemi Jihomoravského kraje k datu 31. srpna 2008 provedena analyza na 14
hematologickych pracovistich. K tomuto datu bylo diagnostikovano 540 pacienti s CLL (306
muzi, 234 Zen), prevalence tedy byla 48 pfipadi na 100 000 obyvatel. CLL je onemocnéni
pfevazné starsich lidi, jen zfidka se vyskytuje u mladSich 40 let, median v€ku pfi stanoveni
diagnoézy podle jihomoravské analyzy byl 65 let (Panovska et al., 2010). CLL je 2x Cast&jsi u
muzl nez u zen, Zzeny vSak ziji déle a tato choroba u nich kulminuje o 6 let pozdé&ji, proto se
nakonec vyrovnaji soucty incidenci CLL u vSech muzii a zen (Mayer & Stary, 2002). Pomér
v Jihomoravském kraji byl 1,3:1 (Panovska et al., 2010).

I ptes rozsahly vyzkum zabyvajici se CLL, je pfi¢ina vzniku stale neznama. Nebyla
prokazéana souvislost s infekci, imunodeficienci nebo jinymi zevnimi vlivy, ani s plisobenim
radioaktivniho zafeni ¢i alkyla¢nich cytostatik, jak je obvyklé u jinych typa leukemii. Pouze je
znam vyssi vyskyt u pracovnikil v zemédélstvi a u lidi, ktefi jsou v kontaktu s azbestem a
chemickymi rozpoustédly (Adam et al., 2008). Familiarni vyskyt CLL je vzacny. Pfimi ptibuzni
maji oproti primérné populaci 3x vyssi pravdépodobnost ziskat tuto chorobu nebo jiné

lymfoproliferativni onemocnéni (Mayer & Stary, 2002).
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2.3 Klinicky obraz a prubéh nemoci

Tato diagndza je Casto stanovena zcela ndhodné pii vysetieni krevniho obrazu, jelikoz
muize mit az desetileti trvajici bezptiznakové obdobi. Jedinym znakem je lymfocytosa, coz je
zvySeny pocet lymfocytd v krvi. Jiné formy mohou mit naopak priubéh agresivni, kdy se stav
nemocného rychle zhorSuje a obvykle jej pfivede ke stanoveni diagndzy vySetfeni pro
symptomy, jako je nocni poceni, ubytek hmotnosti ¢i zvySena teplota (Adam et al., 2008).
K Castym ptiznaklim patfi:

e Lymfadenopatie — mnohocetné zvétSeni uzlin, obvykle jiz z pocatku generalizované,
postihuje uzliny krku, axil a tfisel. Méné vyraznd je abdomindlni lymfadenopatie
v mediastinu.

e Splenomegalie a hepatosplenomegalie — zvétsena slezina se vyskytuje u 50% nemocnych
jiz v po¢atku nemoci. Hepatomegalie je mén¢ Casta.

e Infiltrace mimouzlinovych tkani — malokdy vyvolava symptomy. Nejcastéji se udava
infiltrace kiiZe a tonzil, méné Casto zaZivaciho traktu, plic, pleury, CNS, ledvin a kosti.

e Anémie — chudokrevnost je nejcastéjsi komplikace CLL. Pro 1é¢bu je nutno peélivé
analyzovat etiologii.

e Imunosuprese — pokles aktivity protilatkové imunity mutze byt zplisoben nékolika
pticinami. Bunky CLL produkuji cytokinin TGF f, ktery inhibuje proliferaci
imunoglobulint. Pokles aktivity T-bunééné imunity, je zpusobena poruchou T-lymfocytt
(NK, LAK-bungk). Pokles neutrofilti pti progresi onemocnéni.

e Pfitomnost monoklonalniho imunoglobulinu — M-Ig miZe poskozovat organismus
vyvolanim glomerulonefritidy, nefrotického syndromu nebo zasahovat do koagula¢ni
kaskady.

e ZvysSeni viskozity krve vlivem lymfocyti — pti vysokych poctech lymfocyti (500-
1000.10%1) poruchy prokrveni.

e Transformace v lymfoproliferativni onemocnéni vyss$i malignity — u 3-5 % nemocnych
dojde k transformaci obvykle v difuzni velkobunéény lymfom (Richterdv syndrom) nebo
Vv prolymfocytarni leukemii se zménou morfologie lymfocyta.

(Adam et al., 2008)

2.4 Imunofenotyp CLL

Imunofenotypizace CLL je zakladnim diagnostickym prvkem, pomoci kterého
dokazeme odlisit CLL od jinych malignich zvratl. Provadi se pomoci pritokové cytometrie. Pro
bunky CLL je typickd pfitomnost povrchového imunoglobulinu (slg), nejcastéji slgM nebo
slgD, ale intenzita jeho exprese je slaba. Spole¢né znaky B-lymfocytarni fady jsou CD19,

CD20, CD24, CD37, CD40 a CDA45RA. Antigen CD9, pfitomny na normalnich pre-B-

-11 -



lymfocytech, je nalézan jen u <20% piipadi CLL. Pro bunky CLL je typicka pfitomnost CD5
antigenu, ktery se fyziologicky nachazi jen na T-lymfocytech, druhym typickym znakem je
pritomnost antigenu CD23, coz je nizkoafinitni Fc-IgE receptor, ktery je vzacné nalézan i na
jinych malignich B-lymfocytech. CD22 a FMC7 se vyskytuji jen velmi vzacné nebo vibec.
Antigen CD35 je pfitomny na normalnich B-lymfocytech, ale na CLL bunkach se nevyskytuje.
CD79b je u CLL obvykle negativni a u ostatnich lymfocytickych leukemii je pozitivni. Ke
stanoveni diagnézy CLL byl ur€en skdérovaci systém, ktery hodnoti 6 znakl (slg, CD5, CD23,
FMC7, CD22 a CD79b) (Adam et al., 2008).

2.5 Molekularni patogeneze

Chronicka lymfocytarni leukemie je charakterizovana akumulaci monoklonalnich
CD5+CD23+CD27+slg™ B-lymfocyti v periferni krvi, kostni dfeni a lymfatickych organech.
Pfes morfologickou a imunofenotypovou homogennost ma CLL vyrazné variabilni klinicky
prabéh. S variabilitou zfejmeé souvisi pfitomnost/absence somatickych hypermutaci ve variabilni
oblasti tézkého fetézce B-bunééného receptoru (IgVH), diky kterym délime CLL na dva
subtypy (Mraz et al., 2010a). Pfedpoklada se, ze pro patogenezi CLL je zasadni vliv antigenni
stimulace. Po stimulaci antigenem dochazi ke klonalni expanzi B lymfocytt, ty putuji do
germinalniho centra, kde je B-bunéény receptor (BCR) upraven somatickou hypermutaci, jejimz
vysledkem je vyss$i afinita protilatek pro antigen. Polovina piipadi CLL, kde prob&hla
somaticka mutace IgVH genu, vznikla po setkani s antigenem a jevi se jako prognosticky
ptizniva. Druha skupina, ktera nema mutovany IgVH gen, je odvozena z bunék, které neprosly
germinalnim centrem (Brejcha, 2010). Pfitomnost somatickych hypermutaci v IgVH je jednim
zZ nejcastéji vyuzivanych prognostickych markerd. Analyzou genové exprese bylo zjisténo, ze se
buiiky s mutovanym a nemutovanym IgVH odlisuji v expresi pouze nékolika desitek genti a Ze
oba subtypy jsou odvozeny z pamétovych bunék (Klein et al., 2001). Studium patogeneze CLL
by se dalo shrnout do 3 skupin: signalizace pfes BCR, naruseni apoptotickych drah a tloha
mikroprostiedi (Mraz et al., 2010a).

2.5.1 B-bunécny receptor a jeho signalizace

B-bunécny receptor (BCR; B-cell receptor) je vystaven na povrchu zralého B-
lymfocytu, kde slouzi k rozpoznani antigenu a néasledné tvorbé protilatek, coz je tentyz protein
v solubilni formé. Signalizace prostiednictvim BCR je nezbytnd pro pfeziti a proliferaci
normalnich i nddorovych B-lymfocytd (Mréz et al., 2010a). Variabilita BCR vznika ptestavbou
subgenil pro V, D a J oblasti té¢zkych a V, J oblasti lehkych fetézct imunoglobulini a ndhodnym
vélenovanim HCDR3 oblasti (heavy chain complementarity determining region 3) (Murray et

al., 2008). Dulezitou roli pfi vzniku IgVH hraje enzym AID (activation-induced cytidine
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deaminase), ktery do né¢j vnasi somatické hypermutace a tim zvySuje specifitu produkovanych
protilatek. Na zakladé mutace IgVH mizeme pacienty s CLL rozdélit na dvé skupiny:
s mutovanym IgVH (median pteziti 25 let) a nemutovanym IgVH (medidn preziti 8 let).
Porucha AID miize vnaset nezddouci mutace i do jinych genti napiiklad BCL6 a C-MYC u
lymfomut (Nilsen et al., 2005). Vnesenim hypermutaci mize také dojit k inaktivaci genu p53
(Malc¢ikova et al., 2008).

Cytoplazmatickou signalizaci BCR zprosttedkovavaji pfevazné Lyn a Syk kinasy. Jejich
aktivaci se prenasi signdl na dalsi signalni molekuly. Jedna z kli¢ovych signalnich molekul je
fosfatidylinositol-3-kinasa (PI3K) a fosfolipasa C (PLC). PI3K tvoii fosfatidylinositol-3,4,5-
trifosfat (PIP3), ktery aktivuje AKT kinasu a dalsi signalni molekuly. Aktivace PLC vede
k uvolnéni intracelularniho Ca®* a aktivaci protein kinasy C (PKC). Signalni kaskada tvorena
extracelularnim signalem (ERK) aktivuje MAPK (mitogen-activated protein Kinases), zahrnuje
jaderny faktor NF-«xB, ktery také aktivuje AKT kinasu (Niiro & Clark, 2002). AKT kinasa
nasledné zvySuje hladinu anti-apoptotického proteinu z rodiny Bcl-2, kterym je Mcl-1. Kinasa
AKT muze byt také aktivovana proto-onkogenem Tcl-1, jehoz zvySena exprese byla pozorovana
u 90% pacientt s CLL (Herling et al., 2006). BCR signalizace na membrané se ucastni také
molekuly ZAP-70 (70-kDa zeta-asociovany protein) a CD38, jejich vyskyt je asociovan
pfevazné s nemutovanym IgVH a s tim souvisi agresivngjs$i pribéh onemocnéni, proto jsou
nejcastéji vyuzivanymi prognostickymi markery (Scielzo et al., 2006). Signalni draha je
naznacena na obrazku 1. Pacienti s nemutovanym IgVH a vyssi hladinou ZAP-70 a CD38
Gast&ji reaguji na aktivaci BCR fosforylaci Syk a uvoln&nim intracelularniho Ca?*, zatimco
bunky pacientll s mutovanym IgVH setrvavaji ve stavu anergie, ktery je povazovan za disledek
chronické stimulace autoantigenem (Zupo et al., 1996). U CLL byla popsiana abnormalni
aktivace Lyn a Syk kinas, které prenaseji anti-apoptoticky signal bez vazby antigenu na
receptor. Inhibice téchto kinas vedla k apoptose CLL bunék (Gobessi et al., 2009).

ZAP-70 je tyrosin kinasa, ktera byla donedavna povazovana za signalni molekulu
vyhradné pro T-lymfocyty. Nicméné pozdé&ji se ukazalo, ze ZAP-70 je exprimovana také na B-
lymfocytech pievazné s nemutovanym IgVH genem u CLL (Scielzo et al., 2006). ZAP-70 je
strukturnim homologem Syk kinasy a pravdépodobné neptfimo pfes jiné asociované molekuly
moduluje BCR signalizaci (Chen et al., 2002). Toto tvrzeni podpofil experiment vneseni ZAP-
70 do CLL bungk, coz vedlo Kk silné aktivaci Syk, ERK a AKT kinas, tedy stejnych signalnich
molekul jako pro BCR signalizaci (Chen et al., 2005a). A pirekvapivé to potvrdila také
skute¢nost, ze po stimulaci BCR nedojde k aktivaci (fosforylaci) ZAP-70, ptestoze signalni
drahy (Syk, ERK, AKT) byly aktivovany (Gobessi et al., 2007). Shorsi prognozou je
asociovana také exprese molekuly CD38 (Shanafelt et al., 2004). Povrchovy antigen CD38 je
zapojen do BCR signalizace a spolupracuje s ZAP-70, coZ se odraZi na hor§i prognoze pacienti
CD38+/ZAP-70+ ve srovnani s pacienty CD38+/ZAP-70- (Deaglio et al., 2007).
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pro-proliferacni :
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Obrazek 1 Molekularni defekty, které umoziuji CLL buikam piezit. PferuSované - aberace v apoptotickych drahach.
Plna ¢ara — prevaha anti-apoptotickych molekul (Mraz et al., 2010a).
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2.5.2 Naruseni apoptotickych drah

Apoptosa u normalnich B-lymfocyt je pfisné regulovana. Pamétové buiiky dlouhodobé
prezivaji a B-lymfocyty se slabou vazbou antigenu zanikaji. CLL je onemocnéni, ve kterém B-
lymfocyty ptili§ neproliferuji, ale spiSe setrvavaji v Gy fazi bunécného cyklu. Defekty, které
umoziuji témto bunkam piezit, jsou aberace v apoptotickych drahach a relativni pfevaha anti-
apoptotickych molekul. V souvislosti s narusenou apoptosou je dlouhou dobu studovana
zvysena exprese pro a anti-apoptotickych proteini rodiny Bcl-2 (Mraz et al., 2010a). U zadného
nadorového onemocnéni neni exprimovana tak vysoka hladina Bcl-2 jako u CLL. CLL je
charakterizovana jako Bcl-2 zavislé onemocnéni (Del Gaizo Moore et al., 2007). Bcl-2 rodina je
charakteristicka pritomnosti BH domén a obsahuje pro-apoptotické a anti-apoptotické molekuly,
jejichz vzajemné interakce rozhoduji o aktivaci apoptosy. Samotny Bcl-2 protein je u CLL
exprimovan ve velmi vysoké hlading, coz nebylo zatim vysvétleno (Hanada et al., 1993).
Jelikoz jsou ale CLL buiky stale citlivé k latkim navozujicim apoptosu, neblokuje Bcl-2
apoptosu nevratné¢ (Keating et al., 2005). Samotna hladina Bcl-2 nebyla prokazana jako
prognosticky marker, ale pro osud CLL buriky je klicovy pfedev§im pomér proteint Bcl-2 a
Bax, kdy Bax je pro-apoptoticky protein (Thomas et al., 1996). U CLL byla také popsana vyssi
hladina Mcl-1 proteinu, ktery inhibuje dal$i aktivatory apoptosy a nese sebou agresivnéjsi
fenotyp (Kitada et al., 1998). Dalsi defekty apoptosy mohou byt zptisobeny mutaci nadorového
supresoru p53 a ATM kinasy. Za normalnich okolnosti je v disledku poskozeni DNA aktivovan
p53 ATM kinasou, ktery nasledné aktivuje transkripci pro-apoptotickych proteind, jako napf.
Bax (obrazek 1). Pacienti sdefektem p53 tvofi podskupinu s vyrazné agresivnéj$im
onemocnénim a Spatné reaguji na cytotoxickou terapii (Malc¢ikova et al., 2009). Dalsi pro-
apoptoticka molekula, u které byla popsana porucha u CLL, je DAPK1 (death-associated
protein kinase 1), byla zjisténa mutace v promotoru DAPK1 a jeji promotor byl methylovan

(Blum et al., 2009).

2.5.3 Uloha mikroprostiedi

Na patogenezi se kromé poruseni vnitinich regulaénich mechanismu B-lymfocyti podili
také porucha externi regulace. Stézejni vyznam mikroprosttedi pro preziti CLL bunék je jasné
patrny pfi jejich kultivaci in vitro, kde bez kontaktu s podpirnymi bunkami spontanné umiraji
(Mraz et al., 2010a). Tento fakt lze vysvétlit interakcemi malignich bunék s T-lymfocyty,
stromalnimi buikami, ,nurse-like* bunkami, endoteliemi a dendritickymi buitkami
v mikroprostiedi kostni dfen€, lymfatickych uzlin a sleziny, kde jsou chranény proti apoptose a
stimulovany ke zvysené proliferaci (Smolej, 2010).

Vyznamnou roli v interakci s mikroprostfedim maji chemokiny. CLL lymfocyty maji
exprimovan receptor CXC4R a stromalni a podplirné (,,nurse-like) bunky secernuji ligand

CXCLI12. Tato signalni draha hraje zasadni roli pfi sméfovani malignich bun¢k do vyhodného
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mikroprostiedi (Burger & Kipps, 2006). Mezi nejdulezitéjsi interakce mikroprostiedi patii
CD40-CD40 ligand, ktery vykazuje zvySenou expresi na T-lymfocytech v pseudofolikulech
(von Bergwelt-Baildon et al., 2004). Dalsi signalni draha tcastnici se migrace a proliferace je
draha CD31/CD38/ZAP-70. K ZAP-70 vedou také signaly z BCR receptoru po stimulaci
antigenem (Pleyer et al., 2009). Molekula CD49d je povrchova adhezni molekula CLL, ktera se
vaze na VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) v proliferaénich centrech, coz vede ke
zvysené viabilité¢ bun€k (Zucchetto et al., 2009). Interakce mezi B-lymfocyty a mikroprostiedim

jsou znazornény na obrazku 2.

N -

Stromalni bunka, "nurse-like"” bunka,
dendriticka bunka, endotelie

VCAM-1
antigen

~—
- «/‘
N’

Lymfocyt CLL

P N

Obrazek 2 Prehled dilezitych interakci mezi receptory a ligandy v mikroprostiedi dien¢ a lymfatickych organt
(Smolej, 2010).

Angiogeneze je mnohastupriovy proces tvorby novych cév, ktery se podili na progresi
CLL zvySenym pfisunem zivin a ochranou proti apoptose. Kli¢ovou podminkou pro vznik
novych cév v organismu je nerovnovaha mezi novotvorbou cév a jeji inhibici (Smolej, 2010).
Angiogenni procesy jsou vysledkem interakci CLL bunék s endoteliemi, ale i dal§imi
bunéénymi typy. Lymfocyty jsou schopny produkovat $irokou paletu pro- i anti-angiogennich

vvvvvv

pro fibroblasty — bFGF.
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2.6 Prognostické faktory

Jelikoz je CLL onemocnéni s velice heterogenni prognozou, je tieba odlisit skupinu
pacient s indolentnim onemocnénim a pacienty s horsi prognozou, u kterych je potfeba zahgjit
1écbu ve spravném okamziku. Proto se dnes hledaji nové prognostické markery, které spolecné
s témi klasickymi pomohou rozdélit pacienty na optimalni skupiny a navrhnout efektivni terapii

(Kozak, 2010b).

2.6.1 Klasicke prognostické faktory

Mezi klasické prognostické faktory CLL patii klinické stadium, pohlavi, vék nebo
zdvojovaci €as lymfocytt (LDT, lypmhocyte doubling time). Pro klasifikaci stupné pokrocilosti
choroby a velikosti masy malignich bun€k se pouzivaji kriteria, které definovali Rai a Binet

(Mayer & Stary, 2002). Klasifikace podle Raie je popsana v tabulce 1.

Tabulka 1 Klasifikace klinického stadia podle Raie.

Stadium Znaky Median preziti (roky)
0 Pouze lymfocytosa v periferni krvi a kostni dfeni 12-15
| Lymfocytosa a lymfadenopatie 9
I Lymfocytosa a splenomegalie nebo hepatomegalie 5
1] Lymfocytosa a anémie, konc. hemoglobinu <110 g.l'1 <1-2
v Lymfocytosa a trombocytopenie, pocet trombocytl <100 x 10°.1" <1-2

Prevzato z Mayer & Stary, 2002.

Klasifikace klinického stadia podle Bineta je zalozena na poctu postizenych oblasti
definovanych pfitomnosti zvétSenych lymfatickych uzlin vétSich nez 1cm nebo organomegalii a
toho, zda je pfitomna anémie nebo trombocytopenie (Kozak, 2010b). Klasifikace podle Bineta

je popsana v tabulce 2.
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Tabulka 2 Klasifikace klinického stadia podle Bineta.

Stadium Znaky Median preziti (roky)

A Jsou splnény podminky 1, 2 a 3: 8
1. pocet postizenych oblasti <3
2. koncentrace hemoglobinu 2100 g.l'l
3. poéet trombocytd =100 x 10°.1™

B Jsou splnény podminky 1, 2 a 3: 8
1. pocet postiZzenych oblasti 23
2. koncentrace hemoglobinu 2100 g.l‘:L
3. poget trombocytt 2100 x 10°.1"

C Bez ohledu na organomegalii je spIlnéna jedna nebo obé podminky: 2
1. koncentrace hemoglobinu <100 g.l'l
2. pocet trombocytd <100 x 10°.I"

Definice postizenych oblasti:
e uzliny hlavy, krku, lymfaticka tkan Waldeyerova okruhu
e unilaterdlni nebo bilateralni postizeni axilarnich uzlin
e unilaterdlni nebo bilateralni postiZeni tfiselnych a povrchovych femordlnich uzlin
e hmatnd zvétsend slezina

e hmatna zvétsena jatra

Prevzato z Mayer & Stary, 2002.

Dalsim prognostickym markerem je zdvojovaci ¢as lymfocytti (LDT), to je doba, za niz
dojde k nartstu lymfocytt v periferni krvi o 100 % pivodni hodnoty. Pacienti, u kterych je LDT
del$i nez 12 meésict, maji velmi dlouhé pieziti (Kozak, 2010b). Pohlavi a v€k jsou také
prediktory prognozy. Pacienti s CLL maji krat$i pieziti nez pacientky, pfitom biologicka
podstata tohoto rozdilu neni vysvétlena (Molica, 2006). Star$i pacienti maji sice absolutni

preziti krat$i nez mladsi pacienti, ale relativni pfeziti maji delsi (Molica et al., 1994).

2.6.2 Nove prognostické faktory

2.6.2.1 Molekularni cytogenetika

Obecné je vznik nadorového onemocnéni podminén zménami v bunééném cyklu a to
bud’ nadbytkem proto-onkogenti, nebo nedostatkem nadorovych supresorti. S tim souvisi zmény
na strukture DNA, kde ve vétSiné piipadi dochazi k mutacim, delecim, translokacim, ¢i
dokonce ke zméné celkového pocétu chromosomi. Tyto zmény jsou detekovatelné pomoci
molekularni cytogenetiky, kterd umoznuje odhalit dalsi prediktivni faktory v fadé onemocnéni.
U chronické lymfocytarni leukemie byla nalezena fada chromosomovych zmén, diky kterym
mizeme rozdélit pacienty do riznych prognostickych skupin. Nejcastéji identifikované
chromosomové aberace u CLL jsou delece 13ql4, trisomie 12, delece 11q, delece 17p13
(Berkova & Michalova, 2010).

Delece dlouhych ramen chromosomu 13 je nejcastéjsi zmeénou, kterd se vyskytuje u vice

nez 50 % pacientt s CLL, z toho jesté tfetina spole¢n¢ s jinou aberaci. Ostatni delece CLL jsou
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monoalelické, tato delece je ve Ctvrting ptipadi bialelicka nebo v kombinaci s monoalelickou.
Nekolik studii potvrdilo, ze vyskyt monoalelické delece 13q14 jako jediné aberace souvisi
S ptiznivym pribéhem onemocnéni, u bialelické delece se to vSak nepotvrdilo (Chena et al.,
2008). Cetnost deleci vedla k myslence, Ze se V této oblasti nachazi nadorovy supresor, jehoz
nepfitomnost ma vyznam v patogenezi CLL. V této oblasti se nachazi RB-1 gen, ale nebyla
prokazana zadna souvislost s etiopatogenezi choroby (Dohner et al., 1994). Stale vétsi pozornost
je vénovana miR-15a a miR-16-1, které se nachazi v této oblasti a reguluji anti-apoptoticky
protein Bcl-2, vice o nich bude zminéno v kapitole miRNA u CLL (Cimmino et al., 2005).

Trisomie chromosomu 12 je detekovdna u 10-25 % pacientl. I pfes velké mnozstvi
studii, které se touto klonalni numerickou zménou zabyvaly, jeji prognosticky vyznam zlstava
stale nejasny (Hamblin, 1997).

Delece 11922-g23 se vyskytuje u 10-20 % nemocnych s CLL a spole¢né s deleci 17p13
ptedpovida rychlou progresi a velmi Spatnou prognézu onemocnéni. V této oblasti se nachazi
gen pro protein ATM, ktery v diisledku poskozeni DNA aktivuje nddorovy supresor p53.
Absence ATM tedy muze vést k naruseni p53-dependentni apoptotické drahy (Pettitt et al.,
2001). U té&chto bun€k byla prokdzana také zvySena rezistence k cytotoxickym
chemoterapeutikim (Austen et al., 2007).

Cetnost mutace 17p13 je 10-15 %. V této oblasti se naléza gen pro nadorovy supresor
p53 a v piipad¢€, Ze neni tato oblast deletovana, je u naprosté vétSiny pacientl mutovana, coz
vede ke stejné Spatné prognoze. Tento Casty vyskyt mutaci souvisi mimo jiné také se Spatnou

odpovédi na terapii a chemorezistenci (Zenz et al., 2008).

2.6.2.2 Mutaéni stav IgVH

Somatickd hypermutace ve variabilni oblasti téZkého fetézce B-bunééného receptoru
rozliSuje pacienty na dvé skupiny s odliSnou prognézou. Pacienti s mutaci IgVH maji vyrazné
leps$i prognézu nez pacienti s nemutovanym IgVH. Somatické hypermutace se fyziologicky
odehrévaji v germinalnich centrech a predpoklada se, ze mutované IgVH charakterizuje subtyp,
u n&jz prosly leukemické buniky germinalnim centrem (Hamblin et al., 1999). Dalsi vyznamna
souvislost s nepfiznivou prognézou byla zjisténa u mutovaného IgVH a genu VH3.21, u kterych

byl zjistén Casty vyskyt mutace p53 (Rassenti & Kipps, 2000).

2.6.2.3 CD38 a ZAP-70

CD38 ma funkci jak enzymu, tak receptoru. Pivodné nalezend souvislost mezi
nemutovanym IgVH a vyss§i expresi CD38 vedla k myslence, Zze by CD38 mohl nahradit té¢Zko
stanovovany parametr IgVH. Tato myslenka se vSak nepotvrdila, nicmén¢ potvrdilo se spojeni

vyssi exprese CD38 se $patnou progndézou CLL a CD38 se stal nezavislym prognostickym
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znakem (Hamblin et al., 2000). Prahova hodnota pro ureni pozitivity, respektive negativity
v expresi znaku byla stanovena na 30 % (Ghia et al., 2003).

Na zaklad¢ expresniho profilovani CLL byla popsana zvySena intracelularni exprese
ZAP-70 v bunkach s nemutovanym IgVH. Podobn¢ jako v pfipadé CD38, také u ZAP-70 se
pivodni konkordance nepotvrdila, nicméné zvySena exprese ZAP-70 ma pouze negativni
prognosticky vyznam. U pacientll s nemutovanym IgVH a ZAP-70- je lepsi prognéza oproti
pacientd s nemutovanym IgVH a ZAP-70+ a u pacient s mutovanym IgVH a ZAP-70+ je horsi
oproti pacientim s mutovanym IgVH a ZAP-70-. Podobny vliv byl nalezen v kombinaci
s CD38, kdy pacienti s CD38+ a ZAP-70+ maji nejhor$i prognozu a pacienti s CD38- a ZAP-
70- maji nejlepsi (Del Principe et al., 2006).

2.6.2.4 Sérové markery a dalsi prognostické znaky

V séru CLL pacienti bylo nalezeno mnozstvi markerti, jejichz zvySend hladina je
obvykle spojena s agresivnéj§im prib&hem onemocnéni a s hor§i prognézou. Mezi nejcastéjsi
patii laktatdehydrogenasa (LDH), B, mikroglobulin (M), solubilni CD23, CD27, CD44 a
thymidinkinasa (TK).

Dalsi prognostické faktory jsou markery angiogeneze. Vyssi hladina VEGF, bFGF,
receptory pro VEGF a matrix metaloproteinasy 9 (MMP-9) jsou spojeny s pokrocilym
klinickym stadiem CLL a ¢asnou progresi (Kozak, 2010b).

2.7 Terapie CLL

Chronicka lymfocytarni leukemie je povazovana za nevylécitelné onemocnéni, u néhoz
i moderni chemoterapie pouze mirni pfiznaky a doc¢asné tlumi progresi onemocnéni. Nicméné
dnes pouzivané kombinace cytostatik s monoklonalnimi protilatkami a alogenni transplantace
krvetvornych buné€k maji slibné vysledky v odpovédi na 1é¢bu a navozeni kompletni remise

(Kozik, 2010a).

2.7.1 Chemoterapie

2.7.1.1 Alkyla¢ni cytostatika

Alkylacni cytostatika byla prvnim lé¢ebnym prostfedkem s potencidlem navodit remisi
choroby. Nejcastéji byl pouzivan chlorambucil, ktery lze uZivat peroralng, avSak v monoterapii
ma velmi pomalu nastupujici uc¢inek (Adam et al., 2008). Mén¢ uzivanym, ale stejné uc¢innym
jako chlorambucil, je cyklofosfamid. Lécebny ucinek je stejny s relativné vysokym poctem
odpoveédi, ale se zanedbatelnym poctem kompletnich remisi (Kozak, 2010a). Relativng lepsi

vysledky vykazuje bendamustin, ktery ma nejen alkyla¢ni vlastnosti, ale také indukuje apoptosu
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nezavisle na p53 (Roue et al., 2008). Efektivnéjsi ucinky umoznuje kombinovana chemoterapie.
Nejcastéji pouzivana je kombinace vinkristin, cyklofosfamid a prednison (COP) nebo vinkristin,
adriamycin, cyklofosfamid a prednison s akronymem (CHOP). Tato 1écba dosahuje 1é¢ebné
odpoveédi rychleji, neni vSak prokazano, Ze by dosahovala delSiho preziti nez 1é¢ba samotnymi

alkyla¢nimi cytostatiky (Adam et al., 2008).

2.7.1.2 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy indukuji v jadie fyziologickych, ale i1 patologickych lymfocyta
apoptotickou smrt buriky (Adam et al., 2008). Patii mezi né prednison, methylprednison nebo
dexamethason a jsou pouzivany v 1é¢b¢ autoimunitnich cytopenii. Tyto latky maji lymfolyticky
efekt a v relativné kratké dobé vedou k ustupu lymfadenopatie a splenomegalie. Jejich G¢inek
neni zavisly na apoptotické draze spojené s p53. Nejcastéji se pouzivaji v kombinaci

s monoklonalnimi protilatkami (Kozak, 2010a).

2.7.1.3 Purinova analoga

Fludarabin je adenosinovy analog a navodi vysoky pocet odpovédi a dokaze navodit
nezanedbatelny pocet kompletnich remisi. Mnohem u¢innéjsi je vSak v kombinaci s alkyla¢nimi
cytostatiky. Kombinace s chlorambucilem byla zatizena nadmérnou toxicitou, ale kombinace
s cyklofosfamidem (FC) vede k vyznamné vys$§imu pocétu odpovédi a kompletnich remisi nez
monoterepie. FC kombinace ma typicky synergicky efekt, kdy fludarabin zabranuje opraveé
DNA poskozené cyklofosfamidem (Eichhorst et al., 2006).

Kladribin (2-chlordeoxyadenosin) ma srovnatelny efekt s fludarabinem. Samotna
kombinace s cyklofosfamidem (CC) neméla vyrazny Gcinek, ale kombinace s mitoxantronem
(CCM) vedla k vyznamné vy$§imu poctu 1é¢ebnych odpovédi a kompletnich remisi, nicméné je

zatiZzena vét§im mnoZstvim infekci (Robak et al., 2006).

2.7.1.4 Monoklonalni protilatky

Monoklondlni protilatky pfedstavuji novou skupinu protinddorovych piipravkl, jez
pusobi cilené na naddorovou bunku a dovedou indukovat jeji zanik odliSnymi mechanismy od
ucinki cytostatik.

Alemtuzumab (humanizovana anti-CD52 monoklonalni protilatka) je namifena proti
antigenu CD52 vyskytujicim se na povrchu vSech B i T-lymfocyti véetné naddorovych bunck
CLL. Pfesny mechanismus G¢inku neni znam. Mechanismy piisobeni protilatky jsou zaloZeny
na aktivaci komplementu a protilatkoveé zavislé bunécné toxicity pomoci vazby na Fc receptor
protilatky, dochazi i k ptimé indukci apoptosy lymfoidni buniky (Flynn & Byrd, 2000).
Alemtuzumab je vhodnym lékem pro nemocné s defekty genu p53, u kterych ostatni typy 1é¢by

vesmes selhavaji. Monoterapie alemtuzumabem je schvalena jako vhodna 1é¢ba 1. linie pro
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nemocné s CLL. V kombinaci s ostatnimi cytostatiky jesté nebyl dostatecné testovan (Papajik et
al., 2010).

Rituximab (chimericka anti-CD20 monoklonalni protilatka) je obvykle velmi dobfie
tolerovana a lze ji pouzit jak v monoterapii, tak v kombinaci s dalsimi cytostatiky. Antigen
CD20 je fosfoprotein vyskytujici se na povrchu B-lymfocytd, reguluje vapnikovy kanal a podili
se také na regulaci apoptosy (Deans et al., 2002). Protilatka efektivné vaze Clg slozku
komplementu, ¢imz aktivuje komplementem zprostfedkovanou lyzu B-bunék, a efektorové
buriky imunitniho systému, které dale ni¢i cilové buriky (Grillo-Lopez et al., 1999). Rituximab
byl zkouman v kombinaci s fludarabinem, pficemz doslo k prodlouzeni celkového preziti
nemocnych, aniz by doslo k navyseni toxicity 1é¢by, ¢i zavaznym infekcim (Byrd et al., 2005).

vvvvvv

odpovédi dosahl 95 % a Sestileté preziti 51% (Tam et al., 2008).

2.7.2 Radioterapie

Radioterapie se wuplatiuje vterapii CLL ve specifickych situacich, zejména
v symptomatické a paliativni oblasti. Radioterapie je indikovana u symptomatické
splenomegalie a lymfadenopatie, kde mize pfinést pacientim velkou ulevu a zvysit kvalitu
zivota (Kozak, 2010a).

2.7.3 Transplantace hematopoetickych kmenovych bunck

2.7.3.1 Autologni transplantace

Vysokodavkova chemoterapie s naslednou transplantaci autolognich (vlastnich)
krvetvornych bunék piedstavuje ucinnou metodu 1é¢by CLL, u které bohuzel ¢asto dochazi
K relapsu onemocnéni. Ve snaze minimalizovat mnozstvi leukemickych bunék jsou zkouseny
ruzné techniky ,,CiSténi napf. pouziti monoklondlnich protilatek, komplementu nebo
imunomagnetickych kulicek. Dosud nebyly provedeny randomizované studie potvrzujici
pozitivni vliv ,,¢i$téni*“ a zaroven mize dochazet k vyraznym ztratam kmenovych bunék

(Valkova & Cetkovsky, 2010).

2.7.3.2 Alogenni transplantace

Alogenni transplantace je v soucasnosti povazovana za jedinou potencialné kurativni
metodu lécby CLL. Oproti cytotoxickému efektu nabizi jednak S$tép nadorem
nekontaminovanych bunék, ale také imunologicky zprostiedkované reakce $té€pu proti leukemii
— pomoci darcovskych T-lymfocytl namifenych na antigeny exprimované nadorovymi
buitkami. Problémem této 1éCby vSak zlistava vysokd morbidita a mortalita, proto je

doporucovana pouze pacientiim s rizikovou CLL (Valkova & Cetkovsky, 2010).
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3. MIKRO RNA

Relativné neddvno byla objevena velkd skupina malych nekodujicich RNA nazvanych
mikroRNA nebo miRNA. Tento zprvu bezvyznamny objev odstartoval vlnu vyzkumt
zabyvajicich se témito malymi molekulami a pfinesl neekany vysledek udélujici témto kratkym

RNA roli vyznamnych regulatord genové exprese.

3.1 Historie miRNA

Prvnimi objevenymi miRNA byly lin-4 a let-7 u Caenorhabditis elegans. Geneticka
analyza potvrdila jejich vyznamny vliv na pifechod mezi jednotlivymi stadii zivocicha (Lee et
al., 1993). Piechod z prvniho do druhého stadia larvy vyZzaduje 22 nukleotidt dlouhou lin-4
RNA, ktera se specificky vaze na 3’UTR mRNA lin-14 a lin-28, tim inhibuje jejich translaci a
umoziuje tak pfechod do vyssiho stadia larvy. Piechod z pozdniho stadia larvy na dospélého
jedince vyZzaduje 21 nukleotidd dlouhou let-7 RNA, ktera se obdobné vaze na 3’UTR lin-41 a
hbl-1 (Reinhart et al., 2000). Let-7 byla objevena také v celé fadé zivocisnych druhti vcetné
obratlovcl, mekkyst, krouzkovcl a ¢lenovcd, ale nebyla nalezena u Zahavct, n€kolika druhi
hub, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli nebo Arabidopsis (Pasquinelli et al., 2000).
Mezi dal§imi prvotnimi objevy byla miRNA bantam v Drosophile melanogaster, ktera ma anti-
apoptoticky ucinek a stimuluje proliferaci bunék. Zvysena exprese bantam vedla k nadmérnému
rustu k¥idel a o¢ni tkané (Brennecke et al., 2003). Tyto a dalsi objevy potvrzuji domnénku, Ze se
miRNA vyznamnou mérou podili na diferenciaci, proliferaci, apoptose a dalsich dilezitych

procesech v zivych organismech.

3.2 Vyskyt miRNA

MiRNA byla objevena témer u vSech zivych organismt véetné zivocicht, rostlin a vird.
V soucasnosti je u ¢loveéka identifikovano cca 1048 miRNA, 176 u Drosophily melanogaster,
175 u Caenorhabditis elegans, 213 u Arabidopsis thaliana a jejich po¢ty se S novymi objevy
neustale zvySuji (http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl). Bohuzel u vétSiny z nich stale
nezname jejich biologickou funkci a cilové geny. VSechny informace jako oznaceni, sekvence,
cilové geny a dalsi, jsou shromazdovany v databdzi miRBase, ktera je voln¢ dostupna na

http://www.mirbase.org/.
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Pravidla nomenklatury miRNA
e nazev se sklada z predpony, kterd oznaCuje dany organismus, stied - miR a ¢iselné
ptipony, rozlisujici jednotlivé miRNA (hsa-miR-17, homo sapiens miR-17)
e zruznych vlasenkovych struktur, mize vzniknout identickd zrald miRNA, kterd se
rozliSuje ¢isly na konci (hsa-miR-16-1)
e piibuzné vlasenkové struktury exprimujici miRNA o podobné sekvenci se rozlisuji
malymi pismeny na konci (hsa-miR-29a)
e rostlinné miRNA se oznacuji ath-MIR166a, ¢iselné ptipony se nepouzivaji
e nazvy virovych miRNA se tvoii z nazvu lokusu, ze kterého pochazeji (ebv-mir-BART1
z Epstein Barr viru BART lokusu)
(Griffiths-Jones et al., 2008)
Je vSak nutné poznamenat, ze zkraceny nazev nam vzdy neposkytuje komplexni informace, jako
napiiklad orthologii a paralogii mezi jednotlivymi miRNA. Dnes je jiz zfejmy vyskyt stejnych
miRNA u vice zivoci$nych druhtl, udava se naptiklad, ze 60% lidskych miRNA se nachazi také
v mySim genomu. Ale neni vyjimkou, vyskytuje-li se specifickh miRNA jen v urcitém

konkrétnim druhu (Griffiths-Jones et al., 2008).

3.2.1 Vyskyt miRNA v genomu

Lidsky gen je identifikovan jako specifickd oblast DNA kédujici dany protein. Tato
oblast se skladd zexonll a intront, exon koduje proteinovou sekvenci, zatimco intron je
vystiihavan jako odpadni produkt (Ying & Lin, 2006). MiRNA mohou byt kodovany z riznych
oblasti genomu, podle kterych je délime na intronové miRNA a intergenové miRNA. Intronova
miRNA sdili stejny promotor s pfislusnym kodujicim genem, je vystfizena z transkriptu a dale
sestfihavana na zralou miRNA. Intergenovd miRNA je kodovéana v genomu mezi oblastmi genil
a ma vlastni promotor (Felekkis et al., 2010). Intergenova miRNA je zpracovavana tzv.
,kanonickou cestou”, kdy RNA polymerasa II. pfepisuje geny a zakoncuje pri-miRNA
5’Cepickou a 3° poly(A) koncem. Pri-miRNA je rozpoznana mikroprocesorovym komplexem a
sestiihnuta na pre-miRNA. N¢které intronové miRNA nachazejici se mezi exony obchazi proces
zpracovani mikroprocesorovym komplexem a misto toho je pre-miRNA vystiizena pomoci
spliceosomu a nasledné dojde k opétovnému spojeni exonu (Tiscornia & lzpisua Belmonte,
2010). Tento proces je znazornén na obrazku 3. Nicméné nedavno bylo objeveno, Zze vétSina
miRNA se nachazi v intronové oblasti (Kim & Kim, 2007). MiRNA byvaji také casto
shlukovany v klastry tvofici polycistronni transkript. V jednom Klastru jsou obvykle 2 nebo 3
miRNA. Nejvétsi shluk v lidském genomu byl identifikovan u hsa-miR-17 skladajici se ze 6
miRNA, tyto byly objeveny také u jinych savcti. U D. melanogaster byl identifikovan dokonce
klastr s 8 miRNA. MiRNA v klastrech mivaji podobnou sekvenci, ale mohou byt také uplné
rozdilné (Altuvia et al., 2005).
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Obrazek 3 Zpracovani pri-miRNA. (A) Kanonicka cesta vyuzivajici mikroprocesorovy komplex. (B) Nekanonicka
cesta obchazejici zpracovani mikroprocesorovym komplexem alternativni cestou sestfihu (Tiscornia & Izpisua
Belmonte, 2010).

3.3 Biogeneze miRNA

Nekolika krokova cesta biogeneze miRNA zacina transkripci, prepisem z DNA do
RNA. Vétsina lidské miRNA je tvofena z intrond, coz je nekodujici oblast genomu (Rodriguez
et al., 2004). Intron, asi 400 nukleotida dlouhy, je vystfizen z primarniho transkriptu a tvoii
primarni miRNA (pri-miRNA) (Hammond, 2006).

Puvodni hypotéza fikala, ze transkripce miRNA je zprostiedkovana pomoci RNA
polymerasy III, ktera prepisuje vétSinu kratkych RNA jako tRNA a U6 snRNA. Nicméné v roce
2004 byly ptedlozeny dikazy o tom, Ze je miRNA piepisovana RNA polymerasou II (Lee et al.,
2004). Pri-miRNA nese na jednom konci éepi¢kovou (cap) strukturu a na druhé strané poly(A)
konec, coz je unikatni vlastnost transkriptd II. t¥idy. Dal8i experiment potvrdil ucast RNA
polymerasy II. Lidské buriky byly oSetfeny a-amanitinem, ktery sniZil hladinu pri-miRNA
Vv koncentraci, kterd selektivné inhibuje aktivitu RNA polymerasy II. Chromatin
imunoprecipitacni analyza ukazala, ze je RNA polymerasa Il asociovana s miRNA promotorem.
Nicméné vysledky také ukazuji, ze znacné mnozstvi pri-miRNA nenese 5’Cepicku nebo poly(A)
konec. U téchto miRNA muze byt zapojena také jina polymerasa nebo doslo k jejich ztraté pri

sestfihu intront, jako je tomu napiiklad u miR-15a a miR-16-1. Vyvstava zde zajimava otazka,
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zdali dochazi jesté k jinym doposud nezjisténym mechanismiim pied tim, nez pfijde na fadu
protein Drosha (Lee et al., 2004). Zaroven vsSak byla provedena genetickd analyza miRNA
klastrti na 19. chromozomu, ktera odhaluje Casty vyskyt Alu repetici. Alu je retrotranspozon,
nejcastéji se vyskytujici mobilni element v lidském genomu, ktery je kodovan RNA
polymerasou III. Casty vyskyt Alu na 19. chromozomu tudiz vede k myslence, Ze miRNA jsou
kodovany také RNA polymerasou III. Tato myslenka byla potvrzena chromatin
imunoprecipita¢ni analyzou, mtze vSak byt specificka pouze pro oblast 19. chromozomu.
Nicméné otazka, kterd polymerasa se podili na tvorbé miRNA, zistdva nadale oteviend
(Borchert et al., 2006).

Typickd pri-miRNA je slozena z termindlni smycky, na ni navazujici 33 nukleotidii
dlouhy dvouvlaknovy kmen, a dvou volnych jednovlaknovych konct (Liu et al., 2008). Pri-
MIRNA je sestifhana na 70 nukleotidti kratkou pre-miRNA tvofici typickou vlasenkovitou
strukturu. Sestfih je zajistén proteinovym komplexem zndmym jako mikroprocesorovy
komplex, ktery se sklada zribonukleasy Drosha (Cullen, 2004) a RNA vazajiciho proteinu
DGCRS (DiGeorge syndrome critical region 8 gene) zvany také Pasha (Denli et al., 2004, Liu et
al., 2008).

Sestfih pri-miRNA mikroprocesorem zacina rozpoznanim ssRNA-dsRNA spojeni
pomoci DGCRS. Ptisedne Drosha a sestfihne pri-miRNA ve vzdalenosti 11 nukleotidi od
jednovlaknovych koncti (22 nukleotidi od smy¢ky). Vznikne pre-miRNA nesouci monofosfat
na 5’konci a 2 nukleotidy presahujici jednovlaknovy konec na 3’konci. Tento systém je
dostacujici pro sestfih in vitro, in vivo jsou vSak potieba dalsi proteiny, jako RNA vazebny
protein hnRNP Al, p68 a p72 RNA helikasa (Liu et al., 2008).

Potom co je pre-miRNA dokoncena v jadfe, je transportovana do cytoplazmy jadernym
proteinem Ran-GTP a jadernym transportnim receptorem Exportinem-5. Ran-GTP je
hydrolyzovan pomoci Ran-GAP na Ran-GDP a pre-miRNA je uvolnéna z Exportinu-5.
Exportin-5 je dulezity také jako stabilizator pre-miRNA v jadfe, chranici pted jeji degradaci
(Liu et al., 2008).

Pre-miRNA je v cytoplazmé §tépena RNasou III endonukleasou zvanou Dicer na kratké
RNA duplexy. RNA duplex se sklada ze dvou vlaken, zralé miRNA a k ni komplementarni
RNA, oznacené symbolem hvézdickou (miRNA*). Savéi Dicer ma N-koncovou
ATPasovou/helikasovou doménu, PAZ doménu, 2 RNasa III katalytickou doménu a C-
koncovou dsRNA vazebnou doménu (dsRBD) (Cullen, 2004). Biochemickym experimentem
bylo zjisténo, ze PAZ a dsRBD domény jsou esencialni pro interakci Diceru s pre-miRNA. PAZ
doména rozpoznava a vaze 3° piesahujici konec pre-miRNA (Liu et al., 2008). Dvé RNasové
domény Diceru dimerizuji a tvofi jedno aktivni centrum, kterym odsttihne 22 nukleotidi dlouhy
duplex z pre-miRNA. Po sestfihu je miRNA duplex rozpleten neznamou helikasou a zrala

miRNA se vaze na protein Argonaut (Ago) tvotrici RNP komplex. MiRNA* je degradovéna.
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Které vlakno bude degradovéno a které se navaze na Ago je urovano termodynamickou
asymetrii miRNA duplexu. RNA vlakno, které¢ je mén¢ stabilni, se vaze na Ago protein a tvori
zralou miRNA (Liu et al., 2008). RNP komplex, napiiklad multiproteinovy komplex RISC
(RNA-induced silencing complex), je nezbytny pro rozpoznani a navazani se na cilovou
mRNA. Centrum RNP komplexu je slozeno ze ¢lenti Argonaut/Piwi proteinové rodiny, které na
sebe vazou miRNA. Jedna ¢ast obsahuje N-koncovou PAZ doménu zodpovédnou za navazani
3’konce miRNA, druha ¢ast obsahuje MID-doménu zodpovédnou za navazani 5° fosfatu cilové
RNA a RNasu H endonukleasovou doménu znamou také jako PIWI doménu (Farazi et al.,
2008). RNP komplex navaze miRNA na cilovou mRNA a v zavislosti na mife komplementarity
vazeb vede bud k potlaceni translace, nebo degradace cilové mRNA. Proces biogeneze je

znazornén na obrazku 4.
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Obrazek 4 Biogeneze a funkce miRNA. Pri-miRNA je vjadfe zpracovana mikroprocesorovym komplexem
skladajicim se z enzymu Drosha a Pasha na 70 nukleotidi dlouhou pre-miRNA, ta je transportovana pomoci
Exportinu do cytoplazmy, kde je dale sestfizena enzymem Dicer na miRNA duplex, ten se po rozpleteni pfipoji do
multiproteinového komplexu RISC, ktery se vaze na cilovou mRNA a tim potlaéi translaci (neuplna
komplementarita) nebo degraduje cilovou mRNA (uplna komplementarita) (Menon & Khan, 2009).

3.4 Funkce miRNA

Kazda miRNA muze regulovat expresi mnoha genl. Regulace na post-transkripéni
urovni mize ménit expresi 20-30% savc¢ich gena (Lewis et al., 2005). Nékolik skupin védct
ovétilo, Ze MIRNA je klicovym regulatorem v procesech rozmanitého vyvoje embrya, bunécné
proliferaci, bunécného ristu, tkanové diferenciaci a apoptosy. Nedavné studie nalezly miRNA
také v bunécné signalizaci, mezidruhové variabilni genové expresi a koregulaci s transkripénimi
faktory. Nasledné mutace v miRNA, dysfunkce biogeneze miRNA a disregulace mohou mit za
nasledek Siroké spektrum onemocnéni. Slozky potiebné pro miRNA procesy jsou zapojeny

v mnoha rtznych onemocnénich, jakymi jsou napf. syndrom fragilntho X chromozomu,
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DiGeorge syndrom a snad ve vSech typech zhoubnych nadorovych onemocnéni. Aktudlné je

vedeno 70 onemocnéni spojenych s mMiIRNA (Lu et al., 2008, Wienholds & Plasterk, 2005).

3.5 Cile miRNA a mechanismy pisobeni

Zrald miRNA se vaze na miRNA rozpoznavajici prvek (MRE, miRNA recognition
elements) umistény v 3 UTR oblasti cilové mRNA. Cast, kterou se miRNA pfipoji k MRE, se
nazyva ,,seed region” a zahrnuje 2-8 nukleotidi nachazejicich se na 5’konci miRNA. 5°konec je
vice komplementarni k cilové RNA, nez 3‘konec. Parovani sedmi nebo vice bazi je dostacujici
pro uspésnou regulaci. Nachazi-li se vice MRE pro stejné nebo riizné miRNA v 3’UTR oblasti,
mohou spolupracovat a zvySovat represi genu. Vazbu na RNA ovliviiyji také sekvence a
sekundarni struktura 3’UTR mezi MRE oblastmi, které mohou znemoznit nasednuti miRNP a
tim zabranit navazani miRNA (Chen et al., 2008, Rodriguez et al., 2004). Vazba miRNA na

cilovou mRNA je zn4dzornéna na obrazku 5.

Seed region
nt-8 nt-2
' ' iRNA
' ’ |
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5’ 3* cilova mRNA

MRE
{miRNA Recognition Element)

Obrazek 5 Vazba miRNA na cilovou mRNA (Felekkis et al., 2010).

Post-transkripéni regulace miRNA je uskute¢novana jednim ze dvou mechanismu
v zavislosti na mife komplementarity miRNA s cilovou sekvenci. Pfi uplné nebo témét iplné
komplementarit¢ dochazi k jevu oznaCovanému RNA interference (Slaby et al., 2008). RNA
interference je forma post-transkripéniho tlumeni genu, ve kterém dsNRA indukuje degradaci
homologni mRNA, ¢imz dochazi k redukci respektive ztraté genové aktivity (He & Hannon,
2004). Tento mechanismus piisobi pfevazné u rostlin. Zivo&isné buiiky vyuZivaji rozdilného
mechanismu, ktery neni spojen s degradaci cilové mRNA. Regulacni uc¢inek je uskutec¢novan
vazbou na nedokonale komplementarni sekvence 3’UTR cilovych mRNA a exprese genu je
post-transkripéné regulovana tak, Ze je znemoznéna jejich translace. Druhy mechanismus je
proto doprovazen poklesem hladiny proteinového produktu, zatimco hladina cilové mRNA neni

ovlivnéna (Esquela-Kerscher & Slack, 2006).
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Exprese velkého mnozstvi pfedpovidanych miRNA jiz byla potvrzena, av§ak mnoho
predikovanych cilovych gent stale Cekd na identifikaci a ovéfeni. Pro UspéSnou regulaci
specifickych genti pomoci miRNA musi byt alespon ¢astecna komplementarita s cilovou mRNA
hlavné v 3’UTR oblasti. Nicmén¢ teoretickda komplementarita sekvenci miRNA s mRNA neni
spolehlivy prediktor skutecného cilového genu. Je nutno brat v potaz také energii potfebnou pro
prekonani sekundarni struktury mRNA. Neékolik skupin vyvinulo algoritmus pro identifikaci
mRNA sekvenci, které mohou slouzit jako cilové geny pro znamé miRNA. Je to naptiklad
MiRanda, PicTar a TargetScan (Rodriguez et al., 2004). Algoritmus je zaméfeny hlavné na
5’konec miRNA, 3’UTR oblast mRNA, volnou energii RNA-RNA duplexu a stupen zachovani
miRNA cili u pfibuznych organismti. Doporucuje se vyuzit vSechny programy, jelikoz dévaji
rozdilné vysledky (Chen et al., 2008).

V miRNA se mohou objevovat také jednonukleotidové polymorfismy (SNP, single-
nucleotide polymorphisms), coz jsou odchylky jednotlivych nukleotidi v DNA. JelikoZ pro
rozpoznani miRNA s cilovou mRNA jsou pfisné pozadavky, mohou SNP v ,seed regionu*
miRNA (mirSNP) rozrusit miRNA-mRNA vazbu, a tim zménit expresi cilového genu. Vyskyt
SNP v pre-miRNA je relativné vzacné, v lidské miRNA je dokumentovano 10% SNP, z toho
méné nez 1% se nachazi v ,seed regionu“ miRNA. V PolymiRTS, coz je databaze
polymorfismiit miRNA cilovych gent, je jiz 15791 zaznami, které byly spatfeny v lidském
genomu. SNP mize eliminovat vazbu na cilovy gen nebo naopak zvySit vazebnost
zdokonalenim komplementarity mRNA, které normalné neasociuji s mMiRNA. Tento efekt muze
vést k vyrazné zméné proteinové exprese. Navic muze SNP snizit stabilitu pri-miRNA a tim

narusit proces tvorby zralé miRNA (Felekkis & Deltas, 2006).

3.6 Vyznam miRNA v patogenezi nadorovych onemocnéni
MikroRNA se podili na regulaci fady zakladnich bunéénych procesi, jako je
regulace buné¢ného cyklu, odpovéd na bunéény stres, zanét, diferenciace, apoptosa, invazivita a
jiné. Diky tomu jsou velice ¢asto spojovany s tvorbou nadorovych onemocnéni, u kterych
dochazi pravé k porucham v téchto drahach. MiRNA se muze chovat jako nadorovy supresor
nebo jako onkogen v zavislosti na cilové mRNA a drahach, které reguluje.
Rozdily mezi zdravou a nadorovou tkani jsou Casto ptisuzovany lokalizaci miRNA
V nestabilnich oblastech chromosomu, kde ¢asto dochazi k amplifikaci, translokaci, deleci nebo
chromosomovym zlomim. 52,5 % miRNA geni se nachazi v oblastech spojovanych
s rakovinou nebo na fragilnich mistech (Calin et al., 2004b). Nejznaméjsi je klastr miRNA
15a/16-1, ktery je lokalizovan v Casto deletované oblasti u chronické lymfocytarni leukemie

(Calin et al., 2002). Jiné ptiklady zahrnuji napiiklad deleci let-79/miR-135-1u nékolika lidskych
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malignit (Calin et al., 2004b), translokaci miR-17-92 u akutni lymfoblastické leukemie
(Mavrakis et al., 2010) a amplifikaci miR-26a u glioblastomu (Huse et al., 2009).

Néekteré samostatné exprimované miRNA geny maji promotor, ktery jim umoziuje
vysokou hladinu exprese, pokud ale dojde k translokaci, mtize zvySovat také hladinu onkogenu,
ktery zde byl translokovan. Ptikladem je miR-142 gen, marker hematopoetickych bun¢k, ktery
je lokalizovan na chromosomu 17 a byl nalezen v oblasti t(8;17) translokace. Souvisi
s agresivnim priabéhem CLL diky silné pozitivni regulaci translokovaného MYC genu stejnym
promotorem (Etiemble et al., 1989).

Deregulace miRNA je také spojovdna se zménami v epigenetické regulaci, jako je
methylace miRNA gend, které vedou ke zménam jejich exprese (Han et al., 2007). Ptiklad
methylované miRNA je tfeba miR-9-1 u karcinomu prsu (Lehmann et al., 2008).

Zmény hladiny miRNA mohou nastat také poruchami v biogenezi miRNA, chybi-li
nékteré komponenty nebo nespravnou RNA editaci ¢i terminalni modifikaci (Krol et al., 2010).

Schopnost miRNA regulovat geny ovliviiyjici fadu onemocnéni by mohla byt vyuzita
také k 1é¢bé téchto nemoci. Antisense oligonukleotidy byly jiz zkoumany p#i pokusech na
mySich a primatech a potvrdili moZznost manipulovat s hladinami miRNA (Krutzfeldt et al.,
2005). Tyto objevy podporuji budouci terapeuticky potencial miRNA potlacovat nadorové
bujeni. Nadmérnd exprese miRNA fungujici jako nadorovy supresor mize byt také prizniva

strategie kontroly rustu nadord, proliferace a apoptosy (Takamizawa et al., 2004).

4. MIRNA U CLL

Vzhledem Kk variabilnimu prib&hu chronické lymfocytarni leukemie a stale neznamym
pti¢inam jejiho vzniku byla v posledni dobé velka pozornost zaméiena na profilovani exprese
miRNA u pacientl s CLL. Jelikoz se hladiny exprimovanych miRNA vyznamné li§i u CLL
pacientl od zdravych jedincd, mohly by miRNA hrat roli novych biomarkert, které napomohou
pochopit jadro tohoto zavazného onemocnéni. V souvislosti s pfitomnosti ZAP-70 a IgVH
mutac¢nim stavem bylo nalezeno 13 miRNA, podle kterych se daji rozlisit jednotlivé prognozy a
doba zahajeni 1é¢by pacientii. Mezi identifikované miRNA patii miR-15a, miR-195, miR-221,
miR-23b, miR-155, miR-223, miR-29a, miR-24-1, miR-29b-2, miR-146, miR-16-1, miR-16-2 a
miR-29c (Calin et al., 2005). Nejvyznamnégjsi miRNA kterymi se zabyvame v této praci jsou
miR-15a, miR-16-1 a rodina miR-29 (obrazek 6).
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Obrazek 6 MiRNA v regulaci proliferace a apoptosy u CLL bunék (Mréz et al., 2010b).

4.1 MiR-15a a miR-16-1

Prvni studie odhalujici funkci miRNA v nadorovych procesech byla uskute¢néna na
pacientech s CLL (Calin et al., 2002). Delece 13q14.3 oblasti se vyskytuje u 50 % nemocnych
s CLL, ale také u jinych malignit jako je mnohocetny myelom, lymfom z plastovych bunék a
karcinom prostaty (Dong et al., 2001). Tato a dal$i pozorovani naznacuji, ze se v misté 13q14.3
nachdzi nadorové supresory, jejichz delece je dualezitd v patogenezi nékolika nddorovych
onemocnéni. Ackoli bylo provedeno sekvenovani celé oblasti a charakterizace nékolika gent,
stale nebylo jasné, ktery gen je zapojen do rozvoje CLL. Az kompletni osekvenovani 790 kb
dlouhé oblasti nazvané minimalni deletovana oblast (MDR, minimally-deleted region) odhalilo
vyskyt DLEU2 (delece v lymfocytarni leukemii 2) a miR-15a/miR-16-1 klastru. Kompletni
schéma 13ql4.3 scilovymi geny je zndzornéno na obrazku 7. Ob& tyto miRNA vykazuji
vysokou troveni exprese Vnormalnich CD5+ B-lymfocytech a podili se na B-bunétné
homeostazi (Calin et al., 2002). Byla objevena také mutace v miR-16-1 u pacienta s CLL,

zpusobujici snizeni hladiny jeji exprese (Calin et al., 2005).
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Obrazek 7 Schématicky diagram zobrazuje 13q14.3 delece v CLL. V této oblasti bylo identifikovano 11 gend.
ZvétSena oblast znazortiuje MDR oblast, na niZ se vyskutuje miR-15a/miR-16-1 klastr (Ageilan et al., 2010).

Po zjisténi, Ze je hladina miR15a a miR-16-1 snizena nebo uplné negativni v CLL
buiikach, vznikla hypotéza, ze tyto miRNA mohou regulovat n€jaky onkogen nezbytny pro
vyvoj CLL. Pomoci bioinformatickych analyz bylo zjisténo, ze prvnich devét nukleotidi od
5’konce obou miRNA ma komplementarni sekvenci k anti-apoptotickému proteinu Bcl-2.
Cilovym proteinem miR-15a a miR-16-1 je tedy ziejm¢ Bcl-2. Bcl-2 hraje vyznamnou roli
Vv inhibici bunéfné smrti a je umnoha nadorovych onemocnéni, v€etné CLL, nadmérné
exprimovan (Cimmino et al., 2005).

Teorie, ze je delece miR-15a a miR-16-1 zodpovédna za patogenezi CLL byla ovéfena
experimentem veédct Klein a kol., ktefi vyvinuli transgenni mysi S deleci MDR (obsahuje miR-
15a/miR-16-1 a DLEU2) a s deleci pouze miR-15a/miR-16-1. Po 15-18 mésicich se u 5 % mysi
vyvinula monoklonalni B-lymfocytosa (MBL), prekurzor CLL. U ¢tvrtiny se vyvinuly klinické
znaky podobné CLL, u 9 % sMDR a u 2 % sdeleci miR-15a/miR-16-1doslo k rozvoji
agresivniho difuzniho velkobunééného lymfomu (DLBCL). Mysi s deleci pouze miR-15a/miR-
16-1 souvisely s indolentn&jsim pribéhem onemocnéni nez mysi s MDR deleci. Vysvétleni pro¢
delece téchto miRNA vede ke klonalni B-lymfoproliferaci mize byt odivodnéno tim, ze buinky
s deleci zacnou syntetizovat DNA dfive nez normalni bunky pravdépodobné tak, ze zvysi

expresi nékolika proteind asociovanych s proliferaci (CDK4, CDK6), které hraji dilezitou roli
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Vv pfechodu z Gy do G;-S faze bunécného cyklu. Tato zjisténi podporuji roli miR-15a/miR-16-1
jako modulatort proliferace vice nez zapojeni do pieziti pies regulaci Bel-2 (Klein et al., 2010).
MiRNA mohou regulovat vice nez jeden cilovy gen, u miR-15a a miR-16-1 byli
nalezeny vedle Bcl-2 také CCNDI (cyklin D1) a WNT3A mRNA, ktefi podporuji pieziti,
proliferaci a invazivitu u karcinomu prostaty (Bonci et al., 2008).
Co se ty€e prognostického vyznamu miR-15a a miR-16-1, jejich delece nebo sniZena

hladina je asociovana s lepsi prognozou u CLL (Calin et al., 2005).

4.2 Rodina miR-29

MiR-29 se vyskytuje ve tfech izoformach — miR-29a, miR-29b a miR-29c. MiR-29a se
nachazi v oblasti 7932.3 a miR-29¢ lezi v oblasti 1g32.2. Mir-29b-1 lezi spolu s miR-29a a
mMiR-29b-2 lezi ve stejné oblasti jako miR-29¢, ackoli leZi kazdy na jiném chromozomu, jejich
sekvence je identicka (obrazek 8). MiR-29 je popisovana jako nadorovy supresor regulujici
nékolik onkogenu (Tcl-1, Mcl-1, CDK®6) (Mott et al., 2007, Pekarsky et al., 2006, Zhao et al.,
2010).

chromosom 7

FEEN o351

U miR-29a
miR-29b-1

chromosom 1 n
| o W] | | | CEPE g4l 3 L

- miR-29¢c
miR-29b-2

Obriazek 8 Poloha jednotlivych miR-29 na chromozomu 7 a 1. Pfevzato z www.ensebl.org (10.04.2011).

4.2.1 MiR-29 jako reguldtor Tcl-1

Tcl-1 je kriticka molekula v patogenezi CLL (Pekarsky et al., 2008). Mysi model se
zvySenou hladinou Tcl-1 se velmi podoba agresivni formé CLL s nemutovanym IgVH (Yan et
al., 2006). Tcl-1 je pravdépodobné cilovou molekulou miR-29 a miR-181 (Pekarsky et al.,
2006). Pii studiu rozliSujicim agresivni CLL od indolentni byly nalezeny ctyfi miRNA se
snizenou expresi, tfi z nich byly miR-29, tento fakt siln¢ podporuje, ze miR-29 a Tcl-1 hraji
dulezitou roli v patogenezi agresivni CLL (Calin et al., 2004a). MiR-29 regulujici Tcl-1,
kriticky onkogen v agresivni CLL, signalizuje, ze zde miR-29 funguje jako nadorovy supresor
(Pekarsky et al., 2006).

Pro objasnéni role miR-29 v CLL byly vytvofeny transgenni mysi se zvySenou expresi

mMiR-29. Ve véku 12-24 mésict doslo k vyznamnému rozsifeni CD5 B-lymfocyta u 85 %
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transgennich mysi. Polovina mysi piekrocila hranici preziti 24-26 mésict a pouze u 20 % se
vyvinula leukemie, na kterou zemfely. Jelikoz vétSina transgennich mysi méla
CD5+CD19+IgM+ B-lymfocyty a jen 20 % se vyvinulo v leukemii, podoba se tento vyvoj
indolentni lidské CLL (Santanam et al., 2010). Schéma objasfiujici funkci miR-29 a Tcl-1 je na

obrazku 9.
Zvysena exprese Snizena exprese Transkripéni
miR-29 miR-29 regulace
SniZzena \
exprese Ivysena exprese
Tel1 TelA

\ Y ¥

Indolentni CLL Agresivni CLL
Tcl-1 exprese vyiaduje Tcl-1
neni vyZadovana

Obrazek 9 Zvysend exprese miR-29 vede ke sniZeni hladiny Tcl-1 a k indolentnimu charakteru CLL. Naopak
snizena hladina miR-29 umoziuje exprimovat vysokou hladinu Tcl-1 a vést k agresivhimu pribéhu CLL (Pekarsky &
Croce, 2010).

4.2.2 MiR-29 jako regulator Mcl-1

Pomoci pocitacové analyzy bylo nalezeno pét miRNA, které by mohly mit za
potencialni cilovou molekulu Mcl-1. Nicméné pokusy na nemalignich bunkach ukézaly, ze
pouze miR-29 byla hojné exprimovana v souvislosti sniz§i hladinou Mcl-1. VSechny t¥i
izoformy miR-29 (a, b, ¢) sdili, az na malé odlisnosti, komplementarni sekvenci deviti
nukleotidu s cilovou Mcl-1 molekulou. MiR-29b ma dokonalou komplementaritu (Mott et al.,
2007).

Mcl-1 je anti-apoptoticky protein z Bcl-2 rodiny schopny inhibovat BH3 pro-
apoptotické proteiny Bim, Bid, Bik, Noxa, Puma a Bak (Chen et al., 2005b). Jeho regulace je
nezbytna jelikoz nedostatek Mcl-1 zptisobuje bunéénou smrt a naopak jeho nadmérna exprese
muze vést k nadorové transformaci (Opferman et al., 2003).

Transfekce miR-29 do bunék vede ke zvyseni jejich citlivosti viiéi TRAIL-indukované
apoptose. Naopak vloZzeni blokatoru miR-29 (LNA — locked nucleic acid) zvySuje hladinu
exprese Mcl-1 a tim chrani buniku pfed TRAIL cytotoxicitou. Tyto data potvrzuji, Ze zvySena

hladina miR-29 snizuje hladinu Mcl-1 a tim umoziuje navodit apoptosu (Mott et al., 2007).
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4.2.3 MiR-29 jako regulator DNA methyltransferas

Methylace je forma epigenetické regulace DNA, kdy dojde k uml€eni genu pfenosem
methylové skupiny z S-adenosylmethioniu na cytosin v poloze 5° DNA methyltransferasou
(DNMT). DNMT se vyskytuje v nékolika formach, DNMT1 piednostné¢ methyluje podle jiz
existujicich methylovanych vzort, zatimco DNMT3A a 3B odpovidaji za de novo methylaci
(Jones & Baylin, 2002). Uml¢ovani nadorovych supresori abnormalni DNA methylaci bylo
nalezeno u akutni myeloidni leukemie (AML), kde byla zjisténa zvySena exprese DNMT
(Toyota et al., 2001).

V roce 2007 bylo zjisténo, ze miRNA mize regulovat DNA methyltransferasu.
Komplementarni sekvence k DNMT3A a 3B byla nalezena u ¢lent rodiny miR-29 u karcinomu
plic. Zvysena hladina DNMT3A a 3B souvisi s hor§i prognézou karcinomu plic. ZvySenim
hladiny miR-29 byla deregulovana hladina DNMT3A a 3B, coz vedlo k obnoveni exprese
methylaci potlaéenych nadorovych supresorti naptiklad FHIT a WWOX a k inhibici tvorby
tumoru (Fabbri et al., 2007).

Testovani miR-29 u AML odhalilo, Ze miR-29 nereguluje DNMT3A a 3B, ale snizuje
hladinu DNMT1 nepfimo pies negativni regulaci Spl proteinu, znamého aktivatoru DNMTI.
Spl je mimo jiné také transkripcni faktor ve formé zinkového prstu, ktery reguluje velké
mnozstvi gend zapojenych v bunééném cyklu, proliferaci, apoptose a maligni transformaci.
Tyto vysledky podporuji mozné vyuziti miR-29 v budouci DNA hypomethylacni 16¢bé (Garzon
etal., 2009).

4.2.4 MiR-29 jako regulator CDK6

MiRNA profilovani lymfomu z plastovych bunék (MCL — mantle cell lymphoma)
odhalilo vyznamné snizenou hladinu miR-29. Hledanim v databazich bylo nalezeno, ze 3’UTR
cyklin dependentni kinasa 6 (CDK6) je dokonale komplementarni se ,,seed regionem* miR-29.
CDK4 a CDKG6 jsou aktivovany navazanim molekuly cyklin D1, coz vede ke spusténi G;-S faze
bunécného cyklu. SniZeni hladiny miR-29 vede ke zvySeni CDK6, coz podporuje progresi
bunééného cyklu v MCL. MiR-29 je negativnim regulatorem CDKG6 a jeji snizena hladina
souvisi s kratSim celkovym ptezitim, mohla by byt tedy v budoucnu vyuzita jako prognosticky
faktor (Zhao et al., 2010).

4.3 MiR-34

Rodina miR-34 je zapojena v nékolika solidnich a hematologickych malignitach véetné
CLL. Bylo zjisténo, ze hladina miR-34 Kkoreluje se stavem nadorového supresoru p53 a pacienti
s mutaci p53 nebo deleci 17p13.1 maji sniZenou jeji hladinu. Tito pacienti maji obvykle velice

Spatnou odpovéd’ na 1écbu, jelikoz nelze navodit apoptosu pres apoptotickou drahu p53. Pii
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zvySené expresi p53 se zvysi také hladina miR-34, coZ navodi senescenci, apoptosu nebo
zastaveni bunéfného cyklu. Hladina miR-34 mize byt vyuzita jako prognosticky faktor

predikujici odpovéd’ na 1écbu (Merkel et al., 2010).

5. FUNKCE VYBRANYCH XENOBIOTIK

Nékteré miRNA mohou pfimo nebo neptimo regulovat enzymy ovliviujici metabolizaci
1é¢iv nebo jejich prenasece, ¢i jaderné receptory. Nasledkem toho ovliviiuji kapacitu a distribuci
1é¢iv odrazejici se v pozménéné citlivosti bunék k toxintim (Yu, 2009). Zaroven mohou toxiny
interferovat s biogenezi a expresi miRNA, ¢imz mohou ovliviiovat jejich hladinu a tim zaroven i
drahy, které reguluji (Choudhuri, 2010). Proto jsme se v této praci zaméfili na studium
vybranych xenobiotik v souvislosti s miR-29. VétSina z vybranych xenobiotik se vyuziva
k1é¢bé CLL, ale i jinych nadorovych onemocnéni a to prevazné v kombinacich. Vzorce

vybranych xenobiotik jsou na obrazku 10.

5.1 Cytarabin

Cytarabin (cytosin B-D-arabinofuranosid) je chemicky analog cytidinu, od kterého se
1isi v sacharidové ¢asti, kde je deoxyribosa nahrazena arabinosou. Cytarabin pronika do bufiky
aktivnim transportem spolu s deoxycitidinem, kde je ¢ast molekuly deaminovéana na netoxickou
slouceninu uracilarabinosid a cast fosforylovana na cytosin-arabinosidtrifosfat. Ten inhibuje
vazby fyziologického metabolitu na DNA-polymerasu, ¢imz zastavi syntézu a opravy DNA.
Cytosin-arabinosidtrifosfat je ¢aste¢né zaflenén do DNA, kde zpusobuje defektni vazby a
syntézu nekompletnich fragmentti (Mayer & Stary, 2002). Vyuziva se k1écbé leukemie a

malignich lymfomd.

5.2 Azacytidin

Azacytidin (5-azacytidin) je analogem pfirozeného nukleosidu cytidinu, kde misto
pyrimidinového skeletu obsahuje triazinovy skelet — 5-azacytosin. Po vstupu do buiky je
fosforylovan az na 5-azacytidin-5°-trifosfat, ktery je substratem pro RNA-polymerasu a je
inkorporovan do RNA. Tento zasah do metabolismu RNA vede k inhibici syntézy ribosomi a
bilkovin. Dalsi studium mechanismu Gc¢inku odhalilo, Ze je redukovan ribonukleotidreduktasou
na 5-aza-2‘-deoxycitidin-5‘-trifosfat a inkorporovan do DNA, coz vede k inhibici jeji syntézy
(Cihak & Vesely, 1978). Zasadni vyznam oviem mél objev hypomethylagniho efektu
azacytidinu. Inkorporace azacytidinu do DNA zplsobuje kovalentni vazbu DNA

methyltransferasy na DNA, ¢imzZ je omezena methylace napiiklad nadorovych supresord, které
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nasledné zpusobuji indukci diferenciace a zastavu proliferace (Jones & Taylor, 1980). Dnes se

azacytidin vyuziva prevazné k 1é¢bé AML.

5.3 Etoposid

Etoposid je semisyntetickym derivaitem podofylotoxinu. Je jednim z nejCastéji
vyuzivanych protinarodovych 1éCiv pouzivanych pfevazn€ v kombinacich s jinymi cytostatiky
vprvni linii terapie. Pouziva se prevazné¢ k 1écbé malobunééného karcinomu plic, non-
Hodgkinova lymfomu a $patné rozlisitelnych karcinomi, ale také v 1écbé akutni leukemie,
nemalobunééného karcinomu plic, karcinomu vajecnikii, Hodgkinové lymfomu a nékolika
détskych malignitach. U¢inky ma podobné jako podofylotoxin, tj. inhibuje polymerizaci
tubulinu, coz vede k destrukci mitotického vieténka. Hlavnim mechanismem je ale inhibice
DNA topoisomerasy I, ktera zptisobuje reverzibilni rozstépeni DNA bez moznosti opétovného
spojeni. Stale ale neni piesné jasné, jak tento efekt zpisobi bunétnou smrt a predpoklada se, ze

etoposid vykazuje dalsi, zatim neznamé mechanismy cytotoxicity (Hainsworth & Greco, 1995).

5.4 Dexamethason

Dexamethason je synteticky aktivator glukokortioidniho receptoru, ktery se casto
vyuzivad v kombinacich s jinymi [éCivy, nebot ma Siroké spektrum uc¢inkt. Brzdi infiltraci
zanétlivé tkané neutrofily, pfesunuje neutrofily z depot do ob&hu, ovliviiuje Cetné zanétlivé
cytokininy (brzdi tvorbu interleukinu 6) a omezuje imunitni odpovéd’. Hlavnim divodem proc
se pouziva v kombinacni 1¢cbé leukemie je jeho silny lymfolyticky efekt. Zptsobuje atrofii
lymfatické tkané a snizuje pocet lymfocytli indukci jejich apoptotické smrti, coz vede

Vv relativné kratkém case k ustupu lymfadenopatie a splenomegalie (Mayer & Stary, 2002).

5.5 Mifepriston

Mifepriston, neboli RU486, je synteticky inhibitor jak progesteronového, tak
glukokortikoidniho receptoru. Efekt inhibice progesteronového receptoru je vyuzivan jako
abortivum, prostfedek pro chemickou interrupci. V experimentech na buiikach se pouziva jako

antagonista dexamethasonu, ale jako 1é¢ivo se nevyuziva (Kimura et al., 2011).

5.6 Amiodaron

Amiodaron je chemicky derivat benzofuranu. Je antiarytmikem vhodnym k lécbé
supraventrikularnich a komorovych dysrytmii. Je indikovan po akutnim infarktu myokardu, u
vysokého rizika ndhlé smrti srdecni a poruse systolické funkce levé komory srde¢ni. Amiodaron

a jeho metabolit diethylamiodaron vykazuji vyrazny ucinek na blokadu draslikovych kanald, ve
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stfedni kvantité blokuji alfa- a beta-adrenergni receptory, mirné blokuji Na* a Ca®* kanaly, tim
prodluzuji délku trvani akéniho potencialu (Hrckova et al., 2005). Amiodaron ma také
hypothyroidni efekt, ktery je zpisoben inhibici T3 thyroidniho receptor alfa-1 a beta-1 a
ovliviiyje expresi T3 dependentnich gent (Wiersinga, 2008).

c OCH;CH;NCHﬁCHg_
CHZCH;}CHQCHa

Obrazek 10 Vzorce vybranych xenobiotik: A) cytarabin; B) azacytidin; C) etoposid; D) dexamethason; E)
mifepriston; F) amiodaron. Struktury byly pfevzaty z materiali poskytovanych vyrobcem (Sigma-Aldrich).

-39-



EXPERIMENTALNI CAST

6. MATERIAL

6.1 Biologicky material
6.1.1 Vzorky pacientii

RNA pacientt byly ziskany z Hemato-onkologické kliniky FN v Olomouci od prof.
RNDr. Marie JaroSové, CSc. Vzorky byly odebrany v rdmci béznych diagnostickych postupi a
vyuzity pro vyzkumné tcely se zachovanim anonymity s vyhradnim informovanym souhlasem
pacientli a se souhlasem etické komise FN Olomouc. Soubor pacientti s diagnostickymi

parametry je shrnut v tabulce 3.

Tabulka 3 Klinické parametry sledovanych pacienti. Celkové pieziti uvadéno v mésicich, m - muz, z - Zena, P -
pozitivni, N - negativni, UM - nemutovany, M - mutovany, - parametr nestanoven.

:Ic:a Diagnodza \cgitg S(t)?:elrir.n Cevlkf)'v’é del 139 ZAP-70 Mutace Klon

vi diagnozy  (Binet) preZiti  monoal.  bial. IgVH (%)
1 m B-CLL 51 A 90,94 75% P UM 90
2 Z B-CLL 83 A 21,22 70% P M 40
3 m B-CLL 34 C 37,06 97% P UM 90
4 m B-CLL 72 A 51,45 64% 28% N M 80
5 m B-CLL 74 B 18,60 93% P UM 90
6 m B-CLL 50 B 49,12 75% 6% P M 70
7 Z B-CLL 61 B 70,57 96% P M 45
8 m B-CLL 46 B 23,66 86% P UM 70
9 Z B-CLL 60 A 30,62 54% 40% P M 70
10 m B-CLL 76 A 38,41 66% 22% P M 70
11 m B-CLL 70 A 54,80 96% N UM 70
12 m B-CLL 61 C 28,98 81% 7% P UM 70
13 m B-CLL 70 C 28,88 91% - UM 80
14 z B-CLL 41 A 115,68 91% 3% N M 90
15 m B-CLL 57 C 143,11 96% P UM 90
16 m B-CLL 50 A 69,06 93% - UM 60
17 m B-CLL 57 A 50,79 48% P M 60
18 m B-CLL 78 A 30,62 78% P M 40
19 m B-CLL 56 B 90,05 63% 35% P UM/M 90
20 m B-CLL 59 A 12,81 76% N UM 60
21 % B-CLL 63 B 21,59 87% P UM 80
22 2 B-CLL 57 C 77,24 69% 69% P UM 70
23 m B-CLL 53 B 20,70 77% 17% P UM 90
24 m B-CLL 68 B 16,72 97% - UM 90
25 m B-CLL 60 C 68,11 4% 77% - UM -
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26 m B-CLL 58 B 26,61 88% P UM 90
27 m B-CLL 47 B 37,36 77% P UM 90
28 % B-CLL 52 B 200,97 30% 62% P M 80
29 m B-CLL 63 C 96,30 - - - M -

30 m B-CLL 73 A 25,10 43% P M 40
31 m B-CLL 60 C 79,84 84% P UM 70
32 % B-CLL 59 C 89,63 95% P um/M 80
33 m B-CLL 74 A 24,61 66% P uM 60
34 m B-CLL 61 A 11,99 82% N UM 60
35 m B-CLL 46 B 11,07 81% N uM 70
36 m B-CLL 44 B 54,57 39% N UM 70
37 m B-CLL 50 A 23,59 53% P uM 85
38 m B-CLL 60 A 119,69 45% P uM 80
39 m B-CLL 65 C 16,99 0% N UM 70
40 m B-CLL 59 C 22,14 0% P uM 73
41 % B-CLL 71 A 21,72 0% N UM 60
42 iz B-CLL 69 C 88,15 0% - M 80
43 m B-CLL 53 A 23,43 0% P UM 75
44 m B-CLL 67 A 24,05 0% - UM 50
45 % B-CLL 62 A 21,65 0% P M 80
46 7 B-CLL 64 A 14,59 0% P UM 60
47 i B-CLL 51 B 11,96 0% P uM 50
48 m CML 74 - 11,73 - - - - -

49 iz CML 63 - 10,25 - - - - -

50 m CML 21 - 19,75 - - - - -

51 m CML 28 - 8,15 - - - - -

52 m CML 53 - 11,96 - - - - -

53 % CML 62 - 19,65 - - - - -

54 m  CML - - - - - - - -

6.1.2 Bunécny material

HepG2 bunécnd linie je odvozend z jaterni tkané pacienta s dobie diferencovanym
hepatocelularnim karcinomem (ECACC No. 85011430)

T-REx™ HeLa bunécéna linie je lidskd bunééna linie odvozena od karcinomu délozniho

¢ipku a schopna stabilné exprimovat tetracyklinovy represor (Invitrogen, R714-07).

6.2 Kultiva¢ni média
Pro HepG2 bunécnou linii bylo pouzito Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Invitrogen™) s L-glutaminem a 4500 mg.l™ D-glukosou doplnénym o 10 % FBS (fetalni teleci

sérum), 10 mg.ml™ penicilin/streptomycin a neesencialni aminokyseliny.
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Pro HelLa bunétnou linii bylo pouzito Minimum Essential Medium (MEM,
Invitrogen™) s Earleho solemi a neesencialnimi aminokyselinami doplnéné o 10 % FBS, 10

mg.ml™ penicilin/streptomycin a L-glutamin (2 mmol.I'™%).

6.3 Ostatni materal
6.3.1 Transfekce
Transfekéni Cinidla:
o X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent (Roche)
e Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen™)
e DNA Transfection: jetPRIME™ (Polyplus transfection™)
Pre-miRNA:
e Pre-miR™ miRNA Precursor Molecules (Applied Biosystems)
- Negative Control #1 (AM17110)
- hsa-miR-29a (AM17100)
- hsa-miR-29b (AM17100)
- hsa-miR-29¢ (AM17100)

6.3.2 Stanoveni miRNA
e TagMan® MicroRNA Transcription Kit (Applied Biosystems)
e TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems)
- hsa-miR-15a (TM 389)
- hsa-miR-16-1 (TM 391)
- hsa-miR-29a (TM 2112)
- hsa-miR-29b (TM 413)
- hsa-miR-29c¢ (TM 587)
- RNUG6B (TM 1093)

6.3.3 Xenobiotika
e (Cytarabin (Cytosin B-D-arabinofuranosid, C1768, Sigma)
e 5-Azacytidin (A2385, Sigma)
e Etoposid (E1383, Sigma)
e Dexamethason (D1756, Sigma)
e Mifepriston — RU486 (M8046, Sigma)
e Amiodaron hydrochlorid (A8423, Sigma)

-42 -



7. METODY

7.1 Kultivace buné¢énych linii

Buiiky byly kultivovany v kultivaéni lahvi o objemu 75 ¢cm? v inkubatoru nasyceném
vodnimi parami pii 37 °C v atmosféte 5% CO,. Médium bylo ménéno kazdych 24 — 72 hodin.
Jakmile bylo dosazeno pfiblizn¢ 80% konfluence, byly builky pasaZovany trypsinizaci. Buiiky
byly 2x oplachnuty sterilnim PBS (5ml), aby nedochazelo k inhibici trypsinu sérem, uvolnéni
adherentni vrstvy bylo dosaZeno po 2-3 minutové inkubaci s 0,25% roztokem trypsinu s EDTA
(1ml; 37 °C) a nasledné byly resuspendovany v 10 ml kultivacniho média obsahujiciho sérum,
které inhibuje ptisobeni trypsinu. Pocet bun¢k byl stanoven pomoci barveni trypanovou modii.
Dle daného pokusu byly buitky vysety na jednotlivé desky. Pokud neni uvedeno jinak, na 96
jamkovou desku bylo vyseto 20 000 bun¢k v objemu 200 pl na jamku, na 24 jamkovou desku
70 000 bunék v 500 pl na jamku a na 6 jamkovou desku 450 000 bunék ve 2 ml na jamku.

7.2 Stanoveni poctu bunék

10 pl bunééné suspenze bylo smichdno s 90 ul trypanové modri, smes byla nanesena do
Biirkerovy komurky (10 pl) prekryté krycim sklickem. Buiiky byly pocitany pod svételnym
mikroskopem. Koncentrace zivych bunék byla vypoctena dle vztahu:

Pocet bunék / ml = pocet bunék v 0,1 pl x 10 000 x Fedéni

7.3 Transfekce syntetickou pre-miRNA

Transfekci syntetickou pre-miRNA rozumime vneseni ptislusné pre-miRNA, v naSem
ptipadé pre-miR 29a, pre-miR-29b, pre-miR-29c a pre-miRNA kontrolni, do HepG2 nebo HelLa
bunécné linie, vedouci k naslednému zvySeni exprese danych miRNA. Kontrolni miRNA je
kratky usek RNA slozeny znahodného poradi nukleotidd nepodobajici se zadné dosud
identifikované miRNA, nemél by se tudiz v buiikdch vyskytovat, ani zde zastavat jakoukoli
funkci. Transfekce byla provedena metodou lipofekce, kdy smés lipidi a dalSich komponent
(v 80% ethanolu) tvofi komplexy s pre-miRNA a transportuje ji do sav¢ich bunék, kde je
ptirozen¢ sestithavana na zralou miRNA. Transfekce byla provedena tremi rdznymi
lipofekénimi &inidly: X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent, Lipofectamine™ 2000 a
DNA Transfection: jetPRIME™.

7.3.1 Transfekce HepG2 bunécné linie pomoci X-tremeGENE siRNA Transfection Reagentu
Transfekce na 24 jamkové desce: Ve sterilni zkumavce bylo smichano 47,5 ul Opti-

MEM média s 2,5 pl X-tremeGENE siRNA Transfection Reagentem a ve druhé zkumavce bylo

smichano 49 pl Opti-MEM média s 1 pl piislusné pre-miRNA (finalni koncentrace 40 pmol.ul®
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1. Smés Opti-MEMu s transfekénim &inidlem byla prepipetovana do zkumavky s Opti-MEMem
a pre-miRNA, kratce promichana a inkubovana 15 minut pii laboratorni teploté. Mezitim bylo
na 24 jamkové desky napipetovano prislusné mnozstvi zahtatého média bez séra a antibiotik
(doplnéni do 500 pl). Po inkubaci byla do zkumavek pfidana bun&énd suspenze (7 x 10°*
bun¢k/jamku) a vSechen objem byl napipetovan do pfichystaného média na jamkach.
Transfekce jednotlivych pre-miRNA byla vzdy v tripletech. Po 24 hodinach byla provedena
vyména média za médium se sérem a antibiotiky, po 24 hodinach od transfekce bylo piidano
xenobiotikum a po dalsich 24 hodinach byla zmétena viabilita bunék pomoci MTT testu.
Transfekce na 6 jamkovou desku: Byla provedena dle stejného postupu, ale ve
zkumavce bylo smichano 90 pl Opti-MEM média s 10 pl X-tremeGENE siRNA Transfection
Reagentem a ve druhé zkumavce bylo smichano 94 pl Opti-MEM média s 4 pl ptislusné pre-
miRNA (finalni koncentrace 160 pmol.ul™). Na jamky bylo napipetovano mnozstvi média do
celkového objemu 1500 pl a mnozstvi bunék na jamku bylo 4,5 x 10°. Transfekce byla
provedena v dubletech. Po 48 hodinové transfekci byla izolovana RNA a ovéfena transfekce

pomoci real-time PCR.

7.3.2 Transfekce HepG2 bunécné linie pomoci Lipofectaminu™ 2000

Transfekce byla provedena dle stejného postupu jako u X-tremeGENE SiRNA
Transfection Reagentu, ale bylo pouZito jiné mnozstvi latek.

Transfekce na 24 jamkovou desku: Ve zkumavce bylo smichano 49 pl Opti-MEM
média s 1 ul Lipofectaminu ™ 2000 a ve druhé zkumavce bylo smichano 49,5 ul Opti-MEM
média s0,5 pl piislusné pre-miRNA (finalni koncentrace 20 pmol.ul™). Na jamky bylo
napipetovano mnozstvi média do celkového objemu 500 pl a mnozstvi bun¢k na jamku bylo 7 x
10*.

Transfekce na 6 jamkovou desku: Ve zkumavce bylo smichano 245 ul Opti-MEM
média s 5 pl Lipofectaminu ™ 2000 a ve druhé zkumavce bylo smichano 247,5 pl Opti-MEM
média s2,5 pl piisluiné pre-miRNA (findlni koncentrace 100 pmol.ul™). Na jamky bylo
napipetovano mnozstvi média do celkového objemu 1500 pl a mnozstvi bun¢k na jamku bylo

4,5x10°.

7.3.3 Transfekce HepG2 a T-REX HeLa bunécnych linii pomoci DNA Transfection: jetPRIME™

Transfekce na 24 jamkovou desku: Bunky byly vysety na 24 jamkovou desku
v mnozstvi 3 x 10* a inkubovany 24 hodin pti 37 °C v atmosféie 5% CO,, aby doslo k jejich
stabilizaci. Pti transfekci jsme postupovali takto: do zkumavky bylo napipetovano 49,5 ul
jetPRIME™ pufru a 0,5 pl pre-miRNA (finalni koncentrace 20 pmol.ul™). Nasledng bylo
ptidano 2 pl jetPRIME™ reagentu, jemn& vortexovano a kratce centrifugovano. Poté jsme

celkovou smés o objemu 52 ul pridali na bunky, u kterych bylo vyménéno Cerstvé médium.
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Transfekce na 6 jamkovou desku: Buriky byly vysety na 6 jamkovou desku v mnoZzstvi
1,2 x 10° a inkubovany s 2 ml média na jamku 24 hodin pii 37 °C v atmosféie 5% CO,. Do
zkumavky bylo napipetovano 198 pl jetPRIME™ pufru a 2 pl pre-miRNA (finalni koncentrace
80 pmol.ul™). Nasledn& bylo piidano 4 pul jetPRIME™ reagentu, jemn& vortexovano a kratce
centrifugovano. Poté jsme celkovou smés o objemu 204 pl pfidali na bunky, u kterych bylo

vymeénéno cerstvé médium.

7.4 Intoxikace bunék xenobiotiky

Xenobiotika byla rozpusténa v DMSO na potiebnou zasobni koncentraci. V této formé
byla uchovavana pti -20 °C. Pro pouziti byla rozmrazena pii laboratorni teploté a nafedéna
v médiu na spravnou koncentraci. Bunky byly rozesety na desku (96 jamkova, 24 jamkova)
v odpovidajicim mnoZstvi a ponechany pies noc v inkubatoru ke stabilizaci (37 °C, 5% CO,).
Nasledujici den bylo z jamek odsato médium a aplikovana smés média s xenobiotikem. Buiiky

byly inkubovany 24 nebo 48 hodin, dle pokusu a nasledné byla zmétena viabilita MTT testem.

7.5 Stanoveni bunééného poskozeni MTT testem

Stanoveni plsobeni xenobiotik na bunky bylo provadéno pomoci MTT testu, kterym
zjiStujeme viabilitu bunék. MTT neboli Zluta tetrazoliova stl (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromidu) (obrazek 11), je redukovana mitochondrialnimi dehydrogenasami
metabolicky aktivnich bun¢k na nerozpustné fialové formazanové barvivo, jehoz koncentrace je
po rozpusténi v organickém rozpoustédle stanovena spektrofotometricky pii 540 nm (obrazek
11) (Sieuwerts et al., 1995).

Na nékolik jamek bylo aplikovano 10 pl 10% Tritonu X-100, ke stanoveni pozadi.
Buniky byly po intoxikaci oplachnuty roztokem PBS a poté byla aplikovana smées obsahujici 100
ul MTT na 1000 pl média. Suspenze byla inkubovana 3 hodiny (37 °C; 5 % CO,), poté bylo
médium s MTT odsato a do jamek bylo pfidano 200 pul DMSO s 1 % amoniakem. Buiiky byly
promichany a ponechany 5 minut, aby doslo k tplnému rozpusténi formazanového barviva.
Nasledné byla zmétena absorbance vzniklého modrofialového roztoku pti 540 nm.

Zivotnost bunék byla po¢itana dle vztahu:
Zivotnost (%) =100 * ((Av— Ar)/(Ak— Ap))
Ap absorbance pozadi (buriky inkubované s Tritonem X-100)

Ay absorbance vzorku (bunky inkubované s xenobiotiky)

Ax absorbance kontroly (bunky neovlivnéné Zadnou latkou)
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Obrazek 11 Princip MTT testu.
Zdroj:http://www.dojindo.com/home/index.php?page=shop.product_details&flypage=Fflypage.tpl&product_id=504&
category_id=29&option=com_virtuemart&Itemid=58 (stazeno: 01.04.2011)

7.6 1zolace RNA trizolovou metodou a stanoveni celkové RNA

RNA byla izolovina zbunék na 6 jamkové desce. Dané vzorky byly vzdy
Vv duplikatech. Bunky byly 2x promyty PBS, poté bylo do kazdé jamky napipetovano 500 pl
TRI reagentu. Pomoci Skrabky byly buitky oddéleny ode dna a pfeneseny do sterilni zkumavky,
vzdy 2 duplikaty do jedné zkumavky. Nésledné¢ byly homogenizovany pipetovanim a
inkubovany 5 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo ke smési ptidano 200 pl chloroformu a
lehce promichano pievracenim. Inkubace 3 min pfi laboratorni teploté. Vzorek byl poté
centrifugovan 15 min pii 12000g a 4°C. Horni vodna faze byla odebrana a pienesena do nové
zkumavky, k ni bylo pfidano 500 pl isopropanolu. Nasledovala inkubace 10 min pii laboratorni
teploté a centrifugace 10 min, 12000g, 4°C. Supernatant byl odsan pipetou a usazeny pelet byl
promyt 300 pl 75% ledovym ethanolem. Poté byl centrifugovan 5 min, 7500g, 4°C, supernatant
opatrné odsan a pelet vysuSen na vzduchu ve flow boxu. Vysuseny pelet byl rozpustén v 10-50
ul ddH,0.

Koncentrace a Cistota RNA byla ur¢ena spektrofotometrickym méfenim pti 260, 280 a
230 nm. Pokud byla zméfena uspokojiva hodnota Cistoty (A260/A280 > 1,8; A260/A230 > 1,7),
bylo mozno pouzit hodnotu A260 pro vypocet koncentrace RNA.

7.7 Reverzni transkripce

Pro stanoveni jednotlivych miRNA je potieba nejdiive izolovanou RNA piepsat na
cDNA. Ke specifické reverzni transkripci byl pouzit TagMan® MicroRNA Transcription Kit
(Applied Biosystems) a stem-loop RT primery, které jsou soucasti TagMan® MicroRNA
Assays (Applied Biosystems). Celkova RNA byla natedéna na koncentraci 4 ng.ul™, pti¢emz do
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reakce bylo pouzito 5 pl, vysledna koncentrace byla tedy 20 ng.ul™. Béhem postupu byly

vSechny komponenty uchovavany na ledu.

Ptiprava reakéni smési (mnozstvi (ul) na jednu 15 pl reakci):

dNTPs mix (100mM total) 0,15
MultiScribe™ RT (50 U.ul™) 1,00
10X RT Buffer 1,50
RNase inhibitor 0,19
Nuclease Free Water 4,16
RT Primer 3,00
RNA (4ng.ul™) 5,00

Zkumavky byly kratce centrifugovany a poté vloZzeny do termocykleru nastaveného na

nasledujici program. Vytvoiend cDNA byla uchovavana pfti -20°C.

30 min 16°C
30 min 42°C
5min 85°C
© 4°C

7.8 Real-time PCR
Stanoveni exprese miRNA bylo provedeno na pristroji LightCycler® 480 Real-Time
PCR System (Roche). K reakci byla pouzita cDNA ziskana z reverzni transkripce.

Reakéni smés (20 ul)
TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG 10,00 pl

TagMan MicroRNA assays (primer) 1,00 ul
Nuclease Free Water 7,67 ul
cDNA 1,33 ul

Vzorky byly napipetovany na mikrotitraéni desticku o 96 jamkach vzdy v tripletech. Nasledné
byly kratce centrifugovany z divodu eliminace bublin. Na termocykleru byl nastaven tento

program:

-47 -



Pocate¢ni denaturace 95°C 10 min

Denaturace 95°C 15s

. o } 40x
Annealing 60°C 60s
Ochlazeni 4°C

7.8.1 Hodnoceni exprese miRNA

Pro vypocet relativni kvantifikace jsme vyuzili metodu AACt. Ct je prahovy cyklus, pfi
kterém detekované signaly za¢nou odpovidat exponencidlnimu ristu mnozstvi amplifikacniho
produktu. Jako endogenni kontrola se pouzivaji n€které houskeepingové geny, o kterych se
soudi, ze ve studované tkani vykazuji stabilni expresi (Pfaffl, 2001). My jsme jako
houskeepingovy gen zvolili malou jadernou snRNA U6 (RNU6B). Pro vypocet normalizované

hodnoty porovnavajici expresi mezi zdravou a nddorovou tkani Ize pouzit nasledujici vzorec.

ACt = Ct (cilova miRNA) — Ct (RNUG6B)
AACt = ACt (vzorek, nadorova tkain) — ACt (kalibrator, zdrava tkarn)

Normalizovana hodnota = 222¢*

7.9 Statistické vyhodnoceni

Vsechny experimenty byly provedeny ve tfech nezavislych opakovanich, pokud neni
uvedeno jinak. Vysledky byly vyjadieny jako pramér + SD (MS Excel 2007, Microsoft, USA).

Ke statistické analyze pacientl byl pouzit software SPSS verze 15 (SPSS Inc., Chicago,
USA). Analyza kategorialnich parametri byla provedena pomoci Fisherova pfesného testu
(Fisher’s exact test), kvantitativni parametry byly analyzovany pomoci neparametrickych metod
Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Spearmanova korela¢ni analyza. Normalita dat byla ovéfena
pomoci testu Shapiro-Wilk. Testy byly provedeny na hlading signifikance 0,05.

Statistické vyhodnoceni bunécnych experimentii bylo provedeno pomoci ANOVA
(Analysis of variance, analyza rozptylu) a Tukeyho testu v programu Statistica na hladiné

vyznamnosti 0,05.
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8. VYSLEDKY

8.1 Zmény exprese MiRNA u pacienti s CLL

Pomoci metody real-time PCR byla stanovena hladina miR-15a a miR-16-1, miR29 (a,
b, ¢) u 54 pacientt (15 Zen, 39 muzi). 38 pacientii s CLL mélo monoalelickou nebo bialelickou
deleci 13. chromozomu, 9 pacienti mélo 0 % deleci 13q, 7 pacienti trpélo chronickou
myeloidni leukemii (CML). Pramérny vék v dobé diagnozy byl 60 let. Jako kontrolu jsme
zvolili pool krve 10 zdravych darct transfiizni stanice. Hladiny miRNA byly porovnavany
s jednotlivymi diagnostickymi parametry pacientd, jako je naptiklad delece 13q, mutaéni status
IgVH, ptitomnost ZAP-70, patologickym klonem, klinickym stddiem dle Bineta a celkovym
prezitim pacientd. Vysledky naméfenych normalizovanych hodnot jednotlivych miRNA jsou
shrnuty v tabulce 4.

Ve skupin¢ sledovanych pacienti nebyla prokazana signifikantni zavislost mezi
normalizovanymi hodnotami miR-15a, miR-16-1 a jejich podilem a monoalelickou deleci,
muta¢nim stavem IgVH, ZAP-70, stadiem onemocnéni dle Bineta, vyskytem exitd a klonalitou.
Signifikantné vy$$i hodnoty normalizované miR-15a byly zjistény u pacientti bez bialelické
delece 13q (p=0,045). Slaba negativni korelace byla zji§téna mezi normalizovanou miR-16-1 a
bialelickou deleci 13q (obrazek 12). Stfedné silnd negativni korelace byla zjiSténa mezi
hodnotami normalizované miR-15a a vékem pacientd v dobé odbéru (obrazek 13). Slaba
negativni korelace byla nalezena mezi normalizovanou miR-16-1 a v€kem pacientt v dobé
odbéru (obrazek 14).

Nebyl prokazan signifikantni rozdil mezi pacienty s deleci 13q a pacienty bez delece
Vv pohlavi, véku, normalizovanych hodnotach miR-15a, miR-16-1, ve stadiu onemocnéni dle
Bineta, ZAP-70, muta¢nim statusu IgVH a klonalité. V souboru pacienti s deleci 13q byly
zjistény signifikantné vyssi hodnoty poméru miR-15a/miR-16-1 oproti pacientim bez delece
(obrazek 15).

Nebyla prokazana signifikantni zavislost mezi normalizovanymi hodnotami miR-29a,
miR-29b, miR-29¢ a podilem miR-29a/c a monoalelickou deleci, bialelickou deleci, mutaénim
stavem IgVH, ZAP-70, stadiem onemocnéni dle Bineta, vékem, pohlavim, vyskytem exiti a
klonalitou. Dale nebyl prokazan signifikantni rozdil mezi skupinami CLL, CLL 0 % delece a

CML v pohlavi, véku a podilu exitl.
Nebyl prokazan rozdil mezi skupinami CLL a CLL 0 % delece ve stadiu onemocnéni

dle Bineta, ZAP-70 a klonalité.
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Tabulka 4 Vysledné normalizované hodnoty miR-15a, miR-16-1 a miR-29 (a, b, ¢) naméfené u pacienti.

Diagnéza Norm. Norm. Norm. Norm. Norm.
miR-15a miR-16-1 miR-29a miR-29b miR-29c¢
1 B-CLL 0,463 0,727 0,747 0,599 0,599
2 B-CLL 2,349 1,682 4,478 2,311 2,56
3 B-CLL 1,165 1,347 4,734 3,429 1,121
4 B-CLL 0,895 1,301 2,578 1,203 2,112
5 B-CLL 2,346 2,297 4,272 2,030 2,357
6 B-CLL 1,021 0,432 1,440 0,234 0,871
7 B-CLL 0,196 0,582 2,789 1,834 1,886
8 B-CLL 1,932 0,742 1,926 0,795 1,112
9 B-CLL 19,835 13,361 4,792 2,260 76,208
10 B-CLL 0,566 0,473 1,137 0,296 0,427
11 B-CLL 0,163 0,570 3,817 2,908 1,952
12 B-CLL 1,741 0,933 1,241 0,409 1,217
13 B-CLL 0,551 1,262 1,092 1,087 0,921
14 B-CLL 1,537 2,657 3,499 2,439 1,769
15 B-CLL 0,790 1,042 0,792 2,095 0,973
16 B-CLL 0,203 0,252 0,446 0,545 0,242
17 B-CLL 2,868 3,837 2,392 0,619 3,372
18 B-CLL 1,464 1,141 1,569 1,216 9,19
19 B-CLL 2,990 1,602 6,135 0,350 2,355
20 B-CLL 4,056 3,630 6,764 2,357 1,874
21 B-CLL 0,979 0,758 1,272 1,132 0,431
22 B-CLL 2,433 2,056 3,139 3,668 1,294
23 B-CLL 1,580 1,729 2,395 1,558 0,577
24 B-CLL 1,682 1,815 4,606 1,868 9,246
25 B-CLL 0,117 0,297 1,803 0,257 0,562
26 B-CLL 1,591 5,657 7,635 4,983 2,454
27 B-CLL 9,849 10,196 23,606 11,949 3,854
28 B-CLL 0,908 1,014 4,429 2,212 2,075
29 B-CLL 0,559 1,197 5,653 4,810 1,032
30 B-CLL 1,125 1,214 2,697 1,897 2,758
31 B-CLL 3,784 0,395 2,002 0,518 0,974
32 B-CLL 0,129 0,395 5,730 2,532 2,002
33 B-CLL 0,758 1,753 2,753 1,807 1,268
34 B-CLL 1,945 3,010 9,046 4,295 2,03
35 B-CLL 2,828 2,129 3,899 1,027 2,559
36 B-CLL 4,659 3,227 11,191 5,140 1,542
37 B-CLL 4,891 3,706 4,387 3,174 2,766
38 B-CLL 0,049 0,066 0,127 0,102 0,012
39 B-CLL 3,249 3,095 2,375 2,617 0,794
40 B-CLL 0,818 2,603 2,677 3,304 7,368
41 B-CLL 0,92 1,625 2,159 3,016 1,007
42 B-CLL 1,042 1,474 1,42 0,844 3,932
43 B-CLL 2,378 3,864 6,738 4,768 1,857
44 B-CLL 0,835 2,549 2,24 2,701 4,534
45 B-CLL 1,189 2,071 5,507 4,531 17,446
46 B-CLL 0,266 0,323 0,226 0,246 0,317
47 B-CLL 1,165 1,705 1,569 2,018 0,523
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Obrazek 12 Slaba negativni korelace mezi norm. miR-16-1 a bialelickou deleci 13q. Spearmanova korela¢ni analyza,

p<0,05.
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Obrazek 13 Stfedné silna negativni korelace mezi norm. miR-15a a v€kem pacientll v dobé odbéru. Spearmanova
korelaéni analyza, p<0,05.
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Obrazek 14 Slaba negativni korelace mezi norm. miR-16-1 a vékem pacientli v dobé odbéru. Spearmanova korela¢ni
analyza, p<0,05.
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Obrazek 15 Signifikantné vy$si hodnoty poméru miR-15a/miR-16-1 pacientl s deleci oproti pacientim bez delece.
Mann-Whitney test, p=0,035.

8.2 Stanoveni toxicity vybranych xenobiotik na HepG2 a HeL.a bunééné linii
Abychom mohli sledovat vliv miR-29 na toxicitu vybranych xenobiotik, bylo dulezité

nejprve stanovit jejich toxicitu na bunkach. Proto byly stanoveny koncentracni fady
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jednotlivych xenobiotik na HepG2 a HelLa bunécéné linii. Bunky byly vystaveny pusobeni
xenobiotik po dobu 24 hodin. Pokus byl provadén na 96 jamkové desce. V koncentracich 2, 5,
10, 20, 50, 100 uM byl stanoven cytarabin a azacytidin, v koncentracich 2, 5, 10, 20, 40, 80 uM
byl stanoven etoposid a v koncentracich 10, 20, 30, 35, 40, 50 uM byl stanoven amiodaron
(obrazek 17). Vysledné kiivky byly proloZzeny spojnici trendu a zrovnice regrese byla
vypocitana hodnota ICs, kterd odpovida koncentraci latky poskozujici 50 % bunék (tabulka 5).
Amiodaron jsme vzhledem k jeho vysoké toxicité pouzili jako pozitivni kontrolu a k dal§im
pokustim jiz nebyl vyuzivan. Cytarabin pii aplikaci na HepG2 buiiky nevykazoval cytotoxicitu
ani genotoxicitu pti pouziti 10 uM, 50 uM ani 100 uM koncentrace (Severin et al., 2003), cozZ se
Vv pfipad¢ toxicity potvrdilo i v naS§em experimentu. Azacytidin a etoposid vykazovaly pomérné
dobrou toxicitu jak u HepG2, tak u HeLa bungk, proto jsme se rozhodli je dale pouzivat. Ackoli
byli hodnoty 1Csg azacytidinu 42 uM a pro etoposid 60 uM, rozhodli jsme se v dalSich pokusech

pouzivat vyssi koncentraci pro lepsi ucinnost a to 60 pM azacytidin a 80 uM etoposid.
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Obrazek 16 Toxicita sledovanych xenobiotik na bunééné linii HepG2. Srovnatelné kiivky byly naméteny také u
HeLa bunék. Data jsou primérem ze 4 nezavislych experimentii, z divodu piechlednosti zde nejsou znazornény
smérodatné odchylky. RozliSeni kiivek: modra-cytarabin; fialova-etoposid; Cervena-azacytidin; zelena-amiodaron.

Tabulka 5 Hodnoty I1Cx pro jednotliva xenobiotika pro HepG2 a HeLa buiiky.

Xenobiotikum 1Cso
Cytarabin >100 puM
Azacytidin 42 uM

Amiodaron 28 uM
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Etoposid 60 UM

8.3 Vliv syntetické miR-29 transfekované do HepG2 bunék na toxicitu etoposidu

Vychozim bodem pro tento pokus byl vysledek experimentu Lucie Kubienové, ktera
prokazala, Ze miR-29b signifikantné navysuje toxicitu etoposidu v HeLa bunkach (Kubienova,
2009). My jsme se pokusili ovéfit, zda je tato aktivita syntetické miR-29 detekovatelna i na
HepG?2 bunkach.

HepG2 buiky byly transfekovany jednotlivymi ¢leny rodiny miR-29 za pouziti
lipofekéniho ¢inidla X-tremeGENE. Stabilizace bun¢k po transfekci probihala 48 hodin a
nasledné byl pfidan etoposid (80 pM) na 24 hodin. Transfekce byla provadéna na 24 jamkové
desce, ¢asovy interval 48 hodin pro stabilizaci byl pouzivan, protoze po tomto ¢ase zpusobuje
synteticka miR-29 snizeni exprese cilovych gent. Z divodu vysoké toxicity transfekéniho
¢inidla rapidné klesla viabilita bunék, proto zde vysledky vztahujeme k buinkam s X-
tremeGENE a ne pouze k bunkam. Navic vlozeni jakékoli kratké RNA, byt’ jen kontrolni, ktera
neplni v bunce zadnou funkci, zplsobilo jesté vyrazngjsi pokles viability. Proto nelze z téchto
vysledki ziskat zadné signifikantni zavéry (obrazekl8). Pro ovéfeni transfekce jsme
transfekovali buiky na 6 jamkové desce. Po 48 hodinach byla izolovana RNA, zméfena jeji
koncentrace a stanovena hladina exprese jednotlivych miR-29 pomoci real-time PCR.
Transfekce pomoci X-tremeGENE meéla velice dobrou ucinnost, vykazovala vSak vysokou

toxicitu ¢inidla (tabulka 6).

120

100

80

Viabilita (%)
(@2}
o
S

l—
—_

S X-tremeGENE miR-ctrl miR-29a miR-29b miR-29c

Obrazek 17 Viabilita transfekovanych HepG2 bunék po pisobeni etoposidem. Transfekce pomoci X-tremeGENE
¢inidla. Hodnoty jsou primeérem ze tfi nezavislych experimentt + SD. S X-tremeGENE - kontrolni buriky vystavené
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pisobeni pouze transfekéniho ¢inidla; miR-ctrl — buiiky transfekované kontrolni miRNA; miR-29a,b,c — buiky
transfekované uvedenou syntetickou miRNA. Tmavé sloupce - bez etoposidu; prazdné - s etoposidem.

Tabulka 6 Kontrola u¢innosti transfekce pomoci X-tremeGENE. S X-tremeGENE - kontrolni buiiky vystavené
pisobeni pouze transfekéniho ¢Cinidla; CTRL — buiky transfekované kontrolni miRNA; transf-29a,b,c — buiky
transfekované uvedenou syntetickou miRNA.

Vzorek RNA miRNA Exprese

S X-tremeGENE miR-29a 1,00
CTRL miR-29a 0,84
transf-29a miR-29a 893,81
S X-tremeGENE  miR-29b 1,00
CTRL miR-29b 0,31
transf-29b miR-29b  6218,66
S X-tremeGENE miR-29c¢ 1,00
CTRL miR-29c 1,32
transf-29c miR-29¢ 78433,71

8.4 Sledovani vlivu dexamethasonu a mifepristonu na expresi miR-29 u HeLa a HepG2
bunék

Z ptedchozich pokust vyplynulo, Ze miR-29b navySuje toxicitu v HeLa buikach, nikoli
vSak v HepG2. Rozdil mezi témito builkami je mimo jiné v transkripéni aktivité
glukokortikoidniho receptoru (GR). Piestoze je GR detekovatelny v HepG2 bunkach, vykazuje
velmi nizkou citlivost na stimulaci dexamethasonem (Dvotak et al., 2008). V ptipadé ko-
transfekce plasmidy zajistujicimi expresi funkéniho GR a reportérového genu lze pozorovat az
600-nasobné zvySeni aktivity po stimulaci dexamethasonem (Fruchter et al., 2005). Proto jsme
se rozhodli sledovat vliv dexamethasonu a mifepristonu, coz je aktivator, respektive inhibitor
GR, na hladinu exprese miR-29 v HeLa a HepG2 burikach.

Bunky byly vystaveny 24 hodinovému pusobeni dexamethasonu, mifepristonu a jejich
kombinaci na 6 jamkovych deskach. Koncentrace dexamethasonu byla 100 nM, mifepristonu 10
uM. Nasledné byla izolovana RNA, stanovena jeji koncentrace, provedena reverzni transkripce
a pomoci real-time PCR stanovena hladina exprese miR-29. Vysledna exprese miR-29 u Hela
bunék je zobrazena vtabulce 7. Hladina miR-29a byla nedetekovatelna, miR-29c byla
pisobenim dexamethasonu mirné¢ navySena. MiR-29b byla po putsobeni dexamethasonu
mnohonasobné vyssi. V kombinaci s mifepristonem, coz je latka pouzivana jako antagonista

dexamethasonu, bylo navyseni miR-29b nizsi.
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Totéz bylo provedeno na HepG2 bunkach (tabulka8), kde ale dexamethason
nenavysSoval expresi zadné miR-29, pouze mifepriston mirné navySoval miR-29b, ale vykazoval

znacny rozptyl hodnot.

Tabulka 7 Exprese miR-29 u HeLa bunék po ptsobeni dexamethasonu (Dex) a mifepristonu (RU486). Kontrolni
bunky jsou oznaceny UT. Hodnoty jsou primérem ze tii nezavislych experimentt.

Exprese miR-29b SD  Exprese miR-29c SD
Dex 27,24 5,13 5,70 0,87
Dex+RU486 18,89 5,04 5,70 2,01
RU486 4,30 1,44 3,89 2,68
uT 1,00 0,00 1,00 0,00

Tabulka 8 Exprese miR-29 u HepG2 bunék po plsobeni dexamethasonu (Dex) a mifepristonu (RU486). Kontrolni
bunky jsou oznaceny UT. Hodnoty jsou primérem ze tif nezavislych experimentu.

Exprese miR-29a SD Exprese miR-29b SD Exprese miR-29c SD

Dex 1,07 0,23 1,60 1,37 1,67 0,48
Dex+RU486 1,57 0,69 2,21 1,54 1,90 0,93
RU486 2,17 0,85 7,73 6,79 3,01 1,41
uT 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00

8.5 Srovnani toxicity kombinaci xenobiotik — etoposid, dexamethason, mifepriston na
HepG2 a Hela buiikach

Jelikoz dexamethason prokazatelné navySoval expresi miR-29b v HelLa buiikach a
stejné tak MiR-29b navysovala toxicitu etoposidu v HeLa bunkach, proto jsme testovali u¢inek
dexamethasonu na toxicitu etoposidu jak na HeLa, tak na HepG2 burikach.

Nejprve byly na buniky aplikovany dexamethason (100 nM) a mifepriston (10 uM) a
inkubovany 24 hodin. Nasledné¢ byl k buiikam ptidan etoposid (80 uM) na 24 hodin. Pokus byl
provadén na 96 jamkové desce.

U HepG2 bunék jsme ocekavali, Ze by se nemél G¢inek dexamethasonu ani mifepristonu
projevit, z davodu velmi nizké transkripéni aktivity GR. Nicméné kombinace mifepristonu
s etoposidem vykazovala signifikantné vyssi toxicitu. Jiné signifikantni zavislosti nebyly u
HepG2 bunék nalezeny (obrazek 19).

U HeLa bunék jsme diky pfitomnosti glukokortikoidniho receptoru o¢ekavali ucinek
dexamethasonu a mifepristonu, kdy dexamethason by mohl navysovat toxicitu etoposidu. Zadna

signifikantni zavislost u HeLa bunék vSak nebyla nalezena (obrazek 20).
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Obrazek 18 Toxicita na HepG2 buiikach: kombinace s etoposidem. Hodnoty jsou pramérem ze tii nezavislych
experimentl + SD. Statistické hodnoceni provedeno jako ANOVA s post hoc Tukeyho testem na hladiné p<0,05
(oznaceno *). Dex - dexamethason; RU486 - mifepriston; Etop - etoposid.
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Obrazek 19 Toxicita na HeLa bunkach: kombinace s etoposidem. Hodnoty jsou primérem ze tii nezavislych
experimenttl + SD. Statistické hodnoceni provedeno jako ANOVA s post hoc Tukeyho testem na hladiné p<0,05
(oznaceno *). Dex - dexamethason; RU486 - mifepriston; Etop - etoposid.
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8.6 VIiv transfekovanych miR-29 na toxicitu azacytidinu v HepG2 a HeLa buiikach

Dalsim xenobiotikem, které jsme se rozhodli pouzivat, byl azacytidin, jelikoz ma stejny
inhibi¢ni efekt na DNA methyltransferasu jako miR-29. Lze tedy ocekavat synergicky efekt,
kdy azacytidin inhibuje existujici DNMT a zarovenn dochazi k potlaceni exprese DNMT
syntetickou miR-29.

HepG2 buiiky byly transfekovany jednotlivymi miR-29 pomoci Lipofectaminu 2000.
Stabilizace bun€k po transfekci probihala 48 hodin a nasledné byl aplikovan azacytidin (60 pM)
po dobu 24 hodin. Lipofectamin 2000 vykazoval vysokou toxicitu na HepG2 bunkach (obrazek
21). Nicméné transfekce byla ovéiena a ukazala se jako ucinna (tabulka 9).

Z divodli vysoké toxicity X-tremeGENE a Lipofectaminu 2000 jsme zvolili tfeti
transfekéni Cinidlo — jetPRIME. Transfekce probehla jako v pfedchozich postupech na 24
jamkové desce. Pouziti jetPRIME Ccinidla tentokrat nevedlo ke snizené viabilité bun€k, neni
tudiz pro buiiky toxické. Nasledné plisobeni azacytidinu zpUsobilo snizeni viability HepG2
bungk, avsak nebyl zaznamenan Zadny signifikantni vliv syntetické miR-29 na toxicitu
azacytidinu (obrazek 22). Transfekce byla ovéfena pomoci real-time PCR a oproti X-
tremeGENE a Lipofectaminu 2000 vykazovala mnohem nizsi u¢innost (tabulka 10).

Jelikoz jetPRIME nevykazoval vysokou toxicitu na HepG2 buiiky, pouzili jsme ho také
na HeLa bunky. Vlozeni kratké RNA do HelLa buiek vedlo k mirnému poklesu viability.
Pouzitim azacytidinu viabilita také klesla, nebyl zde vSak zjistén zadny signifikantni vliv
syntetické miR-29 na toxicitu azacytidinu (obrazek 23). U¢innost transfekce jetPRIME ¢&inidlem
byla lepsi nez u HepG2 bunék (tabulka 11).
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Obrazek 20 Viabilita transfekovanych HepG2 bunék po pusobeni azacytidinu. Transfekce provedena pomoci
Lipofectaminu 2000. Hodnoty jsou primérem ze tii nezavislych experimenti + SD. Tmavé sloupce - bez azacytidinu;
prazdné sloupce - s azacytidinem.

Tabulka 9 Kontrola u¢innosti transfekce pomoci Lipofectaminu 2000.

Vzorek RNA miRNA  Exprese

S Lipofectaminem miR-29a 1,00
CTRL miR-29a 0,63
transf-29a miR-29a 2104,84
S Lipofectaminem miR-29b 1,00
CTRL miR-29b 0,28
transf-29b miR-29b 5897,20
S Lipofectaminem miR-29c 1,00
CTRL miR-29¢ 0,45
transf-29c miR-29¢ 757,37
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Obrazek 21 Viabilita transfekovanych HepG2 bunék po pusobeni azacytidinem. Transfekce pomoci jetPRIME
¢inidla. Hodnoty jsou pramérem ze tfi nezavislych experimentd = SD. Tmavé sloupce - bez azacytidinu; prazdné
sloupce - s azacytidinem.

Tabulka 10 Kontrola u¢innosti transfekce pomoci jetPRIME na HepG2 buiikach.

Vzorek RNA  miRNA Exprese

SjetPRIME miR-29a 1,00
CTRL miR-29a 1,09
transf-29a miR-29a 14,35
SjetPRIME miR-29b 1,00
CTRL miR-29b 1,44
transf-29b miR-29b 77,92
SjetPRIME miR-29¢ 1,00
CTRL miR-29¢ 1,16
transf-29c¢  miR-29¢ 22,47
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Obrazek 22 Viabilita transfekovanych HeLa bunék po plisobeni azacytidinu. Transfekce pomoci jetPRIME ¢inidla.

Hodnoty jsou primérem ze tfi nezavislych experimenti + SD. Tmavé sloupce - bez azacytidinu; svétlé sloupce - S
azacytidinem.

Tabulka 11 Kontrola u¢innosti transfekce pomoci jetPRIME na HeLa buiikéch.

Vzorek RNA  miRNA Exprese

SjetPRIME miR-29a 1,00
CTRL miR-29a 0,71
transf-29a miR-29a 48,13
SjetPRIME miR-29b 1,00
CTRL miR-29b 0,56
transf-29b miR-29b 110,33
SjetPRIME miR-29¢ 1,00
CTRL miR-29¢ 0,55
transf-29c miR-29¢ 129,89

8.7 Srovnani toxicity kombinaci xenobiotik — azacytidin, dexamethason, mifepriston na
HepG2 a Hela buiikach

Stejné jako v experimentu s etoposidem, jsme testovali kombinaci azacytidin,
dexamethason a mifepriston.

Tyto experimenty byly provedeny analogicky jako pfedchozi pokusy, etoposid vSak byl
zaménén za azacytidin (60 pM). Zde doslo k signifikantnimu snizeni viability HepG2 bunék
ptisobenim kombinaci dexamethasonu a mifepristonu s azacytidinem (obrazek 24).

U HeLa bun¢k opét nebyla nalezena zadna signifikantni zavislost (obrazek 25).
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Obrazek 23 Toxicita na HepG2 buiikach: kombinace s azacytidinem. Hodnoty jsou primérem ze tfi nezavislych

experimentt £ SD. Statistické hodnoceni provedeno jako ANOVA s post hoc Tukeyho testem na hladiné p<0,05
(oznaceno *). Dex - dexamethason; RU486 - mifepriston; Aza - azacytidin.
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Obrazek 24 Toxicita na HeLa buitkach kombinace s azacytidinem. Hodnoty jsou primérem ze tfi nezavislych
experimentll + SD. Dex - dexamethason; RU486 - mifepriston; Aza - azacytidin.
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DISKUSE

V souvislosti s chronickou lymfocytarni leukemii a mikroRNA bylo publikovano jiz
mnoho studii. Rada znich jiz prokazala vyznamné postaveni nékolika miRNA v patogenezi
tohoto zavazného onemocnéni. Cilem této prace bylo nejen potvrdit jiz znamé skute¢nosti, ale
také nalézt nové spojitosti mezi miR-15a, miR-16-1 a rodinou miR-29 a CLL.

Bylo zjisténo, Ze miR-15a a miR-16-1 lezi v malé oblasti chromosomu 13q14, ktera je u
vice nez 50 % pacienti s CLL deletovana a alelicka ztrata v této oblasti signifikantné koreluje se
snizenou hladinou exprese miR-15a a miR-16-1 (Calin et al., 2002). Cilovym genem téchto
miRNA je pravdépodobné anti-apoptoticky protein Bcl-2, jehoz hladina je u vétSiny pacientl
s CLL navySena. Tyto poznatky ukazuji, Ze miR-15a a miR-16-1 maji vlastnost nadorového
supresoru (Cimmino et al., 2005). V nasem souboru pacientli nebyla tato teorie vyvracena, byla
vsak potvrzena pouze u pacientu S bialelickou deleci. Mezi normalizovanou hodnotou miR-16-1
a bialelickou deleci 13q byla zjisténa slaba negativni korelace. Slaba korelace mohla byt
ovlivnéna statistikou, jelikoZ pro statistické vyhodnoceni byli pacienti s monoalelickou deleci
oznaéeni jako 0 % bialelicka delece, ackoli se u nich delece vyskytla. Pokud by pacienti
s monoalelickou deleci nebyli zahrnuti do tohoto srovnani, mohla byt korelace mezi bialelickou
deleci 13q a snizenou hladinou miR-16-1 vyhodnocena jako silna. Otazkou vSak zlstava, zda
selekce uvnité skupiny pacientl nevnasi do statistického hodnoceni nevhodny bias, ktery
zkresluje celkovy vysledek. U pacientii bez bialelické delece 13q byly zjistény signifikantné
vy$8i hodnoty miR-15a. Z téchto vysledku vyplyva, Ze miR-16-1 je v obou piipadech, tedy bez
bialelické delece i stouto deleci, hlife exprimovana nez miR-15a. Dale jsme se pokusili
korelovat hladiny miR-15a a miR-16-1 s jednotlivymi diagnostickymi parametry pacientu,
avSak mezi mutacnim stavem IgVH, ZAP-70, stadiem onemocnéni dle Bineta, vyskytem exitd
ani patologickou klonalitou nebyla prokdzana signifikantni zavislost. Stfedné silnd negativni
korelace vsak byla zjisténa mezi hodnotami miR-15a a v€kem pacientii v dobé odbéru a slaba
negativni korelace byla také mezi miR-16-1 a vékem pacientti. Tento vysledek naznacuje, Ze se
vzristajicim vékem a rozvojem onemocnéni se hladina téchto miRNA snizuje, z cehoz vyplyva,
ze se hladina jejich exprese mize v pribéhu onemocnéni menit. Pro dalsi statistické hodnoceni
jsme pouzili pomér miR-15a/miR-16-1, tedy relativni hodnotu exprese tohoto tandemu miRNA.
JelikoZ ob& miRNA lezi ve stejné oblasti chromozomu, delece v této oblasti by mély ovlivnit
expresi obou miRNA stejnou mérou. Ukazalo se, Ze v souboru pacientd s jakoukoli deleci 13q
byly zjistény signifikantné vyssi hodnoty poméru miR-15a/miR-16-1 nez v souboru pacientti s 0
% deleci. Tento vysledek naznacuje, Ze u pacientti bez delece dochazi k rovnomérné expresi
obou miRNA, zatimco delece, at’ uz monoalelicka nebo bialelicka, nezahrnuje vzdy identicky

usek chromosomu a nevyskytuje se ve vSech B-bunkach. Takto mize nastat situace, ze je
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vyfazena zprovozu pouze nckterd ztéchto miRNA, zatimco druhd je bez problému
exprimovana, a tak jsou jejich hladiny rozdilné.

Dalsi dilezita molekula souvisejici s CLL je proto-onkogen Tcl-1. Tcl-1 je asociovan
S nepfiznivou prognézou onemocnéni a s vyskytem ZAP-70, coz je negativni prognosticky
faktor. Bylo zji§téno, Ze rodina miR-29 negativné reguluje Tcl-1 a jejich sniZena exprese je tedy
asociovana s horsi prognézou (Pekarsky & Croce, 2010). Maly soubor pacientd CLL, ktery
méla k disposici Lucie Kubienova poukdzal na moznou asociaci miR-29 se ZAP-70
(Kubienova, 2009). Tuto asociaci jsme se rozhodli provérit na mnohem vétsim souboru pacienti
s CLL, a proto jsme krom¢ vyse uvedenych miR-15a a miR-16-1 stanovili hladiny v§ech miR-
29 a porovnali je s diagnostickymi parametry pacientti. Korelace mezi miR-29a, miR-29b, miR-
29c¢, podilem miR-29a/c a deleci 13q, muta¢nim stavem IgVH, ZAP-70, stadiem onemocnéni
dle Bineta, v€kem, pohlavim, vyskytem exiti ani patologickou klonalitou neprokazala zadnou
signifikantni zavislost. Nebyla tedy potvrzena teorie, Ze miR-29 souvisi S pfitomnosti ZAP-70.
Pokud bychom chtéli srovnat hladiny miR-29 s agresivnim nebo indolentnim pribéhem
onemocnéni, museli bychom si srovnavat skupiny pacientll s nemutovanym IgVH a pfitomnosti
ZAP-70 jako agresivni prognézu a pacienty s mutovanym IgVH, bez ZAP-70 jako indolentni
prognozu. Bohuzel v naSem souboru jsme neméli dostateCné zastoupeni pacientli s indolentni

progndzou, abychom mohli porovnat miR-29 S prib&hem onemocnéni.

Druhou ¢asti této diplomové prace bylo osvétlit vzajemné vztahy mezi miR-29 a
vybranymi xenobiotiky. V roce 2010 byla publikovana zajimava studie ukazujici vliv miR-29b
na odpoveéd’ 1é¢by decitabinem (5-aza-2°-deoxycitidin) u pacientt s akutni myeloidni leukemii.
Pred lécbou byly stanoveny hladiny miR-29b, nasledné byla aplikovana 10 denni 1écba
decitabinem a stanovena odpovéd’ na tuto 1é€bu. Vysoka hladina miR-29b byla asociovana
s lepsi odpovédi na lécbu decitabinem. Protoze vyssi hladina exprese miR-29b negativné
reguluje DNA methyltransferasu a vede k hypomethylaci, mize takto navysovat citlivost bunék
k decitabinu. MiR-29b by v tomto pfipadé mohla byt vyznamnym prediktorem odpovédi na
lé¢bu decitabinem nebo piipadné pouzita pro selektivni hypomethylacni 1écbu AML (Blum et
al., 2010). Také pokus Lucie Kubienové ukazal, Ze miR-29 a néktera xenobiotika se mohou
navzajem ovliviiovat, konkrétné miR-29 navySoval toxicitu etoposidu na HelLa bunkach
(Kubienova, 2009). Proto jsme se rozhodli ovéfit, zda bude stejny efekt nalezen také v jiné
bunééné linii. Pouzili jsme HepG2 burky, coZ je buné¢na linie odvozena od hepatologické

malignity. V HepG?2 butikach nebyl efekt navyseni toxicity etoposidu v pfitomnosti syntetické
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miR-29b potvrzen, coz mize souviset s rozdilnou expresi ¢i funkénosti nékterého z nuklearnich
receptortl u obou testovanych bunécnych linii. Zaméfili jsme se na glukokortikoidni receptor,
ktery je pln¢ funkéni v HeLa buikach, v linii HepG2 je sice exprimovan, avSak neni plné
funkéni. Pro stimulaci bunék jsme pouzili dexamethason, synteticky —aktivator
glukokortikoidniho receptoru, a mifepriston, ktery je pouzivan jako antagonista dexamethasonu,
sam vSak vykazuje slaby aktivacni U¢inek. V HelLa buiikdch dexamethason signifikantné
navySoval hladinu miR-29b, v HepG2 bunkach se tento efekt neprojevil. Mozné zapojeni
glukokortikoidniho receptoru do exprese miR-29b vSak podporuji i zbyvajici vysledky.
Mifepriston v kombinaci s dexamethasonem pisobil v HeLa buikach jako antagonista, tedy
snizoval efekt dexamethasonu, pouZity samostatné vSak vyvolal mirné navySeni exprese miR-
29b. Pii pouziti obou latek v HepG2 burikach jsme zaznamenali navySeni exprese miR-29b,
které vSak nebylo statisticky signifikantni kvili velkému rozptylu dat. V jednotlivych
experimentech jsme vSak pozorovali slaby t¢inek dexamethasonu podobné jako dal$i autofi
(Dvorék et al., 2008).

Protoze naSe vysledky naznaCuji, Ze ve zménach hladiny miR-29b hraje roli
glukokortikoidni receptor, rozhodli jsme se vyzkouset kombinaci téchto xenobiotik na HeLa i
HepG2 bunééné linii. V HeLa bunééné linii, kde je pIné funkéni glukokortikoidni receptor, jsme
o¢ekavali, ze dexamethason bude navySovat toxicitu etoposidu. Tento efekt vSak nebyl
potrvrzen a nebyl nalezen zadny signifikantni rozdil mezi toxicitou téchto xenobiotik, respektive
jejich kombinacemi v HeLa buikach. Jednim z moZnych vysvétleni je, Ze navySeni exprese
MiR-29b vyvolané dexamethasonem je vyrazné niz§i nez hodnoty, kterych jsme dosahovali pfi
transfekci sytetickou miRNA. V HepG2 bunécné linii dexamethason rovné€Z nenavySoval
toxicitu etoposidu. Nicméné ocekavali jsme, Ze by se zde nemél efekt dexamethasonu ani
mifepristonu nijak projevit, jelikoz v této linii neni plné funkéni glukokortikoidni receptor.
Ukézalo se vSak, ze mifepriston signifikantné navySoval toxicitu etoposidu v HepG2 buiikach.
Protoze mifepriston navySoval expresi miR-29b v HepG2 buiikach, nabizi se hypotéza vyssi
citlivosti HepG2 bunék na aditivni efekt etoposid + mifepriston s navaznosti na miR-29b.
Ovsem pouziti syntetickych miR-29 nezvySoval toxicitu etoposidu v HepG2 buiikach. Jako
pravdépodobnéjsi vysvétleni se jevi, Ze mifepriston ziejmé ovlivitiuje HepG2 butiky také jinym
mechanismem nez pies glukokortikoidni receptor a tim mulze navySovat toxicitu xenobiotik.
Zavérem muzeme fict, Ze navyseni toxicity etoposidu na HeLa buikach ptisobenim miR-29b
nelze vyvolat pouzitim dexamethasonu, prestoze dexamethason navysuje hladinu miR-29b. V in
vivo podminkach vSak mize byt zcela jina situace, protoze kromé aktivace glukokortikoidniho
receptoru mohou spolupusobit i dal§i faktory, které v naSich in vitro experimentech chybi.
Témito dalsimi faktory mohou byt ristové faktory, hormony, ¢i jiné signalni molekuly.

Analogické experimenty jsme provedli také s azacytidinem namisto etoposidu.

Azacytidin ma stejné jako miR-29 inhibi¢ni efekt na DNA methyltransferasu, jejich kombinaci
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jsme ocekavali synergicky efekt. U pacient s AML byla potvrzena souvislost mezi miR-29b a
odpovédi na lécbu decitabinem, avSak mezi miR-29b a azacytidinem nalezena nebyla (Soriano
et al., 2007). My jsme transfekovali HepG2 buiky jednotlivymi miR-29 a nasledné na né
aplikovali azacytidin. MiR-29 nenavySovala toxicitu azacytidinu na HepG2 ani HeLa burikach.
Na HepG2 buiikach byl vidét spise opacny trend, jako by miR-29 toxicitu azacytidinu snizovala.
Zde mohlo dojit k hypomethylaci anti-apoptotickych molekul, které umoziuji bunkam Iépe
preZivat a nevstupovat do apoptosy. Tento efekt nebyl statisticky signifikantni, jelikoZ bylo
velice obtizné opakovatelné a reprodukovatelné dosdhnout 50 % toxicity na netransfekovanych
burikach, pravédopodné 2z davodu nizké stability azacytidinu. Protoze v uvodnich
experimentech, kde byly provedeny koncentra¢ni fady pro zjisténi ICsy a dosahovali jsme
reprodukovatelnych vysledkti, jsme méli k dispozici jinou Sarzi azacytidinu, je otdzkou, zda
duvod pozdéji rozkolisanych vysledki pramenil z nevhodné manipulace s azacytidinem. U
HeLa bunék jsem pozorovali podobny efekt snizovani toxicity azacytidinu vlivem miR-29,
Vv souboru experimentll se vSak ukdzal jako neprokazatelny. Pfestoze jsem nezaznamenali
navySovani toxicity azacytidinu vlivem miR-29b, provedli jsme stejnou fadu experimentl
s dexamethasonem v kombinaci s azacytidinem. Na HepG2 buiikach bylo mozno pozorovat
signifikantné navysenou toxicitu v kombinacich dexamethason a mifepriston s azacytidinem.
Tento vysledek naznacuje, Ze HepG2 bunky pottebuji vétsi davku xenobiotik, aby se toxicita
azacytidinu projevila. Tento vysledek jsme interpretovali jako kumulativni efekt stresu
xenobiotiky spise nez cileny efekt dexamethasonu a mifepristonu na uréitou signalni drahu. Na
HeLa bunkach se zadné signifikantni zmeny neprojevily, tyto bunky zfejmé dokazou dobie

metabolizovat pouzita Xxenobiotika.
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ZAVER

V této praci byly stanoveny hladiny exprese miR-15a a miR-16-1 u pacientt s CLL. U
pacientd s bialelickou deleci 13q byla potvrzena skutecnost, Ze se jejich hladina signifikantné
snizuje. Dale byla nalezena negativni korelace mezi témito miRNA a vékem pacientli, avSak
souvislost s jinymi diagnostickymi parametry nebyla nalezena. U pacientl s deleci 13q byly

zjistény vyssi hodnoty poméru miR-15a/miR-16-1 neZ u pacienti bez delece.

Prokazali jsme, Ze dexamethason navySuje hladinu exprese miR-29b v HeLa burikach,
tento ucinek vsak nema vliv na toxicitu etoposidu ani azacytidinu. Dexamethason a mifepriston
navysoval toxicitu etoposidu a azacytidinu na HepG2 bunkach, avSak z dvodu velmi nizké

aktivity glukokortikoidniho receptoru v této bunééné linii jde spiSe o kumulativni efekt stresu

xenobiotiky.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AID aktivaci indukovana cytidin deaminasa

AKT serin/threonin protein kinasa

AML akutni myeloidni leukemie

ANOVA  statistika - analyza rozptylu

ATM kinasa aktivujici p53

Bak pro-apoptoticky protein

Bax pro-apoptoticky protein

Bcl-2 rodina apoptotickych regulatori/anti-apoptoticky protein (B-cell lymphomaz2)
BCL6 gen pro transkripéni faktor, (B-cell lymphoma 6)
B-CLL chronicka B-lymfocytarni leukemie

BCR B-bunécny receptor

bFGF bazicky rustovy faktor pro fibroblasty

Bid pro-apoptoticky protein

Bik pro-apoptoticky protein

Bim pro-apoptoticky protein

CC kombinace kladribin, cyklofosfamid

CCM kombinace kladribin, cyklofosfamid, mitoxantron
CCND1 cyklin D1

CD.. povrchovy antigen

CD49d povrchova adhezni molekula ligand VCAM-1
CDK cyklin dependenti kinasa

cDNA komplementarni DNA

CLL chronicka lymfocytarni leukemie

CML chronick4 myeloidni leukemie

C-MYC gen pro transkripcni faktor

CNS centralni nervova soustava

COP kombinace vinkristin, cyklofosfamid, prednison

CXC4R receptor B-lymfocyti CLL

CXCL12 ligand CXC4R

DAPK1 smrt asociujici protein kinasa 1

DGCRS8 DiGeorge syndrom kriticka oblast genu 8
DLBCL difuzni velkobunéény lymfom

DLEU2 delece v lymfocytarni leukemii 2

DMEM Dulbeccovo modifikované Eagle medium
DMSO dimethylsulfoxid

DNMT DNA methyltransferasa

DNMT1 DNA methyltransferasa 1

DNMT3A DNA methyltransferasa 3A

DNMT3B DNA methyltransferasa 3B

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

dsRBD dvouvlaknova RNA vazebna doména
dsRNA dvouvlaknova RNA

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

ERK extracelularnim signalem regulovana kinasa
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FC kombinace fludarabin, cyklofosfamid

Fc receptor bunék imunitniho systému

FHIT nadorovy supresor

FMC7 monoklonalni protilatka detekujici CD20

GR glukokortikoidni receptor

HCDR3 komplementarni oblast tézkého fetézce 3

HelLa bunécnd linie odvozend od karcinomu délozniho hrdla
HepG2 bunééna linie odvozena od hepatocelularniho karcinomu
hnRNP Al heterogenni jaderny ribonukleoprotein

CHOP kombinace vinkristin, adriamycin, cyklofosfamid, prednison s akronymem
1Cs koncentrace zpisobujici toxicitu 50 % buncék

IgE, M, D imunoglobulin E, M, D

IgvVH variabilni oblast tézkého retézce B-bunééného receptoru
LAK aktivované NK buiiky

LDH laktatdehydrogenasa

LDT zdvojovaci Cas lymfocytd

LNA blokator nukleové kyseliny

Lyn tyrosin kinasa exprimovana na hematopoetickych bunkach
M mutovany

MAPK mitogenem aktivovana protein kinasa

MBL monoklonalni B-lymfocytosa

MCL lymfom z plastovych bun¢k

Mcl-1 anti-apoptoticky protein (myeloid cell leukemia 1)
MDM-2 inhibitor p53

MDR minimalni deletovany oblast

MEM Minimum Essential Medium

MID doména rozpoznavajici 5' konec RNA

miRNA mikroRNA
MMP-9 matrix metaloproteinasy 9

MRE miRNA rozpoznavaci prvek

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
MYC transkrip¢ni faktor

NF-xB jaderny faktoru kappa B

NK natural Killer - pfirozny zabije¢ bun¢k

Noxa pro-apoptoticky protein

ORF otevieny Cteci ramec

p53 nadorovy supresor

p68 RNA helikasa

p72 RNA helikasa

PAZ doména rozpoznavajici presahujici konce RNA
PBS fyzilogicky roztok upraveny fosfatem na pH 7,4
PCR polynukleasova fetézova reakce

PI3K fosfatidylinositol-3-kinasa

PIPs fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat

PIWI RNasa H endonukleasova doména

PKC protein kinasa C
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PLC
PolymiRTS
Puma
Ran-GAP
Ran-GDP
Ran-GTP
RAS
RISC
RNP
RNUG6B
RT
RU486
SD
SiRNA
SNP

Spl
SSRNA
Syk
Tcl-1
TGF B
TK
TRAIL
U6 snRNA
UM

uT

UTR
VCAM-1
VEGF
WNT3A
WWOX
ZAP-70

pM

fosfolipasa C

database polymofrismi miRNA cilovych gent
pro-apoptoticky protein

jaderny protein ptibuzny RAS-aktiva¢ni protien GTP
jaderny protein pfibuzny RAS-guanosindifosfat
jaderny protein pfibuzny RAS-guanosintrifosfat
signalni molekula, GTPasa

komplex indukujici tltumeni RNA
ribonukleoprotein

malé jaderna RNA U6

reverzni transkripce

mifepriston

smérodatna odchylka

synteticka pre-miRNA

jednonukleotidové polymorfismy

aktivator DNMT1

jednovlaknovd RNA

tyrosin kinasa, signalni molekula hematopoetickych bunék
proto-onkogen (T cell lymphoma 1)
transformujici rastovy faktor 8

thymidinkinasa

apoptosu indukujici ligand

mala jaderna RNA U6

nemutovany

neosetfené bunky

netranslatovana oblast RNA

adhezni molekula 1 cévnich bunék

cévni endotelovy rlstovy faktor

Winglesstiv typ protein 3A

nadorovy supresor

70-kDa zeta-asociovany protein

B2 mikroglobulin
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