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Souhrn

Vychodiska: Za posledni desetileti pfibyly stovky studii, jeZ souhlasné prokazaly, Ze kratké ne-
koédujici RNA jsou slibnymi diagnostickymi, prognostickymi a prediktivnimi biomarkery na-
dorovych onemocnéni. Vyznamnou podskupinu téchto molekul pfedstavuji RNA interagujici
s PIWI proteiny, oznacované jako piRNA. Tyto kratké RNA se podileji na regulaci genové exprese
na transkripéni nebo post-transkripéni drovni, jejich hlavni tlohou je viak epigenetické uml-
¢ovani transpozibilnich element( LINE a SINE, ¢imZ vyznamné pfispivaji k udrzeni genomové
stability. Déle se ucastni dllezitych bunécnych procest, jakymi jsou gametogeneze, segregace
chromozom ¢i sebeobnova kmenovych bunék. Prestoze byly piRNA poprvé detekovény v za-
rode¢nych bunkéch, bylo zjisténo, Ze se vyskytuji ve vysokych hladindch také v jinych lidskych
tkanich, pficemz jejich exprese vykazuje tkanovou specificitu. Prvni studie rovnéz prokazaly
zménény expresni profil piRNA u pacientli s nadorovymi onemocnénimi. Funkce téchto mole-
kul v procesu kancerogeneze vsak zatim zlstavaji neobjasnéné. Do popredi zajmu se v posledni
dobé téz dostévaji volné cirkulujici piRNA v télnich tekutinach, které nabizeji Siroké vyuziti pro
véasny zachyt nadorovych onemocnéni, predikci |é¢ebné odpovédi ¢i stanoveni prognézy
pacientd. Cil: Tento prehledovy ¢lanek jako prvni v ¢eském jazyce shrnuje dosavadni poznatky
o biogenezi piRNA, o jejich strategii pfi uml¢ovani transpozibilnich element( a dalsich gen(.
Poskytuje rovnéz uceleny prehled o piRNA s deregulovanou expresi u lidskych nadorovych
onemocnéni a klade dliraz na jejich potencialni diagnostické a terapeutické vyuziti.
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Summary

Background: In the past few years, a number of studies have suggested that small non-coding RNAs could be promising diagnostic, prognostic
and predictive biomarkers in oncology. Recently, small RNAs interacting with PIWI proteins (piRNAs) have been described. These small RNAs
regulate gene expression at transcriptional and post-transcriptional levels; however, they appear to be specifically involved in silencing the
transposable elements LINE and SINE and are thus considered to contribute to genomic stability. Furthermore, piRNAs participate also in other
important biological processes, such as gametogenesis, chromosome segregation, and stem cell self-renewal. Although their expression was
first noted in germ line cells, they are now known to be present in all tissue types and their expression is highly tissue-specific. In addition, piRNA
expression is dysregulated in tumor tissues. Nevertheless, the exact function of these molecules in cancerogenesis is not known. Recently, free
circulating piRNAs were reported to be stably present in body fluids, suggesting that they could serve as promising noninvasive biomarkers to
enable early diagnosis, therapy response prediction, and accurate prognosis prediction of cancer patients. Aim: The aim of this review is to sum-
marize current knowledge about piRNA biogenesis and their functions in the regulation of gene expression and transposons silencing. In addi-
tion, the review focuses on piRNAs that show dysregulated expression in different types of cancers and that could serve as potential diagnostic

biomarkers and/or therapeutic targets.

Key words

PIWI-interacting RNAs — piRNA - biogenesis — cancer - transposon silencing — biomarkers - therapeutic targets

Uvod

Nadorova choroba je ¢asto vnimana jako
onemocnéni, jehoZ podstatou je kumu-
lace genetickych mutaci, k nimz dochazi
v dlisledku genomové nestability. Mezi
typické biologické dusledky téchto mu-
taci potom patii nadmérna proliferace
nadorovych bunék, rezistence vici sig-
nallm zastavujicim bunécny cyklus,
neomezeny replikaéni potencial, zvy-
$end invazivita ¢i schopnost zakladat
vzdalené metastazy. Jednotlivé mutace
mohou déle indukovat angiogenezi, ne-
citlivost k apoptotickym signalim, de-
regulaci bunééné energetiky, unik pred
imunitnim systémem a zanétlivé pro-
cesy. Genomova nestabilita je tedy pod-
mifujicim znakem vzniku nddorového
onemocnéni [1]. Ze soucasnych po-
znatkd dale vyplyva, Ze jednou z pficin
genomové nestability jsou rovnéz de-
regulace na epigenetické urovni. Jako
epigenetické jsou ozna¢ovany dédi¢né
zmény v genové expresi, které nesou-
viseji se zménami v primarnim genetic-
kém kédu. Mezi hlavni mechanizmy, jez
reguluji genovou expresi na transkripéni
i post-transkripcni Urovni, patii prede-
viim metylace DNA, modifikace histon(i
a dale téz regulace prostrednictvim ne-
kédujicich RNA [2,3]. Nedavné studie
odhalily novou skupinu kratkych ne-
kédujicich RNA, které hraji vyznamnou
roli pFi udrzovani stability genomu. Ulo-
hou téchto molekul je zejména umlco-
vani transpozonU a regulace genové ex-
prese na transkrip¢ni ¢i post-transkripéni
urovni. Od roku 2006 jsou znamy pod
nazvem PIWI-interagujici RNA (piRNA).

V poslednich 10 letech bylo prokazano,
Ze hladiny téchto nekédujicich RNA jsou
vyznamné deregulovany rovnéz u fady
nadorovych onemocnéni.

PIWI-interagujici RNA

PiRNA jsou kratké jednofetézcové RNA
o délce 24-32 nukleotidu [4] hrajici vy-
znamnou roli pfi vyvoji zarodecnych
bunék, sebeobnové kmenovych bunék,
a predevsim pak pfi udrzovani geno-
mové stability v dasledku uml¢ovani
transpozibilnich elementd (TE) [5]. Tyto
repetitivni elementy tvofi asi polovinu
genomu ¢lovéka a hraji dalezitou ulohu
ve struktufe chromatinu, ¢imz ovliviuji
i expresi prilehlych genud [6-8]. PIRNA
byly pojmenovany na zakladé schop-
nosti vazat se na proteiny PIWI patfici
do rodiny AGO (Argonaute) protein( [9].
AGO proteiny se déli na podrodiny AGO
a PIWI. Lidské geny AGO1-4jsou lokalizo-
vany na chromozomu 1, lidska podrodina
PIWI proteinl zahrnuje HIWI1, HIWI2,
HIWI3 a HILI, které jsou kddovany geny
na chromozomech 12, 11, 22 a 8 [10].
Argonautové proteiny jsou slozeny ze
dvou hlavnich domén - N-terminalni
PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille) domény
a C-terminalni PIWI domény. Délka PAZ
¢ita priblizné 120 aminokyselin, PIWI do-
ména je dlouhd pfiblizné 400 aminokyse-
lin. PIWI doména se dale sklada ze dvou
Casti, Mid/A a PIWI/B, pficemz PIWI/B ka-
talyzuje aktivitu enzymu Slicer (RN&za H),
ktery se ucastni biogeneze piRNA. Mid
doména vaze 5’ fosfatové konce kratkych
RNA a funguje jako kotva vazby RNA na
AGO proteiny, zatimco 3’ konce kratkych

RNA se védzou na doménu PAZ [11-13].
PIWI proteiny se Ucastni biogeneze
piRNA, vyvoje zarodecnych bunék, ga-
metogeneze a daldich buné¢nych po-
chodu. V disledku mutaci gent pro PIWI
vznikaji defekty v gametogenezi, dochazi
ke ztraté zarodecné linie kmenovych
bunék, k pozastaveni meiézy a bloka-
cim spermatogeneze. Pfredpoklada se, ze
piRNA pulsobi jako sekvenc¢né specificka
voditka PIWI proteinCi umoznujici regu-
laci exprese transpozon( a protein kodu-
jicich genti [14].

Prvni studie zabyvajici se regula¢-
nim potencidlem piRNA u savcl po-
chézi z roku 2006. Aravin et al [15] po-
psali skupinu malych nekédujicich RNA
v samcich zdrode¢nych bunkach u Mus
musculus, jejichz délka se pohybovala
v rozmezi 26-31 nukleotidd. Ve stejné
dobé Girard et al [16] popsali skupinu
malych nekddujicich RNA, které se
vazou na proteiny MIWI z rodiny mysich
PIWI proteinG a jsou hojné zastoupené
ve varlatech mysi. Jedna z prvnich stu-
dii, kterd propojila piRNA s genomovou
nestabilitou, se vénovala mutacim v ge-
nech pro Zucchini (ZUC) a Squash (SQU).
Produkty téchto gen(li obsahuji doménu
homologickou s nukledzou a tcastni se
procesu RNA interference v zarodec-
nych burnkdach u Drosophily melanogas-
ter. Mutantni samicky jsou sterilni a vy-
kazuji defekty v dorzoventralni orientaci
v pribéhu oogeneze. Mutace téchto
genl rovnéz souvisi se zvysenou expresi
HET-A a TART, dvou telomerové specific-
kych transpozont. Vysledky této studie
naznacuji, ze k nadmérné aktivité trans-
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pozond mUiZze dochazet v dlsledku mu-
taci v genech, jez se podileji na vzniku
a spravném fungovani piRNA [17]. Role
piRNA pfi ochrané stability genomu byla
popséana také u kurat. S vyuzitim sekve-
novani nové generace byly stanoveny
expresni profily vybranych piRNA a né-
kolika genu asociovanych s piRNA v pri-
mordidlnich zarode¢nych burkach.
Vsechny analyzované geny byly u pri-
mordidlnich zarode¢nych bunék vysoce
exprimované. Zaroven bylo provedeno
umlceni dvou znamych genl souviseji-
cich s drahou piRNA - CIWI (chicken PIWI-
-like protein 1) a CILI (chicken PIWI-like
protein 2). Po vyfazeni téchto gent doslo
ke zménam v expresi nékolika gent va-
zanych na piRNA a také ke zvysenému
vyskytu dvouvlaknovych zlomd DNA
v primordidlnich zdrode¢nych buni-
kach [18]. Vyznamné funkce piRNA ve
spojitosti s ochranou pred transpozibil-
nimi elementy byly pozorovany rovnéz
v zdrode¢nych bunkach mysi, kde jsou
piRNA schopné navodit metylaci DNA
v oblasti CpG [19,20]. Kromé toho se tyto
malé molekuly podileji na udrzovani me-
tyla¢niho stavu histont (H3K9me3) na
repetitivnich sekvencich typu LINEs v z3-
rode¢nych bunkach [21]. Tato represe
chromatinu zprostfedkovana pomoci
piRNA cili vyhradné na elementy plné
délky, které jsou aktivni. Toto zjisténi od-
kryva pozoruhodnou schopnost piRNA
rozpoznavat aktivni elementy z mnoz-
stvi fragmentd genomickych transpo-
zon(, které bunka obsahuje. Tyto stu-
die a mnohé dalsi potvrzuji schopnost
piRNA udrZovat genomovou stabilitu
prostifednictvim tlumeni TE.

Pfestoze prvotni studie predpokla-
daly, Zze mechanizmy ucinku piRNA
jsou spojeny vyhradné se zérode¢nymi
burikami, v roce 2012 Rajasethupathy
et al [22] prokazali hojnou expresi piRNA
o délce 28 nukleotidi v CNS zeje ob-
rovského (Aplysia depilans). Tyto piRNA
jsou lokalizované prevazné v jadre a vy-
znacuji se unikatnim typem biogeneze.
Vysledky studie naznacuji, Ze piRNA se
Ucastni dlouhodobych zmén v neuro-
nech, které vedou k udrZzovani paméti.
Zvysend exprese piRNA byla nasledné
popsdna i v hipokampu mysi, coZ na-
znacuje moznou Ucast téchto molekul
na morfogenezi patefe prostiednictvim

regulace exprese gend zodpovédnych
za jeji vyvoj [23]. Nejnovéjsi studie po-
tvrdily, Ze piRNA jsou abundantné ex-
primované témér ve viech lidskych tka-
nich, pficemz jejich exprese vykazuje
tkanovou specificitu [24].

Biogeneze piRNA

Dosavadni studie naznacuji, ze v bio-
genezi, tedy v procesech, které vedou
ke vzniku maturovanych molekul piRNA,
jsou mezidruhové rozdily a tyto signali-
zacni drahy jsou navic odlisné od drah
biogeneze miRNA a siRNA [25]. PiRNA
pGvodem vychdzi z mezigenovych re-
petitivnich element(, tzv. piRNA klastrd.
Klastry jsou soucasti heterochromatinu
bohatého na transpozony [26]. Na roz-
dil od miRNA a siRNA jsou piRNA gene-
rované z jednovlaknovych prekurzord,
které nevyzaduji RNazu Il [27]. Dal3im
rozdilem je asociace s odlisnymi ¢leny
podrodiny Argonautovych proteind.
Zatimco piRNA interaguji s podrodinou
PIWI, miRNA a siRNA interaguji primarné
s proteiny podrodiny AGO. Molekuly
PiRNA se lisi od miRNA a siRNA také svou
délkou, ktera ¢itd o nékolik nukleotidd
vice. Mezi rliznymi Zivocichy, dokonce
i mezi pfibuznymi druhy, jsou viak velké
rozdily v maturovanych sekvencich
piRNA. Zatimco u Drosophily melanogas-
ter a vétsiny obratlovcd byly identifiko-
vany piRNA o délce 24-32 nukleotid(,
u Caenorhabditis elegans se vyskytuji
piRNA o délce 21 nukleotidl a oznacuji
se jako 21U-RNA [28]. U vétsiny organi-
zmU jsou pak zpravidla popisovany dvé
rozdilné drahy biogeneze piRNA v zavis-
losti na tom, zda se jednd o buriky soma-
tické, nebo zérodec¢né. Zatimco v soma-
tickych burikdch jsou piRNA pfepisovany
pouze z jednoho vldkna, v zadrode¢nych
bunkach probiha transkripce z obou vla-
ken takzvaného dualniho klastru piRNA.
V ptipadé zarodecnych bunék pak pro-
biha kromé primarni biogeneze i sekun-
darni draha zpracovani piRNA (tzv. ping-
-pong cyklus).

Primarni biogeneze piRNA

PiRNA plvodem vychdazi z mezigeno-
vych repetitivnich element(, tzv. piRNA
klastr(. Klastry jsou soucasti heterochro-
matinu bohatého na transpozony [29].
Tyto sekvence pokryvaji velkou ¢ast ge-

nomu a jejich velikost se pohybuje od
100 kb vyse [30]. V prGbéhu primarni
biogeneze jsou geny pro piRNA piepiso-
vany pomoci RNA polymerazy Il. Na pro-
cesu transkripce se rovnéz podili he-
terochromatinovy protein HP1 zvany
Rhino, ktery se vaze na nékteré lokusy
genl kodujicich piRNA, a dale na he-
likdzu UAP56, s niz interaguje. Vlastni
transkript je vdzan proteinem UAP56 na
vnitini strané jaderné membrany a poté
je pfenesen pomoci RNA helikazy Vasa
do cytoplazmatického véacku [31-33].
Zde probihd sestiih prekurzorového
transkriptu pomoci endonukledzy ZUC
(analog u mysi je PLD6 - fosfolipaza D6),
jez je lokalizovana na vnéjsi mitochon-
dridlni membrané a generuje 5’ konec
budouci piRNA odstépenim fosfato-
vého zbytku z uridinu za vzniku hydro-
xylového konce, na ktery se pfednostné
vazou PIWI proteiny. Vazba Argonauto-
vych PIWI/AUB proteinCG (MILI a MIWI
u Mus musculus) na piRNA je usnad-
néna diky chaperonovym proteiniim
HSP83 (heat shock protein 83) a SHU
(Shutdown), které se nasledné odstépi.
Poté je sestfizen 3’ konec enzymem
zvanym Trimmer, a to az k mistu na-
vazani proteind PIWI/AUB. Takto upra-
veny 3'konec je nasledné metylovan po-
moci komplexu HEN1/Primet za vzniku
2’-O-metylovaného konce, ktery zajis-
tuje zvysenou stabilitu zralych piRNA.
Vystupem primarni biogeneze je ,pri-
marni” piRNA (antisense vlakno) véza-
jici proteiny PIWI/AUB (obr. 1). Takto vy-
tvoreny komplex vstupuje zpét do jadra,
kde dochdzi k transkripénimu umlcovani
transpozonu [32,34].

Sekundarni biogeneze piRNA

K sekundarni biogenezi piRNA do-
chazi pfedevsim v zarodecnych bun-
kach a pro iniciaci tohoto tzv. ping-pong
cyklu je vyzadovana primarni piRNA
(antisense vldkno) s navazanymi pro-
teiny PIWI/AUB, jez je produktem pri-
marni biogeneze. Ping-pong cyklus za-
¢ind navazanim komplexu ,primarni”
piRNA/AUB na komplementarni vlakno
transpozondlniho (sense) transkriptu,
¢imz dochazi k jeho umlceni a zéroven
k tvorbé ,sekundarni” piRNA. Vldkna
sense a antisense piRNA jsou vazana
prostifednictvim prvnich 10 nukleo-

430

Klin Onkol 2016; 29(6): 428-438




ZAPOJENI PIWIFINTERAGUJICICH RNA DO PROCESU KANCEROGENEZE PROSTREDNICTVIM REGULACE GENOVE EXPRESE

prekurzorovy transkript pro piRNA

pfesun Rhino mezi
chromatinem a RNA

piRNA klastr

vybér mezi UAP56 a Rhino

jadro

cytoplazmaticky vacek
Vasa

navazani Vasa

prekurzorovy transkript piRNA 1

ZucC ZucC
Stépeni 5' konce
5' 3
sestfih
pomoci ZUC
ZucC ZucC
5' 3

vazba PIWI nebo AUBl
na pfislusnou RNA G

\_/‘ HSP83

Trimmer

‘ sestfih 3' konce
\

D

Obr. 1. Primarni drdha biogeneze piRNA. Upraveno dle [4].

Geny pro piRNA jsou piepisovany pomoci RNA polymerazy Il za Ucasti proteinu Rhino a heli-
kazy UAP56. Primarni transkript je nasledné prostfednictvim helikdzy Vasa prenesen z jadra do
cytoplazmy, kde je sestfizen endonukledzou ZUC. Nasledné dochdzi k vazbé proteinti PIWI/AUB
a sestfizeni 3'konce pomoci enzymu Trimmer, ktery je dale metylovan metyltransferdzou HEN1.

navéazani
na komplex
chaperonu

u

tidd. V této fazi cyklu dochazi k tvorbé
5" konce vldkna piRNA pomoci proteinu
AUB, ktery funguje jako enzym Slicer
(opét s pomoci SHU a HSP83), a nava-
zani proteinu AGO3 v misté 10. nukleo-
tidu obsahujiciho adenin. Na odstranéni
5"konce po sestfihu vldkna pomoci AUB
se pravdépodobné podili protein SHU.
Nasledné dochazi k sestfihu 3'konce po-
moci exonukledzy Trimmer a jeho me-
tylaci pomoci HEN1. Metylovany frag-
ment v komplexu s AGO3 vaze antisense
transkript pro piRNA a zajistuje jeho se-
stfih. Takto upraveny retézec opétovné
vaze AUB proteiny, podstupuje sestfih
3’ konce a jeho metylaci, ¢imz dochazi
k uzavieni celého cyklu a amplifikaci
vznikajicich piRNA (obr. 2) [31,32,35].

Mechanizmy regulace genové
exprese prostiednictvim piRNA

Za nejpodstatnéjsi funkci komplexa
PIWI/piRNA je povaZzovana schopnost
represe mobilnich element(i DNA. Tento
predpoklad je podporeny zejména fak-
tem, Zze piRNA obsahuji komplemen-
tarni sekvence vici transpozontim, jez
jsou proto povazovany za hlavni cil je-
jich aktivity. Tato skute¢nost byla opa-
kované prokazana nezavislymi stu-
diemi napfi¢ nékolika zivocisSnymi
druhy, jakymi jsou Drosophila melano-
gaster [271, Mus musculus [15] ¢i Danio
rerio [25]. Zajimavé je, Ze osud komplexu
PIWI/piRNA (jeho konkrétni lokalizace
v jadfe nebo v cytoplazmé a mozny me-
chanizmus ucinku uml¢ovani) zalezi na
podskupiné proteinl z rodiny PIWI, se
kterou je piRNA asociovana. Pokud je
piRNA asociovéna s proteiny PIWI, na-
chazi se komplex v jadre, a mlze tak do-
chéazet k uml¢ovani genové exprese na
transkripéni irovni. Pokud je piRNA aso-
ciovana s proteiny AUB, bude se tento
komplex nachazet v perinukledrnim pro-
storu [27]. Podobnych zavérd bylo dosa-
Zeno v pfipadé mysiho modelu, kdy se
zralé piRNA asociované s proteiny MILI
nachazely v cytoplazmé, zatimco kom-
plexy MIWI/piRNA byly translokovény
do jadra [19,36]. Nedavné studie pak
prokézaly, Ze k uml¢ovani TE a regulaci
exprese genQ prostiednictvim piRNA
mUZe dochazet predevsim cestou me-
tylace DNA, v dusledku modifikaci his-
tond a chromatinu, a v neposledni fadé
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aktivni transpozon A
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Obr. 2. Sekundarni draha biogeneze piRNA (ping-pong cyklus). Upraveno dle [4].

Cyklus za¢ina vazbou primarniho komplexu piRNA/AUB na komplementéarni vldkno transpozonalniho transkriptu. Toto vldkno je na-
sledné $tépeno a vznikd sekundéarni piRNA vazajici protein AGO3, jez je opét sestfizena pomoci enzymu Trimmer a metylovana za Ucasti
metyltransferdzy HEN1. Sekundarni piRNA poté vaze antisense transkript pro piRNA a zajistuje jeho sestfih. Cely cyklus vede k amplifi-
kaci vznikajicich piRNA.

téZ na zakladé post-transkripéniho uml-
¢ovani genové exprese (obr. 3).

Metylace DNA jako mechanizmus
umlcovani transpozonii

Kovalentni modifikace DNA prostied-
nictvim metylace cytozinovych zbytkd

je dédi¢ny, avsak reverzibilni pro-
ces. Metylace DNA se podili na regu-
laci genové exprese, inaktivaci chro-
mozomu X, genomickém imprintingu
a na pocetnych modifikacich chroma-
tinu. Nedavné studie prokazaly zasadni
roli piRNA pfi metylaci mobilnich ele-

mentl v zarode¢nych a somatickych
burikach.

Kuramochi-Miyagawa et al [20] pro-
kazali spojitost mezi expresi PIWI/piRNA
a umlcovanim TE v zarodec¢nych burikach
mys3i, kdy v disledku delece gend pro
mysi PIWI proteiny MILI a MIWI2 nedoché-
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Obr. 3. Mechanizmy regulace genové exprese prostfednictvim piRNA.

PIWI

degradace RNA

K umlc¢ovani transpozibilnich elementd (TE) a regulaci genové exprese miize dochdazet prostfednictvim metylace CpG oblasti na DNA,
v disledku remodelace chromatinu ¢i na zakladé post-transkripéniho umlcovani vazbou komplext PIWI/piRNA ke komplementarnim

sekvencim mRNA.

zelo k tvorbé komplexd MILI/MIWI2/piRNA
a nasledné metylaci TE, jez by utlumila
aktivitu téchto mobilnich elementd.
K podobnym vysledkdim dospéla dalsi
studie provedena na mysich s deleto-
vanym genem TDRD1 (protein s domé-
nou Tudor 1) [37]. Autofi zde identifiko-
vali protein TDRD1, jenz je asociovany
s komplexem MILI/piRNP (PIWI ribonuk-
leoprotein) u dospélych samcli béhem
spermatogeneze. Stejné jako u mu-
tantl MILI, tak i u mysi s chybéjicim
TDRD1 byla prokazéana snizend metylace
DNA vedouci ke zvysené aktivité trans-
pozonu L1.

Metylace DNA prostrednictvim kom-
plexti PIWI/piRNA byla prokdzana
i v CNS zeje obrovského [22]. Expresni
profilovani malych RNA v mozku dospé-
lych jedinct prokazalo pfitomnost hojné
se vyskytujicich kratkych RNA o délce
28 nukleotidl. Tyto piRNA byly senzi-
tivni na serotonin, jenz je dalezitym neu-
rotransmiterem a vyznamné se podili
na mechanizmech dlouhodobé paméti.

Komplex PIWI/piRNA v tomto pfipadé
uleh¢oval na serotoninu zdvislou me-
tylaci CpG ostrovu v oblasti promotoru
CREB2 (cAMP response element binding
protein 2), ktery je inhibitorem dlouho-
dobé paméti.

Z vyse uvedenych studii vyplyva, ze
metylace DNA prostfednictvim kom-
plexu PIWI/piRNA je mezidruhové rozma-
nitd a predstavuje dulezity nastroj epige-
netické regulace jak v zarodec¢nych, tak
somatickych bunkach organizm.

Vliv histonovych modifikaci

a struktury chromatinu na expresi
transpozonti a okolnich genti

PIWI proteiny v asociaci s piRNA jsou
zapojené nejen do metylace DNA, ale
také do regulace histonovych modifi-
kaci, které vedou rovnéz k umlcovani
mobilnich elementd. K tomuto umlco-
vani TE dochazi zpravidla v dlsledku
metylace lysinu 9, jenz je soucasti his-
tonu 3 (H3K9me3). Tato histonova modi-
fikace vede ke vzniku heterochromatinu

a ovliviiuje nejen transkripci vlastnich
mobilnich elementd, ale téz expresi pfi-
lehlych geni [38].

Le Thomas et al [39] dale prokazali, ze
prestoze je asociace PIWI protein( s ci-
lovou strukturou chromatinu pouze do-
¢asna, mlze vést k trvalému umlceni
exprese genu ¢i TE v dusledku zvysené
metylace jednotlivych histond a vy-
tvofeni transkripcné inaktivniho hete-
rochromatinu. Podobna situace byla po-
psanaiv pfipadé Caenorhabditis elegans,
kdy pfitomnost komplexu PRG-1/21U
RNA umoznila vznik heterochroma-
tinu [40,41]. Zajimavé pfitom je, Ze vazba
komplexu PRG-1/21U RNA na cilové ob-
lasti chromatinu hraje klicovou roli pouze
v iniciaci celého procesu, zatimco na-
sledna kontinudIni represe pretrvavajici
napfi¢ generacemi zavisi na jadernych
proteinech HRDE1/WAGO-9 z Argonau-
tové rodiny a histon-metyltransferazach
SET-25 a SET32 [42].

Dal3i studie z roku 2014 na mysich pro-
kazuje, Ze pfitomnost piRNA je nezbytna
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pro udrzeni vysoké Urovné represivni
histonové modifikace H3K9me3 u ele-
mentt typu LINE v zdrode¢nych bun-
kach. Tato chromatinova represe zpro-
sttedkovana piRNA je nejvice selektivni,
nebot dochazi pouze k umlcovani ele-
mentl pIné délky, které jsou z rodin LINE
a jsou schopné aktivni transpozice [21].

Regulace exprese genii

a mobilnich elementi

na post-transkrip¢ni Grovni

K post-transkripénimu umlcovani ge-
nové exprese dochazi zpravidla pro-
stfednictvim vazby piRNA na cilové
sekvence retrotranspozond, jeZz jsou
soucasti 3'neprekladanych oblasti téméf
30 % mysich ¢i lidskych mRNA [43].
Zaroven bylo prokdzano, Zze piRNA
mohou pfimo regulovat také geny s re-
trotranspozonni sekvenci v 5" neprekla-
dané oblasti [44].

Pfikladem post-transkrip¢niho uml-
ceni exprese genu je regulace mRNA
prostfednictvim piRNA derivovanych
z pseudogend. Tyto oblasti mohou pro-
dukovat tzv. trans-elementy - piRNA,
které reguluji mRNA z funkénich gen(.
PiRNA mohou byt produkované nejen
z nefunkénich pseudogend, ale také
z protismyslného vlakna funkéniho genu.
V takovém pfipadé mluvime o cis-pfiro-
zenych protismysinych transkriptech,
které rovnéz mohou produkovat piRNA
a nasledné regulovat prepis cilovych
genl [45]. Pfikladem trans regulace
z pseudogenu je regulace genu Stellate,
ktery se vyskytuje na chromozomu X.
Exprese tohoto genu je u Drosophily me-
lanogaster potlacena v dlsledku vazby
piRNA, jeZ je produktem pseudogenu vy-
skytujiciho se na chromozomu Y a ozna-
¢ovaného jako SU nebo STE. V pfipadé
delece tohoto pseudogenu dochazi
k pfepisu genu pro Stellate, akumulaci ci-
lového proteinu a vytvoreni krystalické
struktury v spermatocytech, coz vede
k neplodnosti [46]. Regulace genové ex-
prese na post-transkripcni Urovni pro-
strednictvim piRNA byla rovnéz popsana
i v pfipadé sexudlni determinace bource
morusového. Tento organizmus ma ptaci
typ sexudlni determinace ZW (samice
ZW, samci ZZ) a jedina piRNA derivovana
z pohlavniho chromozomu W ma femini-
zujici ucinek na cely organizmus [47].

Neddavna studie na dvou kmenech Dro-
sophily melanogaster prokazala, Ze za-
¢lenéni TE do euchromatinového lokusu
vede k tvorbé nového dvouvldknového
klastru piRNA, z néhoz mohou néasledné
vznikat funkéni piRNA zamezujici expanzi
TE prostfednictvim post-transkrip¢ni re-
gulace exprese téchto mobilnich ele-
mentU. Zaroven bylo potvrzeno, ze pro-
dukce malych RNA vyvolana inzerci TE
muze rovnéz snizovat expresi pfilehlych
genl [48]. Tato studie je dalsim dikazem
toho, Ze malé RNA asociované s TE hraji
vyznamnou roli v regulaci genové ex-
prese, a to nejen u zarodeénych bunék.

PIWI proteiny a kancerogeneze
Prvni zminka o souvislosti mezi proteiny
z podrodiny PIWI a nddory se tykala pro-
teinu HIWI, jehoZ exprese byla prokézana
v nadorové tkani seminomd, avsak ni-
koliv v pfislusné nenddorové tkani [49].
Na tuto studii navazaly dalsi prace do-
kumentujici deregulovanou expresi
proteinu HILI u nadorG prsu, vajecnikud
a délozniho hrdla, zvysené hladiny pro-
teinu HIWI u nadorl jater a u pacient(
se sarkomy ¢i pozménénou expresi pro-
tein( HIWI a HIWI2 u pacientd s nadory
zaludku [50].

Dalsi klinické studie naznacuji pro-
gnosticky potencial nékterych PIWI pro-
teinG. U gliom byla popsana pozitivni
korelace mezi expresi proteinu HIWI
a gradem onemocnéni, pficemz pacienti
s vysokou hladinou tohoto proteinu méli
vyznamné horsi prognézu [51]. Nasledu-
jici studie dokumentuji uzkou souvis-
lost mezi hladinami proteinu HIWI a vy-
branymi klinicko-patologickymi znaky
pacientll s nadory slinivky bfisni, tlus-
tého stfreva a konec¢niku, endomet-
ria, jicnu, jater a Zaludku [50]. V pfipadé
pacientd s nadory Zaludku byla proka-
zana pfima korelace mezi expresi pro-
teint HIWI, HILI, PIWIL3 i HIWI2 a klinic-
kym stadiem onemocnéni. Zaroven bylo
zjisténo, ze pacienti se zvySenymi hladi-
nami téchto protein maji kratsi dobu
celkového prezivani [52].

Konkrétni zapojeni PIWI protein{i do
procest kancerogeneze zatim neni ob-
jasnéno, avsak na zakladé dosavad-
nich studii na animélnich modelech
Mus Musculus a Drosophila melanogas-
ter [19,53] existuje nékolik moznych vy-

svétleni. Jednou z hypotéz je, ze zvy-
Sena exprese téchto proteinl pfispiva
ke vzniku a progresi nddorovych one-
mocnéni prostfednictvim epigenetic-
kého uml¢ovani nadorové supresoro-
vych gend na transkripéni Grovni. Dalsi
moznosti je pak jejich zapojeni do uml-
¢ovani TE [54] &i regulace genové ex-
prese prostfednictvim metylace his-
ton(, o ¢emz svédci také jejich spolecny
vyskyt se skupinou proteinl Polycomb,
které jsou znamé svou schopnosti remo-
delovat chromatin [55]. PIWI proteiny
mohou déle fungovat jako aktivatory
transkripce prostfednictvim zavadéni
euchromatickych histonovych modifi-
kaci do oblasti heterochromatinu [56].
V souladu s pozorovanymi epigenetic-
kymi funkcemi komplexd PIWI/piRNA
bylo dale popsano, ze exprese pro-
teinG HIWI koreluje s mirou metylace
u pacientd se sarkomy, pricemz snizené
hladiny tohoto proteinu byly nalezeny
ve tkanich s globalni hypometylaci DNA
a souvisely s prognosticky pfiznivéjsim
onemocnénim [57].

Deregulovana exprese piRNA

u nadorovych onemocnéni
Vzhledem ke skutecnosti, ze se piRNA
vyznamné podileji na regulaci exprese
genl a udrzovani genomové stability,
predpoklada se jejich zapojeni do pro-
cesU kancerogeneze [58]. Pfestoze v sou-
vislosti s nddory byly nejprve zkoumany
pouze jednotlivé PIWI proteiny, prvotni
studie jiz prokazaly vyznam konkrétnich
piRNA v patogenezi nadorovych one-
mocnéni [50]. Tyto molekuly se podobné
jako miRNA mohou podilet na regulaci
exprese klicovych nadorovych supre-
sor( ¢i onkogenl, a to predevsim pro-
stfednictvim vazby k cilovym mRNA, jez
v 3" neprekladané oblasti obsahuji trans-
pozonalni sekvence. Kromé toho naru-
$eni fyziologickych hladin piRNA, které
za normalnich okolnosti potlacuji akti-
vitu TE, mUze uleh(it retrotranspozici,
zvysit genomovou nestabilitu, a pFispét
tak ke vzniku ¢&i progresi nadorového
onemocnéni. Pfestoze dosavadni studie
dokumentuji celkovou deregulaci hladin
piRNA v nadorové tkani, presné funkce
téchto molekul nebyly dosud objasnény.
Zéroven neni znamo, zda k této deregu-
laci dochazi v disledku pfitomnosti na-
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Tab. 1. Pfehled piRNA s deregulovanou expresi v nddorové tkani pacientti s nddorovym onemocnénim.

Nadorové Deregulovana
onemocnéni piRNA
piR-823 1
nadory zaludku piR-651 T
piR-59056 T
piR-32105 T
piR-58099 T
nadory jater piR-Hep1 T
nadory slinivky piR-17061 {
bfisni
nadory plic piR-L-163 4
nadory prsu piR-4987 1
PiR-38756 4
PiR-57125 4
PiR-30924
nadory ledvin piR-32051 T
piR-39894 T
piR-43607 T
piR-823 1
navdorlyvmocoveho DiR-60152 4
méchyre
mnohotetny myelom piR-823 T

Funkce piRNA

vliv na proliferaci, bez korelace s klinicko-patologickymi znaky
pacientd, predpoklada se role v prekanceréze

vliv na proliferaci nddorovych bunék, regulace buné¢ného cyklu

v komplexu s PIWIL2, vliv na viabilitu a invazivitu bunék,
tlumi expresi AKT

lokalizace v HBII-296A snoRNA

soucast intronu genu LAMC2, vliv na regulaci buné¢ného cyklu,
proliferaci, viabilitu, migraci a syntézu DNA

korelace s pfitomnosti metastaz v RLU

piRNA klastr na chromozomu 17, korelace s pfitomnosti metastaz,
stadiem onemocnéni a prezivanim pacient(

vliv na proliferaci, apoptézu, klonogenicitu

korelace s progndzou, vliv na apoptozu, proliferaci,
buné¢ny cyklus a angiogenezi, requlace DNMT3A/B

RLU - regiondlni lymfatické uzliny, DNMT3A/B — DNA metyltransferaza 3A/B

dorovych bunék, nebo jesté pred samot-
nym vznikem onemocnéni.

Jednou z nejvice studovanych piRNA
u pacientd s nadory je piR-823. Snizené
hladiny této piRNA byly zaznamenany
u nadorl zaludku [59] ¢i u pacientt s re-
nalnim karcinomem [60], pficemZ umélé
navyseni hladiny piR-823 in vitro v bu-
nécné linii odvozené od nadoru zaludku
vedlo k vyznamné inhibici rlistu nddoro-
vych bunék. Nadorové supresorovy efekt
této piRNA byl nasledné potvrzen in vivo
s vyuzitim mysiho modelu [61]. K opac¢-
nym vysledkdm dospéla studie zaby-
vajici se expresi piR-823 u mnohocet-
ného myelomu. Hlavni pfi¢inou rozvoje
tohoto onemocnéni je hypermetylace
DNA vedouci k potlaceni transkripce na-
dorové supresorovych gen(. V tomto
pfipadé byla exprese piR-823 zvysena
jak u pacientll s mnohocetnym myelo-
mem, tak ve stabilnich bunéénych liniich

odvozenych od tohoto typu nadoru.
Zvysené hladiny zaroven pozitivné kore-
lovaly s klinickym stadiem onemocnéni.
Umléeni piR-823 pomoci syntetickych
oligonukleotidl vedlo k zéstavé bunéc-
ného cyklu a k expresi proteind induku-
jicich apoptoézu. Autofi této studie tedy
predpokladaji, Ze piR-823 funguje jako
vyznamny onkogen u pacienti s mno-
hocetnym myelomem, a mohla by proto
v budoucnu slouzit jako slibny terapeu-
ticky cil [62]. Tyto vysledky naznacuji, Zze
jednotlivé piRNA mohou podobné jako
miRNA vystupovat v procesu kancero-
geneze bud jako onkogeny, nebo jako
nadorové supresory v zavislosti na typu
nadorového onemocnéni a okolnim
mikroprostredi.

V ptipadé hepatoceluldrniho karci-
nomu byla identifikovdna piR-Hep1,
jez byla ve zvysené mife exprimo-
vadna v nadorové tkani necelych 50 %

Reference

[59]

[64]

[77]

[63]
[78]

[79]

[65]

[80]

[81]

[60]

[64]

[24]

pacientl a jejiz umlceni v nddorovych
liniich vedlo k inhibici Zivotaschopnosti
bunék a snizeni jejich pohyblivosti [63].
Cheng et al [64] se ve své praci zabyvaji
piR-651, jeZ je ve zvysené mife exprimo-
vana u pacientld s nadory zaludku, tra¢-
niku, prsu a plic, a funguje tedy prav-
dépodobné jako vyznamny nadorovy
onkogen. V nadorové tkani mocového
méchyre byla identifikovéna piR-60152,
jejiz exprese byla vyznamné snizena
u pacientd s timto onemocnénim. Zvy-
Seni hladin této piRNA ve stabilnich
bunécnych liniich pomoci tranzientni
transfekce vedlo k snizené prolifera¢ni
kapacité, indukci apoptézy a k poklesu
klonogenniho potencidlu bunék [65].
Deregulovand exprese piRNA byla
popsana i u pacientd s nadory prsu.
Huang et al [66] identifikovali zvyse-
nou expresi péti piRNA v nadorové tkani
pacientll, pficemz piR-4987 byla aso-

Klin Onkol 2016; 29(6): 428-438

435




ZAPOJENI PIWI-INTERAGUJICICH RNA DO PROCESU KANCEROGENEZE PROSTREDNICTVIM REGULACE GENOVE EXPRESE

ciovana s pfitomnosti metastaz v regio-
nalnich lymfatickych uzlindch, a mohla
by proto slouzit jako slibny prognos-
ticky marker. Nedavné studie dale pro-
kazaly, ze pfiblizné 40 % piRNA expri-
movanych u pacient s nddory prsu ma
intragenovy puvod. Pfedpoklada se tedy,
Ze transkripty nékterych gend by mohly
slouzit jako prekurzory piRNA a zéroven
by jejich exprese mohla byt prostrednic-
tvim téchto piRNA zpétné regulovana.
DalSim zajimavym zjisténim je pak sku-
tecnost, ze transkripce genu pro nékteré
piRNA je zavisld na estrogenu a na tran-
skripcnim faktoru Erf. Exprese tfi piRNA
(DQ597945, DQ570994 a DQ598651) je
odlisnd u bunék s estrogenovym recepto-
rem a u bunék bez tohoto receptoru. Tyto
vysledky naznacuji, Ze by piRNA mohly
slouzit jako vyznamné prediktivni bio-
markery u pacientd s nddory prsu [67].

Expresnim profilovanim piRNA v so-
matickych nddorovych bunkach se zaby-
vala studie Martineze et al [68]. Z popiso-
vanych 20 831 piRNA bylo v nemalignich
somatickych bunkach exprimovano
273 piRNA (1,3 %), zatimco v nadoro-
vych burikach bylo detekovano 522 rliz-
nych piRNA (2,5 %), coz je témér 2krat
vice. Na zakladé exprese konkrétnich
piRNA pak bylo mozné spolehlivé odli-
$it nddorovou tkan od nenadorové sliz-
nice, zaroven pak byla prokazana vysoka
tkanova specificita nékterych piRNA.

Tabulka 1 shrnuje vysledky néko-
lika dosavadnich studii, jez popisuji
vyznamnou deregulaci konkrétnich
piRNA u jednotlivych onkologickych
diagnoz. Tyto kandidatni piRNA by se
po dalsich validacich mohly stét slib-
nymi diagnostickymi, prognostickymi
¢i prediktivnimi biomarkery u pacientt
s nddorovymi onemocnénimi.

Cirkulujici piRNA jako nové
nadorové biomarkery

Do popftedi zajmu se v poslednich letech
dostaly volné cirkulujici piRNA v télnich
tekutinach, které nabizeji siroké vyuziti
pro v¢asny neinvazivni zachyt nadoro-
vych onemocnéni [69] a také pro pre-
dikci 1é¢ebné odpovédi ¢i stanoveni
prognézy pacient(. Bylo prokéazano, ze
cirkulujici piRNA, podobné jako miRNA,
jsou v télnich tekutindch vysoce stabilni
a maji schopnost odolavat celé fadé i ex-

trémnich fyzikalnich vlivd uméle vytvo-
fenych v laboratornich podminkach [70].

Jednim z mist vyskytu piRNA je napf.
nebunécnd frakce lidskych slin. Bahn
et al [71] detekovali 109 rznych piRNA
pfitomnych v lidskych slinach, pticemz
nejvice exprimovanou byla piR-018570.
Cui et al [72] nasledné analyzovali ex-
presi piR-823 a piR-651 v periferni krvi
pacient(i s nddorem zaludku. Obé piRNA
byly ve zvysené miie detekovany v krev-
nim séru zdravych kontrol a mohly by
v budoucnu slouzit jako nové markery
pro neinvazivni diagnostiku tohoto one-
mocnéni. Autofi zéroven uvadéji, ze
piR-823 a piR-651 jsou citlivéjSimi indi-
katory karcinomu Zaludku nez miR-106a
a miR-17, které byly dosud popisovany
jako vhodné diagnostické biomarkery
téchto nadorl [73]. Na zakladé exprese
piR-823 a piR-651 bylo dale mozné za-
chytit ¢asna stadia onemocnéni, a to
s vys$si senzitivitou a specificitou, nez
jakou nabizeji soucasné pouzivané mar-
kery CEA (karcinoembryonalni antigen)
aCA19-9[74].

PiRNA jako nové terapeutické cile
Identifikace interak¢nich partnerd piRNA
a pochopeni principu téchto interakci
nejenze vyznamné rozsifi poznani v ob-
lasti nddorové biologie, ale predstavuje
potencialné velice slibny terapeuticky
pfistup u nddorovych onemocnéni. Pou-
Ziti synteticky vyrobenych piRNA pro
blokaci syntézy cilovych proteinl pro-
stiednictvim vazby na mRNA bez nut-
nosti vyuziti enzymu Dicer je zvazovano
jako potencidlni terapeuticka aplikace.
Predpoklada se, ze jednou z vyhod
piRNA jako terapeutického cile je vysoka
specificita (na rozdil od miRNA). V [é¢bé
by mohly byt rovnéz vyuzivany PIWI an-
tigeny pro doruceni Ié¢iv do mist na-
doru [75]. Mezi dalsi vyhody piRNA jako
potencialniho terapeutického cile patfi
Ucast na degradaci RNA na post-tran-
skripéni Urovni a schopnost metylace
DNA vedouci k uml¢ovani gent a inhi-
bici exprese urcitych onkogent [76].

Zaver

Nedavno objevena tfida kratkych neké-
dujicich RNA oznacovanych jako piRNA
se stava predmétem vyzkumu v mnoha
oblastech biologie, v¢. biologie nddo-

rové. Tento pfehledovy ¢lanek shrnuje
zakladni poznatky tykajici se biogeneze
piRNA a mechanizm( jejich funkc-
niho uplatnéni v ramci udrzovani stabi-
lity genomu. Skutec¢nost, Ze piRNA jsou
schopné epigeneticky kontrolovat ex-
presi genu a jsou hojné a specificky ex-
primované ve vsech lidskych tkanich,
jsou hlavnimi ddvody, pro které se staly
pfedmétem biomedicinského vyzkumu.
V soucasnosti jiz vime, Ze hladiny né-
kterych piRNA jsou v nadorové tkani
vyznamné deregulované v porovnani
s tkdni nenddorovou. Zatim v3ak nenf
zcela jasné, zda tato deregulace vede ke
vzniku a progresi onemocnéni nebo je
spise dlsledkem zmén, jez kanceroge-
nezi provazeji. Zatimco nékteré studie
poukazuji na skute¢nost, Ze piRNA uml-
Cuji expresi nddorovych supresord na
transkripcni i post-transkripéni drovni,
a tim pfispivaji ke vzniku nadoru, jiné
studie predpokladaji, Zze v dtsledku glo-
balné snizenych hladin piRNA v orga-
nizmu dochazi k nedostatec¢né inhibici
transkripce nékterych onkogent, jejichz
exprese je nasledné zodpovédna za roz-
voj nddorového onemocnéni. Lepsi po-
rozuméni biologické funkce téchto mo-
lekul by v budoucnosti mohlo vést
k jejich moznému vyuziti v terapii na-
dorovych onemocnéni a ke zdokona-
leni molekuldrni typizace nadoru. Vel-
kym pfislibem do budoucna jsou rovnéz
volné cirkulujici piRNA pfitomné v tél-
nich tekutinach, jez by mohly ptedstavo-
vat slibné biomarkery pro ¢asnou nein-
vazivni diagnostiku a zaroven by mohly
prispét k lepsi stratifikaci pacientd na
zakladé progndzy ¢i predpokladané lé-
¢ebné odpovédi.

Podékovani
Autofi dékuji Mgr. Andrejovi Besse za piipravu ilustraci pro
publikaci.
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