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Souhrn

Dlouhé nekédujici molekuly RNA (long non-coding RNA — IncRNA) jsou definovany jako mo-
lekuly o délce vice nez 200 nukleotidd, které jsou lokalizovany v jadfe a cytoplazmé bunék.
Pfestoze u vétsiny IncRNA jejich konkrétni funkce nejsou dosud znamé, je evidentni, Ze se
podileji na celé fadé biologickych procest. LncRNA hraji klicové role jak v transkripcnich, tak
v post-transkrip&nich regulaénich drahach a podileji se na vyznamnych buné¢nych procesech,
jako je proliferace, diferenciace, apoptdza a v neposledni fadé i na patogenezi riznych nemoci.
Svou deregulaci se vyznamné podileji také na procesech nadorové transformace. V tomto
prehledovém ¢lanku jsou popsany vlastnosti, funkce a molekularni podstata IncRNA a také
jejich diagnosticky potencial. Pozornost je vénovana zejména jejich vyuZiti u nejcastéji dia-
gnostikovanych nadorovych onemocnéni v ¢eské populaci, a to u kolorektdlniho karcinomu,
karcinomu prsu a prostaty.

Klicova slova
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Summary

Long non-coding RNA molecules (IncRNA) are defined as molecules over 200 nucleotides long
that are localized in the nucleus and cytoplasm of cells. Although function of most InRNA is not
known, it is obvious that they are involved in various biological processes. LncRNA play a key
role in transcriptional as well as post-transcriptional regulatory pathways and are involved in
important cell processes, such as proliferation, differentiation, apoptosis but also pathogenesis
of various diseases. Their dysregulation is important in steps of tumor transformation. In this
review, we will describe the nature, function and molecular basis of these molecules as well
as their diagnostic potential. The main focus of this review is the usage of these molecules in
the most often diagnosed tumors in the Czech population — colorectal carcinoma, breast and
prostate carcinomas.
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POTENCIAL DLOUHYCH NEKODUJICICH MOLEKUL RNA V DIAGNOSTICE NADOROVYCH ONEMOCNENI

Uvod

Je znamo, Ze velikost genomu euka-
ryotickych organizm@ neodpovida je-
jich genetické komplexité (tzv. para-
dox hodnoty C). Lidsky genom je tvoifen
20 000-25 000 geny kodujicimi proteiny
z celkového mnozstvi 3 000 Mbp [1].
To odpovida priblizné 1,5 % genomu,
coz je mnohem méné, nez se plvodné
piredpokladalo [2-4]. Ackoli sekvence
koduijici proteiny tvoii pouze minimalni
¢ast genomu, nejméné 90 % z néj je tran-
skrip&né aktivni. To naznacuje, Zze vétsinu
lidského genomu predstavuji DNA sek-
vence, které nekoduji proteiny. Vysled-
kem transkripce takovychto sekvenci
je velké mnozstvi nekodujicich mole-
kul RNA (non-coding RNA — ncRNA).
Pivodné byly tyto molekuly povazo-
vany za transkripty evolu¢né nahroma-
déného genetického odpadu, tzv. junk

sense

antisense

intronova

integronova

DNA, ktera vzhledem ke své nizké drovni
exprese neni funkéni [5-9]. Nedavné stu-
die viak prokazaly, Ze transkripty téchto
sekvenci se Ucastni vyznamnych fyziolo-
gickych, ale i patologickych bunéénych
procest [4,7].

Celkovy pocet ncRNA v lidském ge-
nomu je stale neznamy, ale prostred-
nictvim dostupnych technologii se od-
haduje existence nékolika desitek tisic
téchto molekul [10]. NcRNA jsou déleny
do dvou hlavnich skupin na zakladé je-
jich velikosti [5,6]:

- malé nekédujici RNA (short non-cod-
ing RNA - sncRNA), které jsou kratsi
nez 200 nukleotidd (nt) a jsou me-
zidruhové vysoce konzervované.
Patfi zde napf. mikroRNA (miRNA,
19-24 nt), malé interferujici RNA (small
interfering RNA — siRNA, 20-25 nt),
RNA spojené s Piwi proteinem (Piwi-in-

) =) e ) —)

obousmérna

S

promotor .

[ kédujicigen [l IncRNA

Obr. 1. Typy molekul IncRNA podle lokalizace genti v genomu.

teracting RNA - piRNA, 24-32 nt)
a dalsi;

- dlouhé nekédujici RNA (long non-cod-
ing RNA - IncRNA), které predstavuji
transkripty nekédujici proteiny o délce
vétsi nez 200 nt. Jedna se o rozmani-
tou a mezi druhy malo konzervovanou
skupinu. Molekuly IncRNA predstavuji
nejméné prostudovanou a pravdépo-
dobné nejrozsahlejsi rodinu nekoduji-
cich molekul RNA [10,11].

Mezi nejznaméjsi molekuly RNA neko-
dujici proteiny patfi transferové (transfer
RNA - tRNA) a ribozomalni (ribosomal
RNA - rRNA) RNA [11,12]. Tyto molekuly
byly identifikovany pfed vice nez 50 lety
a svou funkci se vyznamné podileji na
syntéze proteind [13]. Studie téchto mo-
lekul ukazaly, Zze ncRNA jsou nedilnou
soucasti mnoha biologickych procesi
v Zivych organizmech, v&. ¢lovéka.

Vlastnosti IncRNA
Tyto molekuly jsou definovany jako tran-
skripty delsi nez 200 nt s medianem
okolo 600 nt a obvykle dosahuji krat-
Sich délek nez protein-kodujici mediato-
rové RNA (messenger RNA - mRNA) [14],
ato i piesto, ze jejich exony i introny by-
vaji del3i nez u molekul mRNA - vétiina
IncRNA obsahuje pouze dva exony [15].
Jak jiz bylo zminéno, sekvence kodu-
jici IncRNA pokryvaji vétsi cast lidského
genomu neZ sekvence gend koduji-
cich proteiny. Geny pro IncRNA Ize na-
lézt v riznych oblastech na viech chro-
mozomech (obr. 1) [11,15]. Nachazeji-li
se tyto geny v intergenovych oblas-
tech v urcité vzdalenosti od kddujicich
gend, jsou pak tyto molekuly oznaco-
vany jako dlouhé intergenové neko-
dujici RNA (long non-coding RNA -
lincBRNA). Pokud se jejich geny nachazeji
v intronech rGznych gend, jde o intro-
nové IncRNA [6,7,11,15-17]. Jsou-li pre-
pisovany ze stejného fetézce jako geny
kédujici proteiny, hovofime o ,sense”
IncRNA, jsou-li transkribovany z opac-
ného fetézce, jedna se o ,antisense”
IncRNA. Také se mohou vyskytovat jako
divergentni-obousmérné sekvence,
které sdileji promotor s jinym transkrip-
tem v opacném fetézci [12,18]. Sekvence
pro IncRNA se mohou prekryvat se sek-
vencemi jinych transkriptd. Pfesto Ize
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Tab. 1. P¥iklady klasifikace IncRNA [6,13,16,18].

Funkce

reguluji expresi sousednich genti
a vzdalenych genomovych sekvenci

mohou regulovat expresi svych genomovych partnerti
mohou fungovat jako RNA i jako protein kédujici gen

plsobi na komplementarni cil

plsobi v misté transkripce k ovlivnéni exprese sousednich
gen, posiluji chromatin modifikujici komplexy

vzdalenéjsich gent

nékteré Fidi expresi sousednich gend;
jsou dulezité pfi tvorbé chromozomalnich smyéek,

pusobi dal od mista syntézy, reguluji genovou expresi

Piiklad

MALAT1, HOTAIR,
lincRNA-p21

DMD IncRNA
SRA
BACE1-AS, HOTAIR
eRNA
AIR, Xist, COLDAIR,
MEG3

HOTAIR, GAS5

ncRNA-al, Evf-2, p53
eRNA

které nesou zesilovaée blize k promotorim

nékteré reguluji miRNA, mohou byt cilem miRNA

Klasifikace Kategorie IncRNA
intergenové = lincRNA
podle intronové IncRNA
genomove sense IncRNA
lokalizace
antisense IncRNA
obousmérné IncRNA
. in cis-aktivujici IncRNA
podle zpiisobu
aktivace
in trans-aktivujici IncRNA
enhancer RNA = eRNA
podle aktivujici geny = IncRNA-a
speciﬁcké. ) transkribované z ultra
charakteristiky konzervovanych
oblasti =T-UCR

RNA obsahujici telomerové

repetice

jejich lokalizaci v genomu vyuzit jako
jeden z pristupi klasifikace.

Ohromné mnozstvi a netipiné infor-
mace o téchto molekulach &ini klasifi-
kaci IncRNA velmi obtiznou. Dalsi kom-
plikaci je skutecnost, Ze stejné vlastnosti
a funkce mohou byt sdileny vice mole-
kulami. LncRNA lIze délit napf. podle vyse
zminéné genomové lokalizace, vlivu na
DNA sekvence, mechanizmu funkci [6]
nebo pomoci specifickych charakteristik
(tab. 1) [18].

O molekularnich a biologickych vlast-
nostech IncRNA je doposud znamo jen
omezené mnozstvi informaci. V nékolika
ohledech jsou viak podobné gentim ko-
dujicim proteiny [11,14,15,18-20]. Mole-
kuly IncRNA jsou prepisovany RNA poly-
merazou |l nebo lll podle struktury jejich
promotorovych sekvenci [5,10,11,19].
Prepis RNA polymerazou lll byl proka-
zan u molekul IncRNA, které maji funkéni
ulohu v transkrip&nim mechanizmu RNA
polymerazy Il [10]. Taktéz mohou byt
molekuly IncRNA upraveny post-tran-
skripénimi modifikacemi (5" epicka,
3’ polyadenylace), jako je tomu u mRNA.
Pritomnost 3’ poly (A) konce je u téchto
molekul zodpovédna za pomé&rné vyso-

heterochromatinu

kou stabilitu [11,14,15,20]. Neni-li mole-
kula polyadenylovana, mizZe se na jejim
3" konci nachazet trojSroubovice, ktera
taktéz slouzi ke stabilizaci molekuly [21].

Geny pro IncRNA podléhaji epige-
netickym regulacim - modifikacim his-
tond, které se viak mohou odlisovat
od modifikaci histonld gena koduji-
cich mRNA. U standardnich gent kédu-
jicich proteiny probihaji napf. modifi-
kace H3K4me3 a H3K3me6, u molekul
IncRNA dochazik modifikaci H3K4me2/3,
H3K9ac a H3K27ac [11,14].

Obecné jsou IncRNA méné stabilni
nez mRNA a zda se, Ze jejich stabilita
zavisi i na jejich rdznych vlastnostech,
napi. na genomové lokalizaci (inter-
genové IncRNA jsou stabilnéjsi nez in-
tronové), na sestfihu (molekuly podlé-
hajici sestfihu jsou stabilné&jsi) nebo na
bunécné lokalizaci (jaderné se mohou
rozpadat diive nez IncRNA lokalizo-
vané v cytoplazmeé) [11]. Po post-tran-
skripénich upravach pfechazi mRNA
do cytoplazmy, kde dochazi k translaci
do proteind. U IncRNA je translace zne-
moznéna nepfitomnosti otevienych
¢tecich ramcd (open reading frame -
ORF) nebo jejich nedostatecnou dél-

transkribuji intergenové IncRNA

pomahaji udrzovat integritu telomerického

ncRNA-al-7

uc.283+, uc.338,
uc.160+

TERRA

kou (ORF jsou krat3i nez 100 aminoky-
selin) [5,7,12,15]. Niz3i kodujici potencial
maze vysvétlovat castéjsi lokalizaci
IncRNA v jadfe nez v cytoplazmé, coz
bylo prokazano fluorescenéni in situ hyb-
ridizaci (FISH) [13-15,18,19,22].

LncRNA se vyznacuji nizkou expresi
ve srovnani s hladinou exprese gent ko-
dujicich proteiny, aviak jejich exprese
je tkanové specificka a je rozdilna v riz-
nych vyvojovych stadiich &lovéka, za fy-
ziologickych i patologickych podminek.
Z toho vyplyva, Ze IncRNA se Gc&astni
dilezitych biologickych procesd, jako
je alternativni sestfih, epigenetické re-
gulace, transkripce, translace, regulace
bunééného cyklu, proteinové loka-
lizace, ale také diferenciace bunék,
vE. hematopoézy, proliferace, apoptozy
a napf. i procesu souvisejicich s maligni
transformaci [11,15,19].

Konzervace IncRNA

LncRNA se nachézeji u rznych Zivocis-
nych druhd, jejich pfitomnost byla po-
psana take u rostlin, kvasinek, prokaryot,
a dokonce i viri [6]. PfestoZe se vyskytuji
u 3iroké skaly organizmd, jejich obrov-
ska rozmanitost vypovida o $patné kon-
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zervaci mezi druhy, na rozdil od sncRNA,

které jsou mezidruhové vyznamné

konzervovany [4,8,23]. Celkové jsou

IncRNA konzervovany méné neZ pro-

tein kédujici geny, ale naopak vice nez

introny nebo nahodné intergenové ob-
lasti [8,15,20,24]. Existuji Ctyfi mozné va-

rianty konzervace IncRNA [12,17,25]:

1. Konzervace nukleotidové sekvence —
je podobna konzervaci genl koédu-
jicich protein. Obvykle byvaji zacho-
vany pouze kratké useky sekvence,
coz vysvétluje, pro¢ se IncRNA tak
rychle vyvijeji a €asto postradaji orto-
logy u jinych druh.

2. Konzervace struktury za predpokladu,
ze molekuly IncRNA jsou skladany
do sekundarnich &i terciarnich struk-
tur. Tyto struktury jsou dalezitéjsi pro
zachovani jejich funkci, a proto jsou
pravdépodobné prednostné konzer-
vovany pred sekvencemi nukleotidd.

3. Konzervace jejich funkce — vzhledem
k nedostate¢nym znalostem o funk-
cich IncRNA se frekvence tohoto typu
zachovani neda odhadnout.

4. Konzervace transkripce genového lo-
kusu pro IncRNA - transkripce ze stej-
ného lokusu ovliviiuje i genovou ex-
presi sousednich gen.

Viechny tyto Ctyfi zplsoby konzer-
vace se mohou vzajemné kombinovat.
Prestoze jsou IncRNA 3Spatné konzervo-
vany, jejich promotorové oblasti jsou ve
srovnani s exony mnohem vice zacho-
vany. Stupen konzervace je témérf stejny
jako u promotord mnoha gent kédu-
jicich proteiny [20]. Pfekvapivym ob-
jevem se staly IncRNA, které jsou tran-
skribovany z tzv. ultrakonzervovanych
oblasti (UCR) [16,18]. Tyto oblasti jsou
delsi nez 200 pard bazi a jsou zcela kon-
zervovany u rznych Zivocisnych druh,
vE. ¢lovéka. Transkripty téchto oblasti se
oznacuji jako T-UCR a jejich vlastnosti
nejsou jesté zcela znamy.

Funkce IncRNA

Vzhledem k nizkym hladinam exprese
a Spatné konzervaci primarni sekvence
téchto molekul se v minulosti predpokla-
dalo, Ze IncRNA nehraji vyznamnou roli
v bunéénych funkcich. Neustdle se viak
ukazuje, Ze tato pfedstava byla mylna.
Ackoli u nové objevenych transkriptl je

jako indikator funkéniho vyznamu Siroce
pouzivana evolu¢ni konzervace [25],
u IncRNA je vice nez konzervace sek-
vence nukleotidd pro zachovani funkce
dulezitéjsi konzervace jejich sekundarni
¢i terciarni struktury [26].

Prestoze u vétSiny IncRNA jejich kon-
krétni funkce nejsou dosud znamé, je
evidentni, Ze se podileji na celé fadé bio-
logickych procest [15,27]. O tom, na ja-
kych procesech se IncRNA budou podi-
let, rozhoduje mimo jiné jejich lokalizace
v burice. Na rozdil od mRNA vétsina tran-
skriptd IncRNA zlstava v jadre, kde se
podileji na imprintingu, modifikaci chro-
matinu a pfedevsim na regulaci genové
exprese [4,15,28-30]. LncRNA, které
jsou transportovany do cytoplazmy,
se zde ucastni sestiihu mRNA, regu-
lace translace nebo mohou slouzit jako
prekurzory pro sncRNA [15]. Vzhledem
k mnozstvi procest, kterych se mole-
kuly IncRNA dcastni, neni neprekvapivé,
Ze jejich deregulace se maze podilet na
vzniku mnoha lidskych onemocnéni,
vE. téch nadorovych.

Jednou z hlavnich funkci IncRNA je
ovliviiovani DNA, mohou regulovat ge-
novou expresi, a to bud in cis (napf.
IncRNA Xist, Kcnglot1), nebo in trans
(HOTAIR) [29,31]. Cis plsobici IncRNA
vedou epigenetickeé regulatory k jejich
mistu transkripce, zatimco jsou samy
transkribovany. Timto zpGsobem mohou
pozitivné ¢&i negativné regulovat expresi
sousednich gent [24]. Zatimco trans pl-
sobici IncRNA reguluji expresi genti na
vétsi vzdalenosti. Mohou tak regulovat
i expresi gend umisténych na jinych chro-
mozomech, neZ na kterych jsou samy
geny pro IncRNA lokalizovany [30-32].
LncRNA mohou vytvaret rzné inter-
akce s DNA, napi. RNA:DNA heteroduplex
nebo RNA:DNA:DNA triplex [31].

Molekuly IncRNA své funkce zpro-
stfedkovavaji vétsinou spojenim s riz-
nymi proteinovymi komplexy, napr.
chromatin modifikujicimi komplexy,
které epigeneticky modifikuji DNA, ¢i
s transkripénimi faktory, které ovliviuji
transkripci cilenych genti [20,24,33-35].

Molekularni podstata

funkce IncRNA

Existuji ¢tyfi molekularni mechanizmy,
tzv. archetypy (obr. 2), prostiednictvim

kterych molekuly IncRNA vykonavaji své
pifedpokladané funkce [4,6]:

1. Signal - Signal

LncRNA mohou pusobit jako signaly,
protoze jejich transkripce nastava v kon-
krétnim ¢ase a na konkrétnim misté a je-
jich exprese je specificka pro urcity bu-
nécny typ. Nékteré tyto IncRNA maji
regulaéni funkdi, jiné jsou pouze jako ve-
dlejdi produkty transkripce. Jako pfiklad
muze slouzit molekula COLDAIR (cold
assisted intronic noncoding RNA) nebo
XIST (X inactive-specific transcript).
Molekula XIST je signalem pro IncRNA
TSIX (XIST antisense RNA), ktera mole-
kulu XIST potlacuje.

2. Navnada - Decoy

Transkripty IncRNA se vazou na cilové
proteiny a brani tak jejich navazani na
DNA. Vyvazuji RNA vazebné proteiny,
které jsou samy sobé transkripcnimi fak-
tory, chromatinové modifikatory nebo
jiné regulaéni faktory. Prikladem jsou
molekuly PANDA (P21 associated ncRNA
DNA damage activated) a TERRA (telo-
meric repeat-containing RNAs).

3. Pravodce - Guide

Tyto IncRNA vazou proteiny a primo lo-
kalizuji ribonukleoproteinové komplexy
ke konkrétnim cilovym mistGm. Pfikla-
dem jsou molekuly XIST a HOTAIR (hox
transcript antisense intergenic RNA).
Molekula XIST vaze polycomb repre-
sivni komplex 2 (PRC2), ktery propaguje
epigenetické umléeni individudlniho
chromozomu X [36]. Molekula HOTAIR
je transkribovana z lokusu HOXC, vaze
se na PRC2, poté dochazi k trimetylaci
H3K27 a transkrip&nimu umiceni lokusu
HOXD [30].

4, Leseni - Scaffold

LncRNA zde slouzi jako centralni vzor
pro shromazdéni vice proteind pro
tvorbu ribonukleoproteinovych kom-
plexd, které stabilizuji jaderné struktury,
nebo pasobi jako modifikatory chro-
matinu a histond. Piikladem je mole-
kula HOTAIR, ktera mize vazat dva rlzné
komplexy modifikujici histony (napf.
PRC2 a LSD1/CoREST/REST komplexy)
a slouzi jako molekularni leeni pro je-
jich propojeni [35].
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Obr. 2. Typy molekuldrnich mechanizmu IncRNA - tzv. funkéni ,archetypy” - signal, navnada, priivodce a leieni.

Kazda z molekul IncRNA nepracuje
prostfednictvim pouze jednoho mole-
kularniho mechanizmu, ale k dosaZeni
jejich biologické funkce vyuZiva razné
kombinace téchto ¢tyf archetypd [4].
Napfiklad molekula HOTAIR vyuZiva ar-
chetyp3a4.

LncRNA u nadorovych
onemocnéni

Kancerogeneze je vicestupiiovy a velmi
slozity proces, pfi kterém dochazi k na-
hromadéni genetickych i epigenetic-
kych zmén. V priimyslové vyspélych ze-
mich je pravdépodobnost vzniku nadoru
béhem Zivota jedince pomérné vysoka.
Prestoze dochazi k vyraznym pokro-
kdm v léc¢ebnych postupech, nadorova
onemocnéni stale patii mezi nejéas-
pin v populaci. U nadorovych onemoc-
néni jsou vysoce sledovanymi jevy vznik
a Sifeni metastaz a také relaps nemoci.

Zamérem védcu je tedy nalézt vhodné
diagnostické, prognostické a predik-
tivni biomarkery, jez by napomohly
v diagnostice nadorovych onemocnéni.
Molekuly IncRNA by také mohly slouZit
jako potencidlni terapeuticke cile.

U mnoha nadorovych onemocnéni
dochazi k deregulaci IncRNA, které se
podileji na procesech nadorové trans-
formace. LncRNA se u rlGiznych nadoro-
vych onemocnéni vyznacuji zménami
jejich exprese [7,28,30,37,38], které jsou
pravdépodobné vyvojové a tkarnové
specifické [37].

LncRNA se ucastni vyvoje nadoro-
vych onemocnéni ve tfech rliznych dra-
hach [39]. Za prvé mohou IncRNA pi-
sobit jako onkogeny nebo onkogenni
regulatory. Piikladem muze byt plso-
beni molekuly H19 (imprinted mater-
nally expressed transcript) u karcinomu
tlustého stieva [40]. Jako onkogen pa-
sobi rovnéz molekula HOTAIR, jejiz ex-

prese je nizka v normalnim epitelu prsni
tkané, ale vysoka u primarniho karci-
nomu prsu a také v pfipadé metasta-
tickych lézi [41]. Vy33i hladiny exprese
molekuly HOTAIR byly patrné také v na-
dorové tkani pacientd ve IV. stadiu ko-
lorektalniho karcinomu (colorectal
cancer — CRC) oproti zdravym kontro-
lam [42]. Daldim prikladem je molekula
MALAT1 (metastasis-associated lung
adenocarcinoma transcript 1), ktera je
Siroce exprimovana ve zdravé lidské
tkani [43,44], ale k jeji zvySené expresi
taktéz dochazi u Sesti riznych typl na-
dor( [38,39,45,46]. Za druhé mohou byt
IncRNA spojovany se vznikem metastaz
a prognozou onemocnéni, coz doklada
studie, ve které pouzitim kvantitativni
PCR (polymerazova retézova reakce)
byla zjisténa zvy3ena exprese molekuly
HOTAIR u pacient( s karcinomem prsu.
Tato molekula se jevila jako vyznamny
prediktor nadchazejicich metastazi
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a umrti pacientt [41]. A nakonec IncRNA
mohou slouZit také jako tumor supre-
sorové geny podporujici tumor supre-
sorové drahy. Piikladem je molekula
MEG3 (maternally expressed 3), ktera
muize stimulovat transaktivaci zpro-
stfedkovanou p53 a také potlaceni syn-
tézy DNA [26]. Dalsim pfikladem je mo-
lekula GAS5 (growth arrest-specific 5),
ktera byla prokazana u nékolika druhd
nadord (napf. u melanomu, karcinomu
prsu a prostaty) [47,48], ackoli jeji funkce
nebyla dosud pIné objasnéna.

Prestoze je pocet molekul IncRNA vy-
soky, pravdépodobné pouze relativné
malé mnozstvi z nich je zahrnuto do pa-
togeneze nadorovych onemocnéni [49].
V tomto pfehledovém ¢lanku jsou po-
psany molekuly IncRNA, které hraji vy-
znamnou roli u tfech nejcastéji dia-
gnostikovanych zhoubnych nadorovych
onemocnéni v ceské populaci, a to CRC,
karcinomu prsu a prostaty.

Karcinom prsu

Prsni zlaza je organ, ktery po cely Zivot
podstupuje cykly vyvoje a regrese [50].
Je zde tedy vysoka pravdépodobnost
maligni transformace, a proto neni
zcela prekvapivé, ze karcinom prsu patfi
spolu s karcinomem klize mezi nejcas-
téjsi nadorova onemocnéni Zen. Karci-
nom prsu se muaze vyvinout i u muzd,
ale tvofi pouze asi 1 % viech pripadu.
Kazdy rok je v CR toto onemocnéni nové
diagnostikovano u vice nez 6 000 zen.
Ackoli je lé¢ba karcinomu prsu jed-
nou z nejuspésinéjsich, kazdorocné to-
muto onemocnéni podlehne pfiblizné
2000 zen [51].

Diky asili mnoha védeckych skupin
bylo objeveno mnozstvi IncRNA mole-
kul, které se jevi jako vhodné biomarkery,
jsou jimi napf. molekuly HOTAIR a ZFAS1
(ZNFX1 antisense RNA 1) [30,41,52].

Molekula HOTAIR je exprimovana
z HOXC lokusu, ktery se nachazi v oblasti
12g13.13 [30]. Spolu s PRC2 komple-
xem trimetyluje lysin histonu H3 v po-
zici 27 na lokusu HOXD, &imz inhi-
buje jeho genovou expresi a méni jeho
cil [30,41]. Molekula HOTAIR se také po-
dili na vzniku metastaz karcinomu prsu
tim, Ze umlcuje nékolik tumor supreso-
rovych gent nadorovych bunék (napf.
HOXD 10, PGR, protokadherinova ge-

nova rodina). Gupta a jeho vyzkumny
tym ve své studii uvedli, Ze v normalnim
epitelu prsu je exprese molekuly HOTAIR
nizka, ale u primarniho karcinomu prsu
a u metastatickych lézi dochazi k jejimu
zvyseni. Pacienti s vysokou expresi mo-
lekuly HOTAIR méli také horsi prognézu
pro celkové preziti a pro vznik metastaz
oproti pacientdim s nizkou expresi této
molekuly [41].

Molekula ZFAS1 je antisense tran-
skript k 5’ konci protein kédujiciho genu
ZNFX1 [52], jenz se maze podilet na re-
paraci DNA. Tato molekula, exprimovana
z lokusu v oblasti 20q13.13, pravdépo-
dobné pulsobi jako represor proliferace
a diferenciace. Jejim vyfazenim u bu-
nécné linie prsniho epitelu doslo ke
zvyseni bunééné proliferace a diferen-
ciace, coz poukazuje na jeji funkci nado-
rového supresoru. U karcinomu prsu je
hladina molekuly ZFAS1 snizena oproti
normalni prsni tkani. Snizena exprese
ZFAS1 by tedy mohla byt markerem pro
diagnostiku karcinomu prsu.

Detailngjsi informace ohledné studii
jednotlivych molekul IncRNA jsou zahr-
nuty v tab. 2.

Karcinom prostaty
Karcinom prostaty patfi mezi nejéastéji
diagnostikovana nadorova onemocnéni
u muzd. V CR kazdoroéné onemocni kar-
cinomem prostaty pfiblizné 7 000 muzd,
z nichz asi 1 500 na toto onemocnéni
umira [51].V po&atecnich fazich se u vét-
Siny pacientd neobjevuji zadné pfi-
znaky, ¢imz dochazi k zachytu nemoci
az v pozdéjsich stadiich [53]. V soucas-
nosti se karcinom prostaty primarné tes-
tuje pohmatem skrze rektum a pomoci
krevniho testu na pfitomnost prostatic-
kého specifického antigenu, ktery je vy-
lu¢ovan specifickymi burikami prostaty.
Problémem tohoto testu je, Ze i kdyZ je
pozitivni, nemusi se jednat vyhradné
o karcinom prostaty. Pozitivni vysle-
dek se mlze objevit i u jinych zdravot-
nich obtizi prostaty, jako je napf. benigni
hyperplazie nebo zanét. Proto je snaha
najit nové biomarkery, které by pomohly
odlisit pacienty s karcinomem prostaty
od pacientd s jinym nemalignim one-
mocnénim tohoto organu.

Mezi studované molekuly patfi napf.
PCAT-1 (prostate cancer-associated tran-

script 1) a PCA3 (prostate cancer anti-
gen 3) [54,55].

Molekula PCAT-1 patfi do skupiny
121 neanotovanych transkriptd PCAT,
které jsou schopny od sebe odlisit vzorky
benigni, vzorky lokalizovanych malignich
nadord a vzorky metastatické [54]. Gen
pro tuto ncRNA je lokalizovan na chro-
mozomu 8q24, kde se nachazi jednonuk-
leotidovy polymorfizmus (single nucleo-
tide polymorphisms — SNP) asociovany
s karcinomem prostaty a onkogen c-MYC.
Tento lokus je u nadorovych onemoc-
néni casto amplifikovan, coz naznacuje,
Ze mze byt spojen s dalSimi aspekty na-
dorové biologie. Molekula PCAT-1 mze
korelovat s expresi onkoproteinu EZH2,
ktery vykazuje zvysenou expresi u solid-
nich nadord, a spole¢né se tak podileji na
vzniku metastazi [56,57]. PCAT-1 mize
pusobit dvéma zplsoby: prvnim, ve kte-
rém PRC2 reprimuje PCAT-1, a druhym,
kde PRC2 nereprimuje PCAT-1, ta zd-
stava aktivni a podporuje bunécnou pro-
liferaci. Molekuly PCAT-1 a PRC2 mohou
proto charakterizovat rozdilné podsku-
piny karcinomu prostaty [54]. Molekula
PCAT-1 byla také testovana u bunéénych
linii karcinomu prsu a plic a u 19 normal-
nich tkanovych typu. Vysledky viak uka-
zaly, Ze jeji zvySena exprese je specificka
pouze pro karcinom prostaty, a to prede-
vsim u metastatickych a high-risk lokali-
zovanych nadord.

Molekula PCA3 je lokalizovana v oblasti
9g21-22[55]. Jeji presna funkce vjadre neni
dosud znama, ackoli existuje hypotéza, ze
ma regulaéni funkci v rdmci exprese nebo
déleni gent [58]. U vétSiny pacientd s kar-
cinomem prostaty je PCA3 vysoce ex-
primovana, zatimco u zdravych jedincid
a pacientd s nemalignimi onemocnénimi
prostaty jsou hodnoty PCA3 nizké [55,59].
V pfipadé jinych typl nadord byla analyza
exprese PCA3 negativni. Dalo by se tedy
fici, ze vysoka hladina PCA3 je specificka
pouze pro karcinom prostaty, diky ¢emuz
mohl byt vyvinut neinvazivni specificky
test na pfitomnost této molekuly v moc¢i.
Prvni verze tohoto testu byla vyvinuta
spole¢nosti DiagnoCure a od roku 2006 je
v Evropé schvalen Progensa test od spo-
le€nosti Gen-Probe.

Detailngjsi informace ohledné studii
jednotlivych molekul IncRNA jsou zahr-
nuty v tab. 2.
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Tab. 2. Shnuti studii jednotlivych IncRNA k danym karcinomum.

t x 3 3
= g n 22 X
g8 L3 = 23 3 .
3 oE of §3 93 5§53 ¢35 3 I o8 8
= 73y £ S = = 2 £ E = = ] e
85 255 3§ 53 3% 3 83 ¥ % g3 8
E¥ Be= £ 88 %5 28 %8 § bk == ¢
poéet vzorki 132 6
o e 44
zvyiena hladina (125% vy&) <60% ~70% ~25% ~50%
HOTAIR [41]
snizena hladina* 88 ~80% >90% ~75% ~B80%
3 hladina p= p= p= p=
5 vyznamnosti =0,004 = 0,005 = 0,004 = 0,005
E poéet vzorki 12 12
: , v s -
'S zvysena hladina* -
T A
x 5 (parové
ZFAS] Shizend hladina*  vzorky) p=0,08 [52]
2,0x nizsi
7 (neparové
vzorky) p=0,09
2,7x nizsi
poéet vzorki 31 16
s e i e 31
PCA3 zvysend hladina (34x vy&) p <0,0001 098 [61]
snizena hladina* -
%’ pocet vzorki 56 18
7]
8 i o o 53{10-100%
E‘ PCA3 zvysenahladina ) [59]
= snizena hladina* -
2 33 (metasta-
S poletvzorkii  tickd) +81 39 (57]
(lokalizovana)
PCAT-1
sy ., 33 (metasta-
zvysena hladina tickd) 70,80 % 88,30 %
snizena hladina* -
141 (meta-
pocet vzorkd iy v 595 [39]
£ PRN +313
g CR1 (lokalizovana)
E zvyiena hladina* 454
= snizena hladina* =
E pocet vzorkd 81 81 [63]
§ e zvysend hladina* 33 p<005 ~90%
<2 285104 Ssnizena hladina* 48 p<0001 ~65%
hladina p=
vyznamnosti =0,010

*Hladina jednotlivych IncRNA u danych karcinomt porovnana s hladinou jednotlivych IncRNA v odpovidajici pfilehlé tkani.
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Kolorektalni karcinom

CRC je nejcastéjsi maligni nadorové one-
mocnéni tlustého stfeva a konecniku
nejen v CR, ale i ve svété. Kazdy rok je
CRC nové diagnostikovan u 8 000 lidi,
kdy az polovina z nich na toto onemoc-
néni umira [51]. | pres vysoky vyskyt to-
hoto nemocnéni je stale velmi obtizné
urcit, které faktory jsou pro vyvoj CRC
nejpodstatnéjsi [42].

Vétsina pfipadtd CRC se objevuje spo-
radicky a vyviji se pomalu z prekance-
roznich benignich polypd na maligni
adenokarcinom a v nejhorsim pfipadé
vede az ke vzniku vzdalenych metastaz,
které jsou fatalni az pro 20 % pacientd
s CRC. Pro pfesnou diagnostiku a ade-
kvatni lécbu je dalezita identifikace mo-
lekul odpovédnych za nadorovou pro-
gresi [60]. Pro predikci metastaz bylo
urceno a ovéfeno jen nékolik malo gend,
které by mohly pfedstavovat vhodné
biomarkery [61]. Z téchto ddvodd je ne-
zbytné pokracovat v hledani novych dia-
gnostickych, prognostickych a prediktiv-
nich markerd.

Do popiedi zajmu védcid se dostavaji
molekuly LOC285194 a PRNCR1 (prostate
cancer non-coding RNA 1) [39,60,62].

Gen pro LOC285194 je lokalizovan
v oblasti 3q13.31 [60]. Hladina jeho ex-
prese je vyznamné nizsi u nadorové
tkané ve srovnani s pfilehlou normalni
tkani, coz naznacuje roli nadorového
supresoru. Analyzy ukazaly, Ze nizka ex-
prese LOC285194 koreluje s nékterymi
klinicko-patologickymi faktory, napf.
s vétsi velikosti nadoru, s vyssim sta-
diem nemoci a s pfitomnosti vzdale-
nych metastaz. Pacienti s nizkou hladi-
nou LOC285194 vykazovali kratsi dobu
preziti. Hladina exprese LOC289154,
histologicky stupen, hloubka nadoru,
vznik metastaz, cévni a nervova invaze
a stupen progrese nadoru se ukazaly
jako statisticky vyznamné prognostické
faktory. Nicméné vztah mezi expresi
LOC289154 a vyvojem a/nebo progresi
CRC zatim nebyl zcela objasnén.

Molekula PRNCR1 je IncRNA, ktera je
spojovana piedevsim s karcinomem pro-
staty [39]. Tato molekula je lokalizovana
v oblasti 8g2 [63], kde se nachazi néko-
lik SNP, které mohou mit vliv na proces
sestfihu a stabilitu konformace mRNA.
To ma za nasledek modifikaci jejich in-

teragujicich partnert [62] a také moznou
souvislost se vznikem rizikového stadia
CRC. SNP rs13252298 a rs1456315 jsou
spojeny s vyznamné snizenym rizikem
CRC, avsak polymorfizmus rs1456315
spolu s rs7007694 a také rs16901946
souvisi s velikosti a mirou diferenciace
nadoru [39].

Detailnéjsi informace ohledné studii
jednotlivych molekul IncRNA jsou zahr-
nuty v tab. 2.

Zavér

PfestoZze dosud byla popsana funkce
pouze jen u omezeného mnozstvi
IncRNA, vyznam téchto molekul je vy-
razné patrny. Pozornost védc(l se obraci
na vyuZiti téchto molekul jako poten-
cidlnich biologickych markerd rdznych
patologickych stav(, u kterych dochazi
k jejich deregulaci. V pfipadé nadoro-
vych onemocnéni jsou zmény exprese
IncRNA spojovany se vznikem, progresi,
tvorbou metastaz a recidivou onemoc-
néni.V soucasnosti se do popredi zajmu
dostavaji cirkulujici formy IncRNA na-
chazejicich se v télnich tekutinach ¢lo-
véka (periferni krev, mog).

Doposud nejlépe popsanou IncRNA je
molekula PCA3, jez je tkanoveé specificka
pro prostatickou tkan a k jeji zvySené
expresi dochazi u nadorové transfor-
movanych bunék prostaty. Na zdkladé
ziskanych dat byl vyvinut komercni
test Progensa slouzici k detekci karci-
nomu prostaty. Pravé tento konkrétni
pfiklad poukazuje na to, jak velky dia-
gnosticky potencial tyto molekuly sky-
taji. Stale je viak nezbytné provedeni
dalsich studii vedoucich k odhaleni je-
jich funkci a tim klinického vyuziti téchto
molekul.
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