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Souhrn

Vychodiska: MikroRNA (miRNA) jsou jednou ze skupin kratkych nekoédujicich RNA, které na
posttranskrip&ni Urovni reguluji genovou expresi. Jsou zapojeny do klicovych bunéénych pro-
cesl a podileji se na vzniku a progresi mnohych onemocnéni. Hladiny miRNA mohou odrazet
fyziologicky stav organizmd, a proto jsou v ramci biomarkerovych studii analyzovany jejich
expresni profily. Diky svym vlastnostem se jevi jako slibné diagnostické, prognostické a pre-
diktivni biomarkery nadorovych onemocnéni. Nedavné studie poukazuji na existenci sekvenc-
nich variant miRNA, tzv. izomiRs, které se od anotovanych miRNA lisi pozménénou sekvenci
v dlsledku posttranskripénich modifikaci. Tyto izomiRs mohou vykazovat vy3si zastoupeni nez
nékteré kanonické miRNA. Blizsi studium izomiRs odhaluje jejich nendhodnou distribuci i od-
lisné biologické vlastnosti a poukazuje tak na mozny biologicky vyznam modifikaci sekvence.
Pritomnost izomiRs mUze také zasadné ovliviovat vysledky biomarkerovych studii. V sou¢asné
dobé je pozornost zaméfena na jejich mozny klinicky vyznam. Cil: Cilem této prace je poskyt-
nout prehled soucasnych poznatkt o sekvencnich variantach miRNA. V praci jsou popsany me-
chanizmy vzniku izomiRs a vliv heterogenity v sekvenci na stabilitu, funkci a analyzu miRNA.
Prostor je vénovan také roli izomiRs v biomarkerovych studiich.
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Summary

Background: MicroRNA (miRNA) are a class of short non-coding RNAs that regulate gene ex-
pression at the posttranscriptional level. They are involved in key cellular processes and de-
velopment as well as progression of many diseases. Their levels reflect the physiological state
of organisms; therefore, the expression profiles of these molecules are analyzed in biomarker
studies. Due to their properties, miRNA appear to be promising diagnostic, prognostic and
predictive biomarkers of cancer. Recent studies indicate the existence of sequence variants in
miRNA, so-called isomiRs, which differ from the annotated miRNAs by altered sequences due to
posttranscriptional modifications. These isomiRs may have a higher abundance than canonical
miRNA. The characterization of isomiRs reveals their regulated distribution and different bio-
logical properties and thus suggest the possible biological significance of the modifications.
The presence of isomiRs can also significantly affect the results of biomarker studies. Currently,
the research is focused on their possible clinical significance. Purpose: The aim of this review is
to provide an overview of current knowledge about sequence variants in miRNA. The review
summarizes the mechanisms of isomiRs biogenesis and describes the effects of sequence he-
terogeneity on miRNA stability, function and analysis. Subsequently, the role of isomiRs in bio-
marker studies is discussed.
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VZNIK A VYZNAM SEKVENCNICH VARIANT MIKRORNA V KANCEROGENEZI

Uvod

MikroRNA (miRNA) jsou skupinou krat-
kych nekoédujicich RNA, které se podi-
leji na posttranskripéni regulaci genové
exprese. Tuto funkci zprostifedkova-
vaji diky komplementarité k neprekla-
danym oblastem na 3’ konci mRNA, ke
kterym navadéji efektorovy komplex
zvany miRISC. Samotny komplex miRISC
tvori kromé miRNA také riizné proteiny,
z nichz nejvyznamnéjsi jsou argonau-
tové (Ago) proteiny. Regulace se v zavis-
losti na stupni komplementarity maze
uskutecnovat dvéma mechanizmy, kte-
rymi jsou degradace mRNA nebo represe
translace. MikroRNA se uplatnuji v sig-
nalnich drahach asociovanych s vyznam-
nymi bunéénymi procesy, jakymi jsou
proliferace, diferenciace ¢i apoptdza [1].
Doposud bylo popséno 2 654 lidskych
maturovanych miRNA a sekvence je-
jich kanonickych forem jsou anotovany
v databdzi miRBase [2]. Deregulace hla-
din specifickych miRNA jsou asociovany
s konkrétnimi onemocnénimi, a proto
jsou expresni profily miRNA v rdmci bio-
markerovych studii analyzovany za uce-
lem blizsi charakterizace a molekuldrni
klasifikace nadort [3], uréeni prognézy
onemocnéni [4] nebo predikce odpo-
védi na konkrétni lécbu [5]. Pokrok v ob-
lasti analyzy miRNA, zejména implemen-
tace metod sekvenovani nové generace,
vedly ke zjisténi, Ze pfislusné miRNA ne-
jsou zastoupeny pouze kanonickou for-
mou, ale také dalSimi sekvencnimi va-
riantami. Tyto sekven¢ni varianty zvané
izomiRs se od kanonickych miRNA lisi
v primarni struktufe a vznikaji posttran-
skrip&nimi Upravami nebo nepfesnym
Stépenim v prabéhu maturace [6]. Jejich
variabilita spociva obvykle v adici ¢i de-
leci 1-2 nukleotidd [7]. O vyznamu izo-
miRs vypovida jejich relativné vysoké za-
stoupeni, které se lisi v zavislosti na typu
tkané a vyvojovém [8] ¢i fyziologickém
stavu dané tkané [9].

Sekvencni varianty miRNA
(izomiRs)

Klasifikace izomiRs zatim neni oficidlné
sjednocena, avsak autofi praci zabyvaji-
cich se touto problematikou se shoduji
v jejich rozdéleni na templatové a ne-
templatové izomiRs. Zatimco u templa-
tovych izomiRs dochazi ke zméné pouze

v délce sekvence, v pripadé netempla-
tovych izomiRs nemusi sekvence dané
varianty plné odpovidat sekvenci koé-
dované v genomu. Pro charakterizaci
izomiRs je déle zésadni stanoveni, zda
se variabilni nukleotidy nachdazeji na
3’ konci, 5" konci nebo uvnitf sekvence.
Castéjsi je vyskyt 3’ variant [10], coz je
pravdépodobné dlsledkem odlisnych
tlakll na konzervovanost 3’ a 5’ konce.
Zachovani sekvence 5’ konce souvisi se
specifitou dané miRNA, protoze se v této
oblasti nachazi tzv. seed sekvence, ktera
je klicova pro komplementaritu ke spe-
cifické mRNA [11]. Dal$im aspektem po-
dilejicim se na vyssi konzervovanosti
5" konce mize byt uspofadani a vazba
domén Ago protein{. Zatimco 5" konec
je ucinnéji chranén pred plsobenim
exonukleaz diky pevné vazbé MID do-
mény Ago proteinu, 3’ konec s navaza-
nou PAZ doménou podléhd stépeni exo-
nukledzami snéze [10,12]. Samotné Ago
proteiny na 5’ konci navic preferuji kon-
krétni baze nukleotidll a zména v sek-
venci 5"konce se tak projevi na efektivité
vazby k Ago proteinim a zaclenéni do
miRISC komplexu [12].

Mechanizmy vzniku izomiRs

Pro vznik izomiRs bylo popsano néko-
lik mechanizmd, které probihaji na post-
transkrip¢ni Urovni. Templatové izomiRs
vznikaji predevsim nepfesnym Stépe-
nim prekurzord miRNA endonukleé-
zami Drosha a Dicer [13,14], které se pfi
kanonické biogenezi pfirozené podi-
leji na maturaci miRNA [15,16]. Hetero-
genita konctl miRNA ma castéji pavod
v nepfesném $tépeni Dicerem [17]. Sté-
peni Dicerem je presné, pouze pokud se
ve vzdélenosti dvou nukleotidd od mista
$tépeni nachdazi jednofetézcovd sek-
vence tvofici strukturu vldsenky ¢i vy-
duté. V opacném piipadé dochazi na-
sledkem nepresného stépeni ke vzniku 5’
variant [18]. Heterogenita sekvenci je vy-
svétlovana také pfitomnosti asymetric-
kych strukturnich motiv(, které obvykle
zvétsuji rozsah stépeni miRNA [14]. Vy-
znamnou roli hraje dale dsRNA vazebny
protein TRBP, ktery m{ize ménit misto
Stépeni Dicerem [19]. IzomiRs vznikaji
i v pribéhu alternativni biogeneze, ktera
se vyznacuje maturaci miRNA neza-
visle na $tépeni Droshou nebo Dicerem.

V tomto pfipadé dochazi k nepfesnému
zkraceni prostfednictvim nezndmé 5'-3’
exonukledzy a RNA exozomu [20] nebo
Ago?2 proteinu s ribonukledzovou akti-
vitou [21]. Na vzniku templatovych izo-
miRs se dale podileji exonukledzy, které
stépi fosfodiesterové vazby nukleovych
kyselin a zkracuji prfedevsim 3’ konec
miRNA [22]. Za vznikem netempldto-
vych izomiRs stoji predevsim nukleoti-
dyltransferazy, které ke 3" konci pfipojuji
nukleotidy s adenylovymi ¢i uracilovymi
bazemi. Doposud byla schopnost modi-
fikovat miRNA popsana u sedmi lidskych
nukleotidyltransferaz [23]. Dalsi skupi-
nou enzymu podilejicich se na vzniku ne-
templatovych izomiRs jsou RNA edita¢ni
enzymy ADAR a CDAR. Zajistuji prede-
v$im zaménu adeninu za guanin a cyto-
sinu za uracil u prekurzorovych i matu-
rovanych miRNA a ddvaji tak vzniknout
tzv. substitu¢nim izomiRs [6,10]. Jednot-
livé mechanizmy vzniku izomiRs v pri-
béhu maturace shrnuje obr. 1.

Vliv modifikaci na biologické
vlastnosti miRNA

Konkrétni modifikace v sekvenci miRNA
se projevuji na jejich biologickych vlast-
nostech a ovliviuji i samotny pribéh
maturace. Zadména nukleotid zpUso-
bend pusobenim edita¢nich enzym(
vede ke zméné v pérovacich vlastnos-
tech a zméné struktury prekurzoro-
vych miRNA, coz mize snizit efektivitu
zpracovani endonukledzami Drosha
a Dicer [24,25]. Nukleotidyltransferazy
prostfednictvim uridylace méni velikost
presahu 3’'konce, ktery je klicovy pro ro-
zeznani prekurzoru Dicerem. V zavislosti
na velikosti uridylovaného pfesahu do-
chazi disledkem této modifikace ke zvy-
eni ¢i snizeni efektivity zpracovani pre-
kurzoru [26,27]. Heterogenita 5’ konce
muze vést ke zméné termodynamické
stability miRNA duplexu a tim ovlivnit
vybér fetézce, ktery bude zaclenén do
RISC komplexu [13]. Modifikace se pro-
jevuji také na distribuci miRNA. Bylo po-
zorovano, Ze adenylované miRNA zlsta-
vaji uvnitf bunky, a naopak uridylované
miRNA jsou ve vy3si mife sekretovany,
obvykle formou exozom{ [28]. Bylo také
pozorovano, ze se jednotlivé izoformy
dané miRNA lisi ve stabilité. Vysvétlenim
je skutec¢nost, ze konkrétni sekvencni
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Obr. 1. Mechanizmy vzniku izomiRs v priibéhu maturace.

A - adenin, ADAR/CDAR - edita¢ni enzymy, AGO/AGO 2 - argonautové proteiny, Dicer/Drosha — endonukleézy, izomiRs — sekven¢ni va-

rianty miRNA, U — uracil
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motivy jednotlivych miRNA jsou jed-
nim z faktor( urcujicich stabilitu miRNA
a jakakoliv sekvencni zména v téchto
motivech mlze ovlivnit jejich stabi-
litu [29,30]. Vyznamny je pozitivni vliv
adenylace, kterd chrani 3’ konec variant
pfed plsobenim exonukleadz [31]. Uri-
dylace 3" koncl naopak pusobi jako de-
gradacni signdl [32]. Heterogenita v sek-
venci se projevuje také na funkci miRNA,
a to zejména nachazi-li se variabilni nuk-
leotid v oblasti 5" konce a seed sekvence.
Zavaznost zmény v repertodru cilovych
mMRNA se u 5’ variant lisi v zavislosti na
tom, do jaké miry se u konkrétni inter-
akce s mRNA uplatiiuje centralni pa-
rovani [33], které probiha mezi 4. a 15.
nukleotidem a nahrazuje funkci seed
sekvence [34]. Byly pozorovany pfi-
pady, kdy na zménu v repertodru mély
vliv i modifikace 3" konce [35]. Pfestoze
izomiRs cili na odlisné mRNA, casto re-
guluji stejné signalni drahy jako jejich
kanonické formy [36]. Zmény v sekven-
cich dale ovliviuji volbu vazby k jed-
nomu ze ¢ty typt Ago proteint [37,38],
pficemz jednotlivé typy se mohou lisit
s ohledem na schopnost ribonuklea-
zové aktivity [39], zastoupeni v jednot-
livych tkanich [40] a jak studie nazna-
Cuji, tak i specifitou regulace signalnich
drah [41].

Analyza izomiRs

Pro studium izomiRs se obvykle vyu-
Zivaji stejné pfistupy, jaké se uplatiuji
pfi analyze kanonickych miRNA. Mezi
bézné pouzivané metody patfi kvantita-
tivni PCR (qPCR) a dale vysokokapacitni
pfistupy, jako microarrays a PCR arrays.
Viechny zminéné metody jsou zalozeny
na hybridizaci, vyzaduji tedy pfedchozi
znalost cilové sekvence. Pouziti téchto
metod, zejména qPCR, se pfi analyze
izomiRs vyznacuje urcitymi limitacemi,
které jsou dany vysokou vzajemnou po-
dobnosti sekvenci [42,43]. Pro prede-
pfitomnosti variant jsou v poslednich le-
tech bézné pouzivané metody modi-
fikovany za ucelem zvyseni specificity.
Napf. pouziti nové vyvijené modifikace
PCR, tzv. dumbbelPCR (dbPCR), slibuje
detekci specifickych izomiRs. Metoda
dbPCR vyZzaduje 3"i 5" komplementaritu
primerQ a tim dosahuje vyssi pfesnosti

a lepsiho rozliseni jednotlivych izomiRs
nez bézné gPCR platformy [44]. OdIis-
nym pfistupem je sekvenovani nové ge-
nerace, které umoznuje analyzovat nuk-
leové kyseliny bez pfedchozi znalosti
sekvence. Tento pfistup umoziuje de-
tekci vSech izoforem a podava tak nej-
presnéjsi informace o zastoupeni jed-
notlivych izomiRs [45].

Pokud je existence izomiRs opomi-
jena, mlze vést k chybné interpretaci
vysledkl studii zamérenych na charak-
terizaci expresnich profild miRNA [46].
Pri bioinformatickém zpracovani sekve-
nacnich dat byvaji ¢asto jednotlivé izo-
formy pfifazeny pod nazev jejich ka-
nonické formy, ¢imz dochazi ke ztraté
informaci o zastoupeni izomiRs [47]. DU-
sledkem mohou byt netspésné validace
ziskanych dat [48] a rozdilné vysledky
nezavislych studii [42]. Pro validaci sek-
venacnich dat se obvykle vyuziva ana-
lyza pomoci qPCR. Podobné jako ostatni
hybridiza¢ni metody, qPCR vsak byva
navrzena pro detekci pouze kanonic-
kych miRNA. V téchto pfipadech sice
dochazi i k detekci sekven¢nich variant,
avsak s odlisnou efektivitou, a pokud
sekvenc¢ni zmény neumoznuji ucin-
nou hybridizaci navrzenych oligonuk-
leotid(, jsou jejich hladiny podhodno-
ceny [42,46,49]. Je-li kanonicka varianta
zastoupena jen minoritné, maze dojit az
k selhani detekce dané miRNA a v di-
sledku toho i k neldspésné validaci [50].
Ziskani presnéjsich informaci o zastou-
peni miRNA jiz pfi bioinformatickém
zpracovani sekvenacnich dat nabizi né-
které z bioinformatickych nastroj,
které klasifikaci izomiRs umoznuji [51-
55], problémem je v3ak chybéjici kon-
senzus tykajici se parametr( téchto
nastrojl [56].

Klinicky vyznam izomiRs

Diky vysoké cetnosti vyskytu nékterych
izomiRs se zacina obracet pozornost na
jejich zastoupeni pii identifikaci a vali-
daci potencidlnich biomarker(. Recentni
studie ukazuji, ze analyza specifickych
izomiRs mUze o fyziologickém stavu po-
skytovat pfesnéjsi informace nez jejich
kanonické varianty. Hinton et al pfi vy-
uziti NGS pristupu detekovali vedle ka-
nonickych variant také izomiRs, které
umoznovaly presnéjsi charakterizaci di-

ferenciace bunék [57]. V pfipadé nado-
rovych onemocnéni bylo pozorovano,
ze v nadorové tkani mlze prevazovat
jinad izomiR, nez je tomu u tkané nena-
dorové. Toto pozorovani vedlo k zavéru,
ze specifické izomiRs mohou predsta-
vovat vhodnéjsi biomarkery nez jejich
kanonické formy, a to zejména v pfi-
padech, kdy jsou kanonické miRNA za-
stoupeny minoritné [48]. Jednou z pfi-
¢in rozdilného zastoupeni jednotlivych
izoforem miRNA mezi tkdanémi muze
byt pfitomnost miRNA modifikujicich
enzymu v téchto tkanich. Popsana byla
napf. zména hladin nukleotidyltransfe-
raz ve tkani nadord prostaty [23] a RNA
edita¢nich enzym0 u melanom [58].
Studie Watahikiho et al z roku 2011 byla
jednou z prvnich praci naznacujicich
diagnosticky potencial izomiRs, jejichz
exprese se lisila mezi tkdni metastaz
a primarnich nadord prostaty na xeno-
graftnim mysim modelu [59]. Koppers
Lalic et al docilili pomoci izomiRs vy3si
specifity pfi neinvazivni detekci kar-
cinomu prostaty z moci. Zatimco va-
lidace kanonickych variant miR-21,
miR-375 a miR-204 pomoci qPCR ne-
potvrdila diagnosticky potencidl téchto
miRNA, pfi detekci konkrétnich 3’ izo-
miRs bylo mozné rozlidit pacienty od
kontrolni skupiny se senzitivitou 72,9 %,
specificitou 88 % a AUC 0,866 [48].
Zhang et al identifikovali na zakladé sek-
venacnich dat dostupnych z databaze
TCGA izomiRs, jejichz hladiny byly vy-
znamné deregulované u invazivniho
karcinomu prsu. Skala téchto sekvené-
nich variant prislusné miRNA umozno-
vala rozlisit nddorovou tkan od nenddo-
rové za vyssi hodnoty AUC nez pfi vyuziti
samostatnych kanonickych miRNA [60].

Prognosticky vyznam izomiRs je de-
monstrovan na sekvencnich variantach
miR-200b. Editovand varianta miR-200b
se lisi od kanonické formy schopnosti
podporovat bunécnou invazi a mig-
raci diky snizené schopnosti tlumit ex-
presi genl ZEB1 a ZEB2. Na rozdil od ka-
nonické miR-200b tato varianta také
negativné reguluje nadorovy supresor
LIFR [61]. Zatimco kanonicka forma miR-
-200b je asociovéna s delsim celkovym
prezitim pacientd [62], vy3si hladiny edi-
tované miR-200b indikuji kratsi celkové
preziti [61].
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Na vyuziti izomiRs pfi klasifikaci nadord
se zamérfuje prace Telonise et al z roku
2017. Ze studie vyplyva, Ze na zakladé
pfitomnosti ¢i nepfitomnosti 7 466 izo-
miRs a MiRNA (tzv. binarnich profil()
v dané tkéni Ize efektivné klasifikovat na-
dory do 32 t¥id dle TCGA (The Cancer Ge-
nome Atlas) s primérnou senzitivitou
90 % a mirou fale3nych objevu (false dis-
covery rate — FDR) 3 %. Autofi déle po-
zorovali, Ze vybrané miRNA generovaly
sekvencni varianty jen u urcitych typud na-
dorovych onemocnéni, napf. miR-9 byla
vyrazné zastoupena sekvenc¢nimi varian-
tami pouze u low-grade gliom( [63].

Zaveér

Praci zaméfujicich se na sekven¢ni va-
rianty miRNA v soucasné dobé vy-
znamné pribyva a ukazuje se, Ze analyza
izomiRs predstavuje vice informativni
pfistup jak v biomarkerovych studiich,
tak v pracich zamérenych na studium
role miRNA v kancerogenezi. Komplikaci
stale zlstava volba platformy, ktera by
umoziovala detekci jednotlivych variant
se stejnou efektivitou. V této oblasti byl
vSak zaznamenan pokrok a dochazi k vy-
voji novych ¢i modifikovanych metod
detekce miRNA a bioinformatickych na-
stroju. Pro srovnatelnost vysledkd studii
vsak bude nutné parametry pro detekci
a klasifikaci izomiRs sjednotit.
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