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MiRNA: From biogenesis to medical utilization

MicroRNAs are small non-coding RNA molecules that are involved in post-transcriptional regulation of
gene expression. They take up about 2 % of the genome and affects up to one third of the protein-coding
genes. Their biogenesis starts in the cell nucleus and passes into the cytoplasm where the functional

forms of miRNAs participate in the process of RNA interference.

Nowadays, the biggest interest focuses on the role of miRNAs during carcinogenesis. Mutations in the
genes for various miRNAs types is to promote proliferation and inhibition of apoptosis. Therefore, the
miRNA counts as a good diagnostic marker or even as a treatment method.

Prijato k publikovani: 27. 2. 2014

Klicova slova: biogeneze, diagnosticky marker, Dicer, Drosha, MiRNA, RNA interference

Uvod

MicroRNA (miRNA) jsou malé endogenni molekuly
RNA, které patii do skupiny nekddujicich malych
jadernych RNA. Velikost aktivnich molekul miRNA
se pohybuje zhruba okolo 22 nukleotidd. Vyznam
téchto molekul spoc¢ivav jejich schopnostiregulovat
genovou expresi na posttranskripéni drovni'. Tento
proces probiha navazanim na 3"UTR konec cilové
mediatorové RNA (mRNA). Cilovd mRNA je poté
bud degradovéna, nebo je pozastavenajeji translace.
Jedna molekula miRNA je navic schopna ovlivnit vice
molekul mRNA.

Timto zplisobem je negativné regulovana az tre-
tina kddujicich genli v genomu, coz déla z miRNA
nejpocetnéjsi skupinu regulatorti v bunice?. Jeji pliso-
beni reguluje proliferaci bun€k, jejich diferenciaci a
apoptozu a vieobecn¢ ovliviiuje mnozstvi diilezitych
biologickych procest®*.

Geny pro miRNA jsou rozprostieny napri¢ celym
genomem a jejich vyskyt je znacny, zabiraji az 2 %
celého genomu?. Jejich vyskyt je velmi konzervativ-
ni, u velmi pribuznych druht jsou zachovany témer
vSechny miRNA a homology se vyskytuji i u druhd
velmi vzdalenych®.

Vdnesnich dnechje vyzkumu miRNA vé€novéna vel-
k& pozornost, ato hlavne dikyjejimu vlivu na naddoro-
vou transformaci bunék. Zhruba 50 % gent kodujicich
miRNA se nachazina fragilnich ¢astech chromozomd,
které byvaji pozménény bud amplifikaci, nebo deleci

v pribéhu karcinogeneze’. MiRNA se vyskytuje jak
v pozici onkogenu, kdy exprese takovéto molekuly v
tumorovych bunkéach nartsta, tak i v pozici tumor-
-supresorového genu, kdy dochazi ke sniZeni nebo
naprosté absenci exprese dané miRNA*S,

Z tohoto pohledujejasné, Ze diky svym vlastnostem
by miRNA mohly slouzit jako ideélni diagnostické
markery pro zjisténi pravdépodobnosti recidivity
onemocnéni, jeji odpovédi na 1é¢bu a pravdépodob-
nosti vzniku metastéz. Dal$im pozitivem je jeji vetsi
stabilita oproti mRNA, kter4 byla béZné pouzivana
jako diagnosticky marker.

Velky potencial ma miRNA ve vyuziti v protinado-
rové terapii. Diky procesu RNA interference, které se
miRNA ucastni, 1ze cilené umléet urcité geny podpo-
rujici napf. proliferaci v nadorovém bujeni.

V dnesnich dnech probiha velké mnozstvi studii,
které se zabyvaji otazkou cileného transportu miRNA
do bunék nddoru, a to aniz by doslo k aktivaciimunitni
odpovedi. Dalsi otazkou je, jak docilit tlumeni pouze
cilovych mRNA®

Historie miRNA

Vroce 1993 zkoumali Lee a Ambros se spolupra-
covniky molekuly RNA, vznikajici z genu lin-4 u
Caenorhabditis elegans'. Tyto molekuly byly dvojiho
typu —del$i méla 61 nukleotidt a kratsi 22 nukleoti-
di. 5"konce téchto molekul byly identické, coz vedlo
k domnénce, Ze delsi molekula slouZi v bunce jako
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prekurzor jeji krat$i varianté. DualeZitym zjiSténim
bylo, Ze tyto molekuly RNA se neptepisuji do zddného
proteinu. Navic ob¢ tyto molekuly byly komplementar-
ni k 3neprekladanému konci (3"UTR konci) mRNA
genu lin-14. Védci zjistili, Ze lin-4 se vaZze na mRNA
genu lin-14 a tim zamezuje jejimu prepisu do proteinu.
Pokles hladiny tohoto proteinu zapficinuje prechod
z prvniho larvalniho stadia do druhého.

V roce 2000 byla objevena dalsi mal4d molekula
RNA s nazvem let-7 u C. elegans''. Védci objevili, ze
tato mala molekula RNA s délkou 21 nukleotidd se
vaze podobné jako lin-4 na mRNA geni ovlivijicich
larvalni vyvoj C. elegans. Po zvySeni exprese let-7
dochazik posttranslac¢niregulaci mRNA genti lin-41
alin-42, coz zplsobi prechod z larvalniho stadia do
stadia dospélce.

Také bylo zji§téno, Ze geny pro let-7 jsou vysoce
konzervované a objevuji se u rtznych Zivo¢iSnych
druhd, jako udospélych stadii krouzkovci a meékkysu,
zebiicek a u octomilek!.

Biogeneze miRNA

Geny pro miRNA se kromé chromozomu Y nachéa-
zeji na vSech chromozomech. Nejéastéjsi vyskyt je
v klastrech, ale mohou se vyskytovat i samostatné.
Jejich nejvétsi zastoupeni (asi 40%) je v intronech
kédujicich gent nebo v genech pro nekddujici RNA®.

K biosyntéze miRNA (Obr. 1) dochézivjadie bunky
a to prostiednictvim RNA polymerazy I, které vy-
tvari transkript zvany pri-miRNA, ktery je opatien
na 3 konci guanidinovou ¢epickou a na 5"konci nese
polyadenylovy zbytek'. Tyto transkripty vznikaji
z intronovych ¢4sti genomu o velikosti zhruba 400
nukleotid a k jejich prepisu dochazi po vystfihnuti
z primarniho transkriptu®®. Pri-miRNA ma ¢aste¢né
komplementarni strukturu a tvorivnitini vlasenkové
struktury'.

Tyto struktury jsourozeznavané komplexem zvanym
Mikroprocesor. Tento komplex se sklada ze dvou
zékladnich proteint — z RNazy II1, ktery je nazyvan
Drosha a z proteinu DGCR8 (DiGeorge syndrome
critical region gene 8), ktery je znam jako Pasha'.
Protein Drosha je schopny rozeznat pri-miRNA od
ostatnich prekurzortt RNA, které také nesou vlasenky,
aprotein Pasharozeznava dsRNA avyhledava na mo-
lekule misto sesttihu, ktery zajisti RNazova aktivita
proteinu Drosha'. Po sesttihu zprostiedkovanym
Mikroprocesorem se méni prekurzor na pre-miR-
NA. Tento prekurzor ma strukturu Gplné vlasenky

s pfesahem 2 nukleotidti na 3"konci a délkou zhruba
70 nukleotida's.

Tyto procesy probihajivjadre. Za pfepravu prekur-
zoru pre-miRNA skrze jaderné pory z jadra do cyto-
plazmy je zodpovédny transportni komplex Exportin
5%, Ten za ptitomnosti kofaktoru Ran rozpoznava
specifickou sekvenci vlasenky pre-miRNA. Na ko-
faktor Ran se vaze GTP. Po hydrolyze GTP na GDP
dochazik aktivaci komplexu Exportin 5 ak transportu
pre-miRNA do cytoplazmy bunky?.

V cytoplazmé je pre-miRNA rozpoznévéna enzy-
mem Dicer, cozje ATP-dependentni multidoménovy
enzym, ktery se fadi do skupiny RNaz typu III o veli-
kostiaz 200 kD®. Dicer je vkomplexu s dSRNA vazeb-
nym proteinem TRBP (trans-activator RNA binding
protein). Tento komplex $tépidlouhé pre-miRNA na
kratké fragmenty o délce zhruba 22 nukleotidd, které
se Gc¢astni RNA interference?'.

RNA interference

Po plisobeni enzymu Dicer vznikly tedy kratké
duplexy RNA:RNA?2, Tento duplex se rozdéluje na
vedouci (,,guide”) fetézec a za ,,passenger® retézec
(¢asto znaceny RNA*), pricemz vedouci fetézec se
ucastni uml¢ovani mRNA, zatimco vedlejsi retézec
je degradovan. Nicméné v poslednich studiich se
zjistilo, Ze se aktivnimi retézci mohou stat oba retézce
z duplexu RNA:RNA, kdy jedenjeznacen S5p adruhy
3p. Preference jednoho ¢i druhého fetézce zavisi na
druhu tkané>.

Retézec miRNA je navazan na komplex RISC (RNA-
-induced silencing complex), zatimco druhy retézec
je v cytoplazmé ihned degradovéan. Aktivni miRNA
navazana v RISC se vaze na 3’"UTR konec mRNA
podle komplementarity bazi, tento proces probiha
na polyribozomech. Centrum komplexu RISC tvori
proteiny z argonautové rodiny, specialné Ago 2%4.
Tento protein se vazZe se dvéma doménami, které jsou
dualezité v procesu RNA interference —domény PIWI
a PAZ%. Na doménu PAZ se vazou dva nukleotidy
presahujici na 3’konci miRNA. Na PIWI doménu
sevaze 5’konec miRNA. PIWI doména funguje jako
endoribonukleaza a §tépi mRNA, ktera se paruje s
danou miRNA v komplexu. Ago 2 protein je fidicim
centrem $tépici aktivity komplexu RISC?.

Proces RNA interference (RNAi) mtze probihat
dvéma zpusoby a je zavisly na mife komplementarity
sekvenci miRNA a cilové mRNA. Jestlize dochazi k
presnému parovani sekvencimezi miRNAamRNA,
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dochazik degradacimRNA. Tento ptipad neniu sav-
cu prilis§ bézny?. Jestlize dochazi jen k ¢aste¢nému
parovani sekvenci, vznikaji v duplexu vlasenky a vy-
duté. Vtomto piipadé dochazik potlaceni translace®.
Diky nepfesnému parovani ma jedna miRNAvlivna
velké mnozstvirdznych mRNA a mé tak velky vlivna
bunéénou fyziologii®

MiRNA a rakovina

Zjisténti, Ze vice jak polovina genti pro miRNA lezina
fragilnich ¢astech chromozomi, které nejvice podlé-
haji muta¢nim zménam ptirakovinném bujent, at uz
sejedna o delece, amplifikace ¢i translokace, vedlo k
presvédcent, Ze tyto malé molekuly hraji velikou roli
ve vyvojirakoviny. V dne$nich dnech probihaji mnohé
studie ohledné vyskytu arole jednotlivych miRNA v
riznych typech nadort. Jak uz bylo dfive zminéno,
miRNA se vyskytuji v genomu v podobé onkogenti
i v podobé tumor-supresorovych genti a podle toho
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také kolisa hladina jejich vyskytu v rakovinové tkani.
Proto se smiRNA po¢ité jako s dobrym diagnostickym
markerem, ktery by mohl ur¢it jak druh tumoru, tak
progndzu nebo stanovit miru reakce na podané léCivo.
Prikladem je studie z roku 2005, kdy bylo vyuZito
stanoveni miRNA pro uréeni progresu u chronické
lymfoidni leukémie®® nebo uréeni 7 typti miRNA u
rakoviny Zaludku, jejichZ ptitomnost zarucila pre-
Ziti pacientt bez relapsu onemocnéni®!. Obdobné u
kozniho melanomu bylo zji$téno, Ze nizka hladina
miR-191 a vysoka hladina miR-193 byla spojena s
kratkou dobou preziti®.

jevpredikcireakce na specifickou terapii. Napriklad
u pacientt trpicich hepatocelularnim karcinomem je
snizena hladina miR-26 spojena s horsi prognoézou,
avSak tito pacientilépe reaguji nalécbu interferonem-
-a®3. Tim by bylo mozné uréeni pacient(, pro které je
lécbainterferonem vhodnéjsi. Naopak ptiurcenizvy-
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Obr. 1: Biogeneze miRNA. Prekurzor miRNA (pri-miRNA) je prepsdn RNA polymerazou II. Pomoci komplexu

Drosha/Pasha je pri-miRNA sestfihnuta na pre-miRNA, kter4 je nasledné transportovana do cytoplazmy pomoci kom-

plexu Exportin 5.V cytoplazmé je pre-miRNA vyhledana komplexem Dicer, ktery sesttihne prekurzor na kratké duplexy

RNA:RNA. Jeden fetézec z duplexu je degradovan a druhy je navazan do komplexu RISC. Prevzato a upraveno dle?
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Sené hladiny miR-21 se projevila sniZena odpoveéd na
1é¢bu gemcitabinem u pacientti s rakovinou slinivky3*.

S touto problematikou také souvisi vyuziti miRNA
pro prekonani rezistence vii¢i chemoterapeutikiim.
Jedna z prvnich studii v této oblasti probéhla v roce
2006, kdy v bunécné kulture bunék cholangiokar-
cinomu probé¢hla inhibice miR-21 a miR-200b, coz
zpsobilo zvysenou citlivost na 1é¢ivo gemcitabin®.
Tyto hypotézy jsou ovSem zatim na bazi in vitro studii.

Dal$i moznostivyuziti miRNAv souvislosti s rakovi-
nou je terapie pomocijejiho dodanido organismu-tedy
vneseni supresorové miRNA, ktera byla mutaci pri
vzniku rakoviny ztracena, nebo zavedeni oligonukleo-
tidd, které by blokovaly v organismu pomoci procesu
RNA interference onkogenni formy miRINA3.

Zavér

suregulace genové exprese. Jeji vyznam stale roste s
pribyvajicimi poznatky ohledné principujejiho ptso-
benivprocesu RNA interference. Jejirole v projevech
rakovinného bujeni je jasnou pri¢inou stale se zvySu-
jictho zajmu ze strany védecké verejnosti.

MiRNA manesporné velky potencial vdiagnostice
a lécbé rakoviny, ovSem je zde jeSté mnoho nevyrese-
nych otazek. Vbudoucnuje nutné zabyvat se problémy
ptitransportu miRNAk cilovym burikdm v organismu
pacienta. Prekazek je mnoho: prekonani obeéhového
a imunitniho systému, transport az k cilové burice,
prekonéni bunééné membrany a kone¢né samotné
uvolnéni miRNA do cytoplazmy.

Tato prdce byla financovdna z projektu NanoBioTECell
GA CR P102/11/1068.
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