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Souhrn

Multiformni glioblastom je nejcastéjsi intrakranialni malignitou astrocytarniho ptvodu dospélé
populace. | pres absolvovéani komplexni terapie skladajici se z maximalni mozné chirurgické
resekce, adjuvantni konkomitantni chemoradioterapie s temozolomidem a nasledného podani
temozolomidu v monoterapii se median preziti pacientt pohybuje pouze mezi 12 a 15 mésici
od stanoveni diagndzy. Za touto Spatnou prognézou stoji jednak velmi ¢asto nemoznost do-
sazeni dostatecné radikalni chirurgické resekce a déle znac¢na rezistence nadoru k adjuvantni
1é¢bé, jez je v soucasné dobé velmi ¢asto davana do souvislosti s pfitomnosti tzv. glioblastomo-
vych kmenovych bunék. Tyto bunky, stejné jako normalni kmenové bunky, disponuji nékolika
unikatnimi vlastnostmi, jako jsou schopnost sebeobnovy, diferenciace a neomezeného, avsak
pomalého bunécného déleni. Jejich rezistence ke konvencni terapii pak zcela jisté souvisi i se
zvy$enou expresi DNA reparac¢nich enzymd, antiapoptotickych faktord a mnohocetnych léko-
vych transportérd. Cilené ovlivnéni téchto unikatnich vlastnosti by proto mohlo byt novym
slibnym terapeutickym pfistupem vedoucim k zefektivnéni lécby a zlepseni progndézy pacientd
s multiformnim glioblastomem. Jednou z moznosti, jak Uspésné ovliviiovat zminéné vlastnosti,
je cilend regulace mikroRNA (miRNA). Tyto kratké nekddujici molekuly RNA posttranskripcné
reprimuji expresi vice nez 2/3 celkového poctu lidskych gen, jez jsou mimo jiné soucasti sig-
ndlnich drah spojovanych pravé s kmenovymi vlastnostmi bunék. Mimoto pozménéné hladiny
nékterych miRNA byly pozorovany u mnoha nadorovych onemocnéni, véetné multiformniho
glioblastomu.

Klicova slova
nadorové kmenové buriky — multiformni glioblastom — mikroRNA

Summary

Glioblastoma multiforme is the most common intracranial malignity of astrocyte origin in
adults. Despite complex therapy consisting of maximal surgical resection, adjuvant concomi-
tant chemoradiotherapy with temozolomide followed by temozolomide in monotherapy, the
median of survival ranges between 12 and 15 months from diagnosis. This infaust prognosis is
very often caused by both impossibility of achieving of sufficient radical surgical resection and
tumor resistance to adjuvant therapy, which relates to the presence of glioblastoma stem cells.
Similarly to normal stem cells, glioblastoma stem cells are capable of self-renewal, differen-
tiation, and unlimited slow proliferation. Their resistance to conventional therapy is also due to
higher expressions of DNA repair enzymes, antiapoptotic factors and multidrug transporters.
Therefore, targeting these unique properties could be a novel promising therapeutic approach
leading to more effective therapy and better prognosis of glioblastoma multiforme patients.
One of the approaches how to successfully regulate above-mentioned properties is targeted
regulation of microRNAs (miRNAs). These small non-coding RNA molecules post-transcriptio-
nally regulate expression of more than 2/3 of all human genes that are also involved in stem cell
associated signaling pathways. Moreover, deregulated expression of some miRNAs has been
observed in many cancers, including glioblastoma multiforme.
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VYZNAM MIKRORNA U GLIOBLASTOMOVYCH KMENOVYCH BUNEK

Uvod

Multiformni glioblastom (glioblastoma
multiforme - GBM) patfi do skupiny
high-grade astrocytomi a s incidenci
3,55 novych pfipaddina 100000 lidiro¢né
se fadi mezi nejcastéji se vyskytujici in-
trakranidlni malignity [1]. Tento nador
je tvofen rychle rostouci masou mélo
diferencovanych astrocyt(, kterd casto
prorGstd do okolni tkané. Byva velmi
silné vaskularizovan, Spatné ohranicen
a Casto inklinuje k nekrézam. Lécba je za-
loZena na maximalni mozné chirurgické
resekci tumoru nasledované konkomi-
tantni chemoradioterapii s temozolomi-
dem (TMZ) a adjuvantnim TMZ v mono-
terapii [2]. | pfes tuto vysoce intenzivni
lécbu je progndza pacientd infaustni
s medidnem celkového preziti (overall
survival - OS) ptiblizné 12-15 mésicl od
stanoveni diagndzy [3].

Podle soucasnych studii je jednim
z ddvodu $patné prognézy mnoha na-
dorovych onemocnéni mald populace
nadorovych bunék vyznacujici se uni-
kdtnimi vlastnostmi, jako jsou schop-
nost sebeobnovy, diferenciace a neome-
zené proliferace. Tyto bunky disponuji
rovnéz zvysenou rezistenci k poddvané
[é¢bé, a stoji tak pravdépodobné za
vznikem casnych recidiv. Pro svoji po-
dobnost se zdravymi kmenovymi bun-
kami byvaji oznacovany jako nado-
rové kmenové bunky (carcinoma stem
cells — CSCs) nebo také tumor iniciujici
buriky (tumor-initiating cells — TICs) [4].
Cilend regulace CSCs by tedy na za-
kladé soucasnych poznatkd mohla vy-
znamné zefektivnit terapii mimo jiné
i u GBM, kde byly tyto buriky mnohokrat
pozorovany [5].

Jedna z moznosti, jak efektivné zasa-
hovat do biologie CSCs, je skrze cilenou
regulaci mikroRNA (miRNA), kratkych ne-
kodujicich RNA, které jsou schopné vaz-
bou na cilovou molekulu mediatorové
RNA (mRNA) posttranskripcné regulo-
vat genovou expresi. Bylo prokazano,
Ze jsou tyto 18-25 nukleotidll dlouhé
molekuly zapojené v regulaci vétsiny
dulezitych bunécnych procest, jako
je proliferace, diferenciace, apoptéza
anebo fizeni buné¢ného cyklu. Neni
proto divu, Ze zména v expresi nékolika
miRNA ¢casto vede na Urovni bunky k fa-
talnim nasledkdm usticim az v jeji ma-

ligni transformaci [6]. MiRNA hraji kli-
¢ovou roli rovnéz v biologii CSCs, kde
se podileji na udrzovani jejich jedinec-
nych vlastnosti. Pfedpoklada se tedy, Ze
by cilené ovlivnéni konkrétnich miRNA
v CSCs mohlo vést ke ztraté ,stem-like”
fenotypu téchto bunék, coz by v klinic-
kém dlsledku mohlo zefektivnit tera-
pii, prodlouzit ¢as do progrese onemoc-
néni, a tedy i OS pacientd s prognosticky
nepfiznivymi nddorovymi onemoc-
nénimi, mezi které se zcela jisté fadi
i GBM [7].

Historie a biologie CSCs

Teorie CSCs je pomérné novym po-
hledem na nadorovou transformaci.
Jeji kofeny vsak sahaji az do 1. polo-
viny 20. stoleti, kdy bylo zjisténo, ze
nadorova tkan vykazuje znac¢nou bu-
nécnou heterogenitu a Ze dokonce
i jednotlivé bunky jsou schopné inicio-
vat vznik nového nadoru [8]. Dalsi vy-
zkumy pak ukdazaly, Ze nékteré nado-
rové bunky jsou multipotentni, a tedy
schopné diferenciace do vice buné¢nych
podtypU [9].

Pfimé dikazy o existenci CSCs vsak
pfinesly az na zac¢atku 90. let 20. sto-
leti nové technologie, jako je metoda
FASC (fluorescence-activated cell sort-
ing) a pristupy zaloZzené na transplan-
taci bunék do imunodeficientnich mysi.
V roce 1994 Lapidot et al vyizolovali
z akutni myeloidni leukemie na zakladé
exprese markerd hematopoetickych
bunék (CD34*CD38") bunéc¢nou popu-
laci, kterd vykazovala vysoce tumoro-
genni vlastnosti. Tyto buriky dnes ozna-
cujeme jako nddorové kmenové (CSCs)
nebo tumor iniciujici (TICs) burnky [10].
Ovsem az v roce 2003 se podafilo po-
prvé vyizolovat CSCs i ze solidniho na-
doru, konkrétné z karcinomu prsu. Tyto
bunky exprimujici stejné jako normalni
kmenové bunky povrchové markery
CD44+*CD24""°% byly po implantaci do
imunodeficientnich mysi schopné ini-
ciovat rGst nového nadoru [11]. Poté na-
sledovaly studie, které potvrdily exis-
tenci CSCs i v dalsich typech nddorovych
onemocnéni: kolorektalnim karcinomu,
melanomu a u nadord mozku vcetné
GBM [12-15].

Teorie CSCs predpokladd, Ze jsou
bunky nddoru, stejné jako v pfipadé nor-

malni zdravé tkané hierarchicky uspora-
dény, pficemz na vrcholu stoji mald po-
pulace bunék dnes zndma jako CSCs.
Jejich plvod je viak doposud zahalen
mnoha nejasnostmi. Nejcastéji diskuto-
vanou teorii je, Ze vznikaji ze somatic-
kych kmenovych bunék tkané, ze které
se nador vyvinul. Tuto hypotézu podpo-
ruje fakt, ze somatické kmenové bunky
tedy vystaveny delsimu plsobeni geno-
toxickych vlivli nez ostatni burnky a diky
tomu se u nich mohou nakumulovat
mutace vedouci az k nadorové trans-
formaci. Podle jinych autorl za vzni-
kem CSCs stoji dediferenciace proge-
nitorovych nebo vice diferencovanych
nadorovych bunék, kdy vlivem mutaci
ziskavaji tyto bunky vlastnosti bunék
kmenovych [16,17].

Mezi tyto unikatni vlastnosti patfi
i schopnost sebeobnovy a diferenciace.
CSCs jsou tedy stejné jako jejich nena-
dorové analogy schopny asymetrického
déleni, pfi kterém vznika jedna burika
mateiského fenotypu a jedna bunka
diferencovana. Mechanizmy zajistujici
spravnou funkci téchto vlastnosti podlé-
haji v normalnich kmenovych burnkach
pfisné regulaci. Pravé mutace, které do
téchto schopnosti a signalizacnich drah
s nimi souvisejicich zasahuji, jsou jed-
nim z pfedpoklad(l neoplastické trans-
formace [17,18]. V tomto kontextu jsou
nejcastéji zminovany signalni drahy Wnt,
Notch a Hedgehog [19-22].

Pritomnost CSCs do znacné miry vy-
svétluje nizkou efektivitu konvencni te-
rapie u nékterych nadorovych one-
mocnéni. Tato terapie je totiz zamérena
predevsim na rychle se délici buriky na-
doru. Avsak jak jiz bylo zminéno, CSCs
se vétsinu ¢asu vyskytuji v tzv. klidovém
stadiu bunécného cyklu, a tedy rychlost
jejich proliferace neni tak rapidni. To po-
skytuje burice dostatecny cas, aby opra-
vila poskozenou DNA, v ¢emz ji navic vy-
znamné pomahaji zvysené hladiny DNA
reparacnich enzym0 a ABC transportért
(transportéry lékové rezistence) [17,18].
Dokonce bylo zjisténo, ze CSCs, kte-
rym se podafilo uniknout chemoterapii,
byly vice rezistentni a tuto vlastnost na-
sledné preddvaly i svym dcefinym bun-
kam. Tato skutec¢nost tak koresponduje
s faktem, Ze rekurentni tumory byvaji
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Casto k [écbé méné citlivé nez primarni
nador [23].

Glioblastomové kmenové buiky
Glioblastomové kmenové burky (glio-
blastoma stem cells - GSCs) pochazeji
pravdépodobné z neuralnich kmeno-
vych bunék. Nasvédcuje tomu i skute¢-
nost, ze poprvé byly z GBM tkané vyizo-
lovany na zékladé exprese povrchového
glykoproteinu CD133, jehoz pfitomnost
je typickd pro normalni neurdlni kme-
nové buriky (neural stem cells - NSCs).
GSCs, stejné jako NSCs rostou v bezsé-
rovém mediu jako suspenzni sférické
buné¢né kolonie neboli neurosféry
a vyznacuji se expresi stejnych identifi-
kujicich markerd [12,15,24]. Historicky
nejvice pouzivanym markerem GSCs je
jiz zminovany CD133, ktery se vsak na
zékladé poslednich studif jevi jako ne-
pfilis specificky [14,25,26]. Mnohem
vétsi specificita je v souc¢asné dobé pfi-
pisovdna molekule CD15 [27] a cyto-
skeletdlnimu proteinu nestinu, jehoZz ex-
prese se mimo jiné u gliom{ ukazala byt
negativnim prognostickym faktorem.
V dnedni dobé se ale nabizi i dalsi moz-
nosti izolace GSCs nevyzadujici pouziti
povrchovych markerd. Zajimavym zp(-
sobem identifikace této bunécné popu-
lace je kuptikladu jiz zmiriovany fakt, ze
GSCs jsou pomalu se délici bunky. Fluo-
rescencni barvivo PKH-26 se navaze na
povrch cytoplazmatické membréany
bunék a s kazdym naslednym buné¢-
nych délenim se jeho mnozstvi na burice
snizi o polovinu. Dcefiné buriky proto
vykazuji nizsi fluorescenéni aktivitu nez
burika materska. Pomoci FASC Ize tedy
nasledné identifikovat GSCs jako nej-
vice fluorescenc¢né aktivni bunky v sus-
penzi [28]. Jiny zplsob izolace GSCs je
zalozen na schopnosti bunék aktivné se
zbavovat Skodlivych latek. Jde o metodu
izolace tzv. side population, u které byla
detekovéna zvysend hladina ABC trans-
portérl a jeZ rovnéz disponuje kmeno-
vymi vlastnostmi [29].

Pro GSCs je typickd perivaskularni lo-
kalizace a jejich vyskyt byl také obje-
ven v okoli nekrotickych loZisek, coz do-
kldda fakt, ze je stem-like fenotyp téchto
bunék zna¢nou mirou zavisly na okol-
nim mikroprostiedi. Casto diskutovan
je vliv hypoxie na chovani GSCs [30].

Hypoxie indukuje expresi HIF (hypoxia in-
ducible factor), ktery zvy3uje schopnost
sebeobnovy jak GSCs, tak i non-GSCs.
Zatimco HIF1a je exprimovan i neurdl-
nimi kmenovymi bunkami, HIF2a je ty-
picky pouze pro GSCs, coZ z néj v pod-
staté cini idedlni terapeuticky cil [31].

Spravna identifikace a izolace GSCs je
tedy klicovym krokem pro dalsi vyzkum.
Jejich eliminace, pfipadné diferenciace
by mohla mit velky terapeuticky vy-
znam a mohla by pfinést novou nadéji
pacientm postizenym GBM.

Vyznam miRNA v regulaci
kmenovych vlastnosti GSCs
MiRNA jsou kratké molekuly RNA se
znacnym potencidlem regulovat geno-
vou expresi. Podle sou¢asnych vyzkumi
tvoii geny pro miRNA asi 3 % lidského
genomu, ale jsou schopny ovlivho-
vat expresi az 60 % koédujicich lidskych
gena [32,33]. Jejich regulacni efekt se
tedy samoziejmé uplatiuje ve vétsiné
dllezitych bunécnych procesu, jako je
proliferace, diferenciace, apoptéza, bu-
nécny cyklus a stejné tak udrzovani
kmenovych vlastnosti bunék [6]. Regu-
la¢ni schopnosti miRNA jsou tak zapo-
jeny i do biologie GSCs, coz ¢ini z téchto
molekul ohnisko zajmu mnoha vyzkum-
nych kolektivid. Cilend regulace miRNA,
které jsou zapojeny do Ffizeni kmeno-
vych vlastnosti GSCs, by totiz mohla byt
vyuzita jako novy efektni pristup Iécby
nadorovych chorob, véetné GBM [7].
Tato strategie vSak v sobé skryva
mnohd uskali. GSCs jsou velmi blizké
NSCs a mechanizmy udrzujici jejich
kmenovost jsou ¢asto stejné ¢i podobné
u obou téchto bunéénych populaci.
Dulezité tedy je, aby [é¢ba zamérujici
se na GSCs cilila opravdu jenom na tyto
buriky. Lang et al proto za pouziti metody
hlubokého sekvenovani identifikovali
miRNA, které jsou rozdilné exprimované
mezi témito bunécnymi populacemi,
a tim ziskali sadu potencialnich terapeu-
tickych cill pro cilenou Ié¢bu, ktera cili
pouze na GSCs, a nikoli na NSCs. Signi-
fikantné zvysenou hladinu v GSCs vyka-
zovaly miR-10a, miR-10b a miR-140-5p.
Naopak snizend exprese byla deteko-
vana u miR-874 a miR-124. Jako ptimy
cil miR-10a a miR-10b byl identifikovan
nadorovy supresor CSMD1 (CUB and

SUSHI multiple domain protein 1), jehoz
ztrata nebo snizend hladina byly zazna-
menany i u jinych typl nadord [34,35].
Tento transmembranovy protein je
podle nékterych studii zapojen do sig-
nalizace TGF- (transforming growth
factor B), jez patfi mezi hlavni regula-
tory kmenovosti a rovnéz se podili na
mechanizmech bunéc¢ného rdstu a apo-
ptozy [36,37]. Regulacni vliv této miRNA
byl popsan také pro daldi geny zapojené
v nadorové transformaci, jako je PTEN
(phosphatase and tensin homolog),
STAT3 (signal transducer and activator
of transcription 3), SDC-1 (syndecan 1),
TIAM1 (T-cell lymphoma invasion and
metastasis 1), NF-1 (neurofibromin 1).
Inhibice miR-10b v GSC a GBM burikach
méla za nasledek vyrazné snizeni proli-
ferace, migrace, invazivity a buné¢ného
rlstu, a to zejména v piipadé GSC [38].
Mezi pfimé cile nadorové supreso-
rové miR-124 pak patfi jednak znamy
onkogen NRAS (neuroblastoma RAS
viral (v-ras) oncogene homolog), jenz
je zapojen do procesu proliferace, dife-
renciace a schopnosti pfezivani bunék,
a dale serin/treonin kinaza PIM3 (Pim-3
proto-oncogene, serine/threonine ki-
nase) modujici bunécny cyklus [34].
MiR-124 byla rovnéz identifikovana jako
cil transkrip¢niho faktoru REST (RE1-si-
lencing transcription factor), jednoho
z hlavnich represorl neuralni diferen-
ciace. Mezi jeji dalsi cilové molekuly totiz
patfi fosfatdza SCP-1 (sarcoplasmic cal-
cium-binding protein 1), kterd vyrazné
potlacuje neuralni diferenciaci [39,40].
Silber et al rovnéz potvrdili zapojeni
miR-124 spolu s miR-137 do procesu di-
ferenciace, a to jak v NSCs, tak i v moz-
kovych CSCs. Obé tyto miRNA ovliviuji
proliferaci GBM bunécnych linii pro-
stfednictvim pfimé inhibice cyklin de-
pendentni kindzy 6 (CDK6), ktera se
skrze fosforylaci proteinu Rb (retino-
blastoma) podili na fizeni buné¢ného
cyklu [41]. Bylo rovnéz zjisténo, Ze supre-
sorova miR-137 vykazuje v GBM z du-
vodu hypermetilace svého promotoru
snizenou hladinu. Exprese této molekuly
pak nartsta s mirou diferenciace NSCs
i GSCs. Po transfekci pre-miR-137 do
GSCs klesa u téchto bunék schopnost
sebeobnovy, tvofeni neurosfér a rov-
néz exprese markerd kmenovych bunék
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Obr. 1. Zapojeni miRNA v regulaci biologickych vlastnosti GSCs.

Oct4 (POU class 5 homeobox 1), Nanog
(Nanog homeobox), Sox2 (SRY (sex de-
termining region Y)-box 2) a Shh (Sonic
hedgehog). MiR-137 reguluje kme-
nové vlastnosti GSCs skrze svij pfimy
cil RTVP-1 (GLI pathogenesis-related 1 -
GLIPR-1), jehoz exprese pfimo kore-
luje se stupném malignity astrocytomu.
RTVP-1 zvysuje expresi CXCR-4 (chemo-
kine (C-X-C motif) receptor 4), ktery je
zapojen v signalizaci SHH-GLI-Nanog,
a tim pfispiva ke zvyseni schopnosti se-
beobnovy bunék [42]. Tumorogenni

a invazivni marker CXCR-4 je pfimym
cilem klastru miR-302-367, a proto se
i tato skupina miRNA pravdépodobné
podili na inhibici sebeobnovy, invazi-
vity a infiltrace GBM iniciujicich bunék.
Mechanizmus tohoto pusobeni je pak
rovnéz pfipisovan ovlivnéni signalni
drahy SHH-GLI-Nanog, ve které, jak uz
bylo uvedeno, je CXCR-4 zapojen. Po zvy-
$eni hladiny miR-302-367 v GSCs doslo
k poklesu schopnosti tvofit neurosféry
a naopak ke zvyseni exprese astrocytar-
niho markeru GFAP (glial fibrillary acidic

protein), coz doklada zapojeni tohoto
klastru i do procesu diferenciace [43].
Dalsi miRNA zapojena do procesu di-
ferenciace je miR-128. Po jejim zvyseni
dochazi k indukci diferenciace, a tudiz
poklesu markeri kmenovosti, jako je
Nestin nebo Sox2. Jejimi pfimymi cili
jsou zndmé mitogenni tyrozinkinazy
EGFR (epidermal growth factor receptor)
a PDGFRa (platelet-derived growth fac-
tor receptor, a polypeptide), u nichz uz
v predeslych studiich byl prokazan inhi-
bi¢ni vliv na neurdlni diferenciaci [44-46].
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Aldaz et al se zaméfili na identifi-
kaci molekul miRNA, jejichz exprese se
béhem diferenciace GSCs méni, a tudiz
se da predpokladat jejich pfimé zapo-
jeni do tohoto procesu. Mira exprese
miR-93 a miR-106 se béhem diferenciace
snizovala, naopak u miR-21, miR-29a,
miR-29b, miR-221 a miR-222 se zvySo-
vala. Inhibice miR-221/222 v diferen-
cujicich GSCs méla za nésledek narlst
exprese proteinu nestin, ale pokles as-
trocytarnich (GFAP) a neurélnich mar-
ker( (neuron-specific class Il beta-tubu-
lin —= TUJ1). Tento trend nebyl pozorovan
v pfipadé miR-29a/b. Jejich zvyseni
v GSCs nevyvolalo zadné zmény v ex-
presi markert kmenovosti ani v diferen-
ciaci, ale vedlo k prokazatelnému snizeni
viability a zvy3eni apoptézy. MiR-29a/b
jsou do procesu apoptdzy zapojeny
skrze svQj ptimy cil, antiapopticky pro-
tein Mcl-1 patfici do rodiny apoptickych
regulatord Bcl-2. Prekvapenim studie
bylo zjisténi vyrazné prodiferencia¢ni
role miR-21, mnohymi studiemi postu-
lovanou jako miRNA se silné onkogen-
nimi vlastnostmi. Po zvy3eni této miRNA
v GSCs opét doslo ke snizeni exprese ne-
stinu a narlstu TUJ1 a GFAP. Jejim pfi-
mym cilem byl uréen SPRY1 (sprouty
homolog 1, antagonist of FGF signaling
(Drosophila)), ktery byl jiz dfive popsany
jako inhibitor neurdlni diferenciace
v mysich embryonalnich kmenovych
burikach [47]. MiR-221/222 i miR-21 jsou
vieobecné zndmé pro své onkogenni
vlastnosti [48,49]. Ve vySe popsané stu-
dii v8ak autofi polemizuji, Ze pokud by
[é¢ba cilila na tyto miRNA, neméla by
pozadovany efekt zabranujici vzniku re-
cidiv pravé kvali zapojeni téchto miRNA
do procesu diferenciace [47]. Schrai-
vogel et al se zaméfili na rozdily v ex-
presnim profilu miRNA mezi CD133*
a CD133" bunkami. CD133, jak jiz bylo
uvedeno, je jednim z nejpouzivanéj-
$ich marker( pro identifikaci a izolaci
GSCs. MiR-9/9%, miR-15b, miR-17-5p,
miR-106 vykazovaly nejvyssi expresi
u CD133* bunék, miR-221/222, miR-27,
miR-21 zase u CD133" bunék. Cilend in-
hibice miR-9/9* a miR-17-5p vedla k re-
dukci CD133* bunék a jejich schop-
nosti tvofit neurosféry. Jako mozny cil
téchto dvou miRNA byl identifikovan
transkrip¢ni faktor CAMTA1 (calmodu-

lin binding transcription activator 1),
ktery indukuje expresi kratkého sekre-
tovaného proteinu NPPA (natriuretic
peptide A) a jeho receptoru, jez se po-
dileji na inhibici proliferace [50]. Jind vy-
zkumna skupina zase uvedla, Ze k nej-
vice snizenym miRNA v CD133* oproti
CD133" buikdm patfi miR-125b, jez je
zapojena do fizeni proliferace. Jejim pfi-
mym cilem je totiz ¢len rodiny E2F (E2F
transcription factor), coz jsou vyznamni
regulatofi bunécného cyklu. Po zvyseni
jeji hladiny v CD133* burikach doslo k re-
presi exprese nestinu a CD133 a schop-
nosti téchto bunék tvofit neurosféry [51].
Exprese miR-17-92 se béhem diferen-
ciace snizuje, coz doklada jejich vyznam
v udrzovani kmenovych vlastnosti GSCs.
Tento klastr je zapojen v fizeni prolife-
race a apoptoézy skrze své cile CDKNTA
(cyclin-dependent kinase inhibitor 1A),
E2F1 a PTEN. Jako pFimy cil této molekuly
byl rovnéz urcen rastovy faktor pojivové
tkané CTFG (connective tissue growth
factor), ktery vaze VEGFA (vascular en-
dothelial growth factor A) a tim pfispiva
k inhibici nddorové angiogeneze [52].
Zapojeni miRNA v regulaci biologickych
vlastnosti a exprese vybranych marker(
u GSCs je shrnuto na obr. 1, resp. tab. 1.

Vyznam miRNA

v chemoradiorezistenci GBM

Lécba GBM je zaloZzena na maximalni
mozné chirurgické resekci tumoru na-
sledované konkomitantni chemoradio-
terapii s TMZ. Tato adjuvantni terapie
vsak témér ve vsech pripadech selhava
a u pacientll dochazi k ¢asnému re-
lapsu onemocnéni zplsobeného prav-
dépodobné pfitomnosti rezistentnich
GSCs. Pravé molekuly miRNA byly mno-
hokrat popsany jako reguldtory chemo-
radiorezistence u mnoha nadorovych
onemocnéni véetné GBM. Z tohoto po-
hledu skryva ve svém plsobeni znac¢ny
terapeuticky potencidl miR-211, kterd
vyrazné zvysuje senzitivitu GBM bunék
k chemoradioterapii. Tato miRNA mimo
jiné cili MMP-9 (matrix metallopepti-
dase 9), ¢imz vyrazné pfispiva ke sni-
zeni invazivity a migrace GSCs. Samotna
radioterapie zpUsobila nardst MMP-9,
a tim i invazivity a migrace. V kombinaci
s miR-211 a inhibitorem MMP-9 v3ak
doslo k jejich vyraznému snizeni a rov-

Tab. 1. Zapojeni miRNA v regulaci
exprese vybranych markerd u GSCs.
Regulovana Sledovany
miRNA marker
navyseni miR-137 1 Oct-4
exprese IN
miRNA anog
! Sox2
1 shh
miR-302-367 T GFAP
miR-128  Nestin
! Sox2
miR-21 1 Nestin
T GFAP
TTUN
miR-125b | Nestin
1 D133
snizeni  miR-221/222 1T Nestin
exprese 1 GFAP
miRNA
LU
miR-9/9* 1 D133
miR-17-5p {CD133
T zvyseni exprese sledovaného mar-
keru, { snizeni exprese sledovaného
markeru
GSCs - glioblastoma stem cells

néz ke zvyseni apoptézy. Inhibice
MMP-9 vede i k indukci apoptoézy skrze
inicia¢ni kaspdazu 9. Pfedeslymi studiemi
bylo zjisténo, Ze samotné podani TMZ
vede k navyseni mnohocetnych |éko-
vych transportérd v plazmatické mem-
brané, které jsou schopny aktivni ex-
krece Skodlivych latek ven z bunky.
Buniky vystavené spole¢nému plso-
beni TMZ, miR-211 a MMP-9 inhibitoru
toto zvyseni nevykazovaly, coz doklada
zna¢né ambice této miRNA v budouci
cilené 1é¢bé [53]. Dalsi miRNA, kterd by
se mohla podilet na regulaci mnohocet-
nych Iékovych transportérd a tim i che-
morezistence GSCs je miR-328 [54].
Jako cil této miRNA byl totiz urcen
ABCG2 (ATP-binding cassette, sub-fa-
mily G), ktery rovnéz patfi do rodiny
mnohocetnych lékovych transportérd
a vyznamnou mirou pfispiva k lékové
rezistenci bunék [55]. Pfitomnost to-
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hoto transportéru je charakteristicka pro
tzv. side-population burky, jez dispo-
nuji zvySenou tumor iniciacni kapacitou,
schopnosti sebeobnovy a multipotence,
tedy vlastnostmi typickymi pro kmenové
bunky [54]. ZvySeni senzitivity GSCs
k chemoterapii zpUsobuje také inhibice
miR-21. Tato miRNA se ucastni regu-
lace apoptdzy skrze Bax (Bcl-2-associa-
ted X protein) a Bcl-2 (B-cell CLL/lym-
phoma 2). Jeji inhibice zpUsobuje narlst
proapoptického Bax na Ukor antiapo-
ptického Bcl-2, coz ma za nasledek cel-
kové zvysSeni apoptézy GSCs. Zhang
et al zjistili, ze tento efekt se v kombi-
naci inhibice miR-21 a podani TMZ jesté
znasobuje [56].

Zaveér

PfestoZe je GBM nadorové onemocnéni
s velmi nizkou incidenci, jednd se o velmi
agresivni malignitu do zna¢né miry rezi-
stentni ke konven¢ni terapii, a tedy s in-
faustni prognézou. Z tohoto divodu
je mu v posledni dobé védeckymi pra-
covniky vénovéna stale vétsi pozornost
ve snaze objevit nové terapeutické pii-
stupy umoznujici pfeklenout zmino-
vanou necitlivost k 1é¢bé a prodlouzit
tak OS pacientl s timto onemocnénim.
Nadéjnym terapeutickym cilem se zdaji
byt GSCs, jez jsou pravdépodobné jed-
nou z pficin biologicky nepfiznivého
chovani tumoru. Jejich cilené ovlivnéni
prostfednictvim miRNA, pfirozenych re-
guldtord genové exprese, by pak mohlo
vést k zvyseni senzitivity GBM k adju-
vantni terapii, vyznamnému prodlouzenf
¢asu do progrese onemocnéni, a tedy
i zlepseni celkové prognézy pacient(.
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