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Abstrakt

Uvod: MikroRNA (miRNA) jsou malé nekodujici jednofetézcové RNA podilejici se na inhibici
genové exprese na posttranskripcni urovni, ¢imz ovliviiuji fizeni vSech bunéénych funkci.
Jejich dysregulace se podili na patogenezi onemocnéni, véetné revmatickych. MiRNA se
mohou vyskytovat i extracelularné v t€lnich tekutinach, ¢imz predstavuji nadéjny diagnosticky
a prognosticky ukazatel. Cilem prace bylo analyzovat expresi miRNA jako potencidlnich
biomarkert stadia a aktivity nemoci a predikci terapeutické odpovédi u dvou nejéastéjsich

zéanétlivych revmatickych onemocnéni: spondyloartritidy (SpA) a revmatoidni artritidy (RA).

Vysledky: Prokazali jsme odliSnou expresi cirkulujicich miRNA u pacientd se SpA, které se
lisily podle zavaznosti axialniho postizeni a/nebo korelovaly s aktivitou nemoci. Mira poklesu
cirkulujici miR-145 v plazmé po 3 mésicich 1écby TNF inhibitory u pacientli s ankylozujici
spondylitidou predikovala dobrou terapeutickou odpovéd’ a dosazeni nizké aktivity nemoci po
roce 1é¢by. Hladiny cirkulujici i bunééné miR-125b v perifernich mononuklearnich buiikach
(PBMC) byly u nelécenych pacientil s casnou RA nizsi v porovnani se zdravymi kontrolami a
stoupaly po zahéjeni terapie. Exprese miR-125 v PBMC u téchto pacientl pfed zahdjenim 1écby
odliSovala pacienty s (ne)dostatecnou terapeutickou odpovéedi. Déle jsme zjistili vySsi expresi
miR-451 v PBMC u jedinct s artralgiemi v riziku rozvoje RA, ktera snizenim proteinové

exprese prozanétlivého CXCL16 pravdépodobné oddaluje manifestaci RA.

Zavér: Nase vysledky podporuji vyuziti cirkulujicich i bunéénych miRNA jako biomarkert
korespondujicimi se stadiem a aktivitou nemoci a prediktorti terapeutické odpovédi u

vybranych zanétlivych revmatickych onemocnéni, véetné jejich nejcasnéjsich fazi.

Kli¢ova slova: miRNA, biomarker, axialni spondyloartritida, revmatoidni artritida



Abstract

Background: MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding single-stranded RNAs involved in
the posttranscriptional inhibition of gene expression and thereby regulating all cellular
functions. Their dysregulation contributes to the pathophysiology of many diseases, including
rheumatic diseases. MiRNAs can also be found extracellularly in body fluids and represent
promising diagnostic and prognostic biomarkers. Our study aimed to investigate miRNAs as
biomarkers of stage and activity and predictors of therapeutic response of two most common

inflammatory rheumatic diseases: spondyloarthritis (SpA) and rheumatic arthritis (RA).

Results: We found several circulating miRNAs differentially expressed in SpA patients
reflecting the severity of axial involvement and/or disease activity. The decrease in circulating
miR-145 in plasma of patients with ankylosing spondylitis 3 months of anti-TNF therapy
predicted a good therapeutic response and low disease activity after a year of therapy.
Circulating and intracellular expression of miR-125b in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) was lower in treatment-naive patients with early RA than in healthy controls. Baseline
expression of miR-125 in PBMC predicted a (non)adequate therapeutic response. We also
found the increased expression of miR-451 in PBMC in individuals with arthralgia at risk of
developing RA that subsequently reduced the expression of proinflammatory CXCL16,
probably aiming to delay the development of RA.

Conclusion: Our data support the use of circulating and cellular miRNAs as biomarkers of the
stage and activity of the disease and as predictors of therapeutic response in inflammatory

rheumatic diseases, including their earliest phases.

Key words: miRNA, biomarker, axial spondyloarthritis, rheumatoid arthritis
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1. UVOD

MiRNA jsou jednoietézcové RNA o velikosti ptiblizné 22 nukleotidl patiici do skupiny malych
nekoédujicich RNA. Podileji se na tlumeni genové exprese na posttranskripéni urovni pfi
procesu tzv. RNA interference (Filipowicz et al., 2008). V zavislosti na komplementarité vazby
mezi miRNA a cilovou mRNA dochazi v ramci inhibi¢niho komplexu RISC (RNA-induced
silencing complex) bud’ ke Stépeni, nebo destabilizaci mRNA, piipadné k inhibici translace.
Kazda miRNA mize ovliviiovat expresi nékolika gent a predpokladé se, ze vice nez 50 %
lidskych gent je ovliviiovano alespon jednou miRNA (Iorio and Croce, 2012). Tim, jak miRNA
reguluji genovou expresi, zasahuji prakticky do vSech buné¢nych procesi véetné bunécné
proliferace, diferenciace a apoptozy (Esteller, 2011), jejich dysregulace se podili na

patofyziologii fady onemocnéni, v€etné revmatickych.

MiRNA se vyskytuji nejenom uvnitt bunék, ale byly objeveny i extracelularné. Ptitomnost
téchto tzv. cirkulujicich miRNA byla postupné popséna v séru, plazm¢ a dalSich télnich
tekutinach (Chen et al., 2008, Weber et al., 2010). Inkorporace v mikropartikulich nebo
asociace s proteiny vazajici RNA (AGO2, nucleophosmin 1), pfipadné s lipoproteinovymi
komplexy (HDL, LDL) zajistuje cirkulujicim miRNA ochranu pied vSudyptitomnymi
RNézami a vysokou stabilitu. Navic cirkulujici miRNA mohou byt v in vitro prostfedi
vychytavany dal$imi buiikami a mohou regulovat expresi genil i u vzdalenych bunék. Podileji
se tak na mezibunécné komunikaci (Kosaka et al., 2010, Creemers et al., 2012, Cocucci et al.,
2009). Znacna stabilita a jejich relativné snadné dostupnost z télnich tekutin déla z cirkulujicich
miRNA potenciondlni diagnostické a prognostické biomarkery fady onemocnéni, vcéetné
autoimunitnich (Zeng et al., 2014). V poslednich letech probiha také vyzkum novych 1€kt na
bazi miRNA s vyuzitim pro riznd onemocnéni, zejména rakovinné povahy (Rupaimoole and

Slack, 2017).

Spondyloartritidy (SpA) ptedstavuji skupinu chronickych zanétlivych onemocnéni postihujici
axialni skelet (patef, sakroiliakdlni skloubeni), periferni klouby, enteze a maji fadu
mimokloubnich projevii (napf. psoridza, uveitida, idiopaticky stfevni zanét). Klasifikace
axidlniho postizni (AxSpA) rozliSuje pacienty s radiografickou formou (r-AxSpA) a pacienty
s neradiografickou AxSpA (nr-AxSpA). Nemoc se obvykle projevi ve tfeti dekad¢ Zivota
pacienta a postihuje Castéji muze nez zeny (Sieper and Poddubnyy, 2017). U pacientli se SpA

dochazi k hlavnimu zanétlivému procesu v oblasti entezi a ptilehlé kosti. Zanétlivy infiltrat



s osteoklasty iniciuji lokalni zanét, ktery vede k erozim a destrukci kosti, nasledn¢ je zanétliva

tkan nahrazena pomoci osteoblastti novou kosti (Lories et al., 2009).

Do patogeneze SpA je zapojeno mnoho bun€k imunitniho systému a jimi produkovanych
zangtlivych cytokind, které mohou byt ovliviiovany miRNA. Napiiklad miR-130a piimo
snizuje expresi cytokinu TNFa (Jiang and Wang, 2016), miR-22-5p a miR-675-5p zase snizuji
expresi IL-17A a IL-23 (Zhang et al., 2020) a miR-10b nepiimo snizuje produkeci IL-17A (Chen
et al., 2017), tedy cytokinli podilejici se na patogenezi SpA. Jiné miRNA zase ovliviiuji kostni
remodelaci, kterd je vyznamnym patogenetickym znakem nemoci. MiR-21 potlacuje
osteoklastogenezi (Sugatani et al., 2011) a miR-29a snizuje expresi proteini DKK1 (dickkopf-
related protein 1) a GSK3p (glycogen synthase kinase 3 beta), ¢imZ nepiimo podporuje kostni
novotvorbu (Li et al., 2015).

Revmatoidni artritida (RA) je chronické zanétlivé autoimunitni onemocnéni postihujici typicky
malé klouby rukou vedouci v disledku progresivni destrukce k postupné ztraté jejich
funkCénosti a snizeni kvality zivota pacienti. Typickym patogenetickym znakem je zanét
synovidlni tkané v kloubu. Postupnym zapojenim riznych bunék imunitniho systému a
synovialnich fibroblastl dochdzi k invazi synovialni tkan¢ do chrupavky a subchodnralni kosti
a ke vzniku erozi (Andersson et al., 2008). Stejn¢ jako u SpA je i patogeneze RA ovlivnéna
(Nakasa et al., 2011), naopak miR-155 se neptimo podili na produkci prozanétlivych cytokint,
jeji inhibice sniZuje tvorbu prozanétlivych cytokinii a diferenciaci autoreaktivnich B a T
lymfocytl (Kurowska-Stolarska et al., 2011, Bliml et al., 2011). Stimulace synovialnich
fibroblasti pomoci TNFa indukuje expresi miR-18a, ktera nasledn¢ zvysuje produkci dalsich
prozanétlivych cytokinli IL-6 a IL-8 a enzymu MMP1 podilejicim se na destrukci chrupavky
(Trenkmann et al., 2013). V synovialnich fibroblastech zvysen¢ exprimovand miR-223 neptimo

podporuje osteoklastogenezi a vznik kostnich erozi (Shibuya et al., 2013, Li et al., 2012).

Krom vySe zminénych miRNA se znamou roli v patogenezi revmatickych onemocnéni bylo
popsano mnoho cirkulujicich miRNA, jejichz exprese se u jednotlivych pacientti li§i. Stanoveni
hladin cirkulujicich miRNA u jednotlivych onemocnéni je tak teoreticky mozné vyuZit
v diagnostice choroby, pfi monitorovani aktivity nemoci nebo pro predikci lécebné odpovéedi

(Zeng et al., 2014, Prajzlerova and Filkova, 2018).



2. HYPOTEZA A CILE

MiRNA jsou malé nekodujici RNA, které se na podkladé RNA interference podili na
posttranskripcni regulaci genové exprese. MiRNA reguluji nejenom fyziologické procesy, ale
jejich dysregulace pfispiva i ke vzniku onemocnéni, véetné autoimunitnich. MiRNA jsou
uvoliiovany z bun¢k aktivnim 1 pasivnim transportem a ve formé¢ mikropartikuli nebo

(lipo)proteinovych komplexii se nachazi v extracelularnim prosttedi.

Vzhledem k jejich stabilit¢ v té€lnich tekutinach se o miRNA uvazuje jako o prostfedku
intercelularni komunikace a diky jejich lehké dostupnosti jsou pfedmétem zajmu jako
biomarkery odrazejici (pato)fyziologické procesy s vyuzitim v diagnostice a klasifikaci

onemocnéni, monitorovani aktivity nemoci, uc¢inku terapie nebo predikce odpovédi na 1éCbu.

Ptedpoklddame, ze vybér vhodnych biomarkert, jakymi jsou potencidlné i miRNA, jejichz

zmény odrazi patogenetické procesy, je tak nesmirn¢ dilezity pro vybér spravné terapie.

V této souvislosti byla pfedmétem této disertani prace analyza zejména cirkulujicich, ale 1
intracelularnich miRNA u dvou nejcastéjSich autoimunitnich zanétlivych revmatickych

onemocnéni- revmatoidni artritidy a spondyloartritid
s cilem

1. vyhodnotit vztah cirkulujicich miRNA k aktivit¢ a stadiu revmatoidni artritidy a

spondyloartritid

2. monitorovat expresi miRNA v priabéhu lécby a prozkoumat jejich vyuziti v predikei

odpovédi na lécbu

3. zjistit jejich potencialni vliv na patogenezi revmatickych onemocnéni, zejména ve fazi

pfedchéazejici manifestaci revmatoidni artritidy.



3. METODIKA A VYSLEDKY

(komentare k publikacim zatazenym do dizertacni prace)

3.1. MiRNA a postiZeni patefie u pacienti s axialni spondyloartritidou

Zatimco u RA je vztah cirkulujicich miRNA s aktivitou nemoci dlouhodobé studovan, u
AXSpA je tato oblast malo probadana. Dle nasi reSersni vyplyva, Ze vyuziti antigenu HLA-B27
je nejdulezitéjSim parametrem v diagnostice onemocnéni a CRP je prozatim nejlepsim
ukazatelem aktivity nemoci (Prajzlerova et al., 2016). Cilem této prace bylo zhodnotit hladiny
cirkulujicich miRNA v plazmé ve vztahu k mife poskozeni patete a aktivité nemoci u pacientii

s AXSpA.

Do studie bylo zahrnuto 20 pacientli s nr-AxSpA, 24 pacientl s pfitomnosti sakroiliitidy bez
postizeni patete (stadium AS I), 24 pacientl s postizenim patefe a pritomnosti syndesmofytl
(stddium AS II-V hodnoceno dle Braun et al. (Braun et al., 2002)), v€etné 7 pacientl s tzv.

bambusovou pateii a 29 ZK.

Nejprve jsme provedli rozsdhlou analyzu 760 miRNA u 5 vzorki z kazdé sledované skupiny
metodou ereji TLDA (TaqMan low-density array). Celkem 21 miRNA s rozliSnou expresi mezi
skupinami a potencidlni funkci v patogenezi AxSpA jsme nasledné validovali v celém souboru
pacientii pomoci jednotlivych TagMan Real-Time PCR (RT-PCR) eseji. U 14 z nich (miR-19a-
3p, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-29a-3p, miR-99b-5p, miR-133a-3p, miR-146a-5p, miR-
146b-5p, miR-222-3p, miR-223-3p, miR-374a-5p, miR-375, miR-409-3p, miR-625-3p) byla
niz8i exprese u vSech pacientll s AXSpA bez ohledu na stupen poskozeni patete v porovnani se

ZK.

Nasledné byla porovnavana exprese jednotlivych miRNA ve vztahu k mife poSkozeni patefe u
jedinc s AxSpA. MiR-625-3p m¢la jako jedind nizSi expresi u jedincl s nr-AxSpA
v porovnani se ZK (Obr. 3.1.). U dalSich miRNA se jejich exprese snizovala s mirou postizeni

patere.
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Obr. 3.1. Rozdil v expresi cirkulujici miRNA 625-3p u ZK, pacientd s nr-AxSpA a pacientil
s AS se sakroiliitidou (AS 1) a postizenim patete (AS II-V). Tmavé symboly znaci pacienty

s bambusovou patefi.

Nasledn¢ jsme u pacientil s AXSpA zjiStovali asociaci mezi hladinami cirkulujicich miRNA a
aktivitou nemoci podle skore BASDAI. Zejména u AS pacientd byla u nékolika miRNA

nalezena korelace s CRP a/nebo indexem aktivity nemoci BASDAL

Rozséahla analyza ukazala, ze n¢kolik miRNA je odlisn€ exprimovanych u pacienti s AXSpA a
i1 se podle miry postizeni patete. MiR-625-3p byla odliSné exprimovana i u jedinct
s neradiografickym poSkozenim v porovnani s pacienty s radiografickym stadiem nemoci.
Cirkulujici miRNA tak mohou slouZit jako markery stadia postiZeni a aktivity nemoci pacienti

s AXSpA.
Publikace k tématu:

Prajzlerova k, Grobelna K, HuSdkova M, Forejtova S, Jiingel A, Gay S, Vencovsky J,
Pavelka K, Senolt L. Association between circulating miRNAs and spinla involvement
in patients with axial spondyloarthritis. PLoS ONE, 2017 Sep 22;12(9):e0185323. doi:
10.1371/journal.pone.0185323
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3.2. MiR-145 jako ukazatel 1é¢ebné odpovédi u pacienti s ankylozujici spondylitidou

U pacientd s RA bylo popsano nékolik miRNA, které slouzi jako ukazatele a prediktory 1é¢ebné
odpovédi na terapii biologickou 1écbou. Cilem nasi prace bylo analyzovat cirkulujici miRNA
v plazmé pied a po 1écbé TNF-inhibitory a jejich vyznam v predikci terapeutické odpovédi u

pacientii s AS.

Do studie bylo zafazeno 19 pacientl s AS, u kterych byla zah4jena terapie TNF-inhibitory a
terapeutickd odpovéd podle skore BASDAI a ASDAS vyhodnocena po 3 a 12 mésicich 1é¢by.
Nejprve bylo analyzovano 380 miRNA metodou TLDA v séru 3 pacientl pted zahdjenim anti-
TNF 1écby (MO0) a po 3 a 12 mésicich 1écby. Nasledné bylo 17 miRNA vybranych na zakladé
zjisténych rozdilt v expresi mezi jednotlivymi odbéry analyzovano na rozsifeném souboru 19

pacientii pomoci TagMan RT-PCR eseji.

Komplexni TLDA analyza prokazala snizeni exprese miR-145 v M3 (1,59x) a v M12 (1,46x)
v porovnani s M0. Néasledna valida¢ni analyza potvrdila 1,62x sniZeni exprese miR-145 v M3

v porovnani s MO (Obr. 3.2.).
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Obr. 3.2. Exprese cirkulujici miR-145 pted 1écbou a po 3 a 12 mésicich anti-TNF terapie
analyzované metodou TLDA (A) a pomoci TagMan RT-PCR eseji (B).

Mira poklesu miR-145 z MO do M3 korelovala s poklesem aktivity nemoci z M3 do M12 dle
BASDAI 1 ASDAS, a niz§i hladiny miR-145 v M3 korelovaly s naslednym dalSim zlepSenim
aktivity nemoci z M3 do M12 a také s nizsi aktivitou nemoci v M12 hodnocen¢ dle BASDAI a
ASDAS.
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Nasledna ROC analyza potvrdila, ze pokles miR-145 z M0 do M3 predikuje zlepSeni z M3 do

M12 dle ukazatele aktivity BASDAI a Ze nizké hladiny miR-145 v M3 predikuji nizkou aktivitu

nemoci v M12 hodnocenou dle BASDALI (jako vysoka aktivita je hodnoceno BASDALI skére

>4) a ASDAS (jako vysoka aktivita je hodnoceno ASDAS skoére >2,1) (Obr. 3.3.).
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Obr. 3.3. ROC analyza zmény exprese miR-145 z mésice 0 do mésice 3 (A) a exprese miR-

145 v mésici 3 (B) jako prediktor dobré 1écebné odpovédi po terapii.

Efekt biologické 1écby je hodnocen 3 mésice od zahdjeni terapie a terapeuticka odpoved

v tomto casovém obdobi je rozhodujici pro pokradovani nebo zménu biologické 1écby.
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Prokazali jsme, ze sledovani sérové hladiny miR-145 a zejména jeji pokles po 3 mésicich od

zahdajeni 1écby slouzi jako prediktor pozd¢jsi dobré odpovédi na 1éCbu.
Publikace k tématu:

Prajzlerova K, Komarc M, Forejtova S, Pavelka K, Vencovsky J, Senolt L, Filkova M.
Circulating miR-145 as a marker of therapeutic response to anti-TNF therapy in patients
with ankylosing spondylitis. Physiol Res. 2021 Apr 30;70(2):255-264. doi:
10.33549/physiolres.934542.

3.3. MiR-125b v predikci 1é¢ebné odpovédi u pacientii s revmatoidni artritidou

Zvysené sérové hladiny miR-125b u pacientil s etablovanou RA byli popsany jako prediktor
dobré 1é¢ebné odpoveédi na rituximab (anti-CD20 protiladtka) (Duroux-Richard et al., 2014).
Cilem nasi prace bylo analyzovat plazmatickou cirkulujici i v PMBC-obsaZenou intracelularni
expresi miR-125b u pacientti s ERA pfed a po zah4jeni inicialni 1é¢by a jeji vyznam v predikci

terapeutické odpoveédi.

Do studie bylo zatfazeno 58 pacientii s ERA pied zahajenim 1écby csDMARD ev. v kombinaci
s glukokortikoidy s prospektivnim sledovanim po 3 a 6 mésicich a 54 ZK. ERA pacienti byli
navic rozdéleni na tzv. respondenty s dobrou odpovédi na 1é¢bu (definovano jako dosazeni
nizké aktivity <3,2 nebo remise <2,6 dle skore DAS28 v mésici 3 nebo 6) a tzv. non-
respondenty s nedostate¢nou terapeutickou odpovédi (definovano jako DAS28 > 3,2). Exprese

miR-125 byla méfena metodou TagMan RT-PCR.

Hladiny miR-125b byly u pacientd s ERA pifed zahajenim 1é¢by nizsi v plazmé 1 v PBMC
v porovnani se ZK a stouply 3 mésice po nasazeni 1é€by. Pti rozdéleni pacientti podle miry
odpovédi na 1é¢bu byl vzestup hladiny miR-125b potvrzen pouze u téch pacienti, kteti dobie

reagovali na 1écbu, a to jak v plazmé, tak i v PBMC (Obr. 3.4.).
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Obr. 3.4. Exprese miR-125b v PBMC (A) a plazmé (B) u pacientti s casnou RA v porovnani

se ZK, porovnani exprese miR-125b mezi pacienty s dobrou a nedostate¢nou odpovédi na 1écbu

v PBMC (C) a plazmé (D).

Pted zahdjenim 1écby hladiny bunééné miR-125b negativné korelovaly s DAS28, CRP i FW,

byly tedy niZsi u téch jedinct, kteti méli vyssi aktivitu nemoci. Déle byla zjisténa vyssi exprese

bunééné miR-125b pied zahdjenim 1é¢by u pacientd, ktefi v mésici 3 dobie reagovali na 1écbu

v porovnani s témi s nedostatecnou odpoveédi. ROC analyza potvrdila, Ze exprese miR125b pred

1écbou predikuje dobrou 1é¢ebnou odpoved’ v mesici 3 (Obr. 3.5.).
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Obr. 3.5. ROC analyza exprese bunéné miR-125b v PBMC jako prediktor dobré 1écebné

odpovédi po 3 mésicich terapie.

Prokazali jsme, Ze exprese cirkulujici i bunéné miR-125b je u nelécenych pacientii s ERA nizsi
v porovnani se ZK a stoupa po 3 mésicich terapie, zejména u pacientdl s dobrou terapeutickou
odpovédi. Exprese miR-125b v PBMC pied 1écbou mize navic slouzit jako prediktivni

biomarker 1écebné odpoveédi pacientd s ¢asnou RA.

Publikace k tématu:

Hruskové V, Jandova R, Vernerova L, Mann H, Pecha O, Prajzlerova K, Pavelka K,
Vencovsky J, Filkova M, Senolt L. MicroRNA-125: assocation with disease aktivity
and the treatment response of patients with early rheumatoid arthritis. Arthritis Res

Ther. 2016 Jun 2;18(1):124. doi: 10.1186/s13075-016-1023-0.
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3.4. Vyznam miR-451 u jedinci v riziku rozvoje revmatoidni artritidy

U geneticky predisponovanych jedinci se ACPA objevuji dlouho pied manifestaci nemoci.
ACPA pozitivni jedinci s artralgiemi maji az 8x vyS$i riziko rozvoje RA v porovnani se
seronegativnimi jedinci (Ten Brinck et al., 2017). Cilem nasi prace bylo analyzovat cirkulujici
a bunééné miRNA u jedinct v preklinickém stadiu RA, porovnat je se ZK, zhodnotit expresi
vybranych cilovych genl téchto miRNA na transkripcni i proteinové urovni a potencial této

regulace v patogenezi RA.

Do prvni faze studio bylo zatazeno 19 ACPA pozitivnich jedinct s artralgiemi a 19 ACPA
negativnich ZK. Rozsahl4 analyza 380 miRNA pomoci TLDA u 5 jedinct z kazdé skupiny
prokazala 2,43x vyssi expresi miR-451 ve vzorcich PBMC a 1,55x nizsi expresi ve vzorcich
plazmy u jedinct s artralgiemi v porovnani se ZK. Naslednd valida¢ni analyza na celém

souboru pacientli potvrdila vyss§i expresi miR-451 v PBMC jedinci s artralgiemi (Obr. 3.6.).
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Obr. 3.6. Porovnani exprese bunécné a cirkulujici miR-145 u jedinct s artralgiemi a ZK.

Jednim z gent, jehoZ translace je piimo ovlivnénd miR-451 byl v minulosti popsan chemokin
CXCLI16 (Zhang et al., 2015). Navic je znama role CXCL16 v patogenezi RA tim, Ze pfispiva
k migraci T lymfocyt do synovidlni tkan€, kde se déle podileji na zanétlivém procesu (Nanki
et al., 2005). Exprese mRNA CXCL16 byla v PBMC jedinct s artralgiemi 1,47x vyssi
v porovnani se ZK a navic u jedinct s artralgiemi korelovala s expresi miR-451 v PBMC (Obr.

3.7).
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Obr. 3.7. Porovnani bunécné exprese CXCL16 v PBMC u jedincu s artralgiemi a ZK (A),
korelace bunééné exprese CXCL16 s miR-451 (B).

Druhé faze prace byla zaméfena na analyzu proteinové exprese CXCL16. Plazmatické hladiny
CXC16 jedinct s artralgiemi se neliSily od ZK, nicméné negativné korelovaly s expresi
cirkulujici miR-451. Nasledna analyza pomoci priitokové cytometrie u 17 ACPA pozitivnich
jedinct s artralgiemi a 11 ACPA negativnich ZK odhalila expresi CXCL16 na povrchu
monocytli a NK bungk. Jedinci s artralgiemi méli mensi % zastoupeni monocytl exprimujicich

CXCL16 nez ZK (Obr. 3.8.).
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Obr. 3.8. Cytometrickd analyza exprese CXCL16 na povrchu monocyti a NK bun¢k (A),
porovnani exprese CXCL16 u monocyti (B) a NK bunék (C) u jedinct s artralgiemi a ZK.
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Nasledna analyza na izolovanych monocytech in vitro sice nepotvrdila korelaci mezi miR-451
a CXCL16 mRNA, ale transfekce monocytli pomoci pre-miR-451 prekurzoru snizila expresi
CXCL16 na mRNA i proteinové urovni mefené metodou ELISA v bunéénych supernatantech
(Obr. 3.9.). Naopak stimulace monocytti pomoci rekombinantniho proteinu CXCL16 prokazala

trend ke zvySeni exprese miR-451.
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Obr. 3.9. Vliv transfekce pomoci pre-miR-451 na expresi CXCL16 na mRNA (A) a proteinové

urovni (B).

Z uvedenych vysledkil vyplyva, Ze zvySena exprese miR-451 v bunkach periferni krve ACPA
pozitivnich jedinct v riziku vyvoje RA snizuje proteinovou expresi CXCL16. Predpokladame,
ze se muze jednat o regula¢ni mechanismus s cilem potlaceni zdnétu u jedinct v preklinickém

stadiu RA ve snaze zabranit manifestaci artritidy.
Publikace k tématu:
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Vencovsky J, Senolt L, Filkova M. High miR-451 expression in peripheral blood
mononuclear cells from subject at risk of developing rheumatoid arthritis. Sci Rep. 2021
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4. DISKUZE

MiRNA jsou jednoietézcové RNA o velikosti ptiblizn€ 22 nukleotidl patiici do skupiny malych
nekoddujicich RNA, které se na podkladé RNA interference podili na posttranskripéni inhibici
genove exprese. MiRNA reguluji nejenom fyziologické procesy, ale jejich dysregulace ptispiva
1 ke vzniku onemocnéni. MiRNA jsou zarovenn uvolilovany z bunék do extracelularniho
prostredi, kde jejich stabilitu umoziuje inkorporace do mikropartikuli nebo (lipo)proteinovych
komplexti. Doposud vSak nebyly objasnény piesné sekre¢ni mechanismy cirkulujicich miRNA,
a tak neni jasné, do jaké miry jsou vylucovany specifickou sekreci nebo pasivné, co rozhoduje
o tom, jaka miRNA se uvolni do cirkulace nebo zlstane intracelularné, nebo do jaké miry
dochazi k sekreci nezralych miRNA a jestli jsou tyto schopny nasledného dozravani. Také
nejsou zcela jasné funkce jednotlivych cirkulujicich miRNA, zda jsou organové nebo tkanove
specifické ¢i nikoliv a v ptfipad€ Ze ano, tak jakym mechanismem miRNA rozpoznévaji cilovou
buitku a jaké mnoZstvi uvolnéné miRNA jiz mize mit funkéni ucinek. VSechny tyto otdzky
zustavaji viceméné nezodpovézené a dalsi vyzkum je potieba pro jejich objasnéni. Prestoze
pfevazuji vyzkumy tykajici se bunéénych miRNA, existuje mnoho praci poukazujicich na

potencialni vyuziti cirkulujicich miRNA jako diagnostickych i prognostickych biomarkert.

MiRNA se podili na patogenezi mnoha autoimunitnich onemocnéni, véetné revmatickych, a
monitorovani jejich hladin pfedstavuje potencialni diagnosticky a prognosticky biomarker.
V minulosti bylo popsano nékolik bunéénych miRNA odlisné regulovanych u pacientl s AS
(Li et al., 2016, Mohammadi et al., 2018), nebo u pacientt s neradiografickou formou AxSpA
(Li et al.,, 2019). Nicméné prace zabyvajici se cirkulujici miRNA u pacientli s AxSpA
s rozdilnou zavazZnosti axidlniho postiZzeni chybéla. V na$i rozsahlé studii bylo nalezeno 14
cirkulujicich miRNA s niz8i expresi u vSech pacientli s AXSpA bez ohledu na miru postizeni
patefe v porovnani se ZK. VétSina z téchto miRNA ma dle literatury popsany urcity vztah
k osteoblastogenezi, Wnt signalizaci nebo zanétlivé reakci, tedy procesi, které se podili na
patogenezi AXSpA (Poddubnyy and Sieper, 2017). Pfi podrobné&j$i analyze zjistujici vztah
k mife poskozeni patefe bylo nalezeno néckolik miRNA, jejichz exprese se sniZovala
s rostoucim rozsahem axidlniho postiZzeni. Z analyzovanych miRNA méla miR-625-3p jako
jedina nizsi expresi jiZz u pacientli s neradiografickym poskozenim patefe v porovnani se ZK.
V minulosti byl prokazdn vliv miR-625-3p na zvySeni migrace a proliferace a potlaceni
apoptozy (Zhao et al., 2019), jinde miR-625-3p migraci bun€k naopak potlacuje (Li et al.,
2020). Zvysena proliferace a migrace imunitnich bun¢k se podili na patogenezi AxSpA, coz by

mohlo vysvétlovat, pro¢ jsou zmény v hlading této miRNA pozorovany jiz v ¢asnych stadiich
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nemoci. Exprese n¢kolika miRNA pak korelovala s aktivitou nemoci hodnocenou dle CRP

a/nebo skore aktivity nemoci BASDAL

V dalsi studii jsme se zamé&fili na vliv terapie TNF-inhibitory na expresi cirkulujicich miRNA
u pacientll s AS. Ukézali jsme pokles miR-145 v séru ¢asné po zahdjeni anti-TNF terapie, kdy
mira poklesu po zahajeni 1écby korelovala s pozdé€jSim zlepSenim aktivity nemoci. Také nizsi
hladiny miR-145 v séru 3 mésice po zahajeni 1éCby predikovaly nizkou aktivitu nemoci po roce
lécby. Patogenese axidlniho postizeni u SpA zacind zanétem, ktery aktivuje destrukci
chrupavky a kosti a nasledn¢ dochazi ke kostni novotvorbé, pti které hraje roli Wnt signalizace
tim, Ze podporuje osteoblastogenezi (Cici et al., 2019). MiR-145 byla v minulosti popséna jako
negativni regulator kostni novotvorby (Fukuda et al., 2015, Hao et al., 2018) a zaroven
podporuje kostni erozi tim, Ze se podili na zvySeném mnozstvi osteoklast (Chen et al., 2018).
Predpokladame, ze pokles hladiny miR-145 po zahdjeni anti-TNF terapie znaci posun z
aktivni erozivni fdze onemocnéni do faze reparacnich procest spojenych s kostni novotvorbou.
Tomu by odpovidal i vysledek nasi vySe zminéné préce, kde hladiny miR-145 v séru byly vyssi
u pacientt s neradiografickym postizenim v porovnani s pacienty s radiografickou formou, tedy

s vy$$i kostni novotvorbou.

U pacientii s RA je praci studujici miRNA jako potencidlni diagnostické nebo prognostické
biomarkery mnohem vice, nez je tomu u AxSpA (Mousavi et al., 2018). V minulosti byly ve
vzorcich plné krve i séru pacientli s etablovanou RA popsany zvySené hladiny miR-125b
v porovnani se ZK (Duroux-Richard et al., 2014). V nas$i skupin€ neléCenych pacientl s ERA
byla v plazmé 1 PBMC nalezena naopak niz8i hladina miR-125b v porovnani se ZK. Nizsi
hladiny této miRNA v minulosti popsany 1 u jinych autoimunitnich onemocnéni (Xu et al.,
2011, Luo et al., 2013). Rozdil mize byt podminén i tim, Ze se v nasem piipad¢ jednalo o
nelécené pacienty s ERA, zatimco jinde byli sledovani pacienti s etablovanou jiz lécenou RA.
Vysoké sérové hladiny miR-125b u téchto pacienti slouzily jako prediktor dobré lécebné
odpovédi na rituximab (Duroux-Richard et al., 2014). V naSem ptipadé byly vyssi hladiny miR-
125b v PBMC u nelécenych jedincti s ERA prediktory dobré 1écebné odpovédi na csDMARD
v monoterapii piipadné v kombinaci s glukokortikoidy. Navic hladiny vyssi exprese miR-125b
v PBMC pred 1é¢bou negativné korelovala s niz8i aktivitou nemoci. To odpovida zndmé funkci
miR-125b v inhibici prozénétlivych cytokint, vcetné klicového cytokinu TNFa (Tili et al.,
2007, Huang et al., 2012, Rajaram et al., 2011, Rossi et al., 2011). Hladiny miR-125b v PBMC
i cirkulujici v plazmé se zvysily po 1é¢bé, zejména u pacientti s dobrou terapeutickou odpovédi.

JiZ v minulosti bylo popsano zvyseni exprese cirkulujici miR-125 po anti-TNF 1é¢bé (Castro-
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Villegas et al., 2015). Piredpokladame, ze jelikoz miR-125b inhibuje expresi prozanétlivych
cytokini, tak vlivem zvySeni exprese miR-125b dochézi k u¢inné€js§imu potlaceni zanétu a
v souladu s tim k lepsi terapeutické odpovédi (Tili et al., 2007, Huang et al., 2012, Rajaram et
al., 2011, Rossi et al., 2011).

Analyza exprese miRNA u ACPA pozitivnich jedinct s artralgiemi v riziku rozvoje RA ma
potencial v odhaleni role miRNA v patogenezi RA a pomoci tak pochopeni mechanismu
vedoucich k presmyku z preklinické faze do klinicky manifestni artritidy. V publikované praci
u ACPA pozitivnich jedinct s artralgiemi byly popsany 3 miRNA (miR-22, miR-486-3p a miR-
382), jejichZ sérové hladiny jsou asociovany s progresi do RA (Ouboussad et al., 2017). V nasi
rozsahlé analyze miRNA u jedinct s artralgiemi v riziku rozvoje RA jsme nalezli vySs$i expresi
miR-451 v PBMC a nizs$i v plazmé v porovnani se ZK. Nasledna valida¢ni analyza potvrdila
vyssi expresi této miRNA pouze v PBMC jedincti s artralgiemi v porovnani se ZK, nikoliv vSak
v plazmé. U pacientd s etablovanou RA byly v minulosti vys§i exprese miR-451 popsany
v plazmé a v T lymfocytech, kde navic korelovaly s aktivitou nemoci dle DAS28, FW a IL-6
(Smigielska-Czepiel et al., 2014, Wang et al., 2012). To, Ze se u jedinci s artralgiemi rozdily
v plazm¢ nepotvrdily, miize byt podminéno tim, Ze u pacientll s RA jiz probihd artritida a
jedinci v nasi kohort€ dle principu neméli v dobé€ zatazeni detekovatelnou klinickou artritidu.
Chemokin CXCLI16 byl v minulosti popsan jako pifimo regulovany miR-451(Zhang et al.,
2015). U jedinci s artralgiemi exprese miR-451 v PBMC korelovaly s expresi CXCL16 na
transkripni urovni. Nasledné funkcni experimenty in vitro ale potvrdily pfimou regulaci
exprese CXCL16 pomoci miR-451. Pozitivni korelace mize tak byt dana neuplnou vazbou
miRNA na cilovou mRNA, ¢imz dojde k utlumeni translace proteinii bez sniZeni exprese
mRNA CXCL16 (Iwakawa and Tomari, 2015). Pravdépodobné existuji také rtizné
mechanismy, kterymi dochézi ke zvysené expresi miR-451 u jedinct v preklinickém stadiu RA,
coz potvrzuje i to, Ze exprese miR451 se zvySuje po stimulaci CXCL16 in vitro. Samotna
exprese CXCL16 muze byt také regulovana jinymi miRNA. Plazmatické hladiny se neliSily
mezi jedinci s artralgiemi a ZK, nicméné u jedinct s artralgiemi korelovaly s hladinami CRP a
FW, coz naznacuje jisté zapojeni do zanétlivych procest jiz v preklinickém stddiu RA. V dalsi
analyze jsme posléze u ACPA pozitivnich jedinct s artralgiemi prokazali niz$i zastoupeni
monocytl s expresi CXCL16 na svém povrchu v porovnani se ZK. CXCL16 se podili na
patogenezi RA tim, Ze pfispiva k migraci T lymfocytl do synovialni tkané, kde se dale podileji
na patogenezi zanétu (van der Voort et al., 2005, Nanki et al., 2005). Predpokladame, ze

imunitni systém ACPA pozitivnich jedincii s artralgiemi v reakci na probihajici zanét zvysuje
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expresi miR-451, ktera nasledné redukuje expresi prozanétliveho CXCL16 v monocytech, a tim

se podili na zpozdéni piechodu z preklinického stadia do klinicky manifestni artritidy.

5. ZAVER

Nase vysledky podporuji vyznam analyzy exprese miRNA jako biomarkerti korespondujicimi
se stadiem, aktivitou nemoci a s odpovédi na 1écbu u RA a SpA, dvou nejcastéjSich zanétlivych
revmatickych onemocnéni. Jako nejpfinosnéjsi povazujeme prikaz toho, ze nékteré miRNA
jsou schopny predikovat terapeutickou odpovéd a vyvoj onemocnéni, ¢imz mohou byt
napomocny v individualnim pfistupu k pacientim a k adjustaci jejich 1é¢by. Odhaleni funkce
jednotlivych miRNA poméhd, s ohledem na Cetné interakce s dal§imi ucastniky biologickych
pochodil, alesponi caste¢né pochopit jejich potencidlni vztah k patogenezi jednotlivych
onemocnéni, véetné jejich casnych fazi. Nase prace obsahuje materidl s nutnosti validace na

rozsahlejSich souborech pacientil pro §irsi vyuziti v klinické praxi.
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