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Abstrakt  

Úvod: MikroRNA (miRNA) jsou malé nekódující jednořetězcové RNA podílející se na inhibici 

genové exprese na posttranskripční úrovni, čímž ovlivňují řízení všech buněčných funkcí. 

Jejich dysregulace se podílí na patogenezi onemocnění, včetně revmatických. MiRNA se 

mohou vyskytovat i extracelulárně v tělních tekutinách, čímž  představují nadějný diagnostický 

a prognostický ukazatel. Cílem práce bylo analyzovat expresi miRNA jako potenciálních 

biomarkerů stadia a aktivity nemoci a predikci terapeutické odpovědi u dvou nejčastějších 

zánětlivých revmatických onemocnění: spondyloartritidy (SpA) a revmatoidní artritidy (RA).  

Výsledky: Prokázali jsme odlišnou expresi cirkulujících miRNA u pacientů se SpA, které se 

lišily podle závažnosti axiálního postižení a/nebo korelovaly s aktivitou nemoci. Míra poklesu 

cirkulující miR-145 v plazmě po 3 měsících léčby TNF inhibitory u pacientů s ankylozující 

spondylitidou predikovala dobrou terapeutickou odpověď a dosažení nízké aktivity nemoci po 

roce léčby. Hladiny cirkulující i buněčné miR-125b v periferních mononukleárních buňkách 

(PBMC) byly u neléčených pacientů s časnou RA nižší v porovnání se zdravými kontrolami a 

stoupaly po zahájení terapie. Exprese miR-125 v PBMC u těchto pacientů před zahájením léčby 

odlišovala pacienty s (ne)dostatečnou terapeutickou odpovědí. Dále jsme zjistili vyšší expresi 

miR-451 v PBMC u jedinců s artralgiemi v riziku rozvoje RA, která snížením proteinové 

exprese prozánětlivého CXCL16 pravděpodobně oddaluje manifestaci RA. 

Závěr: Naše výsledky podporují využití cirkulujících i buněčných miRNA jako biomarkerů 

korespondujícími se stadiem a aktivitou nemoci a prediktorů terapeutické odpovědi  u 

vybraných zánětlivých revmatických onemocnění, včetně jejich nejčasnějších fází.   

Klíčová slova: miRNA, biomarker, axiální spondyloartritida,  revmatoidní artritida 



5 

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-naïve 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. ÚVOD 

MiRNA jsou jednořetězcové RNA o velikosti přibližně 22 nukleotidů patřící do skupiny malých 

nekódujících RNA. Podílejí se na tlumení genové exprese na posttranskripční úrovni při 

procesu tzv. RNA interference (Filipowicz et al., 2008). V závislosti na komplementaritě vazby 

mezi miRNA a cílovou mRNA dochází v rámci inhibičního komplexu RISC (RNA-induced 

silencing complex) buď ke štěpení, nebo destabilizaci mRNA, případně k inhibici translace. 

Každá miRNA může ovlivňovat expresi několika genů a předpokládá se, že více než 50 % 

lidských genů je ovlivňováno alespoň jednou miRNA (Iorio and Croce, 2012). Tím, jak miRNA 

regulují genovou expresi, zasahují prakticky do všech buněčných procesů včetně buněčné 

proliferace, diferenciace a apoptózy (Esteller, 2011), jejich dysregulace se podílí na 

patofyziologii řady onemocnění, včetně revmatických.  

MiRNA se vyskytují nejenom uvnitř buněk, ale byly objeveny i extracelulárně. Přítomnost 

těchto tzv. cirkulujících miRNA byla postupně popsána v séru, plazmě a dalších tělních 

tekutinách (Chen et al., 2008, Weber et al., 2010). Inkorporace v mikropartikulích nebo 

asociace s proteiny vázající RNA (AGO2, nucleophosmin 1), případně s lipoproteinovými 

komplexy (HDL, LDL) zajišťuje cirkulujícím miRNA ochranu před všudypřítomnými 

RNázami a vysokou stabilitu. Navíc cirkulující miRNA mohou být v in vitro prostředí 

vychytávány dalšími buňkami a mohou regulovat expresi genů i u vzdálených buněk. Podílejí 

se tak na mezibuněčné komunikaci (Kosaka et al., 2010, Creemers et al., 2012, Cocucci et al., 

2009). Značná stabilita a jejich relativně snadná dostupnost z tělních tekutin dělá z cirkulujících 

miRNA potencionální diagnostické a prognostické biomarkery řady onemocnění, včetně 

autoimunitních (Zeng et al., 2014). V posledních letech probíhá také výzkum nových léků na 

bázi miRNA s využitím pro různá onemocnění, zejména rakovinné povahy (Rupaimoole and 

Slack, 2017). 

Spondyloartritidy (SpA) představují skupinu chronických zánětlivých onemocnění postihující 

axiální skelet (páteř, sakroiliakální skloubení), periferní klouby, enteze a mají řadu 

mimokloubních projevů (např. psoriáza, uveitida, idiopatický střevní zánět). Klasifikace 

axiálního postižní (AxSpA) rozlišuje pacienty s radiografickou formou (r-AxSpA) a pacienty 

s  neradiografickou AxSpA (nr-AxSpA). Nemoc se obvykle projeví ve třetí dekádě života 

pacienta a postihuje častěji muže než ženy (Sieper and Poddubnyy, 2017). U pacientů se SpA  

dochází k hlavnímu zánětlivému procesu v oblasti entezí a přilehlé kosti. Zánětlivý infiltrát 
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s osteoklasty iniciují lokální zánět, který vede k erozím a destrukci kosti, následně je zánětlivá 

tkáň nahrazena pomocí osteoblastů novou kostí (Lories et al., 2009).  

Do patogeneze SpA je zapojeno mnoho buněk imunitního systému a jimi produkovaných 

zánětlivých cytokinů, které mohou být ovlivňovány miRNA. Napřiklad miR-130a přímo 

snižuje expresi cytokinu TNFα (Jiang and Wang, 2016), miR-22-5p a miR-675-5p zase snižují 

expresi IL-17A a IL-23 (Zhang et al., 2020) a miR-10b nepřímo snižuje produkci IL-17A (Chen 

et al., 2017), tedy cytokinů podílející se na patogenezi SpA. Jiné miRNA zase ovlivňují kostní 

remodelaci, která je významným patogenetickým znakem nemoci. MiR-21 potlačuje 

osteoklastogenezi (Sugatani et al., 2011) a miR-29a snižuje expresi proteinů DKK1 (dickkopf-

related protein 1) a GSK3β (glycogen synthase kinase 3 beta), čímž nepřímo podporuje kostní 

novotvorbu (Li et al., 2015). 

Revmatoidní artritida (RA) je chronické zánětlivé autoimunitní onemocnění postihující typicky 

malé klouby rukou vedoucí v důsledku progresivní destrukce k postupné ztrátě jejich 

funkčnosti a snížení kvality života pacientů. Typickým patogenetickým znakem je zánět 

synoviální tkáně v kloubu. Postupným zapojením různých buněk imunitního systému a 

synoviálních fibroblastů dochází k invazi synoviální tkáně do chrupavky a subchodnrální kosti 

a ke vzniku erozí (Andersson et al., 2008). Stejně jako u SpA je i patogeneze RA ovlivněna 

působením miRNA. Například miR-146a působí protizánětlivě a mírní kloubní destrukce 

(Nakasa et al., 2011), naopak miR-155 se nepřímo podílí na produkci prozánětlivých cytokinů, 

její inhibice snižuje tvorbu prozánětlivých cytokinů a diferenciaci autoreaktivních B a T 

lymfocytů (Kurowska-Stolarska et al., 2011, Blüml et al., 2011). Stimulace synoviálních 

fibroblastů pomocí TNFα indukuje expresi miR-18a, která následně zvyšuje produkci dalších 

prozánětlivých cytokinů IL-6 a IL-8 a enzymu MMP1 podílejícím se na destrukci chrupavky 

(Trenkmann et al., 2013). V synoviálních fibroblastech zvýšeně exprimovaná miR-223 nepřímo 

podporuje osteoklastogenezi a vznik kostních erozí (Shibuya et al., 2013, Li et al., 2012). 

Krom výše zmíněných miRNA se známou rolí v patogenezi revmatických onemocnění bylo 

popsáno mnoho cirkulujících miRNA, jejichž exprese se u jednotlivých pacientů liší. Stanovení 

hladin cirkulujících miRNA u jednotlivých onemocnění je tak teoreticky možné využít 

v diagnostice choroby, při monitorování aktivity nemoci nebo pro predikci léčebné odpovědi 

(Zeng et al., 2014, Prajzlerova and Filkova, 2018). 
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2. HYPOTÉZA A CÍLE 

MiRNA jsou malé nekódující RNA, které se na podkladě RNA interference podílí na 

posttranskripční regulaci genové exprese. MiRNA regulují nejenom fyziologické procesy, ale 

jejich dysregulace přispívá i ke vzniku onemocnění, včetně autoimunitních. MiRNA jsou 

uvolňovány z buněk aktivním i pasivním transportem a ve formě mikropartikulí nebo 

(lipo)proteinových komplexů se nachází v extracelulárním prostředí.  

Vzhledem k jejich stabilitě v tělních tekutinách se o miRNA uvažuje jako o prostředku 

intercelulární komunikace a díky jejich lehké dostupnosti jsou předmětem zájmu jako 

biomarkery odrážející (pato)fyziologické procesy s využitím v diagnostice a klasifikaci 

onemocnění, monitorování aktivity nemoci, účinku terapie nebo predikce odpovědi na léčbu.  

Předpokládáme, že výběr vhodných biomarkerů, jakými jsou potenciálně i miRNA, jejichž 

změny odráží patogenetické procesy, je tak nesmírně důležitý pro výběr správné terapie.  

V této souvislosti byla předmětem této disertační práce analýza zejména cirkulujících, ale i 

intracelulárních miRNA u dvou nejčastějších autoimunitních zánětlivých revmatických 

onemocnění- revmatoidní artritidy a spondyloartritid 

 s cílem  

1. vyhodnotit vztah cirkulujících miRNA k aktivitě a stadiu revmatoidní artritidy a 

spondyloartritid  

2. monitorovat expresi miRNA v průběhu léčby a prozkoumat jejich využití v predikci 

odpovědi na léčbu 

3. zjistit jejich potenciální vliv na patogenezi revmatických onemocnění, zejména ve fázi 

předcházející manifestaci revmatoidní artritidy.  
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3. METODIKA A VÝSLEDKY 

(komentáře k publikacím zařazeným do dizertační práce) 

3.1. MiRNA a postižení páteře u pacientů s axiální spondyloartritidou 

Zatímco u RA je vztah cirkulujících miRNA s aktivitou nemoci dlouhodobě studován,  u 

AxSpA je tato oblast málo probádána. Dle naší rešeršní vyplývá, že využití antigenu HLA-B27 

je nejdůležitějším parametrem v diagnostice onemocnění a CRP je prozatím nejlepším 

ukazatelem aktivity nemoci (Prajzlerova et al., 2016). Cílem této práce bylo zhodnotit hladiny 

cirkulujících miRNA v plazmě ve vztahu k míře poškození páteře a aktivitě nemoci u pacientů 

s AxSpA.  

Do studie bylo zahrnuto 20 pacientů s nr-AxSpA, 24 pacientů s přítomností sakroiliitidy bez 

postižení páteře (stádium AS I), 24 pacientů s postižením páteře a přítomností syndesmofytů 

(stádium AS II-V hodnoceno dle Braun et al. (Braun et al., 2002)), včetně 7 pacientů s tzv. 

bambusovou páteří a 29 ZK.  

Nejprve jsme provedli rozsáhlou analýzu 760 miRNA u 5 vzorků z každé sledované skupiny 

metodou erejí TLDA (TaqMan low-density array). Celkem 21 miRNA s rozlišnou expresí mezi 

skupinami a potenciální funkcí v patogenezi AxSpA jsme následně validovali v celém souboru 

pacientů pomocí jednotlivých TaqMan Real-Time PCR (RT-PCR) esejí. 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 

nižší exprese u všech pacientů s AxSpA bez ohledu na stupeň poškození páteře v porovnání se 

ZK.  

Následně byla porovnávána exprese jednotlivých miRNA ve vztahu k míře poškození páteře u 

jedinců s AxSpA. MiR-625-3p měla jako jediná nižší expresi u jedinců s nr-AxSpA 

v porovnání se ZK (Obr. 3.1.). U dalších miRNA se  jejích exprese snižovala  s mírou postižení 

páteře.  
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Obr. 3.1. Rozdíl v expresi cirkulující miRNA 625-3p u ZK, pacientů s  nr-AxSpA a pacientů 

s  AS se sakroiliitidou (AS I) a postižením páteře (AS II-V). Tmavé symboly značí pacienty 

s bambusovou páteří.  

 

Následně jsme u pacientů s AxSpA zjišťovali asociaci mezi hladinami cirkulujících miRNA a 

aktivitou nemoci podle skóre BASDAI. Zejména u AS pacientů byla u několika miRNA 

nalezena korelace s CRP a/nebo indexem aktivity nemoci BASDAI.  

Rozsáhlá analýza ukázala, že několik miRNA je odlišně exprimovaných u pacientů s AxSpA a 

liší se podle míry postižení páteře. MiR-625-3p byla odlišně exprimovaná i u jedinců 

s neradiografickým poškozením v porovnání s pacienty s radiografickým stadiem nemoci. 

Cirkulující miRNA tak mohou sloužit jako markery stadia postižení a aktivity nemoci pacientů 

s AxSpA. 

Publikace k tématu:  

Prajzlerová k, Grobelná K, Hušáková M, Forejtová S, Jüngel A, Gay S, Vencovský J, 

Pavelka K, Šenolt 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 léčebné odpovědi u pacientů s ankylozující spondylitidou 

U pacientů s RA bylo popsáno několik miRNA, které slouží jako ukazatele a prediktory léčebné 

odpovědi na terapii biologickou léčbou. Cílem naší práce bylo analyzovat cirkulující miRNA 

v plazmě před a po léčbě TNF-inhibitory a jejich význam v predikci terapeutické odpovědi u 

pacientů s AS.  

Do studie bylo zařazeno 19 pacientů s AS, u kterých byla zahájena terapie TNF-inhibitory a 

terapeutická odpověď podle skóre BASDAI a ASDAS vyhodnocena po 3 a 12 měsících léčby. 

Nejprve bylo analyzováno 380 miRNA metodou TLDA  v séru 3 pacientů před zahájením anti-

TNF léčby (M0) a po 3 a 12 měsících léčby. Následně bylo 17 miRNA vybraných na základě 

zjištěných rozdílů v expresi mezi jednotlivými odběry analyzováno na rozšířeném souboru 19 

pacientů pomocí TaqMan RT-PCR esejí.  

Komplexní TLDA analýza prokázala snížení exprese miR-145 v M3 (1,59x) a v M12 (1,46x) 

v porovnání s M0. Následná validační analýza potvrdila 1,62x snížení exprese miR-145 v M3 

v porovnání s M0 (Obr. 3.2.). 

 

Obr. 3.2. Exprese cirkulující miR-145 před léčbou a po 3 a 12 měsících anti-TNF terapie 

analyzované metodou TLDA (A) a pomocí TaqMan RT-PCR esejí (B). 

 

Míra poklesu miR-145 z M0 do M3 korelovala s poklesem aktivity nemoci z M3 do M12 dle 

BASDAI i ASDAS, a nižší hladiny miR-145 v M3 korelovaly s následným dalším zlepšením 

aktivity nemoci z M3 do M12 a také s nižší aktivitou nemoci v M12 hodnocené dle BASDAI a 

ASDAS. 



13 

Následná ROC analýza potvrdila, že pokles miR-145 z M0 do M3 predikuje zlepšení z M3 do 

M12 dle ukazatele aktivity BASDAI a že nízké hladiny miR-145 v M3 predikují nízkou aktivitu 

nemoci v M12 hodnocenou dle BASDAI (jako vysoká aktivita je hodnoceno BASDAI skóre 

≥4) a ASDAS (jako vysoká aktivita je hodnoceno ASDAS skóre ≥2,1) (Obr. 3.3.). 

 

Obr. 3.3. ROC analýza změny exprese miR-145 z měsíce 0 do měsíce 3 (A) a exprese miR-

145 v měsíci 3 (B) jako prediktor dobré léčebné odpovědi po terapii. 

 

Efekt biologické léčby je hodnocen 3 měsíce od zahájení terapie a terapeutická odpověď 

v tomto časovém období je rozhodující pro pokračování nebo změnu biologické léčby. 
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Prokázali jsme, že sledování sérové hladiny miR-145 a zejména její pokles po 3 měsících od 

zahájení léčby slouží jako prediktor pozdější dobré odpovědi na léčbu.   

Publikace k tématu: 

Prajzlerová K, Komarc M, Forejtová Š, Pavelka K, Vencovský J, Šenolt L, Filková 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 léčebné odpovědi u pacientů s revmatoidní artritidou 

Zvýšené sérové hladiny miR-125b u pacientů s etablovanou RA byli popsány jako prediktor 

dobré léčebné odpovědi na rituximab (anti-CD20 protilátka) (Duroux-Richard et al., 2014). 

Cílem naší práce bylo analyzovat plazmatickou cirkulující i v PMBC-obsaženou intracelulární 

expresi miR-125b u pacientů s  ERA před a po zahájení iniciální léčby a její význam v predikci 

terapeutické odpovědi.  

Do studie bylo zařazeno 58 pacientů s  ERA před zahájením léčby csDMARD ev. v kombinaci 

s glukokortikoidy s prospektivním sledováním po 3 a 6 měsících a 54 ZK. ERA pacienti byli 

navíc rozděleni na tzv. respondenty s dobrou odpovědí na léčbu (definováno jako dosažení 

nízké aktivity ≤3,2 nebo remise ≤2,6 dle skóre DAS28 v měsíci 3 nebo 6) a tzv. non-

respondenty s nedostatečnou terapeutickou odpovědí (definováno jako DAS28 > 3,2). Exprese 

miR-125 byla měřena metodou TaqMan RT-PCR.  

Hladiny miR-125b byly u pacientů s ERA před zahájením léčby nižší v plazmě i v PBMC 

v porovnání se ZK a stouply 3 měsíce po nasazení léčby. Při rozdělení pacientů podle míry 

odpovědi na léčbu byl vzestup hladiny miR-125b potvrzen pouze u těch pacientů, kteří dobře 

reagovali na léčbu, a to jak v plazmě, tak i v PBMC (Obr. 3.4.).  
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Obr. 3.4. Exprese miR-125b v PBMC (A) a plazmě (B) u pacientů s časnou RA v porovnání 

se ZK, porovnání exprese miR-125b mezi pacienty s dobrou a nedostatečnou odpovědí na léčbu 

v PBMC (C) a plazmě (D). 

 

Před zahájením léčby hladiny buněčné miR-125b negativně korelovaly s DAS28, CRP i FW, 

byly tedy nižší u těch jedinců, kteří měli vyšší aktivitu nemoci. Dále byla zjištěna vyšší exprese 

buněčné miR-125b před zahájením léčby u pacientů, kteří v měsíci 3 dobře reagovali na léčbu 

v porovnání s těmi s nedostatečnou odpovědí. ROC analýza potvrdila, že exprese miR125b před 

léčbou predikuje dobrou léčebnou odpověď v měsíci 3 (Obr. 3.5.). 
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Obr. 3.5. ROC analýza exprese buněčné miR-125b v PBMC jako prediktor dobré léčebné 

odpovědí po 3 měsících terapie. 

 

Prokázali jsme, že exprese cirkulující i buněčné miR-125b je u neléčených pacientů s ERA nižší 

v porovnání se ZK a stoupá po 3 měsících terapie, zejména u pacientů s dobrou terapeutickou 

odpovědí. Exprese miR-125b v PBMC před léčbou může navíc sloužit jako prediktivní 

biomarker léčebné odpovědi pacientů s časnou RA. 

Publikace k tématu: 

Hrušková V, Jandová R, Vernerová L, Mann H, Pecha O, Prajzlerová K, Pavelka K, 

Vencovský J, Filková M, Šenolt 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. Význam miR-451 u jedinců v riziku rozvoje revmatoidní artritidy 

U geneticky predisponovaných jedinců se ACPA objevují dlouho před manifestací nemoci. 

ACPA pozitivní jedinci s artralgiemi mají až 8x vyšší riziko rozvoje RA v porovnání se 

seronegativními jedinci (Ten Brinck et al., 2017). Cílem naší práce bylo analyzovat cirkulující 

a buněčné miRNA u jedinců v preklinickém stádiu RA, porovnat je se ZK, zhodnotit expresi 

vybraných cílových genů těchto miRNA na transkripční i proteinové úrovni a potenciál této 

regulace v patogenezi RA.  

Do první fáze studio bylo zařazeno 19 ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi a 19 ACPA 

negativních ZK. Rozsáhlá analýza 380 miRNA pomocí TLDA u 5 jedinců z každé skupiny 

prokázala 2,43x vyšší expresi miR-451 ve vzorcích PBMC a 1,55x nižší expresi ve vzorcích 

plazmy u jedinců s artralgiemi v porovnání se ZK. Následná validační analýza na celém 

souboru pacientů potvrdila vyšší expresi miR-451 v PBMC jedinců s artralgiemi (Obr. 3.6.). 

 

Obr. 3.6. Porovnání exprese buněčné a cirkulující miR-145 u jedinců s artralgiemi a ZK. 

 

Jedním z genů, jehož translace je přímo ovlivněná miR-451 byl v minulosti popsán chemokin 

CXCL16 (Zhang et al., 2015). Navíc je známá role CXCL16 v patogenezi RA tím, že přispívá 

k migraci T lymfocytů do synoviální tkáně, kde se dále podílejí na zánětlivém procesu (Nanki 

et al., 2005). Exprese mRNA CXCL16 byla v PBMC jedinců s artralgiemi 1,47x vyšší 

v porovnání se ZK a navíc u jedinců s artralgiemi  korelovala s expresí miR-451 v PBMC (Obr. 

3.7.). 
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Obr. 3.7. Porovnání buněčné exprese CXCL16 v PBMC u jedinců s artralgiemi a ZK (A), 

korelace buněčné exprese CXCL16 s miR-451 (B). 

 

Druhá fáze práce byla zaměřena na analýzu proteinové exprese CXCL16. Plazmatické hladiny 

CXC16 jedinců s artralgiemi se nelišily od ZK, nicméně negativně korelovaly s expresí 

cirkulující miR-451. Následná analýza pomocí průtokové cytometrie u 17 ACPA pozitivních 

jedinců s artralgiemi a 11 ACPA negativních ZK odhalila expresi CXCL16 na povrchu 

monocytů a NK buněk. Jedinci s artralgiemi měli menší % zastoupení monocytů exprimujících 

CXCL16 než ZK (Obr. 3.8.).  
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Obr. 3.8. Cytometrická analýza exprese CXCL16 na povrchu monocytů a NK buněk (A),  

porovnání exprese CXCL16 u monocytů (B) a NK buněk (C) u jedinců s artralgiemi a ZK. 
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Následná analýza na izolovaných monocytech in vitro sice nepotvrdila korelaci mezi miR-451 

a CXCL16 mRNA, ale transfekce monocytů pomocí pre-miR-451 prekurzoru snížila expresi 

CXCL16 na mRNA i proteinové úrovni měřené metodou ELISA v buněčných supernatantech 

(Obr. 3.9.). Naopak stimulace monocytů pomocí rekombinantního proteinu CXCL16 prokázala 

trend ke zvýšení exprese miR-451.  

 

Obr. 3.9. Vliv transfekce pomocí pre-miR-451 na expresi CXCL16 na mRNA (A) a proteinové 

úrovni (B). 

 

Z uvedených výsledků vyplývá, že zvýšená exprese miR-451 v buňkách periferní krve ACPA 

pozitivních jedinců v riziku vývoje RA snižuje proteinovou expresi CXCL16. Předpokládáme, 

že se může jednat o regulační mechanismus s cílem potlačení zánětu u jedinců v preklinickém 

stádiu RA ve snaze zabránit manifestaci artritidy.  

Publikace k tématu: 

Prajzlerová k, Kryštůfková O, Hánová P, Horváthová V, Gregové M, Pavelka K, 

Vencovský J, Šenolt L, Filková M. High miR-451 expression in peripheral blood 

mononuclear cells from subject at risk of developing rheumatoid arthritis. Sci Rep. 2021 

Feb 25;11(1):4719. doi: 10.1038/s41598-021-84004-3 
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4. DISKUZE 

MiRNA jsou jednořetězcové RNA o velikosti přibližně 22 nukleotidů patřící do skupiny malých 

nekódujících RNA, které se na podkladě RNA interference podílí na posttranskripční inhibici 

genové exprese. MiRNA regulují nejenom fyziologické procesy, ale jejich dysregulace přispívá 

i ke vzniku onemocnění. MiRNA jsou zároveň uvolňovány z buněk do extracelulárního 

prostředí, kde jejich stabilitu umožňuje inkorporace do mikropartikulí nebo (lipo)proteinových 

komplexů. Doposud však nebyly objasněny přesné sekreční mechanismy cirkulujících miRNA, 

a tak není jasné, do jaké míry jsou vylučovány specifickou sekrecí nebo pasivně, co rozhoduje 

o tom, jaká miRNA se uvolní do cirkulace nebo zůstane intracelulárně, nebo do jaké míry 

dochází k sekreci nezralých miRNA a jestli jsou tyto schopny následného dozrávání. Také 

nejsou zcela jasné funkce jednotlivých cirkulujících miRNA, zda jsou orgánově nebo tkáňově 

specifické či nikoliv a v případě že ano, tak jakým mechanismem miRNA rozpoznávají cílovou 

buňku a jaké množství uvolněné miRNA již může mít funkční účinek. Všechny tyto otázky 

zůstávají víceméně nezodpovězené a další výzkum je potřeba pro jejich objasnění. Přestože 

převažují výzkumy týkající se buněčných miRNA, existuje mnoho prací poukazujících na 

potenciální využití cirkulujících miRNA jako diagnostických i prognostických biomarkerů.  

MiRNA se podílí na patogenezi mnoha autoimunitních onemocnění, včetně revmatických, a 

monitorování jejich hladin představuje potenciální diagnostický a prognostický biomarker. 

V minulosti bylo popsáno několik buněčných miRNA odlišně regulovaných u pacientů s AS 

(Li et al., 2016, Mohammadi et al., 2018), nebo u pacientů s neradiografickou formou AxSpA 

(Li et al., 2019). Nicméně práce zabývající se cirkulující miRNA u pacientů s AxSpA 

s rozdílnou závažností axiálního postižení chyběla. V naší rozsáhlé studii bylo nalezeno 14 

cirkulujících miRNA s nižší expresí u všech pacientů s AxSpA bez ohledu na míru postižení 

páteře v porovnání se ZK. Většina z těchto miRNA má dle literatury popsaný určitý vztah 

k osteoblastogenezi, Wnt signalizaci nebo zánětlivé reakci, tedy procesů, které se podílí na 

patogenezi AxSpA (Poddubnyy and Sieper, 2017). Při podrobnější analýze zjišťující vztah 

k míře poškození páteře bylo nalezeno několik miRNA, jejichž exprese se snižovala 

s rostoucím rozsahem axiálního postižení. Z analyzovaných miRNA měla miR-625-3p jako 

jediná nižší expresi již u pacientů s neradiografickým poškozením páteře v porovnání se ZK. 

V minulosti byl prokázán vliv miR-625-3p na zvýšení migrace a proliferace a potlačení 

apoptózy (Zhao et al., 2019), jinde miR-625-3p migraci buněk naopak potlačuje (Li et al., 

2020). Zvýšená proliferace a migrace imunitních buněk se podílí na patogenezi AxSpA, což by 

mohlo vysvětlovat, proč jsou změny v hladině této miRNA pozorovány již v časných stádiích 
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nemoci. Exprese několika miRNA pak korelovala s aktivitou nemoci hodnocenou dle CRP 

a/nebo skóre aktivity nemoci BASDAI.  

V další studii jsme se zaměřili na vliv terapie TNF-inhibitory na expresi cirkulujících miRNA 

u pacientů s AS. Ukázali jsme pokles miR-145 v séru časně po zahájení anti-TNF terapie, kdy 

míra poklesu po zahájení léčby korelovala s pozdějším zlepšením aktivity nemoci. Také nižší 

hladiny miR-145 v séru 3 měsíce po zahájení léčby predikovaly nízkou aktivitu nemoci po roce 

léčby. Patogenese axiálního postižení u SpA začíná zánětem, který aktivuje destrukci 

chrupavky a kosti a následně dochází ke kostní novotvorbě, při které hraje roli Wnt signalizace 

tím, že podporuje osteoblastogenezi (Cici et al., 2019). MiR-145 byla v minulosti popsána jako 

negativní regulátor kostní novotvorby (Fukuda et al., 2015, Hao et al., 2018) a zároveň 

podporuje kostní erozi tím, že se podílí na zvýšeném množství osteoklastů (Chen et al., 2018). 

Předpokládáme, že pokles hladiny miR-145 po zahájení anti-TNF terapie značí posun z 

aktivní erozivní fáze onemocnění do fáze reparačních procesů spojených s kostní novotvorbou. 

Tomu by odpovídal i výsledek naší výše zmíněné práce, kde hladiny miR-145 v séru byly vyšší 

u pacientů s neradiografickým postižením v porovnání s pacienty s radiografickou formou, tedy 

s vyšší kostní novotvorbou. 

U pacientů s RA je prací studující miRNA jako potenciální diagnostické nebo prognostické 

biomarkery mnohem více, než je tomu u AxSpA (Mousavi et al., 2018). V minulosti byly ve 

vzorcích plné krve i séru pacientů s etablovanou RA popsány zvýšené hladiny miR-125b 

v porovnání se ZK (Duroux-Richard et al., 2014). V naší skupině neléčených pacientů s ERA 

byla v plazmě i PBMC nalezena naopak nižší hladina miR-125b v porovnaní se ZK. Nižší 

hladiny této miRNA v minulosti popsány i u jiných autoimunitních onemocnění (Xu et al., 

2011, Luo et al., 2013). Rozdíl může být podmíněn i tím, že se v našem případě jednalo o 

neléčené pacienty s ERA, zatímco jinde byli sledováni pacienti s etablovanou již léčenou RA. 

Vysoké sérové hladiny miR-125b u těchto pacientů sloužily jako prediktor dobré léčebné 

odpovědi na rituximab (Duroux-Richard et al., 2014). V našem případě byly vyšší hladiny miR-

125b v PBMC u neléčených jedinců s ERA prediktory dobré léčebné odpovědi na csDMARD 

v monoterapii případně v kombinaci s glukokortikoidy. Navíc hladiny vyšší exprese miR-125b 

v PBMC před léčbou negativně korelovala s nižší aktivitou nemoci. To odpovídá známé funkci 

miR-125b v inhibici prozánětlivých cytokinů, včetně klíčového cytokinu TNFα (Tili et al., 

2007, Huang et al., 2012, Rajaram et al., 2011, Rossi et al., 2011). Hladiny miR-125b v PBMC 

i cirkulující v plazmě se zvýšily po léčbě, zejména u pacientů s dobrou terapeutickou odpovědí. 

Již v minulosti bylo popsáno zvýšení exprese cirkulující miR-125 po anti-TNF léčbě (Castro-
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Villegas et al., 2015). Předpokládáme, že jelikož miR-125b inhibuje expresi prozánětlivých 

cytokinů, tak vlivem zvýšení exprese miR-125b dochází k účinnějšímu potlačení zánětu a 

v souladu s tím k lepší terapeutické odpovědi (Tili et al., 2007, Huang et al., 2012, Rajaram et 

al., 2011, Rossi et al., 2011).  

Analýza exprese miRNA u ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi v riziku rozvoje RA má 

potenciál v odhalení role miRNA v patogenezi RA a pomoci tak pochopení mechanismů 

vedoucích k přesmyku z preklinické fáze do klinicky manifestní artritidy. V publikované práci 

u ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi byly popsány 3 miRNA (miR-22, miR-486-3p a miR-

382), jejichž sérové hladiny jsou asociovány s progresí do RA (Ouboussad et al., 2017). V naší 

rozsáhlé analýze miRNA u jedinců s artralgiemi v riziku rozvoje RA jsme nalezli vyšší expresi 

miR-451 v PBMC a nižší v plazmě v porovnání se ZK. Následná validační analýza potvrdila 

vyšší expresi této miRNA pouze v PBMC jedinců s artralgiemi v porovnání se ZK, nikoliv však 

v plazmě. U pacientů s etablovanou RA byly v minulosti vyšší exprese miR-451 popsány 

v plazmě a v T lymfocytech, kde navíc korelovaly s aktivitou nemoci dle DAS28, FW a IL-6 

(Smigielska-Czepiel et al., 2014, Wang et al., 2012). To, že se u jedinců s artralgiemi rozdíly 

v plazmě nepotvrdily, může být podmíněno tím, že u pacientů s RA již probíhá artritida a 

jedinci v naší kohortě dle principu neměli v době zařazení detekovatelnou klinickou artritidu. 

Chemokin CXCL16 byl v minulosti popsán jako přímo regulovaný miR-451(Zhang et al., 

2015). U jedinců s artralgiemi exprese miR-451 v PBMC korelovaly s expresí CXCL16 na 

transkripční úrovni. Následné funkční experimenty in vitro ale potvrdily přímou regulaci 

exprese CXCL16 pomocí miR-451. Pozitivní korelace může tak být dána neúplnou vazbou 

miRNA na cílovou mRNA, čímž dojde k utlumení translace proteinů bez snížení exprese 

mRNA CXCL16 (Iwakawa and Tomari, 2015). Pravděpodobně existují také různé 

mechanismy, kterými dochází ke zvýšené expresi miR-451 u jedinců v preklinickém stádiu RA, 

což potvrzuje i to, že exprese miR451 se zvyšuje po stimulaci CXCL16 in vitro. Samotná 

exprese CXCL16 může být také regulována jinými miRNA. Plazmatické hladiny se nelišily 

mezi jedinci s artralgiemi a ZK, nicméně u jedinců s artralgiemi korelovaly s hladinami CRP a 

FW, což naznačuje jisté zapojení do zánětlivých procesů již v preklinickém stádiu RA. V další 

analýze jsme posléze u ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi prokázali nižší zastoupení 

monocytů s expresí CXCL16 na svém povrchu v porovnání se ZK. CXCL16 se podílí na 

patogenezi RA tím, že přispívá k migraci T lymfocytů do synoviální tkáně, kde se dále podílejí 

na patogenezi zánětu (van der Voort et al., 2005, Nanki et al., 2005). Předpokládáme, že 

imunitní systém ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi v reakci na probíhající zánět zvyšuje 
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expresi miR-451, která následně redukuje expresi prozánětlivého CXCL16 v monocytech, a tím 

se podílí na zpoždění přechodu z preklinického stádia do klinicky manifestní artritidy.  

 

5. ZÁVĚR 

Naše výsledky podporují význam analýzy exprese miRNA jako biomarkerů korespondujícími 

se stadiem, aktivitou nemoci a s odpovědí na léčbu u RA a SpA, dvou nejčastějších zánětlivých 

revmatických onemocnění. Jako nejpřínosnější považujeme průkaz toho, že některé miRNA 

jsou schopny predikovat terapeutickou odpověď a vývoj onemocnění, čímž mohou být 

nápomocny v individuálním přístupu k pacientům a k adjustaci jejich léčby. Odhalení funkce 

jednotlivých miRNA pomáhá, s ohledem na četné interakce s dalšími účastníky biologických 

pochodů, alespoň částečně pochopit jejich potenciální vztah k patogenezi jednotlivých 

onemocnění, včetně jejich časných fází.  Naše práce obsahuje materiál s nutností validace na 

rozsáhlejších souborech pacientů pro širší využití v klinické praxi.   
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