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Souhrn

Vychodiska: Dlouhé nekédujici RNA (long non-coding RNA - IncRNA) jsou RNA molekuly
o délce vétsi nez 200 nukleotidd, které ovliviuji fadu fyziologickych funkci a maji vyznamnou
regulacni roli v burikach. Jejich hladiny jsou ¢asto zménény u rliznych malignit, a predstavuji
tak slibny biomarker pro diagnostiku, prognézu nebo rekurenci nddorovych onemocnéni.
Diky dulezitosti téchto molekul vyrazné roste i pocet publikaci na toto téma. Mezi nejcastéji
studované IncRNA patfi napf. HOTAIR, MALAT1 a PCA3. Cil: V sou¢asné dobé jsou vyvijeny
rdizné metody pro analyzu ¢i detekci IncRNA, obvykle zalozené na optickych metodach pro
detekci mediatorové RNA (mRNA), napf. polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci,
fluorescencni in situ hybridizace nebo sekvenovani nové generace. Je vsak potieba dbat na
rozdily ve struktufe mRNA a IncRNA. V této praci popisujeme nejenom standardni metody, ale
i nové pfristupy pro detekci INcRNA zahrnujici napf. chemiluminescenéni a elektrochemické
techniky. Zdvér: | navzdory pokrokiim a velkému mnozstvi publikovanych praci existuje
pouze jeden schvéleny diagnosticky test zaloZzeny na detekci INcCRNA, a to PCA3 test pro dia-
gnostiku karcinomu prostaty analyzou moci. Ostatni jsou v soucasnosti pouze ve fazi vyvoje
a bude potieba je validovat. Diagnostika zaloZzend na IncRNA i tak skyté obrovsky potencial,
a je proto velmi pravdépodobné, Ze se v blizké dobé objevi dal3i diagnostické testy cilici na jiné
typy IncRNA.
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Summary

Background: Long non-coding RNAs (IncRNA) are more than 200-nucleotide-long RNA mole-
cules that affect multiple physiologic phenomena and have important regulatory functions
in cells. Their levels are often altered in various malignancies, thus they represent a potential
biomarker for the diagnostics, prognosis or recurrence of cancer. Their importance has recently
led to an enormous increase in a number of publications on the subject. The most frequently
studied IncRNAs are HOTAIR, MALAT1 and PCA3. Aim: Numerous methods are currently being
developed for the analysis or detection of IncRNA. They are mostly based on optical methods
used for the detection of messenger RNAs, including polymerase chain reaction with reverse
transcription, fluorescence in situ hybridisation or next-generation sequencing, but caution
must be taken due to their structural differences. Here, we describe not only standard but also
novel techniques for IncRNA detection, including chemiluminescent and electrochemical tech-
niques. Conclusion: Despite the great progress and plethora of papers on this topic, there is
only one single approved IncRNA-based diagnostic test, a PCA3 test for the diagnosis of pro-
state cancer from the patient’s urine. All other tests are only in their research phase and need
to be validated. Nevertheless, IncRNA diagnostics offer enormous potential and thus it is highly
probable that other diagnostic tests on different IncRNA types will soon appear.
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Uvod

| kdyz pouze 2 % lidského genomu tvofi
geny kédujici proteiny, velka vétsina ge-
nomu (> 70 %) je transkripéné aktivni,
davajici vznik rdznym formam tzv. neké-
dujicich RNA s vyznamnymi regula¢nimi
funkcemi [1,2]. Mezi né patii kratké ne-
kodujici RNA o délce mensi nez 200 nuk-
leotidl (nt, obvykle kolem 20-30 nt), ze-
jména mikroRNA, malé interferujici RNA
nebo Piwi-interagujici RNA a téz rozsahla
skupina tzv. dlouhych nekédujicich RNA
(long non-coding RNA - IncRNA) o délce
vétsi nez 200 nt (¢asto az 100 000 nt). Dle
NONCODE databdéze [3] se v lidském ge-
nomu nachazi vice nez 96 000 gend pro
IncRNA a az 172 000 transkript( téchto
genll; naopak LNCipedia [4] udava
stfizlivéjsi odhad, zaokrouhleny na cca
55 000 gena [5]. Tyto geny se nacha-
zeji v rlznych oblastech genomu, a to
jak v nekédujicich regionech, tak i v int-
ronech gent kdédujicich proteiny. Navic
mohou byt prepisovany nejenom ze stej-
ného fetézce jako protein-kédujici geny
(tzv. ,sense” transkripty), ale i z fetézce
opacného (,antisense” transkripty), Ci
dokonce mohou sdilet promotor s pro-
tein-kédujicim genem v opa¢ném fe-
tézci (divergentni IncRNA). Transkripty
IncRNA jsou obvykle generovany RNA
polymerdzou Il, obdobné jako mRNA
maji vétsinou na 5’-konci metylguanozi-
novou ¢epicku, na 3’-konci poly(A) konec
a podstupuiji sestfih. Na rozdil od mRNA
ovsem postradaji otevieny Cteci rdmec,
takze nemohou byt prekladany do
protein(.

A. chromatinova interakce

histon (@

IncRNA

Geny kodujici IncRNA jsou casto po-
jmenovany dle sousedicich protein-ko-
dujicich gent [6]. Jejich klasifikace je
relativné slozitd, daji se délit napf. dle
umisténi v genomu, zplsobu aktivace
nebo dle mechanizmu u¢inku. Hlavni
tiidy IncRNA, detailnéji popsané v pre-
hledném ¢&lanku Sany et al [7], jsou mj.
mezigenové IncRNA (umisténé mezi
dvéma geny), intronové IncRNA (umis-
téné uvnitf intrond gend), INcRNA aso-
ciované s telomerami nebo pseudogeny
(kopie gend neschopné kdédovat pro-
teiny). | kdyZ funkce vétsiny IncRNA tran-
skriptli nejsou znamy, Ize obecné fici, ze
jejich uloha spociva v regulaci genové
exprese, modulaci proteinové aktivity
¢i remodelaci chromatinu, pfip. slouzi
jako prekurzory kratkych nekédujicich
RNA nebo jsou soucdsti systému jejich
umlceni [8]. Obr. 1 naznacuje, ze me-
chanizmus G¢inku IncRNA je zavisly na
vazbé na DNA, RNA nebo protein. Vzhle-
dem k jejich roli pfi regulaci genové ex-
prese neni prekvapivé, Ze pfi patogen-
nich stavech jsou pozorovany zmény
jejich hladin, které mohou byt deteko-
vatelné dfive nez viditelné morfologické
zmény. Tato skute¢nost déld z IncRNA
idealni kandidaty nejen na biomarkery
nadorovych onemocnéni [1,7,9-11], ale
napf. i kardiovaskularnich chorob [12]
nebo Alzheimerovy choroby [13]. Diky
dilezitosti téchto molekul tak roste
i pocet publikaci na toto téma; jenom
v roce 2018 jich bylo pres 4 000 (graf 1).

nebo strukture nékolika hlavnich skupin

B. proteinova interakce

protein_-

protein

IncRNA

IncRNA je mozné najit v ¢lancich pu-
blikovanych v dfivéjsich ro¢nicich Kli-
nické onkologie [7,9]; v tomto ¢lanku se
chceme zaméfit pfedevsim na nejno-
véjsi poznatky v oblasti metod detekce
a jejich aplikace do klinické praxe.

Role IncRNA v karcinogenezi

a jeji aplikace do klinické
diagnostiky

Dnes uz neni pochyb o tom, ze dere-
gulace IncRNA je implikovéna v rlz-
nych patologickych stavech a muize vést
az k maligni transformaci bunék. Role
IncRNA pfitom byla prokazana v pod-
staté u vSech charakteristickych znakd
rakoviny (hallmarks of cancer) defino-
vanych ve dvou dnes jiz legendarnich
¢lancich Hanahana et al [14,15]. Nékteré
konkrétni IncRNA a jejich asociace s té-
mito znaky jsou blize popsany v tab. 1.
Jde napf. o aktivaci prolifera¢nich sig-
nalnich drah, deregulaci nadorovych
supresorovych drah nebo o ucast pfi
metastazovani [11,16].

Jednou z nejvice studovanych IncRNA
je HOTAIR (HOX antisense intergenic
RNA). Tato IncRNA s délkou cca 2,2 kb
reguluje dynamiku chromatinu a ovliv-
nuje transkripci jinych gen( vazbou na
histon metylazu PRC2 a histon demety-
ldzu LSD1 [17,18]. MnozZstvi studii pro-
kdzalo deregulaci HOTAIR v desitkach
nadord, v¢. nadord prsu [19], tlustého
stieva [20], slinivky bfisni [21], vajec-
nikd [22] nebo prostaty [23]. U nadort
tlustého stfeva korelovala zvy3ena hla-
dina HOTAIR nejenom s progresi one-

C. RNA interakce

IncRNA

4

protein

Obr. 1. Tti rizné mechanizmy plGsobeni IncRNA. Jedna se o interakce s: A) chromatinem (DNA), kdy dochazi k remodelaci chroma-
tinu po vazbé IncRNA; B) riznymi proteiny, kde IncRNA mize modulovat protein-proteinové interakce; nebo C) mRNA, kde dochazi

k naruseni translace.

IncRNA - dlouhé nekédujici RNA, mRNA — medidtorova RNA
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mocnéni, ale zvysila se i chemorezis-
tence k cytostatikm [24].

Dalsi diagnosticky zajimavou IncRNA
je PCA3 (prostate cancer antigen 3),
jejiz hladina je zvysena u vice nez 90 %
muzU s karcinomem prostaty [25]. V roce
2012 americky Ufad pro kontrolu potra-
vin a léciv (FDA) schvalil pouziti PCA3 dia-
gnostického testu v moci muzid nad 50 let
s predchozi negativni biopsii prostaty,
ktery by tak mohl snizit pocet opakova-
nych biopsii a zaroven poskytnout doplii-
kové informace ke standardnimu testu
prostatického specifického antigenu
(prostate specific antigen — PSA). Test na
PCA3 ma sice nizsi citlivost nez PSA test,
na druhé strané vykazuje vyssi specificitu,
a muze tak predikovat karcinom prostaty
u pfipadd, kdy PSA test selhava [26]. Hla-
dina PCA3 byla ve vice nez 90 % studo-
vanych pfipad( karcinomu prostaty asi
60-100x vyssi nez ve zdravé prostatické
tkéni [27] a zaroven nedetekovatelnd v ji-
nych typech nadort [28]. PCA3 také mize
slouzit jako indikator agresivity rozvijeji-
ciho se nadoru prostaty [29]. Pfes znacné
vyhody tohoto biomarkeru se v CR toto
vysetteni zatim takrka neprovadi.

Nékteré IncRNA mohou dokonce in-
dikovat metastaticky potencidl nddoru.
Mezi né patfi napf. MALAT1 (metastasis-
-associated lung adenocarcinoma trans-
cript 1), obvykle s vysokou koncentraci
v jadfe, kde reguluje prometastatické
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Graf. 1. Narlst publikac¢ni aktivity zabyvajici se dlouhymi nekédujicimi RNA od roku
2000 do roku 2018, dle Web of Science (hledany vyraz: IncRNA OR long noncoding

RNA).

geny [30]. MALAT1 je vysoce konzervo-
vand IncRNA, jejiz umlceni vede ke sni-
zeni proliferace a migrace nadorovych
bunék [31] a k aktivaci tumor-supresoro-
vého genu TP53 [32]. U nékterych typl
nadord byla pozorovana zvysena hla-
dina MALAT1 korelujici s progresi me-
tastaz a celkové horsi prognézou, napt.
u plicniho adenokarcinomu, kolorek-
talniho karcinomu, karcinomu slinivky
bfisni, karcinomu mocového méchyre,
karcinomu jicnu nebo gliomu [1,33-36].
Souhrnnd analyza nékolika nezavislych
studii prokdazala, Ze tato IncRNA je spo-
jend s horsi prognézou, kratsim prezi-
vanim a rekurenci onemocnéni [37].

Nicméné data z neddvné studie pro-
vedené na mysich modelech nazna-
¢ila, Ze v prsnich nddorovych burkach
ma MALAT1 opacny, tj. potlacujici uci-
nek na vznik metastdz, a autofi tak na-
vrhuji zpfesnéni zazitého modelu de-
finujici MALAT1 jako prometastatické
IncRNA [38].

Dalsi efekt IncRNA je mozné pozoro-
vat na urovni telomer, a to prostfednic-
tvim tzv. TERRA (telomere repeat-con-
taining RNA) molekul, které obsahuji
telomerové repetice UUAGGG na svém
3’-konci a podileji se na regulaci telo-
merové homeostazy [39]. Vzhledem
k tomu, Ze az 85 % lidskych nadoru pre-

Tab. 1. Spojitost vybranych IncRNA a charakteristickych znakt rakoviny (hallmarks of cancer).

Charakteristicky znak IncRNA Efekt Reference
HOTAIR aktivace androgenového receptoru [23]
zvysena proliferace
CCAT1 aktivace Myc drahy [52]
nedostatec¢na suprese rlstu LED posiluje tumor supresorovou aktivitu; snizend exprese v nadorech [53]
rezistence bunécné smrti LINC00460 inhibuje apoptdzu a podporuje progresi kolorektalniho karcinomu [54]
replika¢ni nesmrtelnost TERRA mozny negativni regulator telomeraz [40]
angiogeneze PVT1 aktivuje drahu STAT3/VEGFA, podporujici angiogenezi [55]
o MALAT1 ovliviiuje prometastatické geny; zvysena hladina pfi metastazach [1]
metastazovani
HOTAIR zvy$end hladina, horsi prognéza
genova nestabilita NORAD pfispiva ke genomové stabilité [56]
zanét a unikani imunitni odpovédi  NKILA zvysena hladina koreluje se zvysenou bunéc¢nou smrti T lymfocyt( [57]
zménény metabolizmus MEG3 pozméniuje energeticky metabolizmus aktivaci p53 [58]
IncRNA - dlouhé nekddujici RNA
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Tab. 2. Vybrané studie pro validaci IncRNA jako biomarkeru.

IncRNA Onemocnéni
HOTAIR kolorektalni karcinom
HOTAIR karcinom jicnu
HOTAIR karcinom Zaludku
HOTAIR karcinom Zaludku
PCA3 karcinom prostaty
PCA3 karcinom prostaty
PCA3 karcinom prostaty
MALAT1 karcinom zaludku
MALAT1 nemalobuné¢ény karcinom plic
MALAT1 prsni karcinom

IncRNA - dlouhé nekddujici RNA

kond replikacni limit dany délkou telo-
mer (tim, ze reaktivuji expresi enzymu
telomeraza), jevi se regula¢ni role TERRA
IncRNA jako zasadni [7]. Sampl et al zjis-
tili, Ze expresni hladina TERRA negativné
koreluje s malignitou gliom [40]. Pfesnd
role TERRA jakozto negativniho regula-
toru telomerdaz in vivo v3ak stale zGstava
nejasna [41]. V tab. 2 jsou uvedeny pfi-
klady studii vyuzivajicich pocetnéjsi sou-
bory klinickych vzorkl pro validaci riiz-
nych druhl IncRNA.

Metody detekce

V soucasné dobé existuje pouze jeden
IncRNA test schvaleny pro klinickou dia-
gnostiku, a to vyse zminény PCA3 test
(s ndzvem Progensa PCA3 Assay) od
firmy Hologic, vyuzivany pro diagnostiku
karcinomu prostaty. Detekce probiha
v moci po masazi per rectum, aby doslo
k uvolnéni bunék prostaty. Mo¢ je na-
sledné modifikovana pfidanim média,
které lyzuje uvolnéné bunky a stabilizuje
RNA. Princip samotného testu spociva
v hybridizaci cilové RNA na povrch mag-
netickych kuli¢ek, které slouzi pro sepa-
raci cilové RNA. Déle probéhne reverzni
transkripce pomoci prvni sady primer(
a RNA amplifikace pomoci dalsi sady pri-
merQ. Dochazi tedy nejprve k prepisu
IncRNA do komplementarni DNA (com-
plementary DNA — cDNA) a déle k jeji am-
plifikaci pomoci DNA dependentni RNA
polymerdzy T7.V zavéru jsou RNA am-
plikony detekovany pomoci chemilumi-

Velikost souboru

157 35
156 -
300 60
1169 -
1913 =
721 18
633 29
150 26
225 60
509 -

niscen¢né znacené DNA sondy komple-
mentarni k RNA. Kvantifikace se provadi
méfenim intenzity produkovaného za-
feni a jejim porovnanim s referenénimi
vzorky, které jsou soucasti diagnostické
sady. Dany produkt je nabizen v lehce
obménéné verzi specificky i pro PSA. Obé
laboratorni stanoveni se tedy daji prova-
dét soucasné, a je tak mozné PCA3 hod-
noty vztahnout k hladiné PSA [42].

PCA3 je mozné detekovat také po-
moci klasické imunoenzymatické me-
tody (enzyme-linked immuno sorbent
assay — ELISA). Tuto mozZnost komeréné
nabizi spole¢nost MyBioSource pod na-
zvem PCA3 ELISA Kit. Ten je oviem ur-
ceny pouze pro vyzkumné Ucely a nema
opravnéni pro pouziti v klinické dia-
gnostice. Princip metody vychazi z kla-
sické sendvicové ELISA. PCA3 je zachy-
cena pomoci PCA3-specifické protilatky
a poté oznacena dalsi specifickou pro-
tildtkou konjugovanou s kifenovou pe-
roxiddzou. Na zdkladé enzymatické
reakce peroxidazy se substratem vznika
barevny produkt, ktery je kvantifikovan
mérenim absorbance pfi 450 nm [43].

| ostatni vyvijené metody jsou uréené
pouze pro vyzkumné ucely, obvykle se
jedna o modifikaci metod pro detekci
dlouhych RNA obecné, i kdyz ne véechny
jsou pouzitelné. Nékteré z nich urc¢ené
pro izolaci, identifikaci nebo nespeci-
fickou amplifikaci mRNA napf. vyuZivaji
pfitomnosti poly(A) konce na 3’-konci
mRNA. Vzhledem k tomu, Ze ne viechny

Doba trvani (mésice)

Stat (rok) Reference
Ceska republika (2014) [59]
Cina (2013) [60]
Japonsko (2014) [61]
Cina (2014) [62]
USA (2012) [63]
Nizozemsko (2010) [64]
Japonsko (2013) [65]
Japonsko (2014) [61]
Némecko (2003) [66]
Itdlie (2018) [67]

IncRNA nesou poly(A) konec [44], mUze
tak pfi vysokokapacitnich analyzach do-
chazet k zatizeni velkymi chybami. Tech-
nologie sekvenovani nové generace pfi-
tom casto vyuziva zachyt mRNA pomoci
poly(T) oligonukleotidd. Spole¢nost No-
vogene [45] tak nabizi protokol a rea-
gencie k vytvareni knihoven a sekvenaci
profil IncRNA a firma Roche pod ozna-
¢enim SeqCap IncRNA probes [46] na-
bizi doplriikové sondy IncRNA pro kom-
pletni profilaci celého transkriptomu.
Oproti tomu spole¢nost lllumina v rdmci
standardniho protokolu vyuziva metodu
pfipravy sekvenéni knihovny z depleto-
vané RNA (celkové RNA zbavené ribozo-
malni RNA), a tudiz nedochézi ke ztraté
informace o IncRNA bez poly(A) koncu.
Tento postup tedy umoznuje celkovou
analyzu IncRNA profilu bez nutnosti po-
fizeni dodatecnych reagenci nebo ob-
mény protokolu [47].

Dalsi metodou z klasického portfo-
lia pro studium mRNA je polymerazova
fetézova reakce s reverzni transkripci.
Touto metodou nejprve dochazi k pre-
pisu RNA do cDNA a ta je nasledné am-
plifikovana. V redlném case je zazna-
mendvan narGst fluorescence, ktery
koresponduje s mnozstvim DNA ve
vzorku. Nékteré spolec¢nosti vyvinuly
reagencie pro piepis do cDNA pomoci
univerzalnich poly(T) primer(, které se
vazou na poly(A) konce. Tento pfistup
je pro komplexni analyzu IncRNA ne-
vhodny, da se ovsem modifikovat jed-
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RNA extrakce

elektrochemické
méreni ~

hodnoceni pouhym
okem

izotermalni amplifikace
s biotinylovanym dUTP

,
\\

HOTAIR

=

magneticka izolace a
precisténi amplikonl

vt

vazba streptavidin-HRP
a streptavidinovych
magnetickych kuli¢ek

5N

> HRP

Streptavidin
B

streptavidinové magnetické
kulicky

Obr. 2. Schéma kolorimetrické a elektrochemické detekce HOTAIR kombinujici izotermalni amplifikace IncRNA, vazbu amplikonti na
magnetické kulicky a enzymatickou reakci zprostiedkovanou HRP. TMB jakozZto substrat pro HRP je detekovan volnym okem nebo
citlivéji elektrochemicky. Upraveno z [58], se svolenim Royal Society of Chemistry.

HRP - kienova peroxiddza, TMB - tetrametylbenzidin

noduchou kombinaci poly(T) primert
a tzv. random hexamers (vyuzivanych
v nespecifické reverzni transkripci). Tuto
vylepsenou a zjednodusenou variantu
pro studium IncRNA nabizi nap¥. spolec-
nost BioRad [48].

Klasickou metodou pro kvantifikaci
IncRNA in situ je i fluorescencni in situ
hybridizace (FISH), kterd vyuziva fluo-
rescencni hybridiza¢ni sondu komple-
mentérni ke studované IncRNA a umoz-
nuje kvantifikaci a lokalizaci pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu. Firma LGC
Biosearch Technologies nabizi sadu rea-
gencii pod nazvem Stelaris® RNA FISH
a fluorescen¢né znacené sondy pro
nejcastéji studované IncRNA v¢. moz-
nosti znaceni rlznymi fluorofory pro
simultdnni detekci vice biomolekul
soucasné [49].

Dalsi moznost kvantifikace IncRNA
predstavuje elektrochemie, kterd nabizi
relativné levné a nendrocné pfistrojové
vybaveni, moznost miniaturizace a pa-
ralelniho méfeni. Zajimavym pfikladem

je elektrochemicky biosenzor zalozeny
na izotermalni amplifikaci s dUTP zna-
¢enym biotinem [50]. Amplikony byly
pfes vazbu streptavidin-biotin navazany
na streptavidinové magnetické kulicky
a zaroven oznaceny peroxidazou kon-
jugovanou s biotinem (obr. 2). Vysledny
komplex byl inkubovan s tetrametyl-
benzidinem, jehoz oxidovany produkt
vykazuje modré zbarveni pozorova-
telné pouhym okem. Autofi kvantifiko-
vali HOTAIR IncRNA spektrofotometricky
pfi 652 nm a paralelné i elektrochemicky
pomoci chronoamperometrie. Metoda
byla vyvinuta na ovaridlnich nadorovych
liniich a validovéna na vzorcich plazmy
od tii pacientek s epitelidlnim ovaridl-
nim karcinomem a dvou benignich kon-
trol. Jesté novéjsi je biosenzor pro de-
tekci INcRNA MALAT1 pomoci zlatych
nanocastic, polyamid-aminu, detekcni
sondy a peroxidazy [51]. Autofi zde de-
monstrovali pouziti biosenzoru na ja-
ternich nadorovych liniich, avSak pouzili
vzorky krevni plazmy pouze pro hledani

pfipadnych interferenci s detekéni me-
todou pfidavkem syntetické molekuly
MALAT1 do vzorkl plazmy.

Zaveér

Pfitomnost, a tudiz snadnd detekovatel-
nost IncRNA nejen v tkéanich, ale pfede-
vsim v télnich tekutinach nabizi moZnost
sirokého vyuziti IncRNA jako prognostic-
kého a prediktivniho biomarkeru. Velké
mnozstvi IncRNA skyta obrovsky po-
tencidl k diagnostickému vyuziti, avsak
dobie prostudovanych mechanizmi pU-
sobeni a funkci IncRNA je doposud ob-
jasnéno jen nékolik set. Diky tkanové
specificité hladin IncRNA Ize vybrat
vhodné kandidaty pro v¢asny zachyt
onkologickych onemocnéni i pro dopl-
néni panelu jiz existujicich biomarkert
za Ucelem zpiesnéni diagnostiky. V po-
slednich letech se provadéji zejména
meta-analyzy kombinujici vysledky jed-
notlivych studii, hledajici na zdkladé
chovéni nadoru vhodny biomarker pre-
dikujici jeho vlastnosti. | pres dullezitost
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IncRNA bude pro jejich zafazeni mezi kli-
nicky relevantni biomarkery dllezité vy-
vinout spolehlivé metody jejich detekce
a prokazat, ze hladiny studovanych In-
cRNA skutec¢né koreluji s karcinogenezi,
prognézou nebo rekurenci nadorového
onemocnéni.
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