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Souhrn

Neuroblastom (NB) je typicky solidni nddor détského véku vznikajici z prekurzorovych bunék
sympatické nervové tkané, ktery u détskych pacientd predstavuje pfiblizné 7 % z celkového
mnozstvi malignich onemocnéni a ktery zodpovidé za pfiblizné 15 % détskych umrti v sou-
vislosti s malignitou. MikroRNA (miRNA) jsou malé jednovldknové molekuly RNA, které se po-
dileji na posttranskrip¢ni regulaci genové exprese, pficemz v patogenezi neuroblastomu se
uplatriiuje jak nadmérna exprese protoonkogennich miRNA, tak downregulace molekul miRNA
s tumor-supresorickymi ucinky. Zda se, Zze srovnani expresnich profilli miRNA u jednotlivych
podtypl neuroblastomu muze byt uzite¢nym nastrojem pfi klasifikaci subtypd onemocnéni
a ze stanoveni hladin konkrétnich miRNA mdze mit svij vyznam pro odhad citlivosti vici |é¢bé
¢i pro odhad prognézy onemocnéni. Tato prace poskytuje prehled zékladnich studii tykajicich
se Ulohy miRNA v patogenezi neuroblastomu a zaroven poskytuje prehled o sou¢asném/moz-
ném zapojeni do diagnostiky, terapie ¢i pro odhad prognézy pacienta trpiciho timto onemoc-
nénim.
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Summary

Neuroblastoma (NBL) is a typical childhood tumor developing from the precursor cells of the
sympathetic nervous tissue and accounting for approximately 7% of total malignancies in pe-
diatrics and 15% of deaths associated with this malignancy. MicroRNAs (miRNAs) are small
single-stranded RNA molecules that are involved in posttranscriptional regulation of gene ex-
pression, whereas the pathophysiology of neuroblastoma tumor growth involves both upregu-
lation of the protooncogenic miRNAs as well as downregulation of the tumor-suppresor ones.
Comparison of the expression profiles of miRNAs in specific subtypes of neuroblastoma seems
to be a useful tool adding to the classification of the diseases, and the assessment of the levels
of specific miRNAs may be useful for estimation of the individual treatment response as well as
prognosis of the patient. This paper provides the basic review of the studies focused on the role
of miRNAs in pathogenesis of neuroblastoma and provides a survey of current/possible use of
these miRNAs in diagnostics, therapy or prognosis estimation in the neuroblastoma patients.

Key words
neuroblastoma — microRNA - diagnosis — therapy — prognosis

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s pfedmétem
studie nemaji zadné komercni zajmy.

The authors declare they have no potential
conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE “uniform requirements” for
biomedical papers.

=]

Jan Vinklarek

Ustav patologické fyziologie
LF MU

Kamenice 5

625 00 Brno

e-mail: jfcvinklarek@gmail.com

Obdrzeno/Submitted: 15.10. 2013
Prijato/Accepted: 1.9.2014
_ /

http://dx.doi.org/10.14735/amko2014331

Klin Onkol 2014; 27(5): 331-339

331




ROLE MIKRORNA V PATOFYZIOLOGII NEUROBLASTOMU

Uvod

Neuroblastom (NB) je typicky solidni
nador détského véku vznikajici z pre-
kurzorovych bunék sympatické nervové
tkané [1]. U détskych pacientll predsta-
vuje pfiblizné 7 % z celkového mnozstvi
malignich onemocnéni a zodpovida pfi-
blizné za 15 % détskych umrti v souvis-
losti s malignitou. Neuroblastom ma velmi
rozmanité klinické chovani [2], v nékte-
rych pfipadech mdze spontanné regre-
dovat, v jinych dochazi k rychlé progresi
¢i k rychlému rozvoji rezistence k uzivané
terapii [3]. Rozdilné klinické chovani sou-
visi s fadou proménnych, mezi néz patfi
napf. vék, pfitomnost genetickych abnor-
malit v nddoru a s nimi souvisejici naru-
$eni regulacnich pochodd.

MikroRNA (miRNA) jsou malé jedno-
vldknové molekuly RNA, které se po-
dileji na posttranskripéni regulaci ge-
nové exprese. Jejich regula¢ni vliv byl
prokadzan u vice nez poloviny lidskych
genud a nebylo nikde dosud uvedeno,
ze by samotna molekula miRNA koédo-
vala protein. Cilem miRNA je 3'UTR (un-
translated region — nepfekladana oblast
na 3’ konci) cilové mRNA, pficemz vaz-
bou MiRNA do 3'UTR dojde k inhibici
translace mRNA do proteinu nebo pfimo
k degradaci cilové mRNA. Druha uve-
dend moznost je dle Guoa prednostné
vyuzivana u savct [1,3].

Biogeneze miRNA je velice sofisti-
kovany a precizné regulovany proces,
béhem kterého dochazi k radé postup-
nych Uprav nezralych forem pri-miRNA
a pre-miRNA do formy konec¢né, tj. plné
funkcni, zralé miRNA. U nadorem nepo-
stizenych bunék je tento systém velice
efektivni a v bunce se nachazi vice mo-
lekul zralé miRNA nez molekul prekur-
zorovych (pri- a pre-miRNA) [4]. U nddo-
rovych tkani, kde jsou geny pro miRNA
transkribovany, avsak transkripty ne-
jsou nadale upravovany, vzriistd pomér
nezralych forem miRNA ke zralym for-
mam [5], coz ma za nasledek odlisné
biologické chovéani bunék postizenych
nadorem.

Jednotlivé miRNA jsou kddovany v ge-
nech, které jsou za ucasti RNA polyme-
razy Il transkribovany do nezralé formy
pri-miRNA (primarni miRNA) [6-8].
Molekula pri-miRNA muze byt zdro-
jem pro vice rlznych miRNA a je na-

dale upravovana pomoci enzymu Pasha
a Drosha na pre-miRNA s typickou vla-
senkovou strukturou. Pre-miRNA je na-
sledné exportovana do cytoplazmy
pomoci exportinu 5 [9], kde je zpra-
covana RNAsou Il (Dicerem) na zralou
miRNA [10]. Zrald miRNA je v poslednim
kroku zabudovéna do tzv. RISC kom-
plexu (RNA-induced silencing complex,
tj. RNA indukovany inhibi¢ni komplex)
spolu s Argonautovymi (Ago) proteiny.
RISC se na podkladé komplementarity
bazi mezi miRNA a cilovou mRNA pa-
ruje, coz vede k jiz vySe uvedenym pro-
cestim destabilizace mMRNA nebo inhibici
translace. V dnesdni dobé je zndmo vice
nez 1 000 rGznych zastupcl miRNA a je
zcela jisté, ze se jejich pocet s prohlubu-
jicim se poznanim bude nadale zvyso-
vat, coz ndm do budoucna umozni [épe
porozumét nadorové biologii a poten-
cidlné povede i k vytvoreni u¢innéjsia na
miru 3ité terapie.

MikroRNA v molekularni patologii
neuroblastomu

MikroRNA jako onkogeny

a nadorové supresory

Molekuly miRNA se u nddorovych one-
mocnéni véetné neuroblastomu cho-
vaji jako molekuly onkogenni nebo
tumor-supresorické. Zda se, ze u ne-
roblastomu je vyznamnéjsi skupina on-
kogennich klastrd. Pfikladem muze
byt zvysend exprese miRNA z klastru
miR-17-92, kterd je potencovana N-myc,
onkogenem amplifikovanym u velké
¢asti neuroblastom( [11,12]. Uvedeny
klastr obsahuje Sest koexprimova-
nych miRNA: miR-17, miR-18a, miR-19a,
miR-19b, miR-20a a miR-92. Obecné
muze tento klastr usnadnovat rozvoj
neuroblastomu a fady dalSich nddoro-
vych onemocnéni pdsobenim na 3'UTR
MRNA rlznych zndmych tumor-supre-
sorickych gen(, coz vede ke snizeni hla-
din téchto proteinl. Mezi znamé cile
miRNA z klastru miR-17-92 patfi inhi-
bitory angiogeneze, trombospondin 1
(Tsp1), connective tissue growth fac-
tor (CTGF) [13], E2F transkrip¢ni fak-
tor 2 [14] ¢i Dickkopf-3 (DKK3) [3]. Speci-
fické chovani vykazuje miR-18a, rovnéz
¢len klastru miR-17-92, jejiz nadmérna
exprese vede prekvapivé k nardstu hla-
diny DKK3.

Dal3i vyznamnou miRNA u neuroblas-
tomu je miR-34a, kterd ma tumor-supre-
soricky efekt a jejiz hladiny jsou u neu-
roblastomu snizeny.V genu pro miR-34a
nebyly zjistény Zzadné mutace, které
by mohly byt za jeji snizeni zodpo-
védné [15], usuzuje se tak na vliv epige-
netickych faktor(. Moznym vysvétlenim
pro snizeni hladin miR-34a je potlaceni
vlivu transkripéniho faktoru p53 u neu-
roblastomovych bunék, pficemz p53 je
za normadlni situace zodpovédny za
upregulaci miR-34a [16-19]. Je zajimavé,
Ze p53 je mutovan priblizné v 50 % vsech
lidskych nddorovych onemocnéni, aviak
u primarnich neuroblastoma je mutovan
zfidka [20]. Pro vysvétleni vztahu mezi
p53 a miR4-34a je tedy nutno zapojit on-
kogen N-myc, ktery nejspise nepfimym
vlivem na gen MDM?2 pUsobi antagonis-
ticky na p53, coz vede k sniZeni exprese
miR-34a (regula¢ni okruh: T N-myc —
4 p53 - | miR-34a).

MikroRNA a amplifikace N-myc

Vyse zminény protoonkogen N-myc
je v patogenezi neuroblastomu velmi
vdéénym tématem k diskuzi a védec-
kému badani (obr. 1). Na jeho ampli-
fikaci narazime u cca 20 % neuroblas-
tomG [21], pficemz za normalnich
okolnosti je hojné exprimovan v nervo-
vém systému a mezenchymalni tkani
v pribéhu embryogeneze [22]. Gen pro
N-myc lezi na chromozomu 2p24 a ké-
duje protein N-myc slouzici jako tran-
skripcni faktor a ovliviujici geny zapo-
jené do bunécného cyklu, diferenciace
a apoptdzy [23,24]. Dnes je znam i jeho
modula¢ni vliv na miRNA [24].

Prvni studie potvrzujici souvislosti
mezi N-myc a miRNA u neuroblastomu
publikovali Chen a Stallings [1] a Schulte
et al [11]. Z vysledkl téchto studii byla
zifejma rozdilnd exprese miRNA u neu-
roblastomU s amplifikaci N-myc (MNA)
a bez N-myc amplifikace. Jak jiz bylo uve-
deno, protoonkogen N-myc ma poten-
cia¢nivliv na expresi onkomiRNA z klastru
miR-17-92. Dalsi souvislosti mezi miRNA
a N-myc byly nalezeny u miR-9, tkanové
specifické miRNA pro mozek a nervovou
tkan, ktera moduluje proliferaci a migraci
progenitorovych bunék [25].

MiR-184 ve studii Chena a Stallingse
byla snizené exprimovana u neuroblas-
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Obr. 1. Vztah mezi N-MYC proteinem a miRNA u neuroblastomu.

tomu s amplifikaci N-myc a knockdown
N-myc proonkogenu zpUsobil na-
opak jeji upregulaci. Zvysena hladina
miR-184 snizuje u bunék neuroblas-
tomu viabilitu zastavenim bunééného
cyklu a inicializaci apoptézy [1]. V dal-
Sich studiich byl prokazan vliv N-myc
na downregulaci tumor-supresorické
miR-542-5p [27-30]. Zajimavou hypo-
tézu predstavili Lin et al [31] ve své praci,
kde uvedli, Ze za snizeni exprese miRNA
u high-risk tumor(, casto typu MNA, je
zodpovédnd deregulace miRNA-zpra-
covavajicich enzyma Dicer and Drosha.
Hladiny téchto enzym byly nejvice sni-
Zeny u tumor( stage 4.

Proonkogen N-myc nemusi mit pouze
vliv na expresi miRNA, ale je i sdm témito
molekulami hojné ovliviiovan. 3'UTR ob-
last N-myc genu je dostate¢né dlouha,
coz jesté vice poukazuje na mozné za-
pojeni miRNA do regulace jeho exprese.
N-myc byl popséan jako jeden z cilli

miR-34a, lokalizované na chromozomu
1p36, Casto ztratového u neuroblas-
tomu s amplifikaci N-myc [2,15,32]. Zvy-
$end mira exprese miR-34a vede u neu-
roblastomu kindukci apoptézy a inhibici
proliferace. U neuroblastomtd s ampli-
fikaci N-myc vede nadmérna exprese
dalsich miRNA, let-7e a miR-101, taktéz
k atlumu proliferace, ktery koreluje se
snizenymi hladinami N-myc proteinu,
pficemz tumor-supresorickd funkce
let-7 byla pozorovana i pfi diferenciaci
bunék neuroblastomu [33-36]. Mnoz-
stvi jednotlivych validovanych miRNA ci-
licich 3'UTR oblast N-myc dnes stale na-
rdsta, validovany jsou napf. jiz miR-34c,
miR-449, miR-19, miR-29, miR-202 [37]
a mnohé dalsi miRNA jisté ¢eka validace
v brzké budoucnosti.

MikroRNA a ztrata 11q
V patogenezi neuroblastomu se muize
vyznamné uplatnit ztrata dlouhého ra-

ménka 11. chromozomu (11qg-). Neu-
roblastomy s deleci 11q Ize rozdélit na
dvé podskupiny s rozdilnym klinickym
chovanim a s rozdilnymi expresnimi pro-
fily miRNA [26]. Napfiklad u miR-572,
kterad je upregulovana u nador( s de-
leci 11q, se predpoklada cileni na geny,
které jsou u tohoto nadoru dle studie od
Vermeulena et al [38] downregulovany
(napf. DCC, PTPRF, PIK3R1, PRKCZ) [26].
Downregulace téchto genli mize byt
jednim z faktoru pfispivajicich k nepfi-
znivé progndze postizenych pacient(
(obr. 2).

MikroRNA

a neurotrofni receptory

Nesporné vyznamnou pozici v patoge-
nezi neuroblastomu zaujima rodina neu-
rotrofnich receptord TRK. Celkem exis-
tuji tfi tyto receptory — TrkA, TrkB a TrkC,
z nichz kazdy hraje v patogenezi neu-
roblastomu odliSnou roli.
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Tab. 1. Vliv ATRA na vybrané mikroRNA.

miR-7 m
miR-18a ESR1
miR-19a ESR1

Up regulované mikroRNA

Down regulované mikroRNA Validovany cil

Validovany cil

Funkce/proces

diferenciace neuroblastt
diferenciace neuroblast(
diferenciace neuroblastt

Funkce/proces

miR-9 NTRK3, REST diferenciace neuroblastd,
snizeni bunécné proliferace

miR-10a NCOR2, SFRS1 diferenciace neuroblast(

miR-10b NCOR2, SFRS1 diferenciace neuroblastu

miR-124a PTBP2 diferenciace neuroblast(

miR-128 RELN, DCX pokles invazivity

miR-125a NTRK3 diferenciace neuroblast(

miR-125b NTRK3 diferenciace neuroblastt

miR-152 DNMT1 demetylace

miR-184 AKT2 apoptoéza

Reference
Chen et al [84]
Lovén et al [85]
Lovén et al [85]
Reference

Laneve et al [57]

Meseguer et al [52], Foley et al [35]
Meseguer et al [52], Foley et al [35]
Makeyev et al [86]

Evangelisti et al [87]

Laneve et al [57]

Laneve et al [58], Le et al [88]

Das et al [34]

Foley et al [89]

Zda se, ze vyznamnou roli hraje ex-
prese TrkA, typickd pro biologicky pfi-
znivé neuroblastomy, které jsou dobre
diferencované a ¢asto spontdnné regre-
duji. Zvysend exprese TrkA slouZzi jako
silny prognosticky marker znacici dob-
rou prognézu onemocnéni [39-42].
Uroven exprese TrkA navic dle studie
od Nakagawary et al [39] inverzné ko-
reluje s hladinou N-myc u neuroblas-
tom0 s amplifikaci N-myc. Ve studii,
kterou publikoval Schulte et al [30],
byly nalezeny tfi miRNA (miR-9, miR-9*
a miR-92), jejichz hladiny negativné ko-
relovaly s expresi TrkA. Naopak exprese
miR-542-5p byla vyznamné zvysena
u TrkA exprimujicich neuroblastomt
a snizena u pacientl s relapsem one-
mocnéni nebo neuroblastom s amplifi-
kaci N-myc. Podobné popisuje zvysenou
expresi miR-542-5p Bray et al [27] u pa-
cientll s ptiznivou prognoézou.

Opacnou molekularné biologickou roli
vUci TrkA hraje TrkB, jehoz zvy3ené hla-
diny jsou typické pro velmi agresivni na-
dory, ¢asto s amplifikaci N-myc [43]. Tyto
nadory také exprimuji ligand Trb, brain
derived neurotrophic factor (BDNF),
a pres PI3K/AKT signdini drdhu se u nich
snadno rozviji Iékova rezistence [43-46].
Studie od Ryana et al [44] uvadi pU-
sobeni miR-204 na 3'UTR oblast TrkB
s naslednym utlumenim jeho exprese

a zvySenim citlivosti na cytostatickou
Ié¢bu.

Neurotrofni receptor TrkC je v pato-
genezi neuroblastomu spojen s bio-
logicky pfiznivéjSim chovanim, pficemz
studie od Yamashira et al poukazala na
jeho expresi u 25 % primérnich neu-
roblastom [47], tvoficich tak v pod-
staté podskupinu nadord exprimujicich
TrkC charakteristicky spojenych s niz-
$im stagingem a vékem, u nichz navic
chybi amplifikace N-myc [47,48]. V roce
2010 byla publikovéna studie od Gui-
diho et al [49] popisujici novou moznou
roli nervové specifické miR-128, ktera
potlacuje expresi zkracené izoformy
TrkC.

MikroRNA a regulace diferenciace
neuroblastovych bunék

Vzhledem k lepsi progndéze pacientt s di-
ferencovanym typem neuroblastomu
oproti méné diferencovanému nebo ne-
diferencovanému typu [50] se pozornost
rovnéz zaméfuje na 13-cis-retinovou ky-
selinu (ATRA) a jeji mozny vliv na expresni
profily miRNA [1,51,52]. ATRA je derivat
vitaminu A, retinolu, pod jehoz vlivem
dochazi k diferenciaci nervovych bunék
a jehoz hladiny jsou pfisné regulovany
v embryogenezi nervové tkané [53,54].
Bylo popsano nékolik miRNA, jejichz
hladiny souviseji s ATRA (tab. 1). Pfikla-

dem pfimého pusobeni ATRA na expresi
miRNA je miR-10a [35], nepiimo pak pU-
sobi ATRA na expresi miRNA pfres snizeni
onkogenu N-myc [55] - v tomto pfipadé
jsou ovlivnény hladiny N-myc-regulova-
nych miRNA [11,27,56]. Skupina Laneva
et al popsala miRNA (miR-9, miR-125a,
miR-125b), jejichz exprese byla u neu-
roblastomovych bunék (SK-N-BE) zvy-
Sena po lécbé ATRA [57] a transfekce
SK-N-BE bunék témito miRNA zpuso-
bila pokles jejich proliferace. Navic, nej-
spise nepfimym efektem, doslo i ke sni-
Zeni hladiny N-myc, ktery korespondoval
s ATRA terapii [55,58].

MikroRNA v kontextu soucasnych
prognostickych systému a jako
nezavislé prognostické
biomarkery u neuroblastomu
Dle standardni klasifikace Children’s
Oncology Group je neuroblastom kla-
sifikovan do tfi skupin: low-risk, inter-
mediate-risk a high-risk. Konkrétni za-
fazeni pacienta do této klasifikace
zavisi na jeho véku v dobé diagndzy,
na stagingu nemoci dle Internatio-
nal Neuroblastoma Staging System
(INSS), histopatologii nddoru, statutu
N-myc, DNA indexu a posouzeni stavu
chromozomu [20,59].

Udéva se, ze u pacientl s nizkym rizi-
kem (low-risk), je 95% pravdépodobnost
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preziti; je pro né typicky stage 1 nebo
2A/2B, nepiitomnost N-myc amplifikace
a Uspésnost resekce nadorové masy nad
50 %. Do této skupiny jsou dale zahrno-
vani i pacienti se stage 4(S), pfiznivou
histopatologii, bez N-myc amplifikace
a s DNA indexem vyssim nez 1.

Pro pacienty stiedniho rizika (inter-
mediate-risk) je charakteristické cel-
kové preziti az 90 %, vék 0-12 let, stage
2A/2B, nepiitomnost N-myc amplifikace
a Uspésnost resekce tumorové masy pod
50 %. Do skupiny déle patfi pacienti ve
véku 0-1,5 roku se stage 3, bez N-myc
amplifikace; pacienti ve véku 1,5-12 let
se stage 3, bez N-myc amplifikace, s pfi-
znivou histologii a dale pak pacienti ve
véku 1-1,5 roku se stage 4, bez N-myc
amplifikace, s pfiznivou histologii a DNA
indexem vétsim nez 1. Déti se stage 4(S),
jejichz histologie je nepfiznivd nebo
DNA index roven 1, pro své relativné
dobré vysledky rovnéz spadaji do sku-
piny se stfednim rizikem.

Skupinu s vysokym rizikem (high-risk),
pro kterou je charakteristické celkové
preziti pouze ve 40 % pfipadd, charak-
terizuje vék vice nez 1,5 roku a stage 4
nebo se jednd o pacienty jakéhoko-
liv véku se stage 1 a N-myc amplifi-
kaci, pacienty starsi 1,5 roku se stage 3
a nepfiznivou histopatologii anebo o pa-
cienty ve véku 1-1,5 roku se stage 4
a DNA indexem rovnym 1 ¢i nepfiznivou
histopatologii [59,60].

Neuroblastom predstavuje onemoc-
néni s extrémné variabilnim klinickym
prabéhem se tfemi hlavnimi genetic-
kymi subtypy: hyperdiploidni/blizce tri-
ploidni nadory (HYP), nadory s amplifi-
kaci N-myc (MNA nadory) a hemizigotni
tumory se ztrdtou materiadlu na 11. chro-
mozomu. Z hlediska klinickych vysledkd
se jednotlivé subtypy lisi svym vyvojem
a progndzou, pficemZ neuroblastomy
s deleci 11q a amplifikaci N-myc maji
obvykle $patnou prognézou [61,62].
Zajimavé a logické je i nalezeni odlisnych
expresnich profil miRNA u rlznych
subtypll tohoto onemocnéni [1]. Napfi-
klad mira exprese onkogenniho klastru
miR-17-92 a rodiny miR-181 byla ve stu-
dii od Schulteho et al [28] zvy3ena u pro-
gnosticky nepfiznivych neuroblastom,
naopak predpokladané tumor-supre-
sorické miRNA (miR-542-5p a miR-628)

MikroRNA a ztrata

11q

miR-572

KODUJICI OBLAST

AW a Wa W WAV e oy
DCC, PTPRF, 3'UTR
PIK3R1, PRKCZ

mRNA

\[ nepfizniva progndza ]

MikroRNA
asociovana s TrkB

miR-204

KODUJICI OBLAST
TrkB mRNA 3'UTR

|, exprese TrkB
4 citlivost na lé¢bu

Obr. 2. MiRNA v patofyziologii neuroblastomu.

byly hojné exprimovény u prognosticky
pfiznivéjsich tumor(. V jiné studii [30]
bylo popséno 37 mikroRNA, které ko-
relovaly s expresi TrkA, jiz vyse zminé-
ného markeru dobré progndzy. Exprese
nejvyznamnéjsi miRNA spojené s TrkA,
miR-542-5p, pak i negativné korelovala
s expresi N-myc onkogenu. Dalsi dia-
gnosticky a prognosticky cenné infor-
mace popisuji pfevazné opacné ex-
presni charakteristiky miRNA u MNA
tumord oproti jinym typdm [1]. MiRNA
jsou zde vyrazné downregulovany
(tab. 2).

Bylo také popsano, Zze nékteré miRNA
charakterizuji rlizné subtypy neuroblas-
tomu (miR-92, miR-107, miR-181a,
miR-181b) a hraji téz roli v rozvoji jinych
nadorovych onemocnéni [63,64]. U na-
doru s deleci 11q byla popsana zvysend
exprese miR-216 a miR-150 oproti neu-
roblastomu s amplifikaci N-myc. Oba
dva tyto neuroblastomové subtypy se
nepfilis lisi svymi nepfiznivymi klinic-
kymi vysledky, avsak tato ,nepfiznivost”
je podloZena rlznymi expresnimi profily
miRNA [62]. Pravé do téchto specifickych
rozdila charakteristickych pro jednot-
livé subtypy neuroblastom( je vkladana
velkd davéra vzhledem k potencial-
nimu vyuziti v diagnostice, pro stano-
veni progndzy a vytvoreni terapie Sité
na miru.

MikroRNA jako terapeutické cile

u neuroblastomu

Zapojeni miRNA do rdznych bunécnych
procesu je dnes jiz povazovano za potvr-
zenou skutec¢nost a ¢im jsou nase zna-
losti o jejich roli v rliznych regulacnich
okruzich hlubsi a detailnéjsi, tim vice
nadéji se vklddd do moznosti rozvoje
novych terapeutickych postupl u celé
skaly onemocnéni, nevyjimaje proble-
matiku onkologickou. Snaha o napravu
deregulovanych hladin miRNA u neu-
roblastomu mulzZe vyrazné posunout
efektivitu Ié¢by a potencidl miRNA ovliv-
nit fadu gend hrajicich roli v jedné mole-
kuldrni draze je pfedurcuje k tomu, aby
se staly vhodnymi kandidaty pro cile-
nou protinaddorovou terapii [65]. V on-
kologické terapii (obr. 3) lze uzZit tzv.
antagonisty miRNA (inhibi¢ni strate-
gie; anti-miR/antago-miR), a to v pfi-
padé, Ze chceme snizit hladiny proonko-
genni miRNA [66,67]. Pfikladem mohou
byt miRNA, které jsou ve vy3si mife ex-
primovany u neuroblastomd s amplifi-
kaci N-myc, napf. miR-380-5p ovlivAujici
expresi tumor-supresorického p53, a tak
proliferaci bunék neuroblastomu. Jeji
zvysend exprese vede u mysi k rozvoji
neuroblastomu; pokud je vsak inhibo-
vana, rozbiha se apoptéza nadorovych
bunék pravé cestou dfive potlacovaného
p53. Vpraveni antagonisty miR-380-5p
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oproti hyperdiploidnimu (HYP) a 11g-.

Tab. 2. Rozdily v expresi vybranych miRNA u neuroblastomu s amplifikaci N-myc

HYP
miR-27b
miR-30b
miR-30c
miR-30e
miR-107
miR-129
miR-137

miR-146a
miR-149
miR-186
miR-189
miR-190
miR-200a
miR-302a
miR-302a
miR-324-5p
miR-326
miR-330
miR-331
miR-335

11qg-
miR-141
miR-150
miR-184
miR-200c
miR-216
miR-301
miR-323
miR-331

-

miRNA sniZené exprimované u MNA miRNA zvySené exprimované u MNA

HYP 1g-

miR-92 let-7a

miR-181a let-7b
miR-181b miR-181a
miR-181b

J

v studii od Swarbricka et al vedlo in vivo
k redukci velikosti tumoru [68]. Dalsi
mozny zpUsob terapie pomoci miRNA

je vyuziti tzv. miRNA mimics (substitu¢ni
strategie) [69,70]. Tento zpUsob 1écby
je s ohledem na skutec¢nost, ze u vét-

$iny nadorl dochézi ke globalnimu sni-
zeni hladin miRNA, velmi zajimavy [65].
Potencidlni vyuziti rdznych miRNA v ci-
lené 1é¢bé neuroblastomu shrnuje
tab. 3.

Vzhledem k tomu, Zze miRNA, které
jsou identické s miRNA downregulova-
nymi u neuroblastomu, jejichz hladiny
bychom si préli terapeuticky ovlivnit,
se hojné vyskytuji i v rdznych zdravych
tkanich, kde plni své rozmanité fyziolo-
gické role, je samotné vpraveni miRNA
antagonistl/mimik do lidského or-
ganizmu za terapeutickym ucelem
znacné problematické. Zda se, ze moz-
nym vychodiskem by mohlo byt vyu-
Ziti tumor-specifickych membranovych
receptor(, jez by umoznily specifickou
vazbu podaného léciva. U neuroblas-
tomu a nékolika dalSich tumord je na
povrchu nadorovych bunék hojné vy-
stavovan disialogangliosidovy antigen
GD2 [71,72], na ktery je cileno v néddo-
rové specifické terapii [73-76]. S vyuzi-
tim vhodné miRNA, nosice a protilatky
cilené proti GD2 by mohlo byt mozné
tohoto antigenu vyuzit k terapii, jak jiz
bylo potvrzeno studii od Tivnana et al.
V této studii byla pouzita tumor-supre-
sorickd a proapoptotickd miR-34a, kterd
byla zabalena v nanodastici a konju-
govéana s GD2 protildtkou, pficemz vy-
sledny terapeuticky efekt byl velmi pfiz-
nivy. Tento zplsob podani miRNA je
vysoce specificky a cili vyhradné na sa-
motné nadorové buriky, nebot neposti-
Zené organy nebyly dle dosazenych vy-

-

N

~
Swabrick et al '5\ Tivan et al, Lee et al
ANTAGOMIRS % MIR-MIMICS
3
B
Qﬁ’
-
NEUROBLASTOM
/)

Obr. 3. Terapeutické moznosti u neuroblastomu pomoci miRNA.
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~
Tab. 3. MiRNA jako mozné cile terapie neuroblastomu (prevzato z Verissimo CS et al 2011).
MiRNA Validovany cil Funkce/proces Typ Reference
miR-9 E-kadherin, kindza spojend angiogeneze, tvorba metastaz onkogen Laneve et al [57],
s tropomyosinem C Khew-Goodall
a Goodall et al [90]
miR-34a NMYC, BCL-2, E2F3 progrese bunéc¢ného cyklu, apoptdza, tumor Welch et al [91], Cole et
DNA opravy a angiogeneze supresor al [15], Wei et al [32]
miR-17-5p-92 TGFp signalizace, CDKN1A bunécna proliferace, adhezivita onkogen Fontana et al [12],
cluster (p21); BCL2L11 (Bim) Mestdagh et al [92]
miR-125a Bmf, kinaza spojena s tro- bunécna proliferace, apoptdza onkogen Laneve et al [57]
pomyosinem C
miR-125b Bmf, kindza spojena s tro- bunécna proliferace, apoptoza onkogen Laneve et al [57]
pomyosinem C
miR-152 CHUK, CUL5 and GADD45A diferenciace neuroblastq, onkogen Ragusa et al [93]
migrace/invaze a apoptoéza
miR-184 AKT2 nervova diferenciace a/nebo apoptoza tumor Foley et al [89],
supresor Tivnan et al [94]
miR-200B ZEB1 diferenciace neuroblastd, tumor Ragusa et al [93]
migrace/invaze a apoptoéza supresor
miR-338 PTPRT diferenciace neuroblastl a apoptoza onkogen Ragusa et al [93]
miR-380-5p p53 apoptoéza onkogen Swarbrick et al [68]
\_ J

sledk s terapeutickymi ¢asticemi vibec
konfrontovany [77]. Zajimavé bylo i zjis-
téni, ze chybély typické symptomy spo-
jené s vyuzitim anti-GD2 imunoterapie,
napf. neuropatické bolesti [78], pficemz
tento rozdil by se dal vysvétlit rozdil-
nou (mensi) davkou anti-GD2 oproti
davce pouzivané pfi klasické imunote-
rapii [77]. Prikladem dalSiho terapeutic-
kého uplatnéni miRNA u pacientd s neu-
roblastomem je studie od Leea et al [79].
Jejich tym popsal u¢inky miR-27b, ¢lena
miR-27 rodiny (miR-27a, miR-27b), cili-
ciho pfimo na PPARy (peroxisome pro-
liferators-activated receptor). U neu-
roblastomovych bunék je tato miRNA
vysoce specifickd a jeji nadmérnd ex-
prese pusobi tumor-supresoricky inhi-
bici buné¢ného rdstu neuroblastomu
in vitro i in vivo pravé vlivem na PPARy.
Navic zastaveni bunécného ristu pres
PPARYy je spojeno se snizenou expresi pH
reguldtoru NHE1 a NF-kB, ktery je spo-
jovan se zanétlivou odezvou u nadoro-
vych onemocnéni [79-83].

Zaveér
V posledni dobé doslo k zd&sadnimu po-
kroku na poli chapéani vyvojové i pato-

genetické ulohy miRNA u nadorovych
onemocnéni v¢etné neuroblastomu -
dokladem toho je i klinickd studie vy-
uzivajici miR-34a v terapii nadoru jater,
ktera v roce 2013 vstoupila do své prvni
faze (NCT01829971). | pfes tento po-
krok vsak zUstava stale velké mnozstvi
nezodpovézenych otazek tykajicich se
ucinnosti i bezpec¢nosti vyuziti miRNA
v terapii. KvUli velké propojenosti a na-
vaznosti miRNA na nespocet signalnich
drah vsak cilend terapie neuroblastomu
na bazi miRNA ani nemuze byt nekom-
plikovand. Problematika miRNA kazdo-
padné dava nadéji do budoucna a tyto
malé molekuly ndm snad jiz v brzké
dobé pomohou v diagnostice a stano-
veni progndzy u pacientl s neuroblasto-
mem, a jednoho dne se mozna stanou
soucasti terapie Sité na miru konkrét-
nimu pacientovi.
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