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Abstrakt

V soucasnosti se zdd, ze mnozstvi genli kddujicich proteiny tvofi jen cca 1,5% genomu
clovéka a vysSich zivocicht, pficemz az tietina genomu je prepisovand do RNA. Takovéto
proteiny-nekodujici RNA mohou mit zasadni funkce v regulaci bunééné fyziologie a jejich
aberantni exprese byla popsana u mnoha nddorovych i nenddorovych chorob. Bakalaiska
prace se zabyva skupinou dlouhych nekodujici RNA (long-non-coding RNA, IncRNA), které
jsou obvykle definovany délkou vétsi nez 200 nukleotidi. Popisuje obecné mechanismy jejich
pusobeni, piiklady jejich vyznamu ve fyziologii zivoc¢iSnych bunck (napf. apoptoza,
proliferace, diferenciace) a shrnuje jejich vyznam pro kancerogenezi s dirazem na

hematologické malignity, kde jiz byl jejich vyznam popsan.

Abstract

Nowadays, it seems that protein coding genes in humans and higher animals are just 1,5%
of the genome, but more than one third of all genes is transcribed into RNA. This noncoding
genes can have important functions in regulations of cell processes and their aberrant
expression was described in many cancer types and other diseases. This bachelor thesis deals
with long noncoding RNAs (IncRNA), which are defined as RNAs longer than 200
nucleotids. There are described general mechanisms of how IncRNAs work, examples in
animal cell physiology (apoptosis, proliferation, differentiation) and summary of their

importance in cancerogenesis with emphasis on hematological malignities.
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Zoznam skratiek

ALL — akutna lymfaticka leukémia

ANRIL - antisense non-coding RNA in the INK4 locus
ARF — alternative reading frame

AS — alternativny zostrih

ASO - antisense oligonukleotidy

Bmil — podjednotka PRC1

CAMP — cyklicky AMP

CBP — CREB binding protein

CBX7 — chromobox 7 (podjednotka PRC1)

CCT4 - chaperonin-containing tailless complex polypetide, subunit 4
CDK - cyklin-dependentna kinaza

CDKN2B-AS1 - CDKN2B antisense RNA 1 (=ANRIL)
CRC - kolorektalny karcinom

CRE — cAMP response element

CREB — CRE binding protein

CTCF — CCTC-binding factor

CTHRC1 - collagen triple helix repeat containing 1
DMR - differentially methylated regions

Enox - expressed neighbor of Xist (=Jpx)

Ezh2 - Enhancer of zeste 2 (podjednotka PRC2)

HAT — histon acetyltransferaza

HOTS - H19 opposite tumor suppressor

ICR - imprinting control regions

IG-DMR - intergenic differentially methylated regions
IGF2 - insuline-like growth factor 2

lincRNA — long intergenic RNA

INCRNA — dlha nekédujiica RNA (long noncoding RNA)
LOI — loss of imprinting

MALAT-1 - Metastasis Associated in Lung Adenocarcinoma Transcript 1
mascRNA - MALAT1-Associated Small Cytoplasmic RNA
MDM2 — mouse double minute 2

MEG3 — maternally expressed gene 3



mMIiRNA — mikro RNA

NCRNA — nekdédujuca RNA

NEAT?2 - Nuclear-Enriched Abundant Transcript 2 (=MALAT-1)
NES — nuclear transport sequence

NSCLC - non-small cell lung cancer

ORF — otvoreny ¢itaci rdmec (open reading frame)
p15AS — p15 antisense RNA (=ANRIL)

PCAS3 — prostate cancer antigen 3

pIRNA — piwi interacting RNA

PRC1 — polycomb repressive complex 1

PRC2 — polycomb repressive complex 2
PROMPTSs - promoter upstream transcripts
SiRNA — short interfering RNA

snoRNA - small nucleolar RNA

snRNA — small nuclear RNA

Suz12 - podjednotka PRC2

RepA — repeat A (sucast’ XIST transkriptu)

Xa — aktivny X chromozoém

Xi — inaktivovany X chromozom

XIC — X-inaktiva¢né centrum

XIST — X inactive specific transcript



1. Uvod

DIhé nekodujiuce RNA (IncRNA) st definované ako RNA o dizke nad 200 nukleotidov,
ktoré nie st translatované do proteinov. LncRNA su zahrnuté v mnohych bunkovych
procesoch ako je proliferacia, diferenciacia, apoptéza, migracia a dalSie. Ich aberantna
expresia sa Casto vyskytuje V nadorovych aj nenadorovych ochoreniach, preto sa tato oblast’
vyskumu dé povazovat’ za vysoko zaujimavi.

Na zaciatku prace je uvedena charakteristika IncRNA, jej klasifikacia a popis niektorych
zakladnych mechanizmov posobenia, ktorymi dokaze ovplyviiovat expresiu inych génov.
V nasledujucej kapitole je rozobratych pat prikladov IncRNA (MEG3, H19, XIST, MALAT-1
a ANRIL), ktoré su zname prave pre svoj vplyv na vyvoj nadorovych ochoreni, alebo
hematologickych malignit. MEG3 spolupracuje s proteinom p53 a jej expresia je byva
redukovand vo viacerych nadoroch. H19 wvznika prepisom z onkofetadlneho génu a jej
mnozstvo je zavislé od hypoxie a p53. XIST sa zucastiiuje inaktivacie X chromozému a patri
medzi jednu z najstarS§ich znamych dlhych nekodujuch RNA. MALAT-1 ovplyviiuje
alternativny zostrih v niektorych typoch buniek. ANRIL sa nachadza na lokuse spolu s génmi
potrebnymi pre progres bunkového cyklu, ktoré zaroven reguluje.

V zavere je zhrnuté mozné praktické vyuzitie IncRNA v medicine.
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2. Nekodujuca ¢ast’ genomu

Odhadovany pocet génov v 'udskom gendme bol stanoveny na priblizne 20 000, pricom
este donedavna sa predpokladalo asi trojnasobne vysSie mnozstvo. Napriek tomu, mnozstvo
DNA, ktoré koduje protein sa odhaduje na 1,5%, transkribovana cast’ gendmu vsak zabera az
okolo 75%. Tuto transkribovanu cast’, ktora nasledne nepodstupuje translaciu do proteinu
tvoria nekodujuce RNA (ncRNA).

DIhé roky panovalo v bioldgii presvedCenie, ze tieto obrovské mnozstva genetickych
informdacii obsiahnutych v intrénoch alebo medzi génmi, nemaji ziadnu funkciu. V
poslednych rokoch sa vSak ukazuje, Ze tento predpoklad bol nepresny.

Na tomto mieste by bolo vhodné spomentt, ze tak ako je zndmy paradox hodnoty C
(mnozstvo DNA nekoreluje s narastajicou biologickou komplexitou), existuje aj paradox
hodnoty G. Ten vyjadruje neuplatnené ocakavanie, ze vysSia biologicka komplexnost
organizmu bude stvisiet’ s vy$§im poétom génov kédujucich proteiny. Ciastoéne sa da tento
paradox vysvetlit' alternativnym zostrihom, ktory umoznuje expresiu viacerych proteinov z
jednej sekvencie. Taft et al. (2007) tvrdia, prave naopak, ze to, ¢o sa zvySuje spolu s
biologickou komplexitou je mnozstvo DNA, z ktorej nevznika ziadny protein. Ich tvrdenie sa
zaklada na pozorovani pomeru nekodujucej DNA k celkovej velkosti gendmu organizmu
(nc/tg), (obr. 1).

Vyvstala otazka, ¢i by mali tieto stovky az tisicky novych identifikovanych lokusov pre
ncRNA byt povazované za gény a teda pridané k aktualnemu listu génov, ktoré koduju

proteiny (Ponting et al., 2010).

2.1. Mala nekodujica RNA

Bolo klasifikovanych niekol’ko tried ncRNA. Rozne druhy ncRNA vykazuji rdzny stupen
konzervicie, a teda roznu evolu¢nu rychlost’.

Medzi najznamejSie ncRNA patri transferovd (tRNA) a ribozomalna (rRNA) RNA,
zucCastiiujuce sa pri translécii proteinov.

K malym nekodujicim RNA sa radi miRNA (microRNA), siRNA (short interfering RNA),
piIRNA (piwi interacting), SnRNA (small nuclear) a snoRNA (small nucleolar).

SiRNA a miRNA st zahrnuté v regulacii expresie a degradacii mRNA. siRNA st malé
duplexy RNA spracované Dicerom a ich cielova RNA je vicsinou cudzieho povodu (virusy,

transpozony). MikroRNA je povodom jednoretazcové a tvori vlasenku. piRNA dostali nazov

12



podla ich interakcie s piwi proteinmi a boli ndjdené v zarodo¢nych bunkéch cicavcov, ryb a u
drozofily. snRNA sa podiel'aji na zostrihu mRNA, a snoRNA na modifikacii inych molekul
RNA.

08
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Aspergillus oryzae

Cyanidioschyzon merolae |
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Trypanosom a cruzi
Aspergillus nidulans
Plasmodium yoelll yoell
Typanosoma brucei |
Fusarium gramingarum
Magnapaorthe grisea
Meurospora Crassa
Arabidopsis thaliana
Thalassiosira pseudonana |

Kluyveromyces |actis |
Schizosaccharomyces pombe |

Saccharomyces cerevisiae |

Eschelichia coli K-12
Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Encephalitozoon cuniculi |
Plasmodium faleiparum
Tetrahymena thermophila
Stagonospora nodorum
Aspergillus fumigatus
Entamoaba histolytica |
Chaetomium globasum
Caenorhabditis elegans
Caenorhabditis brigsac
Oryza sativa L. ssp. Japonica
Drosophila melanogaster
Tetraodon nigroviridis

Paramecium tetraurelia |
Cryptosparidium parvum |

Myxocooou s xanthus DK 1622
Proudomonas asruginosa PADT |

Eschelichia coli 0157:H7

Burkholderia xenovor ans LBA00
Debaryomyces hansenii |
Cryptococcus neoformans |

Streptomyces avermitilis MA-4680 |

Obr.1 Rastice mnozstvo nekodujicej &asti genomu u organizmov. Ciernou farbou su
znazornené Styri najvicsie prokaryotické gendmy a dva najznamejSie bakterialne druhy. Sivé
su jednobunkové organizmy, svetlomodrou organizmy, ktoré moézu byt jedno alebo
viacbunkové (podla fazy zivotného cyklu), modrou jednoduché viacbunkové organizmy,
rastliny su zelené, hlistovce fialové, ¢lankonozce oranzové, chordaty zIté a stavovce su
znazornené Cervenou farbou (Taft et al., 2007; upravené).

Pokial’ ide o konzervaciu medzi druhmi, miRNA a snoRNA maji vysoku mieru identity
medzi ¢lovekom a mySou (miRNA 90% a snoRNA 80-90%), zatial’ ¢o dlhSie ncRNA su

konzervované slabsie (Pang et al., 2006).

2.2. DIha nekéodujiaca RNA

Dlha nekodujica RNA (long noncoding RNA - skratene IncRNA) je definovana ako RNA
transkript dlhsi ako 200 nt, ktory sa nepreklada do proteinu. Ich transkripciu vykonava RNA
13



polymeraza II, ¢asto su polyadenylované a Specifické pre urcity typ tkaniva. Tieto molekuly
st oproti kratkym ncRNA slabo konzervované a dokazu regulovat’ expresiu génov viacerymi
mechanizmami, ktoré doteraz nie su plne preskiimané.

To, ze su IncRNA slabSie uchovdvané pocas evolucie naznacuje, Ze evolvuju rychlo.
Jednym vysvetlenim by mohlo byt’, Ze interaguju s limitovanym poctom cielovych sekvencii,
¢o by dovolovalo zvySenu variabilitu pocas evoluéného casu. Druhou moznostou je, ze len
kratke useky IncRNA sa zcastiiuju tychto Specifickych vézieb. Tato moznost podporuje
pozorovanie, Ze ¢asto sa v IncRNA vyskytujt kratSie oblasti s vysokou konzervaciou (Pang et
al., 2005).

Niektori vyskumnici podnikli pokusy pre klasifikaciu IncRNA. Vécsinou sa toto delenie
zaklada na polohe IncRNA vzhl'adom na kédujucu sekvenciu.

Jedno takéto delenie zahfiia 5 typov IncRNA a to: (1) sense (na tom istom retazci ako
protein kodujuci gén), (2) antisense (na opa¢nom ret’azci), (3) obojsmerné (expresia INCRNA
a kodujuceho génu na opacnom ret'azci je iniciovana <1000 bp od seba), (4) intronové
(IncRNA sa nachadza v ramci intronov iného transkriptu), (5) intergénova (IncRNA lezi
medzi dvoma génmi, ¢asto ozna¢ovana ako tzv. lincRNA - long intergenic ncRNA), (obr. 2),
(Ponting et al., 2009; Yan et al., 2012).

Sense Intronova sense
Obojsmerna

ED—D—D—D——:—\\——

Rt -(j I—q
<

Antisense Intronova antisense

Obr.2 Delenie IncRNA (Yan et al., 2012; upravené).

O daliej klasifikacii by sa dalo povedat, Ze dopina ti predosli. Takisto zohladiuje vztah
IncRNA k najbliz§iemu protein kodujucemu génu, avsak trochu sa 1isi (Kung et al., 2013). (1)
Prva skupinu tvoria osamotené IncRNA, alebo tzv. stand-alone, neprekryvaji sa so ziadnym
kédujlicim génom, Casto su prave medzi nimi a teda by sa dalo povedat, Ze sem patria
lincRNA spomenuté vyssie. (2) Do druhej by sa potom radili antisense transkripty, rozliSené

na divergentné (ziadny stupen prekrytia), uhniezdené (,,nested") s vysokym prekrytim a
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termindlne (Ciastocné prekrytie). (3) Pseudogény su nefunkcné relikty génov, ktoré stratili
svoju funkciu. Cast z nich v8ak byva transkribovand. Exprimované pseudogény mozu byt
nefunkéné vedlajSie produkty na svojej ceste za uplnou ,,pseudogenizaciou". Druhou
moznostou je, ze mohli nadobudnut nova funkciu a stat’ sa tak IncRNA. O niektorych
transkribovanych pseudogénoch je zname, Ze reguluji expresiu inych génov. (4) Dalsou
skupinou je IncRNA odvodend od intrénov, tak ako v deleni vyssie. O intrénoch je dlhSie
zname, ze nesu malé ncRNA ako miRNA a snoRNA, nedavno vsak vyslo najavo, Ze obsahuju
aj dlhé nekodujuce transkripty. (5) Poslednu skupinu tvoria tzv. PROMPTs (promoter
upstream transcripts). St prepisované vel'mi zriedkavo (menej ako 1 kopia na bunku) a nie je
uplne jasné, ¢i maju nejaka funkciu, pretoze sa zda, Ze st to iba vedl'ajsie produkty aktivity
RNA polymerazy II (obr. 3). Ako to uz pri mnohych klasifikaciach byva, jedna IncRNA moze

spadat’ do viacerych tried.

intronoveé obsahujiice malé RNA pseudogénové

e E’ NG — 2 ’ A\ : ¥ A‘-‘ ’\. / .

V

divergentné uhniezdené antisense terminalne antisense .stand-alone” PROMPT

Obr.3 Dopliujtce delenie IncRNA (Kung et al., 2013; upravené).

Obrovska vécsina identifikovanych IncRNA pochadza z jaderného genému. Rackham et
al. (2011) vsak objavili tieto molekuly aj v mitochodrialnom genéme. Konkrétne popisali tri:
IncND5, IncND6 a IncCyt b. Ked'ze boli komplementarne ku kodujacim génom ND5, ND6 a
Cyt b, dostali podla nich aj svoje nazvy. Podobne ako jaderné IncRNA, vykazuji
mitochondrialne INCRNA expresiu $pecifickll pre dany typ tkaniva, priCom najhojnesie su ich

pocty vo vajec¢nikoch a semennikoch.

2.3. Funkcia IncRNA

DIhé nekodujice RNA sa zucastituji réznych biologickych procesov v ktorych funguju
odliSnymi mechanizmami. Ukazuje sa, Ze si zapojené v regulacii génov, imprintingu,
epigenetike, kontrole bunecného cyklu, transkripcii, translacii, bunkovej diferenciacii

a d’alsich.
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Wang s kolegami (2011) zatriedili mechanizmus pdsobenia IncRNA do 4 archetypov:
signal (v prekl. signal), decoy (v prekl. navnada), guide (v prekl. sprievodca) a scaffold (v
prekl. leSenie), (obr. 4).

1. ,,Signal“ - IncRNA moéze sluzit' ako molekularny signal, pretoze ich transkripcia sa
Casto vyskytuje v Specifickom $tadiu vyvoja organizmu. Daju sa tak pouzit' ako markery
biologickych udalosti. LincRNA RoR byva vo velkom exprimovand pri preprogramovani
somatickych buniek na indukované pluripotentné kmenové bunky (iPSC), (Loewer et al.,
2010).

2. ,,Decoy“ - tento typ IncRNA naviaze protein, ktory je schopny viazat' sa na RNA a
,,odvedie" ho pre¢ od jeho povodného ciela. Napriklad INCRNA GAS5 (growth arrest-specific
5) sa viaze na glukokortikoidovy receptor (GR) a brani tak expresii GR-indukovanych génov
(Kino et al., 2010).

3. ,,Guide* - tu IncRNA podobne ako u ,,decoy" naviaze protein, ale naopak, k jeho
cielovému miestu naviazania ho dovedie. Takto mézu IncRNA ovplyviiovat expresiu
blizkych (in cis) alebo vzdialenych génov (in trans). Tu ako priklad posltzi XIST, ktory viaze
PRC2 (polycomb repressive complex 2), pomocou ktorého dochadza k Gtlmu expresie génov
na neaktivnom X chromozome (vid’ kap. 3.3).

4. ,,Scaffold“ - molekula IncRNA pdsobi ako tzv. leSenie alebo platforma, na ktorti sa
naviazu molekuly, ktoré by inak mali problém dostat’ sa naraz na to isté miesto v tom istom
case. Napriklad IncRNA HOTAIR tvori most medzi PRC2 (trimetylacia na H3K27), ktory sa
viaZe na 5" koniec molekuly a LSD1/CoREST H3K4 demetylazovym komplexom, ktory zas
okupuje 3" koniec RNA (Tsai et al., 2010).

Obr.4 Funkcie IncRNA (Wang et al., 2011; upravené).
16



Zdéa sa vsak, ze niekedy nemd funkciu transkript, ale samotna transkripcia IncRNA.
Napriklad ak transkript vznikd v okoli promotoru protein koédujuceho génu, dokaze
interferovat’ s jeho transkripénymi faktormi a zabranit’ tak prepisu tohoto génu (Katayama et

al., 2005).
Ako bude aj d’alej v texte uvedené, IncRNA mozu sluzit’ aj ako prekurzory pre malé RNA.

3. LncRNA a kancerogenéza

Cim viac sa vie o IncRNA, tym je oraz jasnejsie, ze ich deregulacia sa moze podielat’ na
vyvoji roznych ochoreni. NajcastejSie byvaju skiimané prave v suvislosti s nadorovymi
ochoreniami. V niektorych pripadoch mé nekodujuca RNA onkogénne vlastnosti, v inych zas
naopak, sluzi ako tumor supresor. V tabul'ke niz§ie st vybrané niektoré IncRNA a typ nadoru,
s ktorym suvisia (Tab.1).

Na IncRNA sa casto viazu chromatin-modifikujuce komplexy ako PRC1 a PRC2.
Komplex PRCI1 zahiiia Bmil, mPh1/2, chromobox (CBX) a ubikvitin E3 ligdzu RING1A/B,
ktora vnaSa na histon 2A jeden ubikvitin (H2AK119ubl). PRC1 pomaha udrzat' utlm
cielovych génov. PRC2 sa sklada zas z podjednotick EED, Suz12 a metyltransferazy EZH1/2,
ktora katalyzuje trimetylaciu lyzinu 27 na histone H3 (H3K27me3). PRC2 sa podiel'a na

iniciacii represie génov (Aguilo et al., 2011).

HULC biomarker hepatocelularny neznamy
PCA3 biomarker prostata neznamy
ANRIL onkogén prostata, leukémia supresia starnutia bunky
HOTAIR onkogén hep’atocelula’rny, podporuje proges tvorby
nador prsnika metastaz

pluca, prostata,

MALAT-1 onkogén sl il e nejasny
PCGEM1 onkogén prostata nartiSa apoptozu
H19 onkogén, tumor hepatocelularny, podporuje rast a
supresor prsnik proliferaciu bunky
. indukuje apoptozu a
GAS5 tumor supresor prsnik sastavenie rastu
hepatocelularny, sprostredkovanie
HilseE tumor supresor meningiom, leukémia signalizacie p53

Tab.1 Priklady IncRNA v nadoroch (Prensner et al., 2011; upravené).
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3.1. MEG 3

MEG3 (maternally expressed gene 3) je imprintovany gén patriaci k regionu DLK1-MEG3
lokalizovanom v oblasti 14932 na chromozéme 14 u Tudi. Meg3 na lokuse Gtl2 na
chromozéme 12 je jeho mysi ortolog.

MEG3 tvori asi 1600 nt dlhy transkript, ktory nemé ziadny vyznamny otvoreny citaci
ramec (ORF) takze sa neprekladd do proteinu. Tento transkript ma 12 izoforiem, kazdéa sa
vyznaCuje odliSnym alternativnym zostrihom. Je exprimovany v mnohych zdravych
tkanivach, pricom jeho expresia byva znizend alebo uplne stratend vo viacerych tumoroch,
preto sa predpoklada, Ze patri medzi tumor supresorové gény. Kontrola expresie sa spaja s
prinajmensom dvoma odlisne metylovanymi oblastami - DMR (differentially methylated
regions): IG-DMR (intergenic) a MEG3-DMR.

MEGS3 interaguje s proteinom p53, cyklickym AMP a GDF15 (growth differentiation
factor 15), ktory hra rolu v kontrole bunkového cyklu.

3.1.1. MEG3 izoformy
Izoformy MEG3 st pomenované ako MEG3, MEG3a az MEG3k. Gén obsahuje 10 ex6nov,
exony 1-3 a 8-10 su spolocné pre vsetky izoformy, lisia sa odliSnou kombindciou exénov 3a,

4-7 (obr. 5).

Exons
MEG3gén 1 2 332 4 5 6 7 8 9 10

— i
eos IAMRA_ IR wess IJUBR G 1AM
weoa IR A1 1AM wecss BN AN 1AM
mecso | R B 0 A A M wveecr [ R B 1 10N
vecsc | N BB KA A AN vcs (AR A0 1AW
mecsd | N MM R 0 N W wmecsy 9 Ty
vecce H R B AR M vees IR ER 1 1AM

Obr.5 Izoformy MEG3 (Zhou et al., 2012; upravené).
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Vo viacerych vzorkach tkaniv (hypofyza, bunky fetalnej pecene, fibroblasty, bunky
nadobli¢iek a bunky z tumoru hypofyzy) bola sledovana expresia jednotlivych foriem génu.
Zistilo sa, Ze v kazdej zo vzoriek je najviac exprimovana prva forma - MEG3 (40-86% zo
vSetkych), zaroven sa ukazalo, Zze len v bunkach fetalnej peCene je exprimovana kazda z
izoforiem.

Dalej bola v §tadii skimana ich schopnost’ zvySovat’ p53-sprostredkovanu aktivaciu génov
a schopnost’ potlacit’ delenie buniek. Pre vSetky izoformy boli typické obe funkcie. Spomedzi
MEGS3i, ktorych G¢inok bol v priemere asi 5-krat silnejsi nez Gc¢inok izoforiem S najslabSou
schopnostou aktivacie (MEG3a, MEG3f a MEG3h). Delenie buniek boli schopné potlacit
jednotlivé izoformy priblizne rovnako (Zhang et al., 2010).

Pomocou programu mfold Zhang et al. (2010) zistili, ze kazda MEG3 izoforma mala tri
konzervované Struktirne motivy M1, M2 a M3 (obr.6). Vyznam jednotlivych motivov sa
testoval tak, ze boli pripravené MEG3 mutanty, pricom v kazdom z nich bol odstraneny jeden
motiv a bola pozorovana schopnost’ stimulovat’ aktivitu p53. Delécia M1 znizila tuto
schopnost’ priblizne o 30%, delécia M3 o 67% a pri delécii M2 stimuldcia takmer vymizla v

porovnani s kontrolou.

MEG3 MEG3a

M2 M2

M3 M1 l:
m1 [ M3

Obr.6 Predpokladana sekundarna struktaira MEG3 a MEG3a (Zhang et al., 2009; upravené).

3.1.2. Mechanizmus posobenia
Protein p53 funguje ako vyznamny transkripény faktor schopny regulovat expresiu
mnohych génov. MEG3 dokéze stabilizovat’ mnozstvo p53 vd’aka tomu, ze znizuje expresiu

MDM2 (mouse double minute 2), ubikvitin ligazy, ktora degraduje p53 (Zhou et al., 2007).
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Tym, ze sa znizi mnozstvo MDM2, neprebehne rychla degradacia proteinu p53, takZe sa
hromadi.

Zhou et al. (2007) d’alej sktimali, ¢i je pre stimulaciu p53 nutna translacia MEG3. Vybrali
si tri z niekol’kych malych ORF, ktoré MEG3 obsahuje a ktoré koéduji hypotetické peptidy s
poctom aminokyselinovych zvyskov va¢sim ako 50. Oznacili ich ako ORF1-3. Na zaciatku
vytvorili mutantné MEG3 transkripty, ktoré neboli kompletné, pretoze obsahovali Casti
sekvencii v oblasti jedného alebo dvoch z uvedenych ORF (ORF1, ORF2, ORF3, ORF12,
ORF13, ORF23). Aktivita tychto neuplnych transkriptov bola prudko znizena. Dal$im
krokom bolo vytvorenie mutantnych MEG3, ktoré tvorili kompletné transkripty, avsak vzdy
obsahovali jeden alebo dva ORF neschopné podstapit’ translaciu (ORF1T23, ORF12A3,
ORF123C, ORF1T2A3, ORF1T2A3C). Aktivita takychto MEG3 molekul bola porovnatel'na s
divokym typom MEG3 (obr.7). Ukazalo sa, ze funkcia MEG3 nevyzaduje jej translaciu, ale
neposkodeny transkript.

Aktivita MEG3

-t N W & O
o o o o o o

T T T T T

ORF1 ORF2 ORF3

MEG3

ORF1

ORF2 —_——

ORF3 —_———

ORF1T23C —¢————————
ORF1T2A3C —x— X &

Obr.7 Lava cast: schématické znazornenie MEG3 mutantov (krizik znaéi bodovua
mutaciu, kvoli ktorej nedochadza k translacii daného ORF). Pravd cast: namerana aktivita
MEGS3 (Zhou et al., 2007; upravené).

V tej istej Stadii sa zistilo, ze MEG3 zvysuje expresiu niektorych cielovych génov proteinu
pS3 tym, Ze stimuluje vizbu p53 na ich promotor. V bunkéach do ktorych bol vlozeny MEG3
sa zvysila expresia GDF15, pricom expresia proteinu p21 zostala nezmenena, z coho vyplyva,
ze GDF15 je cielovym génom MEG3, zatial'¢o p21 nie.

MEG3 dokaze taktiez inhibovat bune¢nu proliferaciu aj v pripade absencie p53.
Experimenty boli robené na bunkach nadoru hrubého &reva. Cast’ buniek bola upravena tak,

ze neexprimovala protein p53 a cast’ 4no. V oboch vzorkach vznikal transkript MEG3 a v
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oboch doslo k inhibicii delenia. Znova, v bunkach, v ktorych nevznikal cely MEG3, k
inhibicii nedoslo. Z toho vyplyva, Ze MEG3 dokaze branit’ proliferacii aj pri nedostatku
proteinu p53 (Zhou et al., 2007).

Samotna expresia MEG3 byva stimulovana pomocou cyklického AMP. Ako sa zistilo
postupnymi deléciami na promotore MEG3, vizbové miesto pre cAMP, tzv. CRE (cCAMP
response element) sa nachadza na pozicii medzi -69 a -49. Ukazalo sa, ze CRE je kritické pre
aktivitu promotora, pretoze ked’ sa vytvorila mutovana verzia promotora, ktora mala namiesto
sekvencie TGACGTCA (divoky typ CRE) sekvenciu GCGGCCGC, aktivita bola vyrazne
znizend. Medzi r6znymi zivocisSnymi druhmi je tato sekvencia konzervovand, co naznacuje jej
funk¢ény vyznam (Zhao et al., 2006).

CAMP stimuluje transkripciu MEG3 cez aktivaciu proteinov rodiny CREB (CRE binding
protein), ktoré sa viazu na CRE ako dimér. CREB potom aktivuje CBP (CREB binding
protein) a ten dokaze indukovat’ transkripciu bud’ interakciou s RNA polymerazou II alebo
pomocou svojej acetyldzovej aktivity. Transkripcia vSetkych izoforiem je regulovand tym

istym promotorom.

3.1.3. MEGS3 v nadoroch

Strata MEG3 expresie bola zaznamenand v mnohych tumoroch postihujtcich napr. mozog,
mocovy mechur, kostnt dren, hrubé ¢revo, pecen, plica alebo prostatu (Zhou et al., 2012).

Ako bolo uvedené vyssie, MEG3 byva exprimovana v zdravych tkanivach, najmid v
hypofyze a mozgu. Zhao et al. (2005) skiimali tri vzorky tkaniva zdravej hypofyzy a 14
vzoriek nadoru. V kazdej zo zdravych vzoriek bola pomocou RT-PCR dokazana expresia
MEGS3, no 13 zo 14 nadorovych tkaniv nepreukazovalo ziadnu MEG3 expresiu.

Zistili, ze nedostatocna expresia nebola sposobena stratou heterozygotnosti, deléciou alebo
mutaciami, ale hypermetylaciou promotora. Ten je totiz bohaty ne CpG dinukleotidy (celkovo
ich obsahuje 112). U zdravej hypofyzy je vicsSina tychto CpG nemetylovand, u nadorov je to
presne naopak.

Na bunkéch z bunecnej linie nadoru prsnika, ktor¢ MEG3 neexprimuji bol testovany
ucinok inhibitora metylacie 5-aza-2’-deoxycytidinu. Po pridani inhibitora bola MEG3
detekovana (Zhao et al., 2005).

U pacientov s hematologickymi malignitami ako je akitna myeloidnd leukémia alebo
myelodysplasticky syndrom bola hypermetylacia DMR u MEG3 spéjana s niz§im celkovym
prezitim (Benetatos et al., 2009).
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3.2. H19

Z historického pohladu je H19 prvym identifikovanym imprintovanym nekodujucim
transkriptom. Nachadza sa na lokuse 11p15.5 (H19/1GF2). Je dlhy asi 2300 nt a exprimovany
z materskej alely. Opacne k nemu, z toho istého lokusu, z paternalnej alely je exprimovany
gén IGF2 (insuline-like growth factor 2).

H19 je onkofetilny gén, prevazne transkribovany pocas embryogenézy u stavovcov a vo
vicsine tkaniv su po narodeni jeho hladiny vyrazne znizené.

H19 obsahuje vySe 35 malych ORF, pricom najvicsi z nich, nazvany ORF5 koduje
potencialny protein o dizke 132 aminokyselin.

Pri porovnani l'udského a mySieho génu H19 bola zistena identita 77%, pricom bolo
zaujimavé, ze medzi druhmi nebol najdeny ziadny konzervovany ORF. Pripadné proteiny z

génu H19 by boli u ¢loveka a mysi odlisné (Brannan et al., 1990).

3.2.1. Lokus

Expresia na lokuse H19/IGF2 byva kontrolovand pomocou rozdielne metylovanych
regionov (DMR, alebo aj inak nazyvanymi ICR - imprinting control regions). ICR
lokalizovany asi 2 kb od 5” konca promotoru H19 kontroluje zaroven expresiu génu H19 aj

IGF2 (obr.8).

CTCF
CICR >~ H19—~EXE—
OFF ON  ENHANGERS

== -
d— Igf2 ———ICR (EXE—

P R - -

ON OFF

Obr.8 H19/IGF2 lokus (Wallace et al., 2007; upravené).

Ak sa na materskej alele, ktora je v oblasti ICR nemetylovana, naviaze CTCF protein
(CCTC-binding factor), IGF2 sa neprepisuje, zatial’ ¢o H19 ano.
Na otcovskej alele dochadza k opacnej situacii. ICR je metylovany, CTCF sa nenaviaZze,

takZe sa H19 neprepisuje a enhancery na 3 ’konci stimuluju transkripciu IGF2.
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Samotna oblast’ lokusu, na ktorej sa nachadza gén H19 sa vyznacuje vysokou komplexitou
(obr.9). Z retazca, z ktorého sa prepisuje IncRNA H19, zaroven vznika aj microRNA miR-
675, 23 nt dlhy transkript. Cai et al. (2007) vo svojej Stadii ukazali, ze H19 moéze sluzit' ako
primarny microRNA prekurzor u ¢loveka aj mysi. Opacny retazec (antisense) dava vznik
RNA, ktora koéduje protein HOTS (H19 opposite tumor suppressor) a 120 kb dlhému
transkriptu 91H.

91H 120Kb

- H1% mRNA 2.2Kb
ri -.v.-' x,k_’__.-' ~.‘~ // A

AH19 mRNA
5,

N
TAVAVA

?
AR

Obr.9 Oblast’ lokusu H19 (Matouk et al., 2013; upravené).

HOTS patri takisto medzi imprintované gény a podobne ako H19 sa exprimuje z materskej
alely. HOTS je pomerne dobre konzervovany medzi primatmi, ale nie u mysi, ktord nema
prentho Ziadny ORF. Predpokladd sa, ze by mohol sluzit' ako tumor supresor, pretoZe u
niekol’kych pripadov Wilmsovho tumoru bola zistend jeho niZSia expresia.

91H je RNA, ktora sa nachadza prevazne v jadre (viac ako 80%) narozdiel od H19, ktorej
podiel v jadre a cytoplazme byva porovnatel'ny (Berteaux et al., 2008). 91H je relativne malo
stabilnd, takZe u zdravych buniek boli detekované len jej malé mnozstva. U buniek z
viacerych vzoriek rakoviny sa akumuluje, pretoze dochddza k stabiliz4cii transkriptu.
Obzvlast’ diskutovany byva jej nadbytok v tkanivach rakoviny prsnika.

MiR-675 vznika z ex6nu 1 génu H19. Tato microRNA ma vo svojej Struktire sluc¢ku a slazi

ako templat pre dve rozdielne formy: miR-675-5p a miR-675-3p. Za normalnych podmienok
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zabraniuje u cloveka proliferacii trofoblastov pocas embryogenézy, aby tak nedoslo k
nadmernému rastu (Cai et al., 2007).
Z izoforiem samotnej H19, ktoré vznikaji alternativnym zostrihom je zndma varianta,

ktorej chyba ¢ast’ exénu 1 alebo varianta bez exonu 4 (Matouk et al., 2004).

3.2.2. Mechanizmus posobenia

Hypoxia v nadorovom tkanive podporuje proces angiogenézy, rozvoj nadoru a vznik
metastaz. Zistilo sa, ze hypoxia zvySuje hladinu IncRNA H19 v jadre, avsak tato odpoved na
nedostatok kyslika zna¢ne zavisi na stave tumor supresorového génu p53 (Matouk et al.,
2007, Matouk et al., 2010). Experimenty boli robené na 28 bunkovych liniach, z ktorych 9
malo plne funkény gén kédujuci protein p53 (p53™). Na Ziadnej z tychto linii, okrem linie
buniek MCF7 (vysvetlené nizsie), nebola indukovana transkripcia H19. Bunky, u ktorych p53
nevznikal vébec (p53n”"), ako napr. bunky z nddoru pe€ene alebo plic u ¢loveka, naopak,
vykazovali vysoky stupeni indukcie H19. Rozlicné mnozstvo H19 bolo namerané u vzoriek s
rozdielnymi mutdciami v géne p53 (p53™").

Aby sa skutocne potvrdilo, ze zvySenie hladiny H19 pri hypoxii zavisi na stave p53, boli
bunky p53"“" (rak. linie Hep3B a H358) transfektované plazmidom nesucim funkény gén p53.
Po transfekcii doSlo u buniek k vyraznému zniZeniu hladin H19.

Dalej sa zistovalo, kde v bunkach dochadza k supresorovej aktivite p53 na H19 pri
hypoxii. Gén p53 obsahuje vysoko konzervovanu sekvenciu NES (nuclear export sequence),
ktora je dolezita pre export pS3 z jadra do cytoplazmy. Boli vytvorené bunky (znova pouzité
linie Hep3B a H358) s dvojitou mutiaciou L348A a L350A v sekvencii NES, ktoré sa
vyznacovali lokalizaciou proteinu p53 len v jadre (p53NES'). Pomocou RT-PCR analyz bolo
zistené, 7e v oboch liniach mal protein p53"=>" porovnatelnu uéinnost’ ako p53™ (obr.10), z
¢oho sa usudzuje, ze k potlaceniu indukcie H19 dochadza prave v jadre. Ako bolo spomenuté
vyssie, linia MCF7 tvorila vynimku, pretoZe hoci mala p53", doslo u nej aj tak k miernej
indukcii H19 a to prave preto, ze u MCF7 je vacSina proteinu p53 vylucena z jadra do
cytoplazmy (Matouk et al., 2010).

Zamerna redukcia mnozstva H19 pomocou dvoch siRNA, ktoré sa viazali na rozdielne
miesta H19 vyustila u buniek A549 (karcinom pluc) a Hep3B pri hypoxii k zniZenej
zivotaschopnosti (Matouk et al., 2010).

Matouk et al. (2010) popisali, ze hlavnym faktorom u hypoxie, ktory indukuje tvorbu H19
je HIF1l-a. Do buniek linic Hep3B p53””" boli este pred spustenim hypoxie transfekciou
vlozené siRNA, ktorych cielom bol prave HIF1-a. Dve z troch siRNA Uc¢inne zniZovali
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mnozstvo HIF1-a. U buniek, v ktorych sa nachddzala jedna z dvoch ucinnych siRNA
nedochadzalo k indukcii H19.

A
N \’?@v \(P@?‘
OO(\ \:9‘ \X&\Q N {9‘ \$4Q

H19
h #
Hep3B H358

Obr.10 A: linia Hep3B trasfektovana p53" (prazok 3 a 6), p53NES‘ s mutaciou L348A a
L350A (pruzok 2 a 5) a prazdnym vektorom ako kontrolou (1,4). B: linia H358
transfektovana p53™ (3), p53“=>" (2) a kontrolou (1); (Matouk et al., 2010; upravené).

Jednym z najvyznamnejSich transkripénych faktorov H19 je c-myc. C-myc patri do rodiny
Myc a jeho expresia byva deregulovana vo viacerych typoch rakoviny. Spolu so svojim
partnerom Max vytvaraju heterodimér c-Myc-Max a v tejto podobe sa viazu na DNA
sekvenciu.

Aby sa otestovalo, ¢i c-myc naozaj reguluje expresiu H19, Barsyte-Lovejoy et al. (2006)
vyvolali ektopickt expresiu c-myc v bunkach MCF10A a T98G (bunky glioblastomu). Znova
pomocou RT-PCR bolo zistené 7 az 10- nasobné zvySenie expresie génu H19 (obr.11A).
Linia MCF10A bola pouzita aj na zistenie vplyvu c-myc na expresiu IGF2. Z vysledkov
vyplynulo, Ze c-myc zvySuje expresiu H19 a znizuje ju v pripade génu IGF2 (obr.11B).
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Obr.11 Expresia H19 a IGF2 v bunkach s (+) a bez c-myc (-); (Barsyte-Lovejoy et al.,
2006; upravené).
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C-myc sa viaze priamo na E-boxy (enhancer-box) promotora H19, blizko ICR a reguluje
iba jednu alelu s génom H19 a to tu, z ktorej sa H19 aktivne prepisuje (Barsyte-Lovejoy et al.,
2006). Po vystaveni buniek inhibitoru DNA metylacie AzaC, je c-myc schopny viazat’ sa a
indukovat’ H19 z oboch alel.

V rovnakej Studii sa pri§lo na to, ze princip indukcie spociva v tom, ze c-Myc-Max
privolaju histon acetyltransferazy (HAT), ktoré aktivuju promotor H19. Pouzitie inhibitora
histon deacetylaz (HDAC) TSA v bunkéach bez c-Myc (myc" ") malo totiz za nasledok takisto
zvysenu expresiu H19.

Napriek tomu, ako Casto sa spomina rola H19 ako potencialneho onkogénu, pri pokusoch
na mysiach in vivo sa INcRNA H19 spravala ako tumor supresor. U mysi sa H19 nachadza na
chromozome 7 a gén je takisto exprimovany z materskej alely a 1gf2 z otcovskej.

Vysledky z pokusov s kolorektalnym karcindbmom na mysiach ukézali, Ze pocet adenomov
bol asi 2,2-krat vyssi pri absencii H19, neZ v jej pritomnosti. Obe skupiny mysi mali deléciu v
géne Apc, Co reprezentovalo mySi model pre kolorektalny karcindém. Jedna skupina mala
funkény gén H19 (wt), druha v iom mala deléciu vel’ku priblizne 3 kb (H1943). Expresia 1gf2
sa medzi wt a H1943 nelisila. Yoshimizu et al. (2008) predpokladaji, ze H19 by tak mohla
kontrolovat’ iniciaciu tvorby tumoru. Pri experimentoch s nddorom pecene zas vysledky
naznacovali rychlejsi rozvoj tumoru pri strate expresie H19.

V studii zaroven autori uvadzaja, Ze obojaka tvar génu H19 (onkogén / tumor supresor),
modze byt spdsobena rozdielmi medzi jednotlivymi organizmami ¢lovek-myS$ a Ze je teda
mozné, ze lokus s génom H19 ma u ¢loveka ovel'a komplexnejSiu funkciu (Yoshimizu et al.,
2008).

Spomenuté informdacie sa tykaju solidnych nadorov, pokial’ vSak ide o naddory nesolidné,
bola zistena vyrazna redukcia tvorby H19 v hematopoietickych ochoreniach (obr.12) ako
leukémie, polycytémia vera alebo trombocytémia (Bock et al., 2003, Nunez et al., 2000).
Pocas normalnej hematopoiézy vznika z jednej alely H19 a z druhej IGF2, kedZe ide o
imprintovany gén. Tzv. strata imprintigu (LOI - loss of imprinting) sa nasla v polovici
pripadov akutnej myeloidnej leukémie (Wu et al., 1997) a v pripadoch pokrocilej chronickej
myeloidnej leukémie (Randhawa et al., 1998). Dochadza tam totiz k bialelickej expresii IGF2
a teda redukcii H19. V pripade nesolidnych nadorov by tak H19 mohla sluzit’ ako tumor

supresor.
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Mnozstvo H19

IMF IMF PV ET CML CMML Kontrola
prefib. fibrotic.

Obr.12 Expresia H19 pocas normalnej hematopoiézy (kontrola) a chronickych
myeloproliferativnych chordb (IMF - idiopatickd myelofibréza, PV - polycytémia vera, ET -
esencialna trombocytémia, CML - chronicka myeloidnd leukémia, CMML - chronicka
myelomonocyticka leukémia); (Bock et al., 2002; upravené).

3.3. XIST

Gén XIST (X inactive specific transcript) bol popisany uz v roku 1991 Brownovou a
kolegami (Brown et al., 1991, Brown et al., 1992). Je to priblizne 17 kb dlhy transkript, ktory
vznika z génu nachadzajiicom sa na chromozéme X na lokuse XIC (X-inaktivaéné centrum).
Ma dolezit ulohu v inaktivacii jedného z X chromozomov u cicavcov (Penny et al., 1996) a
tvorbe Barrovho telieska. Zasadne sa prepisuje len na neaktivnom X chromozome, kde sa
akumuluje a tvori zhluk.

VoIba chromozému X, ktory bude inaktivovany je u ¢loveka a somatickych buniek mysi
nahodnd, hoci v mySich extraembryonalnych tkanivach (placenta) sa preferuje inaktivacia X

chromozomu pochadzajiaceho od otca (Takagi et al., 1975).

3.3.1. Lokus

XIC obyva 100-500 kb velkdh doménu na X chromozome a obsahuje niekol'ko
nekddujucich génov, z ktorych najvyznamnejsie st XIST, TSIX, RepA a Jpx. (obr.13) Je to

zaroven miesto, od ktorého zacina inaktivacia a Siri sa oboma smermi.
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Obr.13 Lokus Xic - centrum inaktivacie X chromozému (Jeon et al., 2011; upravené).

XIST teda vznikd na neaktivnom chromozome X (Xi) a interaguje s transkripénymi
faktormi ako st CTCF, PRC2 a proteinom YY1. PRC2 dokédze ucinne tlmit’ transkripciu
génov pomocou metylacie K27H3 (lyzin 27 na histone 3).

TSIX sa nachadza na opa¢nom vlakne DNA ako XIST, tvori IncRNA dlhu okolo 40 kb a
dokaze tiez reagovat’ s PRC2. Narozdiel od XISTu ale vznikd na aktivnom X chromozome
(Xa). Negativne reguluje XIST.

RepA je sucast XISTu. Ten pozostava z niekolkych tandemovych repeticii, z ktorych
najdolezitejSia a zaroven evolucne najkonzervovanejsia je prave RepA (Repeat A) na 5 konci.

Jpx (alebo Enox - expressed neighbor of Xist) je pozitivny regulator XISTu, nachadza sa od

neho asi 10 kb upstream.

3.3.2. Mechanizmus pdésobenia

TSIX ma funkciu represora pre XIST, ¢o bolo dokazané u mysich embryi (Sado et al.,
2005). Inaktivacia maternalneho X chromozému vyvoland naruSenim génu pre TSiX (mysi
ortolog) viedla k smrti embryi oboch pohlavi kratko po implantacii (ako bolo spomenuté,
extraembryonalne tkanivd mysi maju Xa maternalneho pdvodu a Xi paterndlneho a teda v
tychto bunkach doslo k inaktivacii oboch X). Ak sa ale na tomto maternalnom chromozéme X
s naruSenym TSixom narusil aj gén pre Xist, embrya prezili, pretoze mali funkény Xa.

Dalej embrya Zenského pohlavia, ktoré zdedili X s dvojitou mutaciou od otca (narueny
Xist aj Tsix) uhynuli kvoli neschopnosti inaktivacie imprintovaného X chromozomu. Pokial
ale zdedili tento chromozém od matky, boli Zivotaschopné.

Aby vobec mohlo dojst’ k inaktivacii X chromozému, musi sa na Xist naviazat’ komplex
PRC2. Xist nasledne $iri inaktivaciu pozdiz chromozému prave pomocou tohto komplexu,
ktory tlmi gény na Xi (Engreitz et al., 2013).

Zhao et al. (2008) zistili, ze pre naviazanie komplexu PCR2 na gén Xist este pred
samotnou inaktivaciou X chromozoému je najddlezitejsi region RepA. Dokazali, Zze RepA je

schopny naviazat’ PRC2 aj pri ektopickej expresii na jednom z autozémov nezavisle od Xistu,
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konkrétne na podjednotku Ezh2 (Enhancer of zeste 2). Zaroven sa vSak na PCR2 dokaze
viazat' aj Tsix a teda na Xa brani vizbe RepA-PRC2. Postup je znazorneny na obrazku

(obr.14).

..~-&.~"'RepA RNA 1. Tsix a RepA sutazia o naviazanie
s PRC2.

PRC2

2. Na budicom Xi je potlacena tvorba
Tsix a PRC2 sa viaZze na RepA.

3. PRC2 metyluje Xist na H3K27
(Cervena znacka).

4. Xist je aktivovany, viaze a Siri PRC2
in cis.

5. Inaktivacia X chromozému.

6. Pocas S-fazy viaze Xi PRC2 do
perinukleolarneho priestoru.

Obr.14 Inaktivacia X chromozému pomocou naviazania PRC2 na RepA (Zhao et al.,
2008; upravené).

Zatial’ ¢o TsiX je negativny regulator, Jpx reguluje Xist pozitivne. Robi to tak, Ze naviaze
CTCEF (transkripény represor, spomenuty aj pri H19), ktory brani transkripcii Xistu a nedovoli
mu naviazat' sa na Xist, takze neddjde k jeho represii. Zenské embryonalne bunky st vel'mi
citlivé na zvysent expresiu CTCF. Po diferenciacii vykazovali bunky so zvySenou expresiou
CTCF rozne defekty rastu a oblaky Xistu boli najdené len u asi 7-8% pripadoch (oproti 40%
buniek u ktorych nebola indukovana nadmerna expresia CTCF), (Sun et al., 2013).

Ked sa v8ak k tomu zvysila expresia Jpx, defekty boli zvratené a Xist transkripty znova
detekovatelné. Tieto vysledky ukazuji, Ze mnozstvo Xistu zavisi od rovnovahy medzi CTCF

a Jpx.
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V nesposlednom rade vyvstala otazka, ako je zhluk Xist transkriptov prichyteny na Xi.
Jeon et al. (2011) si polozili otazku, ¢i exdn 1 z transkriptu je postacujlici na to, aby sa Xist
udrzal na Xi. Po tom, ako sa ukazalo, ze exdén 1 naozaj staci, hl'adali sa na nom potencialne
viazbové miesta pre proteiny. Nasli dve pre CTCF a YY1 (obr.15). Narusenim CTCF v
zenskych bunkach MEF (mouse embryonic fibroblasts) sa neukazala Ziadna redukcia v
mnozstve Xist oblakov. Porusenie YY1 vsak viedlo k strate Xist oblakov u viac ako 70%
bunieck MEF. Podobné vysledky vysli pri pouziti Y1 alebo Y2 YY1- $pecifickej SIRNA
(obr.16). Z toho vyplyva, Zze pre umiestnenie Xistu na Xi je nevyhnutna pritomnost’ YY1, ¢o
je vlastne protein schopny viazatt DNA aj RNA a vd’aka tomu dokdze medzi nimi vytvorit
spojenie.

Xist
e Repeat F

Repeat A

V- o
YY1 sites Cicf site

Reapeat F region

Obr.15 Znazornenie viazbovych miest pre YY1 a CTCF na Xiste (Jeon et al., 2011,
upravene).
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Obr.16 Mnozstvo buniek s Xist oblakom sa vyrazne zredukovalo pri pouziti siRNA Y1 a
Y2 oproti kontrole (Scr), (Jeon et al., 2011; upravené).

3.3.3. XIST v nadoroch

Tak ako véc¢sina IncRNA aj defekty v expresii XISTu st spajané s nadorovych ochorenim,

¢i hematologickymi malignitami.
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Sirchia s kolegami napriklad zistili, ze XIST sa chova netradi¢ne v bunkédch rakoviny
prsnika (Sirchia et al., 2009).V linii, ktort skamali (MCF7) chybal Xi, zo 700 testovanych
jadier nenasli Barrovo teliesko ani v jednom. Bunky MCF7 majt dva aktivne chromozémy X,
vzniknuté po duplikédcii povodneho Xa (zistenie na zéklade pozorovania vysokej hladiny
homozygotnosti medzi chromozémami), ale zaroven aj XIST, ktory vznikal prave z aktivneho
X. Po zvyrazneni XISTu a X chromozémov v tychto bunkach a naslednom prekryti ziskanych
obrazkov sa ukazalo, ze XIST nedokéze stabilne pokryt’ Xa, pretoze sa ¢asto nachadzal mimo
teritoria X chromozémov.

Ako sa zd4a, XIST mé rolu tumor supresora pokial ide o nadorové ochorenia
hematopoietickych buniek. In vivo pokusy na mysiach ukazali, Ze po delécii celého génu Xist
u samiciek doSlo k hyperproliferacii vSetkych hematopoietickych linii, obzvlast’ vSak
myeloidnej. U tychto samiciek dochadzalo k zvdcSeniu sleziny a réznym dysplastickym
zmenam cirkulujucich buniek. Pozorovand bola napriklad leukocytéza, trombocytdza,
pancytopénia, leukémia, poikilocytéoza a dalsie (obr.17). Pri delécii Xistu zaroven doslo k

reaktivacii chromozomu Xi (Yildirim et al., 2013).
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Obr.17 Hematologické malignity po delécii Xistu na jednom (+/-) a dvoch X
chromozomov (-/-), (Yildrim et al., 2013; upravené).

31



3.4. MALAT-1

Medzi prvymi objavenymi dlhymi nekoédujucimi RNA sa nachadza aj MALAT-1
(Metastasis Associated in Lung Adenocarcinoma Transcript 1) s alternativnym nazvom
NEAT2 (Nuclear-Enriched Abundant Transcript 2). Poévodne bol MALAT-1 znamy pod
nazvom a-gén. Ji et al. (2003) tento transkript premenovali prave kvoli izkemu suvisu s
metastdzami u nadoru pluc.

Vysoko konzervovany transkript dlhy viac ako 8 kb vznika z chromozomu 11ql3.1.
Nachadza sa v jadre, konkrétne v tzv. nuclear speckles, malych jadernych Struktarach,
ktorych hlavnou funkciou je uchovavat faktory podielajuce sa na alternativnom zostrihu.
Zvycajne sa ich v bunke nachadza okolo 20 az 30.

MALAT-1 byva spédjany so zvySenym rizikom metastatickej aktivity a to obzvlast u

adenokarcinomu pl'tic, ale aj nddoru kolorekta.

3.4.1. Forma

MALAT-1 déva vznik malej, vysoko konzervovanej molekule podobnej tRNA, mascRNA
(MALAT1-Associated Small Cytoplasmic RNA). MascRNA vznikd skracovanim 3° konca
MALAT-1 dvoma RNazami (obr.18).

Promotor CJ‘E
e // w—

I I
6690 6961

AAA I
RNaza y \jtiepenie / Polyadenylacia

L//—AAAAAAAAAAAAGCAAAA AAUAAA B AAAAA
A
AA
A AAAAAAAAAAAAAAAAAAA
L//—AAAAAAAAAAAAGCAAAA 5.p AAUAAA I n

6,7-kb mMALAT1 transkript ’ 7-kb mMALAT1 transkript
Vysoka expresia J7 RNaza Z Nizka expresia
8P 5i6h I AAUAAA
(degradované)

l + CCA

|—~' mascRNA
¢ export do cytoplazmy

A

Obr.18 Vznik mascRNA (Wilusz et al., 2008; upravené).
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Najprv RNéza P Stiepi transkript na dve Casti, vznik4 6,7 kb dlhy MALAT-1 a cast, ktora
obsahuje mascRNA. Z tej je potom eSte odStiepena a nasledne degradovana Cast’ 3 konca. K
takto upravenému 3" koncu sa esSte pridaju tri nukleotidy CCA a vznikne kompletna, 61 nt
dlha mascRNA, ktora je exportovana do cytoplazmy.

MascRNA sa narozdiel od MALAT-1 nachadza v cytoplazme, ma vyrazne krat$iu dobu
zivota a zrejme aj odlisnu biologickt funkciu, ktora nie je Gplne jasna, ale predpoklada sa, ze
by mascRNA mohla slazit ako vnutrobunkovy signal, ktory da ostatnym StruktGram bunky
vediet’ o vzniku MALAT-1 transkriptu bez toho, aby bol exportovany samotny MALAT-1
(Wilusz et al., 2008).

3.4.2 Mechanizmus pésobenia

Medzi funkcie MALAT-1 v bunke patri pozitivna regulacia pohyblivosti buniek a vplyv na
alternativny zostrih.

Co sa tyka alternativneho zostrihu (AS), je efekt MALAT-1 stale predmetom diskusii.
V stadii zroku 2010 sa uvadza, ze MALAT-1 reguluje AS pomocou zmeny pomeru
fosforylovanych SR proteinov k nefosforylovanym. Tie su dolezité prave pri AS. Znizenie
MALAT-1 viedlo k posunu pomeru Vv prospech defosforylovanych SR proteinov, ktorych
mnozstvo sa tak zvysilo (Tripathi et al., 2010).

V novSom c¢lanku, z roku 2013, sa vSak nezistil Ziadny vplyv MALAT-1 na AS, ¢i na
fosforylaciu faktorov zostrihu. Rozdiely by mohli byt spdsobené napriklad pouzitim
rozdielnych typov buniek. Zatial ¢o vtomto experimente bola pouzita linia HeLa,
Vv predchadzajicom boli bunky z adenokarcindému pl'ac (Gutschner et al., 2013).

Informécie o pdsobeni MALAT-1 na pohyb buniek st o nieCo jasnejSie. Pri skimani efektu
ubytku MALAT-1 na bunkovi migraciu, proliferaciu a adhéziu, Tano et al. (2010) zistili, ze
schopnost’ proliferovat, aadhézia buniek sa nijak vyznamne nezmenili. Vysledky
naznacovali, Ze rola tejto RNA spociva v migracii. S pouZitim DNA ¢&ipovej analyzy
porovnali expresiu génov u MALAT-1 KD (knock down) a kontroly. Medzi génmi so znizenou
expresiou u vzorky MALAT-1 KD sa nachadzali napriklad CTHRC1 (collagen triple helix
repeat containing 1) sekretovany protein, podporuje migraciu bunky a inhibuje expresiu
kolagénu, alebo CCT4 (chaperonin-containing tailless complex polypetide, subunit 4), ktory
je zahrnuty v skladani tubulinu, aktinu a inych proteinov cytoplazmy. Niektoré z tychto génov
boli ovplyvnené na trovni transkripcie (LAYN, HMMR) iné posttranskripéne - mnoZzstva pre-

MRNA neboli znizené (CTHRC1, CCT4). Pre porovnanie sluzia obrazky 19A a 19B.
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Obr.19 A: Mnozstva pre-mRNA. B: Mnozstva mRNA génov (Tano et al., 2010;
upraveng).

Fakt, Ze ma MALAT-1 vyznamnu funkciu pre pohyblivost’ buniek zaroven znamena, Ze je
potenciondlne dolezity pre proces metastdzy, obzvlast u plicneho adenokarcinému, ako
vyplyva aj z nazvu molekuly.

Karcindm plic patri medzi Casté nadorové ochorenia a NSCLC (non-small cell lung
cancer) predstavuje asi 80% pripadov vSetkych nddorov pltic. Po kompletnom odstraneni
nadoru v skorych Stadiach je zvycCajne progndza dobra. AvsSak, u niektorych pacientov sa
zvyknu rozvinat’ vzdialené metastazy. U tychto metastatickych pacientov je expresia MALAT-
1 zvysena v priemere asi 3,2-krat (Ji et al., 2003).

Vyskumy na mysiach, ktorym boli injikované bunky I'udského adenokarcinomu pltc tieto
tvrdenia potvrdzuji. Kontrolna skupina mysi (WT - wild type) bola porovnana s dvoma
nezavislymi bunecnymi liniami, u ktorych bola expresia MALAT-1 vyrazne redukovana. V
kontrolnej skupine mysi sa vyvinulo v priemere o 87% metastaz menej (Gutschner et al.,
2013).
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Okrem NSCLC je MALAT-1 nadmerne exprimovany aj v inych typoch nadorov, ako napr.
kolorektalny karciném (CRC), nador endometria, hepatocelularny karciném.

Pri skimani transkriptu u CRC, sa naklonovalo 5 r6znych fragmentov, ktoré dohromady
boli schopné pokryt’ celti dizku MALAT-1. V experimente bola docielend nadmerna expresia
jednotlivych fragmentov tak, aby samotny MALAT-1 vykazoval nizku expresiu. Bunky, ktoré
exprimovali posledny fragment (6918 - 8441 nt, 3" koniec transkriptu) proliferovali
najrychlejsie. Autori uvadzaji, ze v tomto poslednom fragmente je zahrnuta sekvencia pre
mascRNA a teda, Ze to naznacuje, ze nesie zrejme vyznamni funkciu (Xu et al., 2011).

Naopak v hematologickych malignitach, ako je napriklad myelodysplasticky syndrom, je
expresia MALAT-1 nizsia (Isin et al., 2014). Uvadza sa, Ze by to mohlo mat’ za nasledok prave
aberantny zostrih niektorych génov.

U mysi sa vSak ukazuje, Ze Gplna strata Malatl (mysi ortolog) je zlucitelna so zivotom.
Eissmann et al. (2012) dostali krizenim heterozygotnych mysi (Malatl”') mys$i homozygotné
(Malatl™), ktoré boli Malatl-deficientné vo vsetkych svojich tkanivach. Napriek tomu sa
narodili Zivé a pri normalnych, nestresovych podmienkach nevykazovali Ziadny vidite'ny
patologicky fenotyp.

Znizenie mnozstva transkriptu sa da dosiahnut aj pomocou tzv. ASO (antisense
oligonukleotids). Gutschner s kolegami (2013) testovali Specialne navrhnuté ASO, ktoré
dokézali naviazat’ mys$i aj l'udsky MALAT-1 a blokovat’ ho. Autori injikovali 'udské bunky
NSCLC mysiam a aplikovali ASO (50 mg/kg, 5x do tyzdna, 5 tyzdiov). V porovnani s
kontrolou zistili, ze ASO ucinne znizilo hladiny funkéného transkriptu in vivo (obr.20).

Cieleny tbytok MALAT-1 in vivo by tak mohol pomdct’ v prevencii proti metastazam.
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Obr.20 Hladiny MALAT-1 po podani ASO (Gutschner et al., 2013; upravené).
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3.5. ANRIL

ANRIL (antisense non-coding RNA in the INK4 locus) je jednou z pomerne nedavno
objavenych IncRNA. Jej alternativne nazvy si CDKN2B-AS1 (CDKN2B antisense RNA 1) a
p15AS (p15 antisense RNA). Nachadza sa na chromozoéme Cislo 9 v oblasti 9p21 na lokuse
INK4b-ARF-INK4a (CDKN2A/B), kde sa nachadzaju vyznamné tumor supresorové gény a
ktory bude popisany nizsie.

Na ANRIL sa viazu komplexy PRC1 a PRC2, pomocou ktorych tento lokus reguluje.
Najdlhs$ia a najCastejSie popisovana varianta tejto IncRNA je dlha 3834 bp a pozostava z 19
exonov.

Mutacie na ANRILe alebo zmeny expresie byvaji spajané s viacerymi chorobami ako napr.
Alzheimerova choroba, kardiovaskuldrne problémy, endometri6za, periodontitida, a
niekol’kymi typmi nddorovych ochoreni ako leukémia, melaném, karcindm prsnika,

pankreasu, ¢i gliom.

3.5.1. Lokus

INK4b-ARF-INKa lokus (niekedy skracovany na INK4-ARF) ma rozsah priblizne 35 kb a
nachadzaju sa na niom 3 kodujuce gény - INK4a, ARF, INK4b - a na opacnom ret'azci ANRIL
(obr.21).

ANRIL INK4b ARF INK4a
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ANRIL p15NKed p14ARF p16/NKda

Obr.21 Lokus INK4b-ARF-INKa (Popov et al., 2010; upravené).

Produkty génov INK4b (p15) a INK4a (p16) fungujt ako inhibitory cyklin-dependentnych
kindz (CDK), ktoré zabezpecuju postup bunky z G1 fazy do fazy S. Konkrétne sa viazu na
CDK4 a CDK6 a blokuju tak tvorbu komplexu cyklin D-CDK. Normalne po jeho vzniku
nasleduje vznik dalsich komplexov cyklin-CDK a fosforylacia pRb, ktory tak uvolnuje
transkripény faktor E2F a ten zas aktivuje prepis svojich génov podielajucich sa na progresii
bunkového cyklu. INK4b-ARF-INKa lokus sa teda podiela na proliferacii a starnuti bunky
(schématické zobrazenie - obr.22), (Gil et al., 2006; Popov et al., 2010).
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Obr.22 Schématické znazornenie ulohy INK4a/b v postupe bunkového cyklu z fazy G1 do
S (Gil et al., 2006; upravengé).

Na druhej strane, ARF (p14) je zahrnuty v aktivacii p53 pomocou inhibicie MDM2, ktory
degraduje p53.

Vsetky tri gény st v mladych a zdravych bunkach exprimované v nizkych hladinéch, ale
akumuluju sa pocas starnutia alebo pri stimulacii onkogénmi (Kotake et al., 2011).

Co sa tyka Struktiry lokusu, INK4a a ARF zdiel'aju ¢asti druhého a treticho exoénu, ale su
transkribované z nezavislych promotorov. Odtial’ je aj nazov ARF - alternative reading frame.

Samotny ANRIL je k uvedenym génom prepisovany z opacného retazca, konkrétne je
antisense ku génu INK4b, ktorého alternativny nazov je CDKN2B alebo pl15, preto sa aj
ANRIL niekedy nazyva CDKN2B-AS1, ¢i p15AS .

3.5.2. Mechanizmus posobenia

Vseobecne prevladajuci ndzor na mechanizmus ANRILu je, ze sluzi ako tzv. leSenie
(,,scaffold”, vid’ kap. 2.3.) pre molekuly komplexov PRC1 a PRC2 (obr.23), ktoré po
naviazani na lokus tlmia transkripciu génov. Z toho vyplyva, Ze ak bude expresia ANRILu
vysoka, expresia génov z lokusu bude nizka a naopak (Yap et al., 2010; Yu et al., 2007;
Kotake et al., 2011).

37



Obr.23 Model represie INK4b-ARF-INKa lokusu (Yap et al., 2010; upravené).

Vplyv ANRILu na transkripciu INK4a bol potvrdeny pomocou pokusov na diploidnych
fibroblastoch (linia IMR-90). Tie boli transdukované retrovirusom exprimujucim bud’
ANRILas-4 alebo ANRILas-1. Oba transkripty st antisense k ANRILu, pricom ANRILas-4 je
rozsiahlejsi. Tieto antisense transkripty spdsobili zvySenie expresie INK4a. Zvysenie INK4b
bolo menej vyrazné (Yap et al., 2010).

Kotake et al. (2011) takisto testovali u¢inok ANRILu na gény tohto lokusu. Podobne ako v
predchadzajucej stadii, experimenty boli robené na fetdlnych fibroblastoch pochadzajtcich z
plic (linia WI38). Navrhli kratky usek RNA, ktory sa Specificky viazal na exén 1. Po redukeii
mnozstva ANRILu doslo k 8-nasobnému zvyseniu expresie INK4Db, zatial’ ¢o zvySenie INK4a
bolo nepatrné (1,8-krat). Rozdiely na efektu ANRILu na gény INK4a a INK4b mozu byt
sposobené rozdielmi medzi jednotlivymi liniami.

Vizbu PRC1 na ANRIL skumali Yap et al. (2010). Vsimli si zvySenu expresiu ANRILu v
tkanivach karcinomu prostaty a tomu odpovedajici ubytok v expresii INK4a oproti
preneoplastickym a normalnym tkanivdm. Zaroven vSak spozorovali zvySené mnozstva
CBX7 (sucast PRCI1) a Ezh2 (sucast PRC2). Autori potvrdili, ze PRC1 vytvara stabilny
komplex s ANRILom ale nie anti-ANRIL transkriptom. Po pouziti RNazy A sa obsadenie
lokusu molekulami z komplexu PRC1 (CBX7, Bmil) a PRC2 (Suz12) dramaticky znizilo, ¢o
svedci o tom, ze bez ANRILu sa PRC1 na lokus nenaviaZze.

Testovana bola aj vizba PRC2-ANRIL. Redukcia ANRILu aj komplexu PRC2 viedla k
zvysSenej expresii INK4a aj INK4b. To vyvolalo otazku, ¢i je ANRIL potrebny pre vizbu
PRC2 na lokus. Utlm ANRILu spdsobil zniZzenie obsadenia Suzl12 (¢ast PRC2) na lokuse,
pricom stabilné mnozstvo proteinu Suz12 v bunke sa nezmeni. Suz12 tvori imunokomplex s
ANRILom, ktory tak premostuje priepast medzi DNA a PRC komplexami (Kotake et al.,

2011).
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Vzhl'adom na to, Ze ANRIL kontroluje funkciu génov INK4 a tie zas kontroluju bunkovy
cyklus, je zrejmé, ze ak dojde k mutacii tejto IncRNA, ddjde aj k patologickym zmendm v
bunke. Génovych aberacii a SNP zasahujucich ANRIL bolo identifikovanych hned’ niekol’ko.
Napriklad SNP rs3731217 v oblasti 9p21.3 zvysSuje riziko vzniku akutnej lymfaticke;j
leukémie (ALL), choroby, ktord je v zapadnych krajindch najroz$irenejSim nadorovym
ochorenim detského veku. Stadie potvrdili asociaciu 1s3731217 s ALL u rdéznych narodnosti
(Nemecko, Spanielsko, Mad’arsko, Kanada), (Sherborne et al., 2010). U ALL st &asto
deletované aj vécsie Casti INK4b-ARF-INKa lokusu a to bud’ mono- alebo bialelické. U
normalnych kmenovych hematopoietickych buniek je lokus epigeneticky timeny. Delécia na
lokuse u ALL, obzvlast s Filadelfskym chromozémom (Iacobucci et al., 2011), ma vsak za
nasledok zvysenie agresivity ochorenia a oslabuje odpoved’ na cielent liecbu (Williams et al.,

2008).
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4. Zaver

DIhé nekodujuce RNA st pomerne novou témou v molekularnej bioldgii. Vyskumy vSak
ukazuju, ze maju velky regula¢ny potencidl pre protein-kodujuce gény. To znamend, Zze sa
podiel’aju na r6znych délezitych bunkovych procesoch od proliferacie az po diferenciaciu.

Tato praca bola zamerand na deregulaciu IncRNA v nadorovych ochoreniach, ktoré su
jednou z najvicsich hrozieb modernej civilizacie. Na piatich prikladoch bola ukazana rola
IncRNA vo vyvoji nadorov. Ukazuje sa totiz, ze niektoré IncRNA majia onkogénne vlastnosti
(MALAT-1, ANRIL), zatial’ ¢o iné (MEG3) funguju ako tumor supresory.

Kedze je expresia IncRNA casovo aj priestorovo Specifickd, mézu tak tieto molekuly
slazit ako markre. Jednak nas dokazu informovat’ o prebiehajtcich biologickych udalostiach
(expresia XISTu pri inaktivacii X chromozomu), alebo mbézu poukazat' na to, ze v bunke
dochadza k patologickym zmendm. V tomto pripade mézeme hovorit’ aj o ich terapeutickom
potenciale. Perspektivna sa ukazuje inaktivacia onkogénnych IncRNA. Napriklad znizenie
mnozstva transkriptu MALAT-1 pomocou S$pecialne navrhnutych antisense oligonukleotidov
by mohlo v buducnosti pomoct’ pri zniZzeni metastatickej aktivity.

Na druhej strane, u IncRNA s tumor supresorovymi schopnostami by mohla byt génova
terapia zamerand na dorucenie IncRNA s vyhodnymi vlastnostami do buniek.

Aby sa vSak tieto hypotézy potvrdili, si nutné¢ dalSie vyskumy v oblasti dlhych
nekodujicich RNA.
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