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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Laboratorni diagnostika microRNA u rlznych diagnostickych
skupin

Cil prace: Identifikace potencidlnich miRNA cill pro diferencialni diagnostiku pacientt
s aterosklerézou a demenci. Porovnani exprese a zachytu miRNA ve vzorcich séra se
vzorky mozkomiSniho moku. Vybér vhodnych miRNA v rdmci diferencidlni diagnostiky
u pacientl s aterosklerézou a s demenci. Dale také vybér miRNA cil(i s co nejvyraznéjsi
Metody: Pro identifikaci potencidlnich miRNA byly pfijaté vzorky centrifugovany,
alikvotovany a skladovany pfi - 80°C. miRNA byla izolovdana pomoci kitu iCatcher
Circulating cfRNA 1000 kit a izoldtoru CatchGene. Poté byla provedena reverzni
transkripce a amplifikace s detekci. Data byla zpracovana v Excelu a nasledné statisticky
zpracovana v programu GenkEx pomoci Mann-Whitney testu.

Vysledky: Vysledky byly hodnoceny pro 2 skupiny pacientl: skupinu A (vzorky pacientt
s Parkinsonovou nemoci a demenci) a skupina B (s aterosklerézou a demenci). Byla
hodnocena Cistota a koncentrace ve vzorcich séra a likvoru. Hodnotily se nejvhodnéjsi
endogenni kontroly pro sérum i likvor. Celkem bylo nalezeno 6 spole¢nych miRNA cil(i pro
obé skupiny. U pacientl byly nékteré miRNA statisticky vyznamné upregulovany di
downregulovany, konkrétné hsa-miR-23a-3p-TT-PRI, hsa-miR-30b-5p-TT-PRI, hsa-miR-
142a-5p-TT-PRI, hsa-miR-146a-5p-TT-PRI, hsa-miR-29¢-3p-TT-PRI, hsa-miR-151a-3p-TT-
PRI.

Zaver: Ziskané vysledky této prace poukazuji na miRNA, které by mohly byt v budoucnu
soucasti diferencialni diagnostiky. UZ ted mlZeme s jistotou fici, Ze tyto miRNA
predstavuji velky krok k ¢asné diagnostice téchto onemocnéni. Vysledky této diplomové
prace by mohly slouzZit jako pocatecni bod pro budouci vyzkum a vyvoj v oblasti

diagnostiky aterosklerézy a demence.



ABSTRACT
Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences
Student: Bc. Eliska Hrachovcova

Supervisor: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Consultant: doc. RNDr. Pavlina Kusnierova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Laboratory diagnostics of microRNAs in different diagnostic
groups

Background: Identification of potential miRNA targets for differential diagnosis of
patients with atherosclerosis and dementia. Comparison of miRNA expression and
uptake in serum samples with cerebrospinal fluid samples. Selection of appropriate
miRNAs for differential diagnosis in patients with atherosclerosis and dementia.
Furthermore, the selection of miRNA targets with the most significant fold-change and
also the lowest p-value for subsequent validation studiues.

Methods: To identify potential miRNAs, the received samples were centrifuged,
aliquoted and stored at - 80°C. miRNAs were isolated using the iCatcher Circulating
cfRNA 1000 kit and the CatchGene isolator. Reverse transcription and amplification with
detection were then performed. Data were processed in Excel and then statistically
processed in GenEx using Mann-Whitney test.

Results: The results were evaluated for 2 groups of patients: group A (samples of
patients with Parkinson's disease and dementia) and group B (with atherosclerosis and
dementia). Purity and concentration in serum and liquor samples were assessed. The
most appropriate endogenous controls for both serum and liquor were evaluated. A
total of 6 common miRNA targets were found for both groups. In patients, some miRNAs
were statistically significantly upregulated or downregulated, specificallyhsa-miR-23a-
3p-TT-PRI, hsa-miR-30b-5p-TT-PRI,hsa-miR-142a-5p-TT-PRI, hsa-miR-146a-5p-TT-PRI,
hsa-miR-29¢c-3p-TT-PRI, hsa-miR-151a-3p-TT-PRI.

Conclusions: The results obtained in this work point to miRNAs that could be a part of
differential diagnosis in the future. We can already say with confidence that these
miRNAs represent a major step towards early diagnosis of these diseases. The results
of this thesis could serve as a starting point for future research and development in the

diagnosis of atherosclerosis and dementia.
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1. Uvod

V soucasné dobé je microRNA hojné studovana u fady onemocnéni, protoze
predstavuje slibnou skupinu biomarkerd, které se daji vyuZit k ¢asné diagnostice,
k predikci odpovédi na l|écbu, pfi zachytu relapsu nebo pfi klasifikaci nadoru
do molekuldrnich subtypd. MicroRNA jsou kratké nekddujici molekuly RNA, které hraji
dllezitou roli ve vyvoji organisml a podileji se na mnoha biologickych procesech.
Identifikovdny mohou byt v nddorové tkani, ve které slouzi hlavné jako prognostické
nebo prediktivni biomarkery, popfipadé zpresnuji molekularni klasifikaci nddor(. miRNA
jsou detekovatelné také v télnich tekutinach, jako je krev, mo¢, sliny atd., zde slouzi
k ¢asné diagnostice onemocnéni nebo k odhaleni relapsu. Jako potencidlni biomarkery
jsou molekuly miRNA povaZzovdny uonemocnéni, jako je ateroskleréza nebo
neurodegenerativni onemocnéni. Ateroskleréza je onemocnénitepen doprovazené
vytvarenim tzv. aterosklerotickych platd uvnitf velkych tepen. Tepny zuZzuji svidj vnitini
pramér, zvysuji svou tuhost a ztraceji svou elasticitu. Aterosklerdza postihuje rizné ¢asti
téla, nejcastéji véncité tepny, kréni tepny a aortu. Aterosklerotické zmény se mohou
projevovat jiz vdétstvi, s vékem toto onemocnéni progreduje. Vedle toho,
neurodegenerativni onemocnéni predstavuji rozsdhlou a heterogenni skupinu poruch,
které se mohou klinicky projevovat jako syndrom demence, nebo pohybova porucha,

pfipadné jako kombinace obou. Objevuje se spiSe u starsich osob. [1]

V dvodni casti prace jsou popsany miRNA, jejich klasifikace, historie, nazvoslovi
a zZivotni cyklus. Dalsi kapitola je vénovana vyuziti miRNA v praxi, a to zejména pfi
hodnoceni aterosklerézy a demence. Zminéné jsou jak zakladni definice, tak etiologie
a epidemiologie obou onemocnéni. Nasledujici kapitola je zamérena na metody priikazu
a stanoveni miRNA rdznymi metodami. V praktické ¢asti je potom rozebrano zpracovani
vzorku pres izolaci, reverzni transkripci a Two Tailed PCR, ale také amplifikace s detekci.

Nasledné je provedeno statistické zpracovani a shrnuty vysledky.



2. microRNA

Molekuly microRNA (zkracené miRNA) jsou malé jednovldknové nekddujici
endogenni RNA, které maji délku 21 az 23 nukleotid(i. Geny pro miRNA zaujimaji az 2 %
celého genomu. Molekuly microRNA se vyskytuji v rozsahlém spektru biologickych
systémU ajsou pfitomny v rdznych typech tkani a bunék. MiRNA maji klicovou roli
v regulaci bunécné syntézy protein(l. Jsou také vyuZivany k fizeni genové exprese,
ovliviuji fadu biologickych procest (bunécny rast, proliferace, diferenciace, migrace,
apoptdza, imunita, metabolismus), podili se na udrZeni homeostazy a ovliviuji vyvoj
nadorovych nebo jinych onemocnéni. Hladiny miRNA se méni jak ve tkanich, tak
v télnich tekutinach (v krvi, moci atd.) na zakladé vnéjsiho stimulu nebo pfi vyskytu celé
fady lidskych onemocnéni véetné rakoviny, diabetu nebo kardiovaskuldrnich chorob. [1],

(2], [3], [4]

2.1 Klasifikace microRNA v systému nekddujicich RNA

Nekodujici RNA (ncRNA — non-conding RNA) je RNA, ktera neslouzi jako matrice pro

vznik bilkovin, ale ma regulacni funkci. Rozdéluje se do 2 hlavnich skupin podle délky:

e dlouhé ncRNA (IncRNA — long ncRNA) — maji délku 200 nt az 100 kb, pUsobi na

fadu fyziologickych funkci, slouzi jako prekurzory kratkych ncRNA.

o kratké ncRNA (sncRNA — small ncRNA) — Sirokd skala RNA, jako jsou napfriklad
siRNA (small interfering RNA), snRNA (small nuclear RNA), podili se na zrani
mRNA, piRNA (Piwi-interacting RNA), které ovliviuji regulaci transpozond,
snoRNA (small nucleolar RNA), které se podili na dozravani ribozomalni RNA,
ktera je nezbytna pro vznik ribozom, pasRNA (promoter associated small RNA)
a v neposledni fadé microRNA, které se vazou na molekuly messengerové RNA

(mRNA) a bud’ inhibuji nebo aktivuji preklad do bilkovin. [5], [6], [7]



2.2 Klasifikace miRNA

MiRNA mizZeme klasifikovat podle nékolika kritérii, zahrnujicich jejich plvod,
evolu¢ni konzervaci, rodinné vztahy a také jejich ulohu v regulaci genové exprese.
Zde jsou zpUsoby, jakymi mizeme klasifikovat miRNA:

e Podle puvodu:
o endogenni miRNA
o exogenni miRNA
e Podle evolu¢ni konzervace:
o konzervované miRNA
o nekonzervované miRNA
e Podle funkce v regulaci genové exprese:
o aktivaéni miRNA
o inhibi¢ni miRNA
e Podle lokalizace:
o cytoplazmatickd miRNA

o jadernd miRNA [8], [9]

2.3 Historie miRNA

Objev miRNA je krasnym prikladem zasadniho biologického objevu, ktery vzesel
z usilovné spoluprace dvou tym( v laboratofi profesora Horvitze, nositele Nobelovy
ceny za objevy regulace bunécného cyklu a apoptdzy, vdruhé poloviné 80. let
v Cambridgi. Na vyzkumu pracovali dva studenti Victor Ambros a Gary Ruvkum, zabyvali
se studiem genUl podilejicich se na regulaci prechodu mezi jednotlivymi stadii hlistice

Caenorhabditis elegans (hadatko obecné). [5]



V roce 1993 byla V. Ambrosem objevena prvni microRNA v modelovém organismu
Drosophila melanogaster (Octomilka obecnad), ktera byla oznacena jako lin-4, a o 7 let
pozdéji G. Ruvkun objevil druhou microRNA v tom samém organismu a nesla nazev let-7
(dlouze lethal-7, protoZze mutace v jejim genu jsou u hadatka letalni). V roce 2000 bylo
objeveno, Ze miRNA hraji dllezitou roli v regulaci vyvoje u drozofily. O dva roky pozdéji,
tedy vroce 2002, diky neustdlému narustu poctu miRNA byla vytvofena databdze
miRBase (tehdy microRNA Registry) zodpovidajici za nomenklaturu genli microRNA.
Nejnovéjsi verze zahrnuje 38 589 vlasenkovych prekurzorovych microRNA a 48 860
zralych microRNA z 271 organismd. Z lidského genomu je 1917 vlasenkovych prekurzort

microRNA a 2654 zralych microRNA. [5], [10], [11]

2.4 Nazvoslovi miRNA

Molekuly miRNA, maji stejné jako ostatni molekuly svoji nomenklaturu. Nazvoslovi
je sestaveno ze tfi ¢asti (pfedpona, vnitini ¢ast a Ciselnd pripona). Zadina predponou,
ktera je tfipismennd a vyjadruje druh organismu, napf. hs pro Homo sapiens nebo cel
pro C. elegans. VnitFni ¢ast se znaci ,miR“ s velkym pismenem ,R“ odpovida zralé formé
miRNA, zatimco oznaceni ,mir“ s malym pismenem ,r“se vyuzivda pro pre-miRNA
(prekurzorové vlasenky). Déle nasleduje pomlcka a pfirazeny Ciselny identifikator, ktery
casto oznacuje poradi pojmenovani. Jako pfiklad mize byt uvedena mir-123 a mir-234,

kde je patrné, Ze mir-123 byla pojmenovana a patrné i nalezena dfive.[5], [10]

MiRNA, které maji témér identické sekvence a lisi se pouze v jednom nebo dvou
nukleotidech, jsou od sebe odliSeny pfidanim malého pismena, timto prikladem je miR-
123a a miR-123b, které jsou si blizce pfibuzné. Pro rozliSeni druhu jsou pouzivany jesté
tfi nebo Ctyrpismenné predpony, takZze napf. u Homo Sapiens je tvar hsa-miR-101. Pokud
z opacnych ramen jedné pre-miRNA pochazeji dvé rGzné sekvence zralé miRNA, tak je
k nim pfipojena pfipona -3p nebo -5p. Dale se také pouziva znaéeni ve formé hvézdicky,
ktera symbolizuje nizkou hladinu exprese miRNA v porovnani s miRNA z druhého
fetézce vlasenkové pre-miRNA. Napriklad miR-123 a miR-123* pochdazi zjedné
vldsenkové pre-miRNA, ale mir-123 se bude nachazet v bunce v mnohem vyssi

koncentraci. [5], [12]



2.5 Zivotni cyklus miRNA

Zivotni cyklus miRNA zahrnuje nékolik krokl, od jejich biogeneze a# po Gcinky
na bunécné procesy (Obrazek 1). Vznika prepisem z deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
za pomoci enzymu RNA-polymerazy. Timto prepisem dojde k vytvoreni primarni miRNA,
kterda mlze byt dlouhd i nékolik kb. Taje ndasledné v bunécném jadre zpracovana
prostfednictvim enzymového komplexu Drosha/DGCR8 a vznikne dvouvldaknova
ribonukleova kyselina (RNA) s vlasenkovou strukturou zvand prekurzorovda microRNA
(pre-miRNA), kterd je dopravena z jadra do cytoplazmy za pomoci pfenasece Exportin-
5/RanGTP. V cytoplazmé dojde ke stfihani pre-miRNA pomoci enzymu Dicer za vzniku
zralé miRNA. Zrald miRNA je tvorena 2 vlakny, hlavnim a doprovodnym vldknem, které
je po rozvinuti degradovano. Hlavni vldkno se vyuZziva pro vytvoreni miRISC (miRNA-
indukovany tlumici komplex), ktery wvznikd pfipojenim hlavniho vldakna pomoci
chaperond HSP70/HSP90 ke komplexu s argonautovymi proteiny. Vzniklda miRISC se
nasledné navdze na mRNA a podle komplementarity dochdzi bud k degradaci
(komplementarita bazi je uplnd) nebo k blokaci translace, a tim padem i bloku vzniku

bilkovin (komplementarita bazi neni Uplnd). [2], [13], [14], [15]

Geny miRNA
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Obrazek 1: Biogeneze a funkce miRNA [4]



3. Vyuziti microRNA v praxi

3.1 Ateroskleroza

Aterosklerdza je civilizacni onemocnéni, které provazi lidstvo od nepaméti. Prvni
zminky o ateroskleréze jsou ze starovékého Egypta, kde byly aterosklerotické léze
nalezeny na egyptskych mumiich. Nicméné od 20. stoleti na zakladé nedostatku pohybu
a nadbytku energie, ale hlavné prodluzovani stfedni délky Zivota a starnuti populace,

doslo k vyraznému narustu vyskytu aterosklerdzy. [16], [17]

3.1.1 Definice aterosklerozy

Aterosklerdza (ATS) je zanétlivé onemocnéni velkych a stfedné velkych tepen,
které se vyskytuje velice ¢asto, postihuje hlavné starsi jedince. Je to jedna ze tfi forem
arteriosklerézy, kterd muze zacit jiz v détstvi a s vékem postupné progredovat. Pojem
»ateroskleréza” vznikl z feckych slov ,athera” neboli kase a ,skleros” neboli tvrdy.
Tato choroba je hlavni pfi¢inou vysoké morbidity a mortality na kardiovaskularni
onemocnéni v primyslové vyspélych zemich. Charakteristickym rysem je tvorba
tzv. aterosklerotickych platli, které vznikaji ukladanim lipida do stén tepen, coz vede
k chronickému zdnétu, zuzeni prlsvitu, ztraté elasticity a také ke kalcifikaci ve velkych
tepnach. V postizeném misté dochazi k tvorbé krevni srazeniny, coz muZe vést
k akutnimu tepennému uzdvéru. Krevni sraZzenina se mulze také odtrhnout a byt
zanesena na jiné misto (tzv. embolie), kde dojde k ucpdani cévy. Rizikem tohoto
onemocnéni potom je ischemické poskozeni Siroké skaly organli z dlivodu sniZzeného

prokrveni, mrtvice, nebo nahlé amrti. [16], [18], [19], [20]

3.1.2 Cévni sténa

Sténa tepny (Obrazek 2) je tvofena tfemi vrstvami (tunica intima, tunica media,
tunica adventitia), vSechny se na aterosklerdze podileji. Do aterosklerotického procesu
je zapojena také fada bunék. Mezi hlavni buriky patfi bunky endotelové, leukocyty

a bunky hladké svaloviny.

e Tunica intima — je vnitini vrstva, ve které jsou endotelové buriky. Ty funguji jako

vystelka cévniho recisté a misto cévni homeostdzy. Endotelové buriky maji
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vSechny stejny plvod, a to embryondlni. Poskozeni funkce endotelovych bunék

(endotelova dysfunkce) je prvni a zaroven nezbytny krok k rozvoji aterosklerézy.

e Tunica media — je prostfedni vrstva, ve které jsou buriky hladké svaloviny
a extraceluldrni matrix, ktera hojné obsahuje elastin a kolagen. Hlavni funkci
bunék hladké svaloviny je kontrakce a relaxace. Pfi patologickych procesech
v burikdch mohou migrovat z tunica media do tunica intima, ve které mohou

zpUsobovat tvorbu hyperplastické aterosklerotické léze.

e Tunica externa — je ¢asto opomijena. Sklada se z kolagennich vldken a je fidce
osidlend burikami. Nachazi se zde hlavné fibroblasty a Zirné buriky, které se také

uplatiiuji v patogenezi aterosklerotickych lézi. [16]

tunica externa

zevni elastickda membrana
(membrana elastica externa)

hladka svalovina

tunica media —|

endotel _5% ) ) tepénka
prasvit ) (arteriola)

tunica intima — (lumen)

vnitini elastické membrana
(membrana elastica interna)

bazalni membrana
(membrana basalis)

&ervené krvinky bilé krvinky
krevni desticky

Obrazek 2: Struktura stény tepny [21]

3.1.3 Patogeneze aterosklerozy

Aterosklerdza je multifaktorialni proces, ktery mizeme rozdélit do nékolika fazi
(iniciace, promoce, progrese, precipitace), které na sebe navazuji a prekryvaji se

(Obrazek 3). [16]

Prvni fazi je tzv. iniciace, kdy dojde k poskozeni endotelu a nastartovani zanétlivé
odpovédi. Poskozeni endotelu mize byt zpisobeno napt. mechanickymi vlivy (poranéni

intimy), hemodynamickymi vlivy (hypertenze) nebo zplodinami z cigaretového koure,



které muze byt nenapadné. Poskozeni pak vede k aktivaci adheznich molekul a vazbé
leukocytl na cévni sténu. Z adheznich molekul se nejcastéji uplatfiuje monocytarni
chemotakticky protein 1 (MCP-1) a vaskuldrni adhezni molekula 1 (VCAM-1), ktera je
selektivni pro mononukledrni leukocyty, lymfocyty a aktivované trombocyty. Monocyty
se pfi prichodu endotelem aktivuji a preménuji na makrofagy. V poskozeném misté
endotelu dochazi k nahromadéni krevnich desti¢ek a z nich k uvolnéni ristového faktoru
desticek (PDGF), ktery zplsobuje migraci bunék hladké svaloviny z tunica media do
tunica intima. Ndsleduje faze promoce, ve které dochazi k priniku lipoprotein( (LDL,
VLDL, cholesterol, estery cholesterolu) pres poruseny endotel volné do intimy.
Leukocyty a hladké svalové bunky pohlcuji tyto lipidy a vznikaji pénové bunky.
Po infiltraci pénovych bunék do intimy dochdzi k patologickému ztlusténi intimy.
Progrese je treti faze, kdy dochazi k tvorbé komplexnich plat a jejich rustu, fibroze,
trombdze a cévni remodelaci. Aterosklerotické |éze jsou tvofeny z velké Ccasti
extracelularni matrix (kolagen |, lll a proteoglykany) z bunék hladké svaloviny. Produkce
extraceluldrni matrix je ovlivnéna rlstovym faktorem PDGF a transformujicim rlstovym
faktorem (TGFp). Posledni fazi je precipitace, kdy dochazi k akutnim trombdézam. [16],
[22], [23]
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— izolované pé&noveé buriky

od prvnf
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akumulace lipid( Klinicky némy

prevazné
akumulaci lipidd
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Obrazek 3 Vznik a progrese aterosklerozy [19]



3.1.4 Priznaky aterosklerézy

Vétsina priznaku aterosklerdzy se projevi az po ucpani cévy. Mezi nejcastéjsi priznaky
se fadi:

e bolest na hrudi

e bolest v noze, pazi, nebo kdekoliv jinde, kde je tepna ucpana

e krece v hyidi pti chlzi

e pocit slabosti v rukou a nohou, zimnice

e dusnost, bolestivé pocity pfi dychani

e Unava

e zmatenost (dojde k tomu, pokud ucpani ovliviiuje krevni obéh v mozku)

e ztrata motorickych nebo senzorickych funkci na jedné strané téla (dojde k tomu,

pokud ucpani ovliviiuje krevni obéh v mozku) [24], [25]

3.1.5 Rizikové faktory

Rizikové faktory aterosklerézy mizeme rozdélit na ovlivnitelné a neovlivnitelné,
ale také na znamé klasické rizikové faktory a na nové. Do neovlivnitelnych rizikovych
faktor( fadime vék, pohlavi, genetické faktory a rodinna anamnéza. Do ovlivnitelnych
rizikovych faktorl spadd nizkd fyzicka aktivita, diabetes mellitus, hypertenze,
hyperlipidémie, nezdrava strava s vysokym obsahem tuku a koufeni cigaret. Pro lepsi

prehled byla vytvofena Tabulka 1. [19], [26]

Tabulka 1: Tradicni rizikové faktory aterosklerdzy [26]

neovlivnitelné ovlivnitelné
muzi nad 45 let dyslipidémie
vék kouteni cigaret, véetné expozice

Zeny nad 55 let
y tabakovému kouti v prostredi

pohlavi arteridlni hypertenze

porusena glukdzova tolerance

pozitivni rodinnd anamnéza —
metabolicky syndrom

obezita s abdominalni akumulaci tuku

genetickeé faktory -
aterogenni dieta

systémova zanétlivda onemocnéni

existujici kardiovaskuldrni onemocnéni

nizka fyzicka aktivita




Mezi nové rizikové faktory milzZeme =zaradit napfiklad faktory lipidové,

metabolické, zanétlivé nebo faktory hemokoagulace a fibrinolyzy. Pro lepsi pfehled byla

vytvorena Tabulka 2. [27]

Tabulka 2: Vybrané nové rizikové faktory aterosklerézy [27]

typ faktoru ptiklad

malé denzni LDL ¢3stice, lipoprotein (a),
lipidové faktory
apolipoprotein B

metabolické faktory homocystein
zanétlivé faktory CRP, interleukin 6
faktory hemokoagulace a fibrinolyzy fibrinogen, von Willebrand(v faktor
oxidacni stres myeloperoxidaza
hormonalni faktory menopauza, adiponektin

Lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) - jsou hlavni pfi¢inou poskozeni stény
arterii. LDL ¢astice mohou byt modifikovany riizné, tyto modifikace pak zpUsobuji
aterogenitu. Modifikace LDL muzZe byt oxidaci, glykaci (u diabetu), agregaci, nebo
reakci s homocysteinem. Vlastnosti modifikovaného oxidovaného lipoproteinu
s nizkou hustotou jsou: chemotakticky ucinek na monocyty, umozniuji indukci
syntézy MCP-1 a faktoru stimulujici kolonie makrofagl (M-CSF), podpora
agregace trombocytl, cytotoxické Ucinky a mitogenni ucinky na bunky hladké

svaloviny.

Myeloperoxidaza (MPO) — je enzym, ktery se vyskytuje v azurofilnich granulich
neutrofild a v monocytarnich lysozomech. Vyuziva se u fagocytozy, kdy produkty
MPO se uzivaji na ni¢eni bakterii nebo nadorovych bunék. MPO je schopna

modifikace HDL, coZz ma za ndasledek poruchu reverzniho transportu cholesterolu.

Homocystein — je kyselina 2-amino-4-merkaptomaselna, ktera vznika jako
meziprodukt pfi preméné methioninu na cystein. ZvySena koncentrace v plazmé
zpUsobuje poruchu funkce endotelu, ovliviiuje také silu stény intimy a medie

arterii. Hladinu homocysteinu mlzeme snizit pfi uzivani folatu, vitaminu B1, a Be.
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e C-reaktivni protein (CRP) — je reaktant akutni faze zanétu, ktery se tvofi hlavné
v jatrech, ale i extrahepaticky. Je to citlivy ukazatel zanétu, ale také bylo zjisténo,
Ze se mUZe Ucastnit rozvoje, progrese a destabilizace aterosklerotické léze. Bylo
prokdzano, ze CRP vyvolava tvorbu MCP-1 a tkdnového faktoru. CRP je navic

ligandem pro oxidovany LDL. [27], [28]

3.1.6 Prevence a lécba

Lécba a prevence spociva ve zméné Zivotniho stylu (aby doslo ke sniZzeni mnoZstvi
konzumovanych tukd a cholesterolu), omezeni koureni, zdravad strava, omezeni
konzumace alkoholu, vyhybani se stresu a pravidelna pohybova aktivita. Lékar, kromé
doporuceni téchto vyse zminénych zmén, také rozhoduje o uzivani léka.

Mezi léky, které mohou zabranit zhorSeni aterosklerézy mizeme zaradit:

Iéky snizujici hladinu cholesterolu, véetné statind, fibrat a niacinu

inhibitory ACE (angiotenzin konvertujici enzym) — snizuji krevni tlak

beta blokatory

protidesti¢kové léky (pf. Aspirin) — zabranuji srazeni krve a ucpani tepen

Pokud je ATS v tézké formé, je nutny chirurgicky zakrok. Mezi mozné operace pfi
[é¢bé ATS se radi bypass, trombolytickd |écba, kdy dochazi k rozpusténi srazeniny
vstriknutim 1€kl do postizené tepny, nebo angioplastika (Obrazek 4), pfi které se vyuziva
balének a katetr k rozsifeni tepny, nékdy dochazi i k zavedeni stentu, ktery udrzuje
tepnu otevienou. DalSi mozZnosti je aterektomie, kdy dojde k odstranéni platu z tepny.

[19], [24], [29]
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Aterosklerotické platy ¢astecné blokuji Do z(Zeného mista je zaveden katétr
pratok krve tepnou. s balénkem (tzv. balénkovy katétr) a zaroven stent.

Nafouknutim baldnku je stent pfitlacen ? et « g e
ke st&nam tepny, kterou tak roz&ifi a ,vyztui*. Balénkovy katétr je odstranén, stent v tepné zlstava.

Obrazek 4: Angioplastika [19]

3.1.7 Uplatnéni miRNA u aterosklerozy

Do aterosklerotického procesu se zapojena Sirokd skala miRNA. Ty ovlivAuji
jednotlivé patofyziologické procesy, jako je napf. cévni remodelace, dysfunkce
endotelovych bunék (EC), infiltrace zanétlivych bunék, diferenciace hladkého svalstva
cév nebo metabolismus lipoproteinl a cholesterolu, ktery je fizen napf. miR-27b, miR-
33, miR-148a nebo miR-223. Vsechny vyse zminéné miRNA sméruji na mRNA protein(
podilejici se na transportu cholesterolu z tkani do jater. Pro lepsi prehlednost byla
vytvorena Tabulka 3. [7], [30]

Tabulka 3: Prehed miRNA u aterosklerdzy [7]

nazev miRNA charakteristika

snizuje hladinu proteinu ABCA1
miR-33 zodpovédného za transport cholesterolu

z tkani do HDL, z jater do Zluci

cili na apolipoprotein B, ktery je velice
miR-27b dllezity pro vychytdvani LDL v jatrech a
tvorbu VLDL a LDL

miR-148a reguluje tvorbu LDL receptoru v jatrech

cili na scavengerové receptory 1. typu
miR-223
tridy B (SRB1)
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Zménou hladin vySe uvedenych miRNA u pokusnych zvifat bylo dosazeno
Castic v jatrech. Blokada miR-33 vyvolala zmenseni aterosklerotickych platl a zvyseni
cirkulujicitho HDL az o 50 %. V praxi se vyuZiva tzv. ,anti-sense terapie”, kdy lék
Mipomersen funguje obdobné jako miR-27a, tzn. Ze v jatrech se vdze na mRNA

pro apolipoprotein B a to zapfticini snizeni LDL, coZ eliminuje z dlouhodobého hlediska

kardiovaskularni ptrihody u pacientq, ktefi jsou léceni. [7]

Dysfunkce endotelovych bunék je dalSim klicovym krokem k rozvoji
aterosklerdzy. Schober a kolektiv prokazali, Ze miR-126-5p je rozhodujici pro udrzeni
proliferacni rezervy EC v reakci na smykové napéti a Ze snizenim hladiny miR-126-5p
dochazi ke snizeni proliferacni rezervy EC, coZ podporuje tvorbu platu. Zvysend
permeabilita endotelovych bunék vede kinfiltraci zanétlivych bunék, ve které hraje

dulezZitou roli miRNA-155. [30]

Pfechod bilych krvinek do cévni stény a zdnét je dalSi z pfi¢in vzniku
aterosklerdzy. V regulaci zanétu se uplatiuje miR-223, ktera zabranuje prestupu bilych
krvinek do cévni stény pomoci blokady intraceluldrni zdnétlivé molekuly (ICAM-1),
obdobné takto pracuje i miR-126. Dalsi miRNA podilejici se na korigovani zanétu je miR-
181b, ktera reguluje zanétlivou odpovéd pfimym ovlivnénim kaskady nuklearniho
faktoru kappa B. Dokonce pti zablokovani miR-181b dosSlo ke zmenseni

aterosklerotickych platQ u pokusnych zvitat. [7]

3.1.8 Diagnosticky vyznam miRNA u aterosklerozy

MiIRNA, které vséru nebo télnich tekutinadch cirkuluji, jsou stabilni. Védci
predpokladaji, Ze stabilita je dana prfitomnosti stabilniho proteinu Ago2 nebo

Ago2 miRNA komplexem. Cirkulujici miRNA jsou chrdnény RNazami pred degradaci. [14]

Pfi akutnim infarktu myokardu (AIM) a uzdvéru korondrnich tepen dochazi
k vyplaveni miRNA, které se hojné nachazi v srdci, jako je napriklad miR-1, miR-133, miR-
208 nebo miR-499. Hladiny téchto miRNA skvéle koreluji s hladinami troponinu
a poskytuji ndm tak informaci o poskozeni myokardu. Dulezité je ale zdlraznit,

Ze senzitivita a specificita téchto miRNA ve vétsiné provedenych studiich je stdle nizsi
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nez senzitivita a specificita troponinu. V praxi se miRNA jako diagnostické biomarkery
AlIM jesté nevyuzivaji, jelikoZ pfiprava i analyza je zdlouhava, a to cca 3 hodiny. Pfiprava
zahrnuje izolaci RNA, reverzni transkripci a poté polymerazovou retézovou reakci
v redlném cCase. MoZné vyuziti miRNA jako diagnostickych ¢i prognostickych markerd

aterosklerdzy je zndzornéno pomoci Obrdzku 5. [18]

cévni mozkova prihoda:
let-7, miR-21, miR-124, miR-126,
miR-145, miR-210, miR-221, miR-223

ischemicka choroba srdetni:
miR-17, miR-92a, miR-126, miR-143/145,
miR-150, miR-155, miR-222, miR-378

infarkt myokardu:
miR-1, miR-21-5p, miR-133, miR-208b,
miR-361-5p, miR-499, miR-663

ischemicka choroba dolnich konéetin:
miR-21, miR-27, miR-34a, miR-125a/b,
miR-126, miR-143, miR-155, miR-221

Obrdzek 5: MozZné vyuZiti miRNA jako diagnostickych
¢i prognostickych markeri aterosklerézy [31]

Cirkulujici miRNA mGzZeme pouzit jako predikéni faktor dalSiho vyvoje stavu
u pacientll po AIM, jelikoz v krvi, kterd byla odebrana od pacienta v priméru po
18 dnech od AIM sST elevacemi (STEMI), bylo mozné zjistit zvySené hladiny tfi
miRNA,a to miR-34a, miR-192 a miR-194. Tyto tfi miRNA pfedpovidaly vznik srdeéniho
selhani do jednoho roku od prodélani STEMI. [18]

K ovéreni opravdového potencialu cirkulujicich miRNA a zmén v expresi miRNA
je zapotrebi provést rozsahlé studie na lidech. Studie, které se vénuiji diagnostice nemoci
za pomoci miRNA jiZ nejsou UpIné na zacatku, ale stale jsou omezeny malou velikosti
vzorku, nebo také volbou vzorku kontrolniho. Jako kontrolni vzorek se €asto uzivaji
vzorky zdravych jedincl, nikoliv pacientll s podobnymi klinickymi potizemi. Dalsi
vyznamnou komplikaci je srovnani jednotlivych studii, jelikoz je nedostatecnd
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standardizace postupl mezi jednotlivymi laboratoremi, takze praktické vyuziti miRNA

v diagnostice AIM bude také mozné aZ po sjednoceni postupu. [31]

Problém pfi stanoveni hladin miRNA m{ze také nastat u pacientq, jimz byl pred
odbérem krve poddn heparin, jelikoZ ten naraSuje analyzu polymerazové retézové
reakce (PCR). Dalsi nevyhodou, jak uz bylo zminéno, je doba analyzy miRNA. Dllezité je
také zjistit, zda cirkulujici miRNA mlzZe byt wvyuzZita pro uréeni progndzy
aterosklerotickych onemocnéni, a navic, zda mohou byt pro diagnostiku vhodné jiné,

snadnéji dostupné télesné tekutiny, jako je moc¢ nebo sliny. [14], [31]

3.1.9 Terapeuticky vyznam miRNA u aterosklerozy

Informace, které byly dosud zjiStény, poukazuji, Ze mnohé miRNA maji vliv na
rozvoj aterosklerdzy, jeji progresi, ale také rozvoj jejich komplikaci. Bunécné
a molekularni procesy spojené s patofyziologii aterosklerézy jsou ovlivnény cetnymi
miRNA, které |ze proto pouzit jako diagnostické biomarkery a terapeutické cile pro vyvoj
novych terapii se zamérem poskytnout pacientim lepsi 1éCbu aterosklerdzy. Proti
naruSené genoveé expresi a porusené funkci cév byla vytvorena terapeutika na bazi RNA
a patfi sem miRNA mimetika, inhibitory miRNA a antisense oligonukleotidy (anti-miRs)
zpUsobujici umléeni miRNA, ktera modifikuje specifické drdhy nebo sniZuje
dysregulovanou expresi. Antisense oligonukleotidy byly testovany i na mysich, bylo
vypozorovano, ze doslo ke zpomaleni progrese aterosklerotickych platd. Ze studii bylo
zjisténo, Ze systémovym podanim anti-miRs, ktery byl cileny na miR-33a a miR-33b,
dosSlo ke zvySeni jaterni exprese ABCA1l, coz mélo za nasledek trvalé zvyseni

plazmatického HDL a snizeni triglyceridl ve VLDL u africkych zelenych opic. [14], [32]

Podobné vysledky pfinesla i dalsi studie provedena na primatech. Ukazalo se,
Ze jednoduché systémové dodavani oligonukleotidu, napf. uzamcéené nukleové kyseliny
(LNA)-anti-miR, plsobi uc¢inné jako antagonista exprese miR-122 v jatrech. Dle studie
toto vedlo k dlouhodobému a reverzibilnimu poklesu celkového cholesterolu v plazmé,
aniz by byla zaznamenana toxicita v souvislosti s podanim LNA nebo histopatologické
zmény ve tkanich studovanych zvitat. Na zakladé dat ziskanych pfi pouZiti téchto

zvitecich model( aterosklerotického onemocnéni byla vyvinuta terapeutickd metoda
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vyuzivajici anti-miRs pro lé¢bu dyslipidemii, cilovymi strukturami jsou pak proteiny,

které maji podil na syntéze, transportu nebo metabolismu lipoproteint. [14]

Dalsim terapeutickym pfistupem je podavani inhibitorG miRNA. Napftiklad
v aortdlni intimé a plazmé mysi, kde byl deficit apolipoproteinu E, byla miR-181b vyrazné
regulovana smérem dold a systémové dodavani mimetik miR-181b vedlo
k 2,3ndsobnému zvySeni exprese miR-181b, coZ vyznamné potlacilo tvorbu
aterosklerotické léze. Snizend exprese miR-181b je pfisuzovéna pacientlim s koronarnim

arterialnim onemocnénim. [14]

Dalsi zplsob pro inhibici miRNA je pouZiti miRNA houbi¢ek (sponges) nebo
navnadovych transkriptl (decoy transkript), které zahrnuji vétSi mnoZstvi vazebnych
mist, které jsou komplementarni k pfislusné miRNA. Dle dikazl je mozné fici, Ze tato

metoda je do jisté miry stejné ucinnd jako technologie antisense. [14]

Diky experimentlm in vitro a in vivo, které byly provedeny za uziti specifickych
anti-miRs, mimetik RNA, doslo k objasnéni ulohy miRNA a také zjisténi potencidlniho
vyuziti jako diagnostického nebo prognostického biomarkeru a také jako mozného
terapeutického cile. Ackolivinformace o poslani miRNA v kardiovaskularni patofyziologii
jsou stale predbéziné, bylo dosazeno vyznamného pokroku ve vyvoji RNA terapeutik pro
[é¢bu aterosklerézy. Pozitivni vysledky v klinickych studiich prokazal antisense
oligonukleotidovy Iék Mipomersen, ktery byl vymezeny k 1é¢bé homozygotni familidrni
hypercholesterolemie a pozdéji byl agenturou Food and Drug Administration

ve Spojenych statech schvélen. [14]

PFi kvantifikaci miRNA pomoci kvantitativni real time PCR (qRT-PCR) chybi
optimalizace analytickych metod, coz mlize mit za nasledek falesné pozitivni vysledky.
Proto je zapotfebi velké mnoiZstvi dalsi prace, aby se zjistilo, zda terapeuticka
manipulace s funkci miRNA muze skutecné predstavovat bezpecnou a ucinnou IéCbu

aterosklerdzy, kterou lze ndsledné vyuzivat v klinické praxi. [14]
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3.2 Demence (DEM)

Demence je onemocnéni, které se vyskytuje asi u 1 % populace a roste
s pribyvajicim vékem. Ve vékové kategorii nad 65 let demenci trpi okolo 5,4 % populace.
Toto onemocnéni zasahuje jak do Zivota nemocného, tak do jeho okoli. Osoby u kterych
byla stanovena diagndéza demence, maji nadéji na doziti v priméru sedm azZ deset let.
Jedinci trpici demenci maji narusenou psychiku, ale vyrazné postizena je také jejich
socialni role. Z ekonomického pohledu je toto onemocnéni pro spolecnost velkym
problémem, jelikoZ naklady na jednoho pacienta se odhaduji na 525 000 K¢ rocné.
V dnedni dobé nékterou formou demence v CR trpi az okolo 150 000 pacient(, aviak

v roce 2050 je predpoklad, Ze jich bude neuvéfitelnych 382 000. [33], [34]

3.2.1 Definice onemocnéni

Demence je syndrom charakterizovany poruchou kognitivnich funkci, kam
muUZeme zaradit pamét, intelekt a motivaci. Narusené je ale také vnimani, mysleni,
vyskytuji se poruchy nalady nebo chovani, které patfi mezi nekognitivni funkce.
U jedincl trpicich demenci postupné dochazi k patrnému zhorSovani jejich stavu
a schopnosti fungovat jak v socialni, tak pracovni sféfe. Postupem c¢asu dochazi ke ztraté
béZnych dovednosti, hygienickych navyk(, nebo napr. schopnosti jist pfiborem. Konecné
stddium tohoto onemocnéni nastavd, kdyz je pacient odkdazan na péci z okoli

a nasledkem pdadl nebo jinych Urazd umira. [33]

3.2.2 Epidemiologie

Syndrom demence ma mnoho forem. Mezi nejcastéjsi formu demence mizeme
zaradit Alzheimerovu nemoc (AD), kterd je pficinou 50 az 60 % pfipadl. Dale je ¢asta
vaskularni demence (VD) nebo demence s Lewyho télisky (DLB). Souhrn onemocnéni
vyvolavajici demenci je v Tabulce 4. Kaidy typ demence ma specifické pfiznaky
a patologické zmény v mozku. VeSkera neurodegenerativni onemocnéni, kterd
zapficinuji demenci, jsou nevylécitelnd, ale mGzeme jejich prlibéh zpomalit, dokonce

nékdy i zastavit. [33]
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Tabulka 4: Onemocnéni vyvoldvajici demenci [33]

onemochnéni % zastoupeni

Alzheimerova nemoc 50 -60%
Vaskularni demence 5-10%
Demence s Lewyho télisky 5-20%
Intrakranidlni tumory 1-5%
Normotenzni hydrocefalus 1-5%

Huntingotonova nemoc 0,5-2%

Demence u Parkinsonovy nemoci a jinych 1%
extrapyramidovych onemocnéni

Farmaky podminéna demence 1-3%
Trauma mozku 1-2%

RGzné (jaterni selhani, hypotyreoidismus,
neurosyfilis, Cushinglv syndrom, epilepsie, 1-6%
Wilsonova choroba a dalsi)

Psychiatricka onemocnéni maskujici se jako
demence (deprese, schizofrenie, konverzni
poruchy, hypomanie, nediagnostikované

1-8%

poruchy)

3.2.3 Etiologie

Rizikové faktory, které ovliviiuji vznik demence, mGzeme rozdélit na faktory
neovlivnitelné (vék, pohlavi a genetické Cinitele) a ovlivnitelné. Mezi ovlivnitelné faktory,
které jsou zodpovédné za cca 40 % svétového vyskytu demence, patfi nizké vzdélani,
hypertenze, porucha sluchu, koureni, obezita, deprese, nizka fyzicka aktivita, diabetes,
nadmérnd konzumace alkoholu, traumatické poranéni mozku, socialni izolovanost nebo

znecisténi ovzdusi. [35]

3.2.3.1 Neovlivnitelné rizikové faktory

o Veék — &im je vyssi, tim se stupnuje riziko rozvoje demence. U dvou lidi ze sta se

ve vékové kategorii 65 aZ 69 let vyskytuje demence. Kazdych pét let pak stoupd
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riziko demence o dvojnasobek, takze v 90 letech se demence objevi u tficeti
tfi lidi ze sta. Vék je bran jako rizikovy faktor z toho dlvodu, Ze u starSich lidi jsou
Castéjsi zdravotni problémy, vyssi krevni tlak, kardiovaskuldrni onemocnéni,
slabsi imunitni systém. Tyto zdravotni komplikace mohou zvySovat riziko

demence. [35]

Pohlavi — naznacuje, Ze Alzheimerova choroba postihuje vice Zeny neZ muZe.

U vaskularni demence je tomu naopak. [35]

Genetické faktory — jsou ¢asto spojovany se vznikem demence. Nejuzivanéjsi
teorie, ktera objasnfiuje patogenezi Alzheimerovy choroby, je hypotéza amyloidni
kaskady, kde jako hlavni spousté¢ je oznacovan beta-amyloid vznikajici
z transmembranového amyloidového prekurzorového proteinu (APP). Brzky
nastup Alzheimerovy choroby, i kdyZ se tykda mensiho mnozstvi pripadd, muze
zpUsobit mutace genu presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2 (PSEN2). Starsi dospélé
postihuje tato choroba vice, jelikoZ ti maji mnoho rizikovych faktor(. V pozdé;jsim
rozvoji Alzheimerovy choroby je velmi dlleZity gen APOE4 (apolipoprotein E4).
Se zvysSujicim mnozZstvi alel tohoto genu pfimo iUmérné roste riziko Alzheimerovy
nemoci s opozdénym nastupem z 20 % na 90 % a vék nastupu onemocnéni klesa

z 84 na 68 let. [35]

3.2.3.2 Ovlivnitelné rizikové faktory

Na zakladé vyzkumu v roce 2020 Livingston et al. urcuji 12 hlavnich ovlivnitelnych

faktor( rozvoje demence. [35]

NizSi vzdélani a riziko vzniku demence je c¢asto zkoumanym tématem.
Matematicky regresni model pfedpoklada, Ze postupy, které prispivaji ke zvyseni
vzdélani ve spolecnosti, by mohly byt tim nejucinnéjsim nastrojem k prevenci
Alzheimerovy choroby. [35]

Vysoky krevni tlak — ma vliv na kognitivni funkce a méni se v zavislosti na véku.
Hypotenze nebo excesivni redukce krevniho tlaku vsak muize také negativné

ovlivnit kognitivni funkce, naznacuji u starsi skupiny lidi nékteré zdroje. [35]
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Sluchova ztrata a spojitost s rozvojem demence byla opakované potvrzena,
ackoliv neni zfejmé, jakym zplsobem pfi ztraté sluchu dojde ke zvyseni rizika
vzniku demence. Existuje nékolik moZnosti. Prvni znich je zaloZena na
predpokladu, Ze absence sluchu smértuje k socialni izolaci, coZ je také jeden
z rizikovych faktor(. Druha je zaloZena na vlivu sluchové ztraty na kortikalnim
zpracovani. [35]

Koureni je rizikovym faktorem hlavné u lidi nad 65 let. Stupriuje riziko vzniku
Alzheimerovy choroby, muize zvysit taktéz riziko dalSich typld demence, jako
je vaskularni nebo nespecifikovana. Pokud jedinec s koufenim prestane, dojde
ke snizenirizika aZ na uroven lidi, ktefi nikdy nekoufili. Lidé nenesouci gen APOE4
maji vyssi riziko vzniku demence, pokud koufti. Vyzkumy poukazuji také na to, ze
u kuraka s demenci je vyssi mortalita. [35]

Obezita a demence maji hodné stejnych faktor(. Patfi sem stavy, které vychazeji
z obezity (hypertenze, kardiovaskuldarni onemocnéni, diabetes s insulinovou
rezistenci) a negativné mohou plsobit na mozek. Riziko demence stupnuje i vyssi
body mas index (BMI) z divodu pfitomnosti nékterych sloucenin, které jsou
odvadény tukovou tkani. Pfi porovnani rizika demence v zavislosti na BMI bylo
zjiSténo, Ze pacienti s obezitou méli o 74 % vyssi riziko a pacienti s nadvahou
0 35 % vyssi riziko nez osoby s vdhou normailni. [35]

Deprese v souvislosti s demenci mliZze zdviset na véku, ve kterém nastala prvni
depresivni epizoda. V mladsim véku je deprese dana do souvislosti s chronicitou,
horsim psychosocidlnim fungovanim, kvalitou Zivota a s vétSim mnozstvim
genetickych faktor(. Lidé zaZivajici vice depresivnich situaci ¢asto opakované
aktivuji droven steroidl, kterda vede k poskozeni oblasti hipokampu. JelikoZ
deprese je zaroven rizikovym faktorem pro infarkt myokardu a cévni mozkovou
pfihodu, tak ty nasledné mlzou sméfovat k rozvoji demence. Ptiznaky deprese
jsou hojné popisovany u Alzheimerovy nemoci, ale vbrzké fazi je
symptomatologie deprese popsana i u Huntingtonovy choroby nebo vaskularni
demence. [35]

Nizka fyzicka aktivita také ovliviiuje demenci, to bylo jiz potvrzeno. Cviéeni je
chapano jako prevence a zvySenim fyzické aktivity mGze dokonce dojit ke
zvolnéni patologickych procest a problém( s timto onemocnénim. Pti zvySeni
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fyzické aktivity jednice je mozné predejit rozvoji syndromu demence, ato ve 3 %
pfipad(. [35]

Diabetes mellitus — pfedstavuje vyssi riziko rozvoje demence, a to 1,5 az 2,5krat
vétsi u starSich lidi. Biologické mechanismy, které jsou s timto spojovany, jsou:
kardiovaskularni rizikové faktory, glukdézovy toxicky a oxidacni stres,
hyperinzulinemie nebo zanét. [35]

Socialni izolovanost — hraje roli v rozvoji demence stejné tak, jako nizsi vzdélani.
Z roku 2015 je potvrzeno, Ze jedinci, ktefi se citi osaméle nebo maji ojedinély
socialni kontakt, tak maji zvySené riziko vzniku demence.

Nadmérna konzumace alkoholu —hlavné dlouhodob3, je vztazena ke strukturnim
zménam v mozku. Déle je spojovdna s kognitivnimi zménami nebo se zvySenym
rizikem rozvoje rlznych druhl demence. Stanoveni presného prahu uzivani
alkoholu, kdy nastava naruseni kognice, at uz vratné ¢i nevratné, jesté nebylo
uréeno. [35]

Traumatické poskozeni mozku (TPM), které je lehké, ale opakované, navysuje
riziko chronické traumatické encefalopatie, kterd je provdzana s demenci. Pokud
je jedno TPM tézké nebo stfedné tézké, zvysSuje se riziko rozvoje Alzheimerovy
nemoci. [35]

Znecisténé ovzdusi — je celosvétovy problém, ktery je spojovan s mnoha
nemocemi, jako je napfiklad: onemocnéni srdce, cévni mozkova pfrihoda,
rakovina a soucasné i demence. ZvySené riziko demence je na zakladé
vdechovani prachovych ¢astic, oxidu dusi¢itého, oxidu uhelnatého nebo oxidu

dusiku. [35]

3.3 Typy demence a miRNA u onemocnéni souvisejicich s

demenci

3.3.1 Alzheimerova nemoc (AD)

Neurodegenerativni progresivni fatalni onemocnéni, které je nejcastéjsi pricinou

demence a bylo poprvé popsano vroce 1906 némeckym neuropatologem Aloisem

Alzheimerem. Postupem casu dochazi ke zhorSovani kognitivnich schopnosti, jako

je napftiklad porucha kratkodobé paméti, re¢i nebo pozornosti. Pfi onemocnéni dochazi
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k zaniku synapsi a rovnéz ke snizeni poctu neuron(i ve dvou oblastech. V oblasti klry
mozkové a v oblasti bazdlniho telencefala, kde jsou zasazeny cholinergni neurony,
coz zpUsobuje ubytek acetylcholinu a naslednou poruchu cholinergniho systému. [33],

[36], [37], [38]

Z histologického pohledu se v neuronech mozku vyskytuji neurofibrilarni klubka
(tangles). Jejich mikroskopicky vzhled pfipomina plaminek nebo tenisovou raketu.
V neurofibrildrnich klubkdch je obsazen hyperfosforylovany tau-protein. Dale se
v mozku extracelularné vyskytuje beta-amyloid, ktery je zodpovédny za tvorbu senilniho
plaku, ktery se nachazi hlavné v mozkové ke, hipokampu, podkorové sedi i mozecku.
Senilni plak se mizZe vytvaret jiz v preklinickém stadiu AD. Beta-amyloid Ize detekovat
pomoci pozitronové emisni tomografie pfi vyuZiti specialnich ligandl (napf. florbetapir,
florbetaben, flutemetamol). Nevylécitelné onemocnéni je Ié¢eno kombinaci

farmakologickych a nefarmakologickych pristupt. [33], [38], [39]

Identifikace miRNA, které se podili na Zivotaschopnosti neurond, mohou
poskytnout informace o patogenezi AD. V Tabulce 5 niZze jsou uvedené vybrané

podskupiny miRNA spojené s AD.

Tabulka 5: Vybrané podskupiny miRNA spojené s AD [40]

Alzheimerova nemoc

let-7i-5p

miR-15a-5p

miR-29¢-3p

miR-590-5p

miR-194-5p

let-7g-5p

let-7d-5p

22



Rodina miRNA let-7 je udajné zodpovédna za regulaci proliferace a diferenciaci
nervovych kmenovych bunék a vykazuje proapoptickou aktivitu v centrdlnim nervovém
systému. Vice studii, nezavisle na sobé, zjistilo, Ze vyznamné zvySena exprese let-7g-5p,
ale i let-7d-5p je v krevnich vzorcich u kohort pacient(i s AD. Dalsi objektem zkoumani
bylo, zda neurotoxické transkripty let-7, které jsou v mozku, se dostavaji
do mozkomisniho moku a mohou byt vyuzity jako klinické biomarkery. Touto studii se
zabyval Derkow et al. Informace z mozkomisniho moku pacientd s AD se porovnavaly
s pacienty, ktefi trpi frontotempordlni demenci, ale také s pacienty, ktefi maji velkou
depresivni epizodu bez klinickych nebo neurobiologickych pfiznakli AD, a se zdravymi
kontrolami. V. mozkomisnim moku byly objeveny rozdilné profily exprese rodiny let-7,
s vyjimkou zvySenych hladin let-7b a let-7e u pacient( s AD i velkou depresivni epizodou.
Samostatnd Studie Sorenssen et al. hodnotila mozkomisni mok a krev pacient( trpicich
AD s jinymi typy demence. Bylo objeveno celkem 52 miRNA v likvoru (CSF) u skoro vsech
pacient(. Pfi porovndni zdravych kontrol s pacienty s AD byly nékteré miRNA, konkrétné
dvé (let-7i-5p a miR-15a-5p) regulovdny smérem nahoru a jedna miR-29c-3p byla
regulovana smérem dol0. Vysledky ukazuji, Ze abnormalni aktivita let-7 miRNA muze
zprostiedkovavat kognitivni patologii a patologii spojenou s demenci narusenim

kritickych neuronalnich signalnich drah. [40], [41], [42]

3.3.2 Vaskularni demence (VD)

Tento typ demence je druhy nejcastéjsi typ souvisejici s vekem a celosvétové
predstavuje zdvainy zdravotni problém. Vznikd na zakladé poruchy cévniho obéhu
v mozku, postupné vede k zhorSovani intelektudlnich funkci. Poruchy cévniho obéhu
mohou vést k rozvoji cévnich mozkovych pfihod (CMP) a pokud dojde k CMP, tak
vaskularni demence se muze rozvinout do 3 mésicll. Pro pacienty s vaskularni demenci
je typické postizeni hlavovych nervli, hemiparéz a pyramidovych iritacnich jev(, také
mozeckové ptiznaky, poruchy chlze, reci nebo neschopnost vykondvat koordinované
pohyby. K dalsim pfiznakim miZeme zaradit i do¢asné ochrnuti, zhorsené vidéni nebo

potize s mluvenim. [33], [43]
Dle odbornikli mGzeme rozdélit vaskularni demenci na mnoho typU:

e vaskularni demence pfi postizeni velkych cév
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e vaskularni demence pfi postiZzeni drobnych cév
e vaskuldrni demence vznikla v disledku ischemie nebo hypoperfuzi
e multifaktorovd demence (opakované mozkové infarkty)

e vaskuldrni demence wvznikld po krvaceni do mozku (v€. krvaceni

subarachnoiddlniho)

Pacienti jsou l|éCeni jak farmakologickymi, tak nefarmakologickymi postupy.
Nefarmakologické postupy jsou velmi podobné jako u AD. Z farmakologického hlediska
se pouziva napfiklad antikoagulancia a antiagregancia, kterd zamezuji vzniku novych

mozkovych ischemii. [33], [44]

Studie, kterd zkoumala vzorky plazmy od pacient( trpicich vaskularni demenci dosla
k zavéru, Ze miR-29a-3p je pfi porovnani se zdravymi kontrolami sniZzena a Ze hladiny

miR-10b* a miR-130b-3p byly ve vzorcich plazmy s vaskuldrni demenci také snizeny. [40]

3.3.3 Demence s Lewyho télisky (DLB)

Je to druha nejéastéjsi forma demence, ktera je na pomezi Parkinsonovy
a Alzheimerovy nemoci a spise se vyskytuje ve vySsim véku, a to ve véku 75 az 80 let.
Z histologického hlediska je typicky pro tento typ demence vyskyt Lewyho télisek
v mozkovych burkach nemocného. Téliska jsou eosinofilni sférické inkluze obsahujici ve

vysoké mire alfa-synuklein. [45]

Lécba tohoto onemocnéni je symptomatickd. U lehkych az stfednich demenci
je nasazovan inhibitor mozkovych cholinesterdz, napf. rivastigmin, ktery se pouziva
k IéEbé kognitivnich poruch. Pti vyskytu deprese jsou poddvany selektivni inhibitory
zpétného vychytavani serotoninu (SSRI — antidepresiva 3. generace), napf. sertralin.
Dale se také podavaji antiparkinsonika a antipsychotika. Vyznamna je ale také lécba

nefarmakologicka. [33], [45]

Jelikoz DLB ma spolec¢né charakteristické rysy s AD, mUZe dochazet k chybné
diagndze a chybné klinické péci. Studie Gaméze-Valera et al. zjistovala, zda profily

exprese miRNA z plazmy se mohou rozliSovat mezi AD, DLB a zdravymi kontrolami.
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Z celkovych 238 zkoumanych miRNA bylo 6 miRNA u pacientd s AD v porovndni
s pacienty s DLB a zdravymi kontrolami regulovano smérem doll. Sem se fadiliy tyto
miRNA: hsa-miR-451a, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-126-3p,hsa-let-7i-5p a
hsa-miR-151a-3p. U téchto miRNA je predpoklad, Ze by mohly zvysit citlivost nebo

presnost diagndzy a eventuelné vést |écebné plany. [46]
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4. Metody detekce miRNA

Pro casnou klinickou diagnostiku jsou dllezité metody kvantifikace a vizualizace
exprese miRNA. Tato prace je ale velmi naro¢na z dlivodu kratké délky miRNA, vzajemné
vysoké sekvencni homologii mezi ¢leny rodiny a nizké koncentraci. K detekci miRNA se
nejcastéji uzivd metoda northern blotting, hybridizace in situ nebo riizné modifikace
gRT-PCR. Porovnani standardnich technologii pro detekci miRNA je niZe v Tabulce 6.[5],
[47]

4.1 Northern Blotting (hybridizace RNA)

Jednad se o historicky nejstarSi metodu, kterd je hojné uzivand i presto, Ze je mélo
citlivd (na drovni nanomolll), ¢asové narocnd a vyzaduje velké mnoZstvi vzork( RNA.
Vyuziva se jak k detekci zralé miRNA, tak k detekci jejich prekurzorl, protoze pfi této

metodé dochadzi k separaci jednotlivych molekul na zakladé jejich velikosti.

Princip metody je nasledujici. Nejprve je vzorek RNA Stépen pomoci restrikéni
endonukledzy, nasledné je separovan podle velikosti pomoci elektroforézy
v agarézovém Ci polyakrylamidovém gelu, dale denaturovan a prenesen na
nitroceluldzovou félii nebo nylonovou membranu. Poté je fixovan s naslednou reakci se
sondami, které jsou znacené, v minulosti radioaktivné pomoci 32P a dnes ¢im dal Castéji
jsou znacené fluorescenénimi nebo chemiluminiscenénimi barvivy. Sondy, které jsou
znadené radioizotopy, pomahaji zvysit citlivost. Nasledné dojde k promyti volné sondy

a miRNA je detekovana radioaktivnim zplsobem pomoci znacenych sond.

V poslednich letech doslo k feSeni problému s nizkou citlivosti a doslo ke zlepsSeni
této metody. Zacala se vyuzivat LNA modifikovana oligonukleotidova sonda. LNA
obsahuje pevnou strukturu vytvorenou spojenim 2’ a 4’ uhlik( na ribéze pomoci
methylenové skupiny. Tyto LNA sondy maji vysokou teplotni stabilitu a lepsi hybridizacni
vlastnosti. Takto modifikované sondy jsou vyhodné hlavné tehdy, kdy je k dispozici
pouze malé mnoiZstvi vzorku nebo hladina exprese zkoumanych miRNA je ve vzorku také

nizka. [5], [47], [48]
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4.2 In situ hybridizace (FISH)

Metoda, kterd byla pro detekci miRNA vyvinuta teprve neddvno. UmoZiuje
studovat prostorovou a casovou distribuci kandiddtnich miRNA na bunécné
a subbunécné urovni. BéZné DNA a RNA se zde nevyuzivaji, vzhledem k nedokonalé
vazebné afinité k cilové miRNA. Pouzivaji se sondy LNA a RNA oligonukleotiové sondy
konjugované s haptenem snavdzanym fluoresceinem a vysoce specifickymi
podminkami promyvani s tetramethylamonium chloridem, které afinitu zvysuji a Ize tak

detekovat miRNA pomoci in situ hybridizace. [5]

4.3 Microarrays

Jedna se o Cipovou technologii, ktera je nejrozsitenéjsi metodou pro rychlou
a vykonnou detekci miRNA, ale velmi drahou metodu. Funguje na principu hybridizace
nukleovych kyselin mezi cilovymi molekulami a sondami. MiRNA z analyzovaného
vzorku je znacena fluorescencnimi barvivy a hybridizovdna se sekvencné specifickymi
miRNA oligonukleotidovymi sondami, které maji vétSinou amino-modifikovany 5’konec
a jsou imobilizované na povrchu nosi¢e (Cipu). Ndasledné dochdzi k analyze
fluorescencniho signalu, podle kterého muze byt vyhodnocena pritomnost miRNA, ale
také jejich relativni mnozstvi. Hlavni vyhodou je miniaturizace a moZnost vysetfit vice
vzorkd najednou, coZ je vhodné pro klinické ucely. Nevyhodou je vysoka cena
fluorescencnich znacek nebo koupé vysokorozliSovaci kamery, ale také vétsi nachylnost

k chybam. [5], [47]

JelikoZ kazda metoda, ktera je uvedena vySe, ma sva pozitiva, ale i nevyhnutelné
nedostatky, jsou vyvijeny stdle nové a nové technologie, které maji za cil rychlejsi
analyzu, nizsi cenu, zjednoduseni pracovniho postupu atd. Mezi né patfi napriklad
metody detekce miRNA na bazi nanomaterialli, detekce miRNA na zakladé amplifikace

s posunem vlakna. [1], [47]
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4.4 Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR)

Patfi mezi nejrozsirenéjsi techniky analyzy miRNA, jelikoz hlavni vyhodou RT-PCR
je velmi vysoka citlivost a specificnost. Je bezprostfedné povaZovana za zlaty standard

a umoznuje detekci cilovych miRNA az v attomolarnim rozmezi (aM).

Kvantifikace molekul RNA zahrnuje tento nasledujici postup. Nejprve se prevede
cilova miRNA do komplementarni DNA (cDNA) pomoci reverzni transkripce (RT).
Nasledné je cDNA amplifikovana a kvantifikovana pomoci PCR diky tepelné stabilni DNA
polymeraze a dvojici primert. Amplifikace se sleduje pomoci fluorescence v redlném
Case. Avsak vyuziti PCR metody na detekci miRNA vyZzaduje uZziti modifikace z divodu
kratkych retézct nukleotidd miRNA. Délky normalné uzivanych primerd pro PCR jsou
totozné jako délky vlastnich maturovanych miRNA. Redenim by bylo poufZiti kratsich
primery, ale to neni mozné, jelikoZ maji nizkou teplotu tani v duplexu s miRNA. [5], [47],

[48]

Aby se predeslo problémim, v soucasné dobé se hojné pouzivaji 2 metodické
pfistupy. Prvni z nich je zaloZen na vyuZiti tzv. stem-loop primeru (vldsenkovy primer) pfi
reverzni transkripci (Obrazek 6). PouZiti tohoto primeru zpuUsobuje prodlouzeni
maturované miRNA na délku, kterd umozniuje naslednou amplifikaci pomoci jednoho
specifického a jednoho univerzalniho primeru, déle se vyuziva specifickd TagMan sonda,
ktera je oligonukleotidovd sonda znacena na 5’konci reporterovym fluoroforem a na

3’konci tzv. zhasecem. [5], [47], [48]

Reverzni transkripce

miRNA

rrr

l

v
rrrrrrrrnrnia

cDNA

TagMan qPCR

Forward

\ primer

e
© @

Sonda typu TagMan

Obrazek 6 Zndzornéni detekce miRNA pomoci qRT-PCR s
vyuzitim stem-loop primeru a detekcniho systému
TagMan. [5]
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Druhy metodicky pfistup, ktery je nejéastéji na trhu vyuZivan, spociva
v polyadenylaci miRNA pomoci poly(A)-polymerazy, kterd nastava jesté pred reverzni
transkripci (Obrazek 7). MiRNA se nejprve polyadenyluje na 3‘konci, timto dochazi
k umélému prodluzovani templatu miRNA. Nasledné je provedena reverzi transkripce
atim dojde ke vzniku cDNA sobsahem 5‘univerzdlni sekvence. Poté se provadi
kvantifikace cDNA za pomoci dvou specifickych LNA modifikovanych primerd. Pro
detekci se vyuZivaji interkalacni barviva SYBR green, které se vkladaji mezi

dvouvldknovou DNA (dsDNA). [5], [47], [48]

Krok 1: Syntéza prvniho fetézce (RT)

Maturovana miRNA
A)  —— A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Polyadenylace
B) ————— AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA Reverzni
— TTTTTTTTTTTTTTTT transkripce
5'univerzaini sekvence

Krok 2: qPCR

miRNA specificky forward primer
L ————— - Dva LNA modifikované

miRNA specifické primery

Detekéni systém
SYBR Green

B)

Obrazek 7: Zndzornéni qRT-PCR s vyuZitim polyadenylace a detekce pomoci SYBR
green [5]

4.4.1 Two-Tailed PCR

Jedna se o kvantitativni Two-Tailed polymerdzovou retézovou reakci (TT-qPCR).
U TT-gPCR se pouzivaji misto jedné vazebné sondy dvé hemisondy, a to 3‘hemisonda
a 5‘hemisonda (Obrazek 8). Tyto sondy se navazou na rdzné uUseky miRNA a jsou
slou¢ené pomoci vlasenky. Hemisondy jsou pfilis kratké, aby se navazaly na miRNA
samostatné, pokud je ovSem splnéna komplementarita obou sond, vazou se
kooperativné. Komplementarni DNA, kterda vznikla reverzni transkripci, je poté

amplifikovana metodou PCR za pomoci dvou sekvenéné specifickych primert
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a detekovana pomoci chemie SYBR green. Pro vyhodnoceni se vyuziva kfivka tani

(melting curve), kterd se uziva také pro detekci nespecifickych produktt. [49]

REVERSE primer
1" qPCR cycle

5
3
5
5 humipmbfs‘ o 5¢

4 5 X

‘: \ %
b 5 & M.
3 .

— — —-

L1 Ll

3
FORWARD primer
2" qPCR cycle

[HEERER
(AR

Two-tailed RT primer

Obrazek 8: TT-qPCR [50]

Vyhody TT-gPCR metody jsou: vysoka citlivost, detekce a kvantifikace miRNA
v Sirokém spektru biologickych materidlu (plazma, sérum, krev, mozkomisni mok,
synovialni tekutina, rdzné druhy tkdni, atd.), velmi vysoka specifi¢nost, vysoka vykonnost
pfi porovnani s jinymi technikami RT-qPCR. Dalsi vyhodou Two-Tailed RT-gPCR je rychlé
testovani s celkovou dobou analyzy méné nez 2,5 hodiny. TT-qPCR je standardizovana

pro celkovou kvantifikaci miRNA. [49], [50]

Tabulka 6 Porovnadni standardnich technologii pro detekci miRNA [1]

nazev metody vyhody nevyhody

Nizka specifita,
pracnost,

. Nizka cena,
Northern blotting

komplexita vzorku . o L.
radioaktivni znaceni

Drahé vybaveni,

, Robustnost, ) -
STANDARDNI RT-PCR . drahé fluorescencni
senzitivita
TECHNOLOGIE sondy
Kvantifikace pouze
FISH Detekce in situ vysoce Skolenym
personalem
. Vysokokapacitni Narocné zpracovani
Microarrays
metoda dat
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5. Cil prace

Cilem této diplomové prace byla identifikace potencidlnich miRNA cild pro
diferencidlni diagnostiku pacientll s aterosklerézou a demenci. Ddle také srovnani
expresniho profilu mezi vzorky zdravych jedinc(l a patologickymi vzorky pacientl trpicich
demenci nebo pacientl s aterosklerézou. Porovnani exprese a zachytu miRNA ve
vzorcich séra se vzorky mozkomisniho moku. Vybér vhodnych miRNA v ramci
diferencidlni diagnostiky u pacient(l s ateroskler6zou a s demenci. Dédle také vybér

evvys

naslednou validacni studii.
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6. Experimentalni ¢ast

Experimentdlni ¢ast byla provddéna v laboratofich na Oddéleni klinické biochemie
ve Fakultni nemocnici v Ostravé. V této diplomové praci bylo zpracovano celkem 24
vzorkd pacient( s Parkinsonovou nemoci (PD) a demenci (DEM) a 24 vzorkd pacient(
s aterosklerézou (ATS) a demenci (DEM). VSechny vzorky byly porovnavany s kontrolni
skupinou, kterou byli zdravi jedinci. Pro fadnou normalizaci vysledk( pfi méfeni miRNA

bylo provedeno méreni nejen samotnych vzork(, ale také endogennich kontrol.

6.1 Vzorky pouzité k analyze

e Skupina A — vzorky pacient( s Parkinsonovou nemoci a demenci
o Matrice vzorku: 12x sérum (S) a 12x likvor (CSF)

o Pocet vzorkU: 24, 3xS + 3xCSF od pacienta s demenci, 3xS + 3xCSF od
pacienta s Parkinsonovou nemoci, 6xS + 6xCSF kontrolni skupiny

— zdravi jedinci (CTRL) viz. Tabulka 7

Tabulka 7: Prehled pozitivnich a negativnich vzorki pacienti skupiny A

Pozitivni vzorky Negativni vzorky
Vzorek ¢. 20 — DEM (1x S, 1x CSF) Vzorek ¢. 15 — CTRL (2x S, 2x CSF)
Vzorek ¢. 166 — DEM (1x S, 1x CSF) Vzorek ¢. 90 — CTRL (2x S, 1x CSF)
Vzorek ¢. 272-DEM (1x S, 2x CSF) Vzorek ¢. 253 — CTRL (1x S, 1x CSF)
Vzorek €. 46 — PD (2x S, 2x CSF) Vzorek ¢. 458 — CTRL (1x S, 1x CSF)
Vzorek €. 95— PD (2x S, 2x CSF) Vzorek ¢. 474 — CTRL (1x S, 1x CSF)
Vzorek ¢. 340 — PD (1x S, 2x CSF) Vzorek ¢. 526 — CTRL (2x S, 1x CSF)

e Skupina B — vzorky pacient( s aterosklerézou a demenci

o Matrice vzorku: 24x sérum (S) viz. Tabulka 8
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Tabulka 8: Seznam mérenych vzorki pacienti skupiny B

Seznam mérenych vzorki

6x kontrolni skupina (15, 19, 20, 21, 22, 26)

6x ATS skupina (2, 5, 6, 8, 9, 11) — pacienti s aterosklerézou

6x DEM skupina (1, 13, 14, 17, 18, 25) — pacienti s demenci

6x ATS+DEM skupina (12, 23, 27, 28, 29, 30)

6.2 Zakladni zpracovani

Vsechny odebrané vzorky, at uz likvor nebo sérum, byly odeslany na Oddéleni
klinické biochemie. Po pfijeti vzorku byly vzorky centrifugovdny a ndésledné
alikovotovany do 2 mikrozkumavek o objemu 1000 pl. Poté byly vzorky skladovany pfi.

-80°C do doby analyzy.

6.3 lzolace miRNA

RNA byla izolovana pomoci kitu iCatcher Circulating cfRNA 1000 Kit (Cat. No.
AC20100-36, CatchGene) s vyuzitim automatického izolatoru CatchGene. Kvalita izolatu
RNA byla analyzovana spektrofotometricky pomoci NanoDrop 2000 Spectrophotometer
(ThermoFisher Scientific). VeSkeré vzorky a roztoky, které byly potreba kizolaci, byly

pfipraveny v laminarnim boxu z dlivodu Cistoty a sniZzeni kontaminace.
e Skupina A
o Vstupni objem S: 0,5 ml séra + 0,5 ml RNase free H;0
o Vstupni objem CFS: 0,5 ml likvoru + 0,5 ml RNase free H;0
e Skupina B

o Vstupni objem : 1 mlséra
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6.3.1 Postup pro vytvoreni IC, izolace a alikvotace

1.

Jako prvni byla pfipravena dle postupu vyrobce izolaéni interni kontrola (IC)
neboli hadatko (synteticka cel-miR-54-3p-TT, kat. ¢. ZBOTTK0000253, BioVendor
R&D), ktera slouzi ke kontrole uspésnosti izolace. K lyofilizovanému materidlu
cel-miR-54-3p-TT bylo pfidano 100 pl PCR vody. Po 15 minutach inkubace byla
kontrola vortexovdnad a nasledné centrifugovana. Pfipravend IC méla koncentraci

1x10° miRNA kopii/pl, byla stabilni 7 dni pFi 4°C.

Tento zasobni roztok IC o koncentraci 1x10° miRNA kopii/ul bylo nutno nafedit
na pracovni koncentraci 1x10” miRNA kopii/ul smichdnim 10ul IC 1x10° miRNA
kopii/ula 990 ul PCR vody. Pracovni roztok byl pfipraven k okamzZitému pouZiti.
1ul 1IC 107 miRNA kopii/ul byl smichan s 300 ul pufru RCL1 na kazdy

vzorek = pracovni roztok pufru RCL1.

K 1000 pl vzorku séra/likvoru bylo pfidalo 301 ul pracovni roztok pufru RCL1. Ve
bylo kratce zvortexovdno, inkubovano pfi pokojové teploté 3 minuty

a centrifugovano.

V dalSim kroku bylo nutno odstranit vsechny pfitomné proteiny pfidanim 100 pl
RCL2. Nasledné byly vzorky zvortexovany a pfi 25°C inkubovany po dobu

1 minuty.
Posléze byly vzorky centrifugovany 3 minuty pfi 11 000 g (RCF).

V poslednim kroku byl supernatant z odstfedéného vzorku o objemu 1000 pl

smichan s 1400 pl isopropanolu a promichan.

Takto pfipravené vzorky byly pfesunuty do pfistroje iCatcher12.

6.3.2 Nastaveni pristroje iCatcher 12

Veskeré komponenty byly vloZzeny do pfistroje podle navodu vyrobce. Do

modrého kontejneru, ktery byl soucasti kitu, bylo napipetovano 21 ml 100% ethanolu

avloZeno do pfistroje. Dale byly vloZeny stfikacky, eluéni zkumavky, cartridge, sada
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Spicek, kolonky a nakonec pripravené vzorky v ¢ervenych kontejnerech. Nasledné byl

zvolen izolacni program AC20100 a elu¢ni objem 30 pl. Izolace trvala 1 h a 21 minut.

Obrazek 9: Naplnéni pristroje iCatcher 12 a iCatcher Circulating cfRNA 1000
Kit.

Vyslednym produktem byl izolat o objemu 30 pl, k tomu bylo pfidano 10 ul PCR
vody. VSe bylo zvortexovano, rozalikvotovano po 5 ul do 8 zkumavek. Vzniklé izolaty byly

zamrazeny a skladovany pfi -80 °C a nasledné pouZity na reverzni transkripci.

6.3.3 Poutzité reagencie

Reagencie a chemikalie, které byly pouzity: PCR voda, syntetickd cel-miR-54-3p-
TT, pufr RCL1 a RCL2, isopropanol a bezvody ethanol.
6.4 Reverzni transkripce

RNA byla analyzovana pomoci produktd MIRXES: ID3EAL miRNA Knowledge Panel
(1105264), ID3EAL miRNA gPCR Master Mix (1104206), ID3EAL cDNA Synthesis systém
(1103103). Vzhledem k nizké koncentraci RNA izolat(, ktera je u analyzovanych matric

na hranici detekce, byl do reakce RT vyuzit maximalni mozny objem vzorku bez fedéni.

35



e Skupina A

o miRNA Knowledge Panel obsahoval celkem 192 cilG (véetné kontrol),
z toho 176 miRNA cilCl pro screening. 5 pl RNA izolatu bylo pouZito jako

vstup do reverzni transkripce.
e Skupina B

o miRNA Knowledge Panel obsahoval celkem 384 cili (véetné kontrol),
z toho 352 miRNA cilCl pro screening. 5 pl RNA izolatu bylo pouZito jako

vstup do reverzni transkripce.

6.4.1 Postup pro pripravu RT master mixu a reverzni transkripci

1. Pfiprava RT master mixu (RT MMX) o objemu 16 pl pro 1 reakci — do
mikrozkumavky bylo napipetovano 11,75 pul PCR vody, 2 pul RT MMX, 0,25 ul RT
primer miRNA a 2 pl RT enzymu, ktery se musi uchovavan na ledu kvdli rychlé

degradaci. Pro vétsi prehled byla vytvorena Tabulka 9, viz nize.

2. Smés RT MMX byla prepipetovana po 16 pl do kazdé jamky PCR desticky. K nami
vytvorené smési RT MMX bylo posléze pfidéno 4 pl vzorku / 4 ul pozitivni

kontroly / negativni kontroly (voda s enzymem nebo voda s miRNA).

3. Nasledné byla PCR desticka prekryta optickou fdlii, ktera brani vypareni vzorku.

Poté byla provedena centrifugace celé desticky.

Obradzek 10: PCR desticka potaZena optickou folii
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PCR desticka byla vloZzena do termocycleru s jiz preddefinovanym programem

pro reverzni transkripci (cca 30 min), vysledkem je vznik komplementarni DNA.

Protokol obsahoval nékolik fazi:

e 1.faze:25°C5 min
e 2.faze:50°C 15 min
e 3.faze: 85°C5 min
e 4. faze: 4°C do doby vypnuti
Run Setup @
Protocol "B Start Fun
Create Mew...

Express Load

L hd
Select Existing...

Selected Protocal

miFMA reverse transcription. prol Edit Selected...
Preview

Est. Run Time: 00:27:00  [96 Wellz-all Channels] Sample Yolume:  20ul

1 2 E 4
850 C
500
500 C
15:00
280 C
500
40 C
Farever

st »>

Obrazek 11: Program pro reverzni transkripci

5. Nasledné bylo v3e kratce centrifugovano a pfidano 80 ul PCR vody, promichano

a uchovano pfi -20 °C (stabilita téchto vzork( cca 4 tydny). Takto pripravena

cDNA byla dale zpracovana, viz postup nize.
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Tabulka 9: Protokol pro pripravu RT MMX

Reagencie 1 reakce [pl] 8 reakci [ul]
PCR voda 11,75 94
RT MMX 2 16
RT primer miRNA 0,25 2
RT Enzym 2 16
celkem RT mastermixu 16 128

6.5 Amplifikace a detekce

Amplifikace s detekci trvala cca 1 hodinu a 20 minut a vysledkem byla kfivka tani

a Ct hodnoty (Cycle of treshold). VSechny vzorky i kontroly byly analyzovany v triplikatu.

6.5.1 Postup pro pripravu PCR master mixu a amplifikaci s detekci

1. Pfiprava PCR master mix (PCR MMX) o objemu 16 pul. PCR MMX
pro 1 reakci — do zkumavky bylo napipetovano 5,2 pl vody, 10 pul PCR MMX,
0,4 ul PCR primer F miRNA a 0,4 ul PCR primer R miRNA. VSe bylo dodano
vyrobcem BioVendor R&D, kat. ¢. ZBORDTTPCR150. Pro vétsi prehled byla

vytvorena Tabulka 10, viz nizZe.

Smés PCR MMX byla pfepipetovana po 16 pl do jednotlivych jamek PCR desticky
podle poctu vzorkd zvolenych k analyze. Posléze byly pfidany 4 pl vzorkd
prepsané cDNA reverzni transkripci / 4 pl pozitivni kontroly / 4 pl negativnich

kontrol (1 - PCR voda s enzymem, 2 — PCR voda s miRNA, 3 - PCR voda).
. VSechny vzorky byly pipetovany v tripletu.

PCR deska byla prelepena optickou félii, centrifugovdna a vloZzena do
termocycleru s prednastavenym protokolem, kde probéhla samostatna PCR

reakce.
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Obrdzek 12: Termocycler s PCR destickou

5. Protokol byl sloZzen z nékolika fazi, které se 40x zopakovaly. Faze byly nasledujici:
e 1. faze: DENATURACE - 95°C, doba trvani 5s
e 2. faze: ANNEALING - 60°C, doba trvani 15s

e 3. faze: ELONGACE - 72°C, doba trvani 10s
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Obrdzek 13: Program pro amplifikaci a detekci ve formé grafického zndzornéni
jednotlivych krokd, ktery byl 40x zopakovdn.

6. Vysledkem byla tzv. kfivka tani (melting curve), kterd se ndsledné statisticky

vyhodnotila.

.flr Data Analysis - 2023-11-02 10-34-05_1_5_122_BAR.pcrd
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Obrazek 14: Vysledna kfivka tani v programu Bio-Rad CFX Maestro
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Tabulka 10: Protokol pro vytvoreni PCR MMX

Reagencie 1 reakce [pl] 8 reakci [ul]
PCR voda 5,2 41,6
PCR MMX 10 80
PCR primer F miRNA 0,4 6,4
PCR primer R miRNA 0,4 6,4
celkem PCR mastermixu 16 128

6.6 Zpracovani dat

Zakladni zpracovani vysledkd a vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Microsoft Excel

souboru (Data analysis template). Zdrojova data z méfeni (Ct hodnoty) pro kazdy vzorek

a miRNA cil byla zpracovdna dle nasledujiciho postupu:

Jako validni hodnoty byly vyhodnoceny pouze miRNA cile zméfené v rozmezi

Ct 9-35.

Hodnoty Ct byly normalizovany na Interplate control (normalizace na technickou

variabilitu u méreni vice PCR béhu).

Hodnoty byly normalizovany na RNA spike-in kontrolu (normalizace

na technickou variabilitu u méreni vice RT).

Do ndsledné statistické analyzy pro vybér endogenni kontroly byly zahrnuty
pouze miRNA cile, které byly detekovany u vsech vzork( dané skupiny, ostatni

cile byly vyfazeny z analyzy.

Do nasledné statistické analyzy jednotlivych klinickych skupin byly zahrnuty
pouze miRNA cile, které byly detekovany u min. 5 vzorkd dané skupiny, ostatni

cile byly vyfazeny z analyzy.

Hodnoty byly normalizovdany na Global Mean (geometricky primér vsech
zmérenych hodnot pro dany vzorek, normalizace biologické variability mezi

vzorky).
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6.6.1 Zpracovana data skupina A - vzorky pacientti s Parkinsonovou
nemoci a demenci
Celkem bylo pro matrici sérum po zakladnim zpracovani dat analyzovdno 138
miRNA cil(. 38 cili bylo vyfazeno z dlvodd nizké exprese u analyzovanych vzorkd.
Celkem bylo pro matrici CSF po zakladnim zpracovani dat analyzovano 47 miRNA cild.

129 cilG bylo vytazeno z divod( nizké exprese u analyzovanych vzorkd.

6.6.2 Zpracovana data skupina B - vzorky pacientu s ateroskler6zou a
demenci

Pro skupinu B bylo vyuzito k analyze pouze sérum (oproti skupiné A). Celkem bylo
pro skupinu ATS po zdkladnim zpracovani dat analyzovdno 227 miRNA cil(i. 125 cild bylo
vyfazeno z divodu nizké exprese u analyzovanych vzork(. Celkem bylo pro skupinu DEM
po zakladnim zpracovani dat analyzovano 186 miRNA cild. 166 cild bylo vyfazeno
z dlivod(i nizké exprese u analyzovanych vzork(. Celkem bylo pro skupinu ATS+DEM po
zakladnim zpracovdani dat analyzovano 207 miRNA cilG. 145 cild bylo vyfazeno z dlvodu

nizké exprese u analyzovanych vzorka.
6.7 Statistické zpracovani

Statistickd analyza byla provedena v programu GenEx. Srovnani biologickych
skupin bylo provedeno pomoci neparametrického Mann-Whitney testu. Hodnoty
rozdilG v expresi (fold-change) mezi jednotlivymi skupinami byly zpracovany v Microsoft

Excel, podle vzorce:
Mean dif ference (AACt) = Average (A) — Average (B)
kde A je biologicka skupina 1
B je biologicka skupina 2

a nasledné: Fold — change = 2 — AACt

-1
2— AACt

pokud je fold-change < 1, potom: Fold — change final =
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Vysledkem srovnani skupin je o¢ekavany Fold-change mezi skupinami a hodnota
p, kterd udava miru spolehlivosti vysledku. Avsak vzhledem k nizSimu poctu vzorkd jsou
statistické metody znacné omezeny. Vysledky byly interpretovany s ohledem na tyto

nedostatky.
6.8 Interpretace vysledkti

Jako vyznamné byly oznaceny miRNA cile s fold-change > 1,5x (tzn. min 50%
rozdilem mezi skupinami) a zdroven p-hodnotou < 0,05 (Bonferroniho korekce pro
mnohondsobné stanoveni zanedbana). Vzhledem k malému poctu srovnani, lze
vyznamné cile pro naslednou validaci vybrat i mimo tato kritéria s ohledem na znalost
problematiky (napt. dle literarni reserSe). Pro vybér endogenni kontroly z namérenych
dat byly vyuzZity ndstroj GeNorm a Normfinder, z nichZ byly jednotlivé vysledky srovnany

a pro kazdou matrici vybrano 5 nejlepsich potencidlnich endogennich kontrol.
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7. Vysledky

7.1 Vysledky skupiny A
7.1.1 Hodnoceni biologickych matric a kvality izolace u skupiny A

Pfed zahdjenim analyzy metodou RT-gPCR bylo provedeno méreni celkové
koncentrace (total RNA) a Cistota RNA izolovand z dodanych vzorkd na pfistroji

NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific).

Roztok nukleovych kyselin se spektrofotometricky vyhodnocuje pfi vinové délce
260 nm a 280 nm. Absorbance pfi 260 nm odrazi koncentraci nukleové kyseliny,

absorbance pfi 280 nm odrazi jeji Cistotu, tj. miru pfitomnosti proteind.

Koncentrace RNA
Pro vypoclet koncentrace se vychazi z nasledujicich vztahl: Pfi vinové délce
260 nm je absorbance vzorku rovna 1, pokud je v méreném roztoku RNA o koncentraci

40 pg/ml.

Cistota RNA
Pomér absorbanci A260/A280, poskytuje informaci o ¢istoté roztoku. Cistd RNA

obvykle vykazuje hodnotu tohoto poméru okolo 2. Pokud hodnota poméru je vyrazné

evvs

Ize vyuZit pomér A260nm/A230nm. Pomér absorbanci by mél byt vyssi nez 2,0. Nizsi

hodnoty znaci kontaminaci.
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Tabulka 11: Analyza kvality izolace pro skupinu A

elucni koncentrace
oznadeni Zdroj 260/280 | 260/230 etiologie
objem ng/ul

27251 Sérum 30 ul 19,1 0,75 0,16 demence
2051 Sérum 30 ul 7,3 0,7 0,12 demence
166 S1 Sérum 30 ul 14,2 0,74 0,13 demence
46 S1+S2 Sérum 30 ul 10,1 0,74 0,17 parkinson
95 S1+S2 Sérum 30 ul 12,8 0,75 0,18 parkinson
90 S1+S2 Sérum 30 ul 9,2 0,72 0,15 kontrola
15S1+S2 Sérum 30 ul 11,3 0,93 0,24 kontrola
34054 Sérum 30 ul 15,9 0,73 0,14 parkinson
474 51 Sérum 30 ul 35,1 0,86 0,17 kontrola
458 S1 Sérum 30 ul 13,2 0,83 0,21 kontrola
25354 Sérum 30 ul 18,5 0,77 0,15 kontrola
526 S1+S2 Sérum 30 ul 13,7 0,73 0,14 kontrola
272 L1+ L2 Likvor 30 ul 2,9 1,3 0,24 demence
2011 Likvor 30 ul 3,3 1,5 0,21 demence
166 L1 Likvor 30 ul 3,5 1,5 0,27 demence
46 L1+ L2 Likvor 30 ul 16,3 0,84 0,13 parkinson
95 L1+ L2 Likvor 30 ul 3,7 1,39 0,31 parkinson
90 L1 Likvor 30 ul 2,9 1,5 0,42 kontrola
15 L1+ L2 Likvor 30 ul 2,9 1,62 0,17 kontrola
340 L1+ L2 Likvor 30 ul 51 1,32 0,28 parkinson
474 11 Likvor 30 ul 4,6 1,27 0,29 kontrola
458 L1 Likvor 30 ul 2,9 1,38 0,36 kontrola
253 14 Likvor 30 ul 6,7 1,16 0,38 kontrola
526 L1 Likvor 30 ul 3 1,46 0,33 kontrola

V Tabulce 11 jsou uvedeny hodnoty Cistoty a koncentrace RNA izolované ze

vzorkU sér a likvoru. Koncentrace total RNA izolované ze séra byla v priméru 3x vyssi

nez u RNA izolované ze vzork( likvoru. RNA izolovana z likvoru zaroven vykazuje

vvvvv
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7.1.2 miRNA screening: SERUM

7.1.2.1 SERUM: DEM vs. kontroly

Tabulka 12: Vybér vysledkii pro sérum DEM vs. kontroly

fold-change
min | P o | e | M | oot
KONTROLY)
hsa-miR-497-5p 1,52 2,47 -0,96 1,94 0,05
hsa-miR-328-3p 2,48 3,18 -0,70 1,62 0,03*
hsa-miR-4732-3p 3,35 3,98 -0,63 1,55 0,05
hsa-miR-185-5p -1,48 -2,07 0,59 -1,50 0,05
hsa-miR-142a-5p -2,14 -2,81 0,66 -1,58 0,03*
hsa-miR-195-5p 4,41 3,61 0,79 -1,73 0,03*
hsa-miR-143-3p -0,15 -0,97 0,82 -1,76 0,05
hsa-miR-196b-5p 5,34 4,40 0,93 -1,91 0,03*
hsa-miR-140-3p 2,74 1,61 1,13 -2,19 0,05
hsa-miR-144-3p -2,99 -4,31 1,32 -2,50 0,05
hsa-miR-151a-3p -0,75 -0,23 -0,52 1,43 0,03*
hsa-miR-199a-3p -2,25 -1,82 -0,43 1,34 0,03*
hsa-miR-423-3p -0,15 0,25 -0,40 1,32 0,03*
hsa-miR-30b-5p -0,60 -0,37 -0,23 1,17 0,03*
hsa-miR-324-5p 2,53 2,11 0,42 -1,34 0,05
hsa-let-7i-5p -0,87 -1,33 0,46 -1,38 0,05
hsa-miR-324-3p 1,69 1,20 0,49 -1,41 0,05
hsa-miR-29¢-3p -2,65 -3,19 0,53 -1,45 0,03*

up-regulace u pacientll s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)
* p-hodnota <0,05

V Tabulce 12 jsou uvedeny miRNA cile doporucené pro dalsi vybér pro validacni

vV

p-hodnota.
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7.1.2.2 SERUM: Parkinson vs. kontroly

Tabulka 13: Vybér vysledkii pro sérum Parkinson vs. kontroly

Fold-change
. rameér primér mean final
miRNA PAFI'RKINSON KONTROLY | difference (PAKJ?SON p-hodnota

KONTR-OLY)
hsa-miR-4732-3p 3,01 3,98 -0,97 1,96 0,03*
hsa-miR-222-3p -5,89 -5,05 -0,84 1,79 0,03*
hsa-miR-133a-3p -3,23 -2,49 -0,74 1,67 0,05
hsa-miR-625-5p -3,23 -2,53 -0,69 1,62 0,03*
hsa-miR-199a-5p -2,56 -1,89 -0,68 1,60 0,03*
hsa-miR-155-5p 2,27 2,84 -0,56 1,48 0,03*
hsa-miR-320c -2,02 -1,49 -0,53 1,44 0,03*
hsa-miR-142a-5p -1,85 -2,81 0,95 -1,94 0,03*
hsa-miR-224-5p -8,21 -7,69 -0,52 1,44 0,05
hsa-miR-127-3p 3,99 4,50 -0,51 1,43 0,05
hsa-miR-340-5p 0,37 0,00 0,37 -1,29 0,03*

up-regulace u pacientli s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)
* p-hodnota <0,05

V Tabulce 13 jsou uvedeny miRNA cile doporuéené pro dalsi vybér pro validaéni

evvs

hodnota.
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7.1.2.3 SERUM: Pacienti (DEM + Parkinson) vs. kontroly

Tabulka 14: Vybér vysledkii pro sérum pacienti vs. kontroly

fold-change
- o final
mIRNA prumer -\ prumer _mean (PACIENTI | p-hodnota
PACIENTI | KONTROLY difference vs.
KONTROLY)

hsa-miR-4732-3p 3,18 3,98 -0,80 1,75 0,01*
hsa-miR-497-5p 1,74 2,47 -0,74 1,67 0,03*
hsa-miR-122-5p -2,65 -1,94 -0,71 1,64 p>0,05
hsa-miR-616-3p 5,20 5,91 -0,70 1,63 p>0,05
hsa-miR-199a-5p -2,54 -1,89 -0,65 1,57 0,02*
hsa-miR-19a-3p -4,87 -4,23 -0,64 1,56 p>0,05
hsa-miR-139-3p 3,64 4,28 -0,64 1,56 p>0,05
hsa-miR-222-3p -5,68 -5,05 -0,63 1,55 0,05
hsa-miR-625-5p -3,13 -2,53 -0,60 1,51 0,05
hsa-miR-99a-5p 0,86 1,45 -0,59 1,51 p>0,05

hsa-miR-28-3p -3,03 -2,46 -0,58 1,49 0,05
hsa-miR-181a-5p -1,83 -1,35 -0,49 1,40 0,05
hsa-miR-224-5p -8,16 -7,69 -0,48 1,39 0,05
hsa-miR-151a-3p -0,61 -0,23 -0,38 1,30 0,05
hsa-miR-152-3p 2,24 2,60 -0,36 1,28 0,05
hsa-miR-30b-5p -0,59 -0,37 -0,22 1,16 0,05
hsa-miR-340-5p 0,32 0,00 0,31 -1,24 0,05
hsa-miR-29¢-3p -2,72 -3,19 0,47 -1,39 0,05
hsa-miR-195-5p 4,20 3,61 0,58 -1,50 0,01*
hsa-miR-185-5p -1,46 -2,07 0,62 -1,54 0,05
hsa-miR-196b-5p 5,11 4,40 0,70 -1,63 0,02*
hsa-miR-142a-5p -2,00 -2,81 0,81 -1,75 0,01*

up-regulace u pacientli s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)

* p-hodnota <0,05
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V Tabulce 14 jsou uvedeny miRNA cile doporucené pro dalsi vybér pro validacni

evvs

hodnota.

7.1.2.4 SERUM: DEM vs. Parkinson

Tabulka 15: Vybér vysledkii pro sérum DEM vs. Parkinson

fold-change
iRNA primér primér mean fold- final (DEM o-hodnota
DEM PARKINSON | difference | change vs.
PARKINSON)
hsa-miR-409-3p 1,18 2,50 -1,32 2,50 2,50 0,19
hsa-miR-495-3p 1,81 2,90 -1,10 2,14 2,14 0,66
hsa-miR-374b-5p -1,04 -0,02 -1,01 2,02 2,02 0,08
hsa-miR-330-3p 4,24 5,18 -0,94 1,92 1,92 0,19
hsa-let-7f-5p 1,85 2,77 -0,92 1,89 1,89 0,19
hsa-miR-339-5p 2,17 3,07 -0,90 1,87 1,87 0,08
hsa-miR-487b-3p 2,82 3,72 -0,90 1,86 1,86 0,66
hsa-miR-28-5p 2,38 3,16 -0,78 1,72 1,72 0,08
hsa-miR-30c-5p -0,69 0,05 -0,74 1,67 1,67 0,08
hsa-miR-122-5p -3,02 -2,28 -0,74 1,67 1,67 0,66
hsa-miR-191-5p -2,41 -1,67 -0,74 1,67 1,67 0,19
hsa-miR-199b-3p -2,46 -1,73 -0,72 1,65 1,65 0,38
hsa-miR-337-5p 2,87 3,56 -0,69 1,61 1,61 0,66
hsa-miR-32-5p 3,54 4,22 -0,68 1,60 1,60 0,38
hsa-miR-328-3p 2,48 3,15 -0,67 1,59 1,59 0,66
hsa-miR-199a-3p -2,25 -1,61 -0,64 1,56 1,56 0,08
hsa-miR-326 1,52 2,12 -0,60 1,52 1,52 0,08
hsa-miR-21-3p 4,08 4,67 -0,59 1,50 1,50 0,08
hsa-miR-140-3p 2,74 2,11 0,63 0,65 -1,54 0,38
hsa-miR-1285-5p 0,88 0,23 0,64 0,64 -1,56 0,66
hsa-miR-424-5p -0,52 -1,18 0,66 0,63 -1,58 0,38
hsa-miR-15b-3p 1,77 1,10 0,68 0,63 -1,60 0,38
hsa-miR-451a -9,67 -10,36 0,69 0,62 -1,62 0,66
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hsa-miR-133a-3p -2,51 -3,23 0,72 0,61 -1,65 0,38
hsa-miR-616-3p 5,59 4,82 0,76 0,59 -1,70 0,19

hsa-miR-1290 -6,95 -7,71 0,76 0,59 -1,70 0,38
hsa-miR-627-5p 4,35 3,56 0,79 0,58 -1,73 0,19
hsa-miR-92a-3p -3,10 -3,95 0,85 0,56 -1,80 0,38
hsa-miR-1224-3p 5,00 4,10 0,90 0,54 -1,86 0,19
hsa-miR-1285-3p 5,96 4,68 1,27 0,41 -2,42 0,19

up-regulace u pacientll s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)
* p-hodnota <0,05

V Tabulce 15 jsou uvedeny miRNA cile doporucéené pro dalsi vybér pro validaéni

vy

p-hodnota. Vysledky neobsahuji Zddné statisticky vyznamné vysledky, zejména z dlivodu
srovndni velmi malo vzorkd (3+3). Vzhledem k tomu, Ze se jednd o screening

individualnich vzork(, ndsledna reprodukovatelnost uvedenych dat muze byt omezena.
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7.1.2.5 Endogenni kontroly — sérum

Pro vybér endogenni kontroly z namérenych dat byly vyuZity nastroje GeNorm a Normfinder.
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Graf 1: GeNorm histogram pro en dogenni kontroly (sérum) - skupina A

Vyse priloZzené grafické znazornéni 1 vyjadfuje ¢etnost M hodnoty (M-value AntiLog2 —pro analyzu byly pouzity Cq hodnoty) pro jednotlivé

evvs

miRNA. Cervené jsou znazorné&ny miRNA s nejniz$i M hodnotou — nejvhodnéjsi endogenni kontroly.
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Graf 2: Normfinder histogram pro endogenni kontroly (sérum) - skupina A

Genes

Vy3e prilozeny Graf 2 ukazuje ¢etnost smérodatné odchylky (SD) pro jednotlivé miRNA. Cervené jsou znazornény miRNA s nejnizsi SD —

nejvhodnéjsi endogenni kontroly.
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Tabulka 16: Vybér nejvhodnéjsich endogennich miRNA pro normalizaci vzorki sér

Gene Name Poradi GeNorm Paradi NormF Soucet poradi
hsa-miR-30b-5p 2 1 3
hsa-miR-26a-5p 3 4 7

hsa-miR-22-5p 6 2 8
hsa-miR-152-3p 1 9 10
hsa-miR-146b-5p 5 5 10
hsa-miR-146a-5p 4 7 11
hsa-miR-423-3p 8 11 19
hsa-miR-126-3p 7 15 22

hsa-miR-320d 15 8 23
hsa-miR-374a-5p 13 12 25

Celkem bylo pro vybér endogenni kontroly pro matrici sérum analyzovano

141 miRNA cil(. Porfadova Cisla z aplikaci GeNorm a Normfinder byla sectena, pficemz

evvs

nejvhodnéjsi endogenni kontroly. Pro dalsi vybér pro valida¢ni studii je doporuceno

prihlédnout zejména ke koncentraci dané miRNA ve studované matrici.

7.1.3 miRNA screening: CSF

7.1.3.1 CSF: DEM vs. kontroly

Tabulka 17: Vybér vysledkii pro CSF DEM vs. kontroly

fold-change
primér primér mean final

miRNA p-hodnota
DEMENCE | KONTROLY difference (demence

vs. kontroly)

hsa-miR-125b-5p 1,09 2,29 -1,19 2,29 0,70

hsa-miR-320c 1,96 2,57 -0,61 1,52 0,37
hsa-miR-122-5p 4,46 3,87 0,59 -1,50 0,05*
hsa-miR-409-3p 3,09 2,31 0,78 -1,71 0,25

up-regulace u pacientll s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientli s demenci (vice neZ 1,5x)
* p-hodnota <0,05
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V Tabulce 17 jsou uvedeny miRNA cile doporucené pro dalsi vybér pro validacni

evvs

vsve

7.1.3.2 CSF: Parkinson vs. kontroly

Tabulka 18: Vybér vysledkii pro CSF Parkinson vs. kontroly

fold-change
final
prumér mean
miRNA primér KONTROLY (PARKINSON | p-hodnota
PARKINSON difference
vs.
KONTROLY)
hsa-miR-
2,30 3,09 -0,79 1,73 0,16
148b-3p

up-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)

Nepodafilo se najit vyznamny rozdil mezi skupinami Parkinson a kontroly.
V Tabulce 18 je uvedena miR-148-3p, kterd vykazuje rozdil vice nez 1,5x, ale s velmi

nizkou spolehlivosti vysledku.

7.1.3.3 CSF: Pacienti (DEM + Parkinson) vs. kontroly

Tabulka 19: Vybér vysledkii pro CSF pacienti (DEM+Parkinson) vs. kontroly

fold-change
final
primér primér mean
miRNA (PACIENTI p-hodnota
PACIENTI | KONTROLY difference
vs.

KONTROLY)
hsa-miR-125b-5p 1,66 2,29 -0,63 1,55 p> 0,05
hsa-miR-224-5p -8,85 -8,68 -0,17 1,12 0,045*
hsa-miR-122-5p 4,28 3,87 0,40 -1,32 0,045*

up-regulace u pacientll s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientli s demenci (vice nez 1,5x)
* p-hodnota <0,05
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V Tabulce 19 jsou uvedeny miRNA cile doporucené pro dalsi vybér pro validacni

vV

p-hodnota.

7.1.3.4 CSF: DEM vs. Parkinson

Tabulka 20: Vybér vysledki pro CSF DEM vs. Parkinson

fold-change
final
pramér pramér mean
miRNA (PARKINSON | p-hodnota
PARKINSON DEM difference
vs.
DEMENCE)

hsa-miR-409-3p 1,78 3,09 -1,31 2,47 p>0,05
hsa-miR-487b-3p 3,62 4,67 -1,05 2,07 p>0,05
hsa-miR-148b-3p 2,30 3,23 -0,94 1,91 p>0,05
hsa-miR-425-3p 3,74 4,32 -0,59 1,50 p>0,05
hsa-miR-320c 3,04 1,96 1,08 -2,11 p>0,05
hsa-miR-125b-5p 2,22 1,09 1,12 -2,18 p>0,05

up-regulace u pacientll s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)
* p-hodnota <0,05

V Tabulce 20 jsou uvedeny miRNA cile doporuéené pro dalsi vybér pro validaéni

vV

p-hodnota. Vysledky neobsahuji Zzadné statisticky vyznamné vysledky, zejména z dlivodu

srovnani velmi malo vzorkt (3+3).
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7.1.3.5 Endogenni kontroly — CSF

Pro vybér endogenni kontroly z namérenych dat byly opét vyuZity ndstroje GeNorm a Normfinder.

GeNorm
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Graf 3: GeNorm histogram pro endogenni kontroly (CSF) - skupina A

Grafu 3 vyjadfuje ¢etnost M hodnoty (M-value AntiLog2-pro analyzu byly pouzZity Cq hodnoty) pro jednotlivé miRNA. Cervené jsou
znazornény miRNA s nejnizsi M hodnotou — nejvhodnéjsi endogenni kontroly.

56



HommFinder

S0

0 [raznf 33 |
]
05 i -_1 snmift, 326
| hesemifA2T-3p

045 ]
[odariz |
04 (e ez 50 StAR Gk
heamitdibdp | LhaseR 3t Sp
Tam-mF450050 |

— [FeamR-sotasp | [hesmiii-S
025 | hsn-mift.1 X303 heamR-197-3p |

enes

Graf 4: Normfinder histogram pro endogeni kontroly (CSF) - skupina A
Viy$e vyobrazeny Graf 4 vyjadfuje ¢etnost SD pro jednotlivé miRNA. Cervené jsou zndzornény miRNA s nejnizsi SD — nejvhodnéjsi endogenni

kontroly.
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Tabulka 21: Vybér nejvhodnéjsich endogennich miRNA pro normalizaci vzorki CSF

Gene Name Poradi GeNorm Paradi NormF Soucet poradi

hsa-miR-151a-3p 2 2 4
hsa-miR-223-3p 3 2 5
hsa-miR-133a-3p 4 4 8
hsa-miR-146a-5p 1 8 9
hsa-miR-625-5p 5 6 11
hsa-miR-224-5p 9 3 12
hsa-miR-197-3p 7 7 14

hsa-miR-28-3p 6 9 15
hsa-miR-500a-5p 8 10 18
hsa-miR-15b-5p 15 5 20

Celkem bylo pro matrici CSF po zdkladnim zpracovani dat analyzovdno 47 miRNA
cil(. Poradova cisla z aplikaci GeNorm a Normfinder byla se¢tena, pficemz v Tabulce 21
endogenni kontroly. Pro dalsi vybér pro valida¢ni studii je doporuceno pfihlédnout

zejména ke koncentraci dané miRNA ve studované matrici.

7.1.4 Shrnuti vysledki skupiny A

Byla provedena izolace biologickych vzork( s naslednym stanovenim Cdistoty
a koncentrace RNA. Byl proveden screening miRNA 24 vzorkd pomoci miRNA Biofluid
Knowledge Panelu 192 cilG. Podafilo se vyhodnotit a vybrat relevantni miRNA
pro nasledné méreni klinického souboru vzork( pro jednotlivé matrice (sérum, likvor).
Bylo provedena analyza stanovenych miRNA pro vyuziti daného cile jako endogenni
kontroly. VSechny analyzované miRNA byla sefazeny dle vhodnosti pro normalizaci
klinického souboru vzork( pro jednotlivé matrice (sérum, likvor). Pro kazdou matrici bylo

navrzeno 5 endogennich kontrol (v tabulkach zelené oznacené).
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7.2 Vysledky skupiny B

7.2.1 Hodnoceni biologickych matric a kvality izolace u skupiny B

Pfed zahdjenim analyzy metodou RT-qPCR bylo provedeno méreni celkové

koncentrace (total RNA) a cistota RNA izolovana z dodanych vzork(l na pfistroji

NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific).

Koncentrace RNA

Pro vypocet koncentrace se vychazi z nasledujicich vztah(: Pfi vinové délce 260 nm

je absorbance roztoku rovna 1, pokud je v méfeném roztoku RNA o koncentraci

40pg/ml.

Tabulka 22: Analyza kvality izolace pro skupinu B

oznaceni elucni objem Koncentrace zdroj etiologie
ng/ul
2/51-S3 30 ul 120,2 sérum 1 (ATS)
5/51-S3 30 ul 181,7 sérum 1 (ATS)
6/S1-S3 30 ul 117,1 sérum 1 (ATS)
8/51-S3 30 ul 119,1 sérum 1 (ATS)
9/S1-S3 30 ul 82,7 sérum 1 (ATS)
11/51-S3 30 ul 114,6 sérum 1 (ATS)
12/51-S3 30 ul 73,6 sérum 2 (DEM+ATS)
23/ 51-S3 30 ul 82.0 sérum 2 (DEM+ATS)
27/ 51-S3 30 ul 101,6 sérum 2 (DEM+ATS)
28/ S1-S3 30 ul 111,9 sérum 2 (DEM+ATS)
29/ 51-S3 30 ul 45,1 sérum 2 (DEM+ATS)
30/ S1-S3 30 ul 43,0 sérum 2 (DEM+ATS)
1/51-S3 30 ul 101,1 sérum 3 (DEM)
13/51-S3 30 ul 115,5 sérum 3 (DEM)
14/51-S3 30 ul 105,2 sérum 3 (DEM)
17/51-S3 30 ul 74,2 sérum 3 (DEM)
18/51-S3 30 ul 87,2 sérum 3 (DEM)
25/ 51-S3 30 ul 100,4 sérum 3 (DEM)
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15/51-S3 30 ul 85,3 sérum 4 (KONTROLY)
19/ 51-S3 30 ul 76,4 sérum 4 (KONTROLY)
20/ 51-S3 30 ul 95,4 sérum 4 (KONTROLY)
21/S1-S3 30 ul 1241 sérum 4 (KONTROLY)
22/51-S3 30 ul 118,4 sérum 4 (KONTROLY)
26/ 51-S3 30 ul 134,5 sérum 4 (KONTROLY)

V Tabulce 22 jsou uvedeny spektrofotometricky uréené hodnoty koncentrace

RNA izolované ze vzork( sér. Pro vyslednou koncentraci miRNA jsou Udaje orientacni.
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7.2.2 miRNA screening

7.2.2.1 ATS vs. kontrolni skupina

Tabulka 23: Vybér vysledkii pro sérum ATS vs. kontrolni skupina

Lo L fold-change
pramér pramér mean
miRNA final (ATS vs. p-hodnota
ATS KONTROLY difference
KONTROLY)
hsa-let-7e-5p -4,7 -1,7 -3,0 7,9 0,045*
hsa-miR-28-5p -2,6 -0,8 -1,8 34 0,07
hsa-miR-382-5p 04 19 -1,5 2,8 0,02*
hsa-miR-200c-3p 1,9 11 0,8 -1,8 0,07
hsa-miR-185-5p 1,5 0,5 1,0 -2,0 0,08
hsa-miR-140-5p 0,2 -1,0 1,2 -2,3 0,07
hsa-miR-30e-5p -0,8 -2,0 1,2 -2,3 0,08
hsa-miR-301a-3p 11 -0,2 1,2 -2,3 0,01*
hsa-miR-29b-3p -1,1 -2,4 1,3 2,4 0,09
hsa-miR-143-3p -0,5 -1,8 1,3 -2,5 0,02*
hsa-miR-20a-5p -2,9 -4,2 1,3 -2,5 0,01*
hsa-miR-323a-3p 0,5 -0,9 1,4 -2,7 0,09
hsa-miR-223-3p -7,0 -8,5 1,5 -2,8 0,03*
hsa-miR-122-5p 0,5 -1,0 1,5 -2,8 0,04*
hsa-miR-17-5p -3,6 5,1 1,5 -2,8 0,045*
hsa-miR-582-5p 4,1 2,5 1,6 -3,0 0,08
hsa-miR-20b-5p 0,7 -1,0 1,7 -3,2 0,02*
hsa-miR-106a-5p -1,9 -3,7 1,7 -3,3 0,01*

up-regulace u pacientll s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)
* p-hodnota <0,05
V Tabulce 23 jsou uvedeny miRNA cile doporucéené pro dalsi vybér pro validaéni
studii. NejlepSim vysledkem je co nejvyraznéjsi fold-change a zaroven co nejnizsi

p-value.
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7.2.2.2 DEM vs. kontrolni skupina

Tabulka 24: Vybér vysledkii pro sérum DEM vs. kontrolni skupina

oo oo fold-change
miRNA primer primer mean final (DEMvs. p-hodnota
DEM KONTROLY difference
KONTROLY)
hsa-miR-1202 0,1 2,0 -1,88 3,7 0,17
hsa-miR-188-5p 15 2,9 -1,42 2,7 0,13
hsa-miR-410-3p 2,3 3,6 -1,35 2,5 0,13
hsa-miR-885-5p 04 1,7 -1,33 2,5 0,09
hsa-miR-192-5p 0,2 1,5 -1,28 24 0,01*
hsa-miR-376¢-3p 1,0 2,3 -1,21 2,3 0,07
hsa-miR-222-3p -0,7 0,2 -0,91 1,9 0,07
hsa-miR-335-5p -1,5 -0,6 -0,86 1,8 0,03*
hsa-miR-15a-5p -6,4 -5,5 -0,82 1,8 0,01*
hsa-miR-23a-3p -4,7 -3,9 -0,79 1,7 0,07
hsa-miR-146a-5p -2,6 -1,8 -0,78 1,7 0,07
hsa-miR-425-5p -2,4 -1,7 -0,71 1,6 0,03*
hsa-miR-30d-5p -4,0 -3,3 -0,70 1,6 0,03*
hsa-miR-1260a -1,8 -1,1 -0,69 1,6 0,03*
hsa-miR-19b-3p -7,4 -6,7 -0,65 1,6 0,02*
hsa-miR-499a-5p 33 3,2 0,13 -11 0,03*
hsa-miR-1-3p 1,5 1,1 0,39 -1,3 0,045*
hsa-miR-602 1,3 0,0 1,27 -2,4 0,04*
hsa-miR-425-3p 0,6 -0,7 1,30 -2,5 0,045*
hsa-miR-200c-3p 29 1,1 1,76 -3,4 0,045*
hsa-miR-27a-3p -1,4 -3,5 2,04 -4,1 0,07
hsa-let-7d-5p 2,6 0,6 2,05 4,1 0,17
hsa-miR-93-5p 1,5 -0,8 2,27 -4,8 0,07
hsa-miR-151a-3p 0,1 -2,7 2,77 -6,8 0,01*
hsa-miR-539-5p 33 0,3 3,00 -8,0 0,02*
hsa-miR-328-3p 1,6 -1,8 341 -10,6 0,17
hsa-let-7e-5p 1,9 -1,8 3,63 -12,4 0,045*
hsa-miR-373-3p 2,6 -1,7 4,28 -19,5 0,13
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hsa-miR-298 0,6 -4,8 5,32 -40,1 0,08

hsa-miR-504-5p 2,2 -3,7 5,88 -58,7 0,01*

up-regulace u pacientll s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)
* p-hodnota <0,05

V Tabulce 24 jsou uvedeny miRNA cile doporucené pro dalsi vybér pro valida¢ni

vy

hodnota.
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7.2.2.3 Pacienti (ATS+DEM) vs. kontrolni skupina

Tabulka 25: Vybér vysledkii pro sérum pacienti (ATS+DEM) vs. kontrolni skupina

fold-change
. ramér pramér mean final
mMIRNA A?I'S+DEM KONTROLY | difference (AT‘:DEM p-hodnota

KONTI'\;OLY)
hsa-miR-345-5p -0,5 1,2 -1,67 3,2 0,06
hsa-miR-765 19 3,4 -1,55 2,9 0,06
hsa-miR-29¢-3p -3,2 -1,8 -1,37 2,6 0,01*
hsa-miR-22-5p 0,6 1,9 -1,26 2,4 0,01*
hsa-miR-424-5p -0,4 0,7 -1,15 2,2 0,08
hsa-miR-185-5p -0,5 0,6 -1,07 2,1 0,08
hsa-miR-145-5p -0,1 0,6 -0,71 1,6 0,07
hsa-miR-223-5p 1,6 0,9 0,73 -1,7 0,09
hsa-miR-34b-3p 3,5 2,8 0,76 -1,7 0,09
hsa-miR-330-3p 2,3 1,4 0,92 -1,9 0,08
hsa-miR-1271-5p 3,2 2,1 1,08 -2,1 0,12
hsa-miR-373-3p 0,4 -1,5 1,94 -3,8 0,24
hsa-miR-574-3p -1,8 -3,8 1,99 -4,0 0,23
hsa-miR-93-5p 19 -0,7 2,53 -5,8 0,12
hsa-miR-151a-3p 0,6 -2,6 3,12 -8,7 0,01*

up-regulace u pacientli s demenci (vice nez 1,5x)
down-regulace u pacientd s demenci (vice nez 1,5x)
* p-hodnota <0,05

V Tabulce 24 jsou uvedeny miRNA cile doporucené pro dalsi vybér pro valida¢ni

vy

p-hodnota.
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7.2.2.4 Endogenni kontroly

Pro vybér endogenni kontroly z namérenych dat byly vyuzity ndstroje GeNorm a Normfinder.
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Graf 5: GeNorm histogram pro endogenni kontroly - skupina B

Genes

Vyse zobrazeny Graf 5 vyjadiuje ¢etnost M hodnoty (M-value AntiLog2 — pro analyzu byly pouzity Cq hodnoty) pro jednotlivé

evvs

miRNA. Cervené jsou znazornény miRNA s nejniz$i M hodnotou — nejvhodnéjsi endogenni kontroly.
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Graf 6: Normfinder histogram pro endogenni kontroly - skupina B

Vy$e uvedeny Graf 6 vyjadfuje ¢etnost SD pro jednotlivé miRNA. Cervené jsou zndzornény miRNA s nejnizsi SD — nejvhodnéjsi endogenni

kontroly.
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Tabulka 26: Vybér nejvhodnéjsich endogennich miRNA pro normalizaci vzorki sér

Gene Name poradi GeNorm poradi NormF soucet poradi
hsa-miR-21-5p 4 15 19
hsa-miR-15b-5p 3 19 22

hsa-let-7i-5p 2 25 27
hsa-miR-30d-5p 1 28 29
hsa-miR-340-5p 15 14 29
hsa-miR-423-3p 29 2 31
hsa-miR-361-5p 30 1 31
hsa-miR-26a-5p 13 22 35
hsa-miR-363-3p 24 16 40
hsa-miR-23a-3p 34 6 40

Celkem bylo pro vybér endogenni kontroly pro matrici sérum analyzovano
159 miRNA cild. Poradova Cisla z aplikaci GeNorm a Normfinder byla sectena, pficemz
nejvhodnéjsi endogenni kontroly. Pro dals$i vybér pro valida¢ni studii je doporuceno

pfihlédnout zejména ke koncentraci dané miRNA ve studované matrici.

7.2.3 Shrnuti vysledki skupiny B

Byla provedena izolace biologickych vzork( s naslednym stanovenim Cdistoty
a koncentrace RNA. Jako vstupni material byl pouzit 1 ml séra, ¢imZ bylo dosazeno
vyssich vytézkd RNA ve findlnim izolatu. Pouzitim automatického izolatoru byl zajistujen
standardizovany postup pfipravy vzorku. Byl proveden screening miRNA 24 vzorku
pomoci miRNA Knowledge Panelu 384 cilli. Podafilo se vyhodnotit a vybrat relevantni
mMiRNA pro ndsledné meéreni klinického souboru vzork(i pro matrici sérum. Byla
provedena analyza stanovenych miRNA pro vyuzZiti daného cile jako endogenni kontroly.
Vsechny analyzované miRNA byla sefazeny dle vhodnosti pro normalizaci klinického

souboru vzorkU. Bylo navrzeno 5 endogennich kontrol (v tabulce vyse zelené oznacené).
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7.3 Porovnani exprese miRNA v séru a likvoru

V ramci skupiny A byly porovnavany 2 biologické materialy (sérum a likvor). Bylo
zjisténo, Zze miRNA analyza v likvoru nevedla k vybéru relevantnich miRNA, jelikoZ nebylo
mnoho statisticky vyznamnych miRNA, které by umozZnovaly rozlisit diagnostické
skupiny mezi sebou. Tudiz ze studie vyplyvd, Ze vhodnéjsim materidlem pro validacni

studii je sérum, nikoliv likvor.

7.4 Zavérecné vyhodnoceni obou primarnich screeningu pro
identifikaci potencidlnich miRNA cil(i

Na zdakladé primarniho screeningu byly pro valida¢ni studii vybrany miRNA cile

evvs

cile:

e ze skupiny A: hsa-miR-23a-3p-TT-PRI, hsa-miR-30b-5p-TT-PRI, hsa-miR-142a-
5p-TT-PRI, hsa-miR-146a-5p-TT-PRI, hsa-miR-29¢-3p-TT-PRI, hsa-miR-151a-3p-
TT-PRI.

e ze skupiny B: hsa-miR-17-5p-TT-PRI, hsa-miR-20a-5p-TT-PRI, hsa-miR-22-5p-TT-
PRI, hsa-miR-23a-3p-TT-PRI, hsa-miR-29¢-3p-TT-PRI, hsa-miR-30b-5p-TT-PRlI,
hsa-miR-106a-5p-TT-PRI, hsa-miR-122-5p-TT-PRI, hsa-miR-142-5p-TT-PRI, hsa-
miR-146a-5p-TT-PRI, hsa-miR-151a-3p-TT-PRI, hsa-miR-223-3p-TT-PRI.

Na zdkladé srovnani obou prvotnich expresnich profil(i bylo nalezeno 6 miRNA cil(i
spolecnych pro obé skupiny. Vyse zvyraznéné miRNA cile Ize pouZit pro odliseni pacient

s demenci a zdravych kontrol.
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8. Diskuse

Od objeveni miRNA uplynulo jiz spoustu let, zajem o studium miRNA naddle roste

a v posledni dobé dochazi k velkym pokrok(im.

V mé diplomové praci jsem se zaméfila na studium miRNA ve spojeni s demenci
a aterosklerézou. Byly identifikovany miRNA cile k odliSeni nékolika diagnostickych
skupin - pacienti byli rozdéleni do skupiny A a B. Bylo zjisténo, Ze nékteré z vybranych
miRNA jsou vysoce exprimovany jak u pacientl s aterosklerézou, tak u pacientd

s demenci.

V rdmci nasi prace u skupiny A byly porovndvany 2 biologické materidly (sérum
a likvor). Bylo zjiSténo, Ze miRNA analyza v likvoru nevedla k vybéru relevantnich miRNA,
jelikoz nebylo mnoho statisticky vyznamnych miRNA, které by umoznovaly rozlisit
diagnostické skupiny mezi sebou. Tudiz ze studie vyplyvd, Ze vhodnéjSim materidlem pro

validaéni studii je sérum, nikoliv likvor.

Z vysledkd nasi studie napt. vyplyvd, Ze hsa-miR-23a-3p-TT-PRI byla upregulovana
u pacientll s demenci. Dle studie Sabirzhanov B. et al. bylo prokazano, Ze snizené hladiny
miR-23a-3p mohou odrdzZet poskozeni neurondlni DNA v reakci na oxidacni stres. Dale

bylo prokazano, Ze tato miRNA prispiva k posttraumatickému ubytku neuront. [51]

Studie Brennan S. et al. zjistila, Ze hsa-miR-30b-5p-TT-PRI je rozdilné exprimovand u
jednotlivych neurodegenerativnich onemocnéni (ND). Tato miRNA byla velmi ¢asto
downregulovana v séru nebo plazmé u pacientll s amyotrofickou lateralni sklerézou
(ALS), Parkinsonovou nemoci (PD) a Alzheimerovou chorobou (AD), avSak u pacientu
s roztrousenou sklerézou (RS) byla upregulovana.[52] V nasich vysledcich miR-30b-5p-
TT-PRI nebyla rozdilné exprimovdna u pacient(i s demenci a Parkinsonovou chorobou.
Dale studie wuvadi, Ze tato miRNA je prvni, ktera sjednocuje vSechny
4 neurodegenerativni onemocnéni (PD, AD, RS a ALS) a mohla by byt moZnym
biomarkerem. Také bylo prokdzano, Ze koreluje s neurofibrilarnimi klubky
v mozkomiSnim moku u pacient s AD a PD. [52] Studie Zhang H. et al. odhalila, Ze miR-
30b-5p cili na lehké fetézce neurofilament a predpoklada se, Ze tato miRNA ma

neuroprotektivni Ucinky po traumatickém poranéni mozku.[53]
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Studie Sierksma A. et al. [54], studie Wu Yuquan et al. [55] a studie Brennan S. et al.
[52]se zabyvaji vyzkumem AD a demence. Zatimco studie Sierksma uvadi, Ze miR-146a-
5p je upregulovana u pacientt s AD a demenci, coz je v pripadé AD potvrzeno i studii Wu
Yuquan, tak studie Brennan Fikd, Ze hsa-miR-146a je downregulovana u pacientl s AD.
Z nasich vysledku vyplyva, Ze tato miRNA je upregulovana pouze u pacientll s demenci,
coz odpovida vysledkiim studie Sierksma. Dale se studie Sierksma zabyvala i miR-142a-
5p, kterd byla u pacientl s AD upregulovdna, zatimco v nasi studii byla tato miRNA
downregulovana jak u pacinetl s demenci, tak s PD. Studie Sierksma byla provadéna na
mysich, proto mohou byt nase vysledky odlisné. Lisi se také vysledky studie Brennan a
Sierksma, jelikoz jeden zkoumal miR-146a-5p a druhy pouze hsa-miR-146a.[52], [54],
[55]

Dale ve studii Wu Yuquan et al. bylo prokdzano, ze miR-29c-3p se muzZe podilet na
vzniku a rozvoji Alzheimerovy choroby. Dle studie miR-29c-3p byla u pacientl s AD nizsi
nez u zdravych kontrol. V nasich vysledcich byla miR-29¢c-3p upregulovdna jak
u demence, tak aterosklerézy. Tyto miRNA (miR-146a-5p a hsa-miR-29c-3p-TT-PRI)
v séru mUZou slouZit jako kandidati neinvazivni biomarkery AD a v budoucnu mohou byt

uzite€né pro diagnostiku a 1é¢bu AD. [55]

Dle naSeho vyzkumu byly molekuly hsa-miR-17-5p-TT-PRlI u pacientl
s aterosklerézou snizeny pfi porovnani se zdravymi kontrolami, avSak dle studie
Telkoparan-Akillilar P. et al., ve které byly hladiny exprese miRNA méreny metodou RT-
PCR, miR-17 byly vyznamné zvySeny u pacientl s aterosklerézou pfi porovnani
s kontrolami. [56] Stejné tak studie Karere G.M. et al. [57] uvadi, Ze miR-17-5p, ale také
miR-146a-5p, jsou upregulovany v lézich s tukovymi prouzky a fibréznimi platy. Tyto
miRNA jsou zdkladem iniciace a progrese ¢asné aterosklerdzy, coz bylo jasné potvrzeno
i studii Tan L. et al..[58] Kromé toho bylo zjisténo stidii Huang S. et al. [59], Ze miR-17-5p

je cirkulujicim biomarkerem koronarni aterosklerézy.

Dale studie Huang S. et al. ukazala, Ze miR-146a-5p sniZuje zanét v endotelovych
bunikach a redukuje aterosklerézu u mysi.[59] V nasi praci je hsa-miR-146a-5p-TT-PRI

upregulovana, ale u pacientl s demenci.
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Studie Guo J. et al. pomoci mysi a lidskych bunék objevila novou miRNA miR-23a-3p
spojenou s ATS. miR-23a-3p byla v obou modelech downregulovdna, coz bylo potvrzeno
pomoci gPCR. [60] V nasi diplomové praci byla tato miRNA zvySena pouze u pacientl s

demenci.

Dalsi zkoumanou miRNA, kterd souvisi s aterosklerdzou, je miR-223-3p, kterd byla
u pacientl s aterosklerézou v nasi praci downregulovdna. Studie You D. et al. uvadi, Ze
miR-223-3p je spojena s vyssi celkovou mirou preziti, coz naznacuje, Ze miR-223-3p by
mohla byt vynikajicim diagnostickym markerem pro aterosklerézu. Hladina exprese
miR-223-3p byla zvysSena jak v karotickych tepndch, tak v séru pacient( s aterosklerézou.
Avsak bylo zjisténo, Ze hladina exprese miR-223-3p v nestabilnim platu je snizena pfi
porovnani se stabilnim platem, coz naznacuje, Ze miR-223-3p md hodnotu, kterou je
tfeba ddle zkoumat. Obecné Ize ze studie fici, Ze miR-223-3p zabranuje rozvoji ATS.[61]

[61]

Dalsi miRNA, kterd je spojovana v nasi diplomové praci jak s neurodegenerativni
chorobou, tak aterosklerézou, je miR-151a-3p-TT-PRI. Tato miRNA je downregulovdna
jak u aterosklerdzy, tak u demence. Dle studie Wang H. et al. bylo zjiSténo, Ze tato miRNA
miR-151-3p vykazuje vysokou senzitivitu a specificitu pro diagnostiku intrakranidlniho

aneuryzmatu. [62][62]

Posledni miRNA, kterou zdiskutujeme v mé diplomové praci, je hsa-miR-22-5p-TT-
PRI, poji se jak s aterosklerézou, tak demenci, a jeji hodnoty jsou upregulovany. Bylo
zjisténo, Ze tato cirkulujici miRNA muze slouzit jako novy slibny diagnosticky biomarker

pro ¢asnou diagnostiku AIM dle studie Li H. et al.. [63]

Pfestoze v litearature existuje mnoho informaci o cirkulujicich miRNA, stale je
zapotrebi védeckého zkoumani a zjistovani vice spojitosti s neurodegenerativnimi
onemocnénimi a aterosklerdzou. Bylo by vhodné do budoucna vice prozkoumat nékteré

specifické miRNA, které jiz nyni ukazuji potencidl v diagnostice u uvedenych pacientd.
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9. Zaver

Diplomova prace cituje Sirokou $kalu publikaci zabyvajicich se miRNA ve spojitosti
s aterosklerézou a demenci. Hlavnim cilem diplomové prace byla identifikace
potencidlnich miRNA cild pro diferencidlni diagnostiku pacientld s aterosklerézou
a demenci. Diagnostika miRNA je v dnésni dobé hojné studovan3, ale jesté neni soucasti

béZné rutinni praxe.

Pomoci TT-qPCR byla sledovana exprese jednotlivych miRNA a byly vybrany ty
nejvhodnéjsi miRNA pro validacni studii. Porovnavany byly vzorky jak zdravych jedincd,
tak vzorky patologické od pacientl, ktefi trpéli demenci a/nebo aterosklerézou.
Porovnavany byly také miRNA ve vzorcich séra se vzorky mozkomisniho moku, pficemz

bylo zjiténo, Ze sérum je daleko vhodnéjsi material pro analyzu.

U pacientl s aterosklerézou i demenci byly statisticky vyznamné upregulovdny nebo
downregulovany tyto miRNA: hsa-miR-29c-3p-TT-PRI, hsa-miR-22-5p-TT-PRI a hsa-miR-

151a-3p-TT-PRI, které by bylo vhodné do budoucna dale vice prozkoumat.

U pacientd pouze s aterosklerézou byly ovlivnény tyto miRNA: hsa-miR-20a-5p-TT-
PRI, hsa-miR-17-5p-TT-PRI, hsa-miR-106a-5p-TT-PRI, hsa-miR-122-5p-TT-PRI, hsa-miR-
223-3p-TT-PRI.

V pripadé demence je dllezZité sledovat miRNA, které v nasem vyzkumu vysly
statisticky vyznamné, a to: hsa-miR-23a-3p-TT-PRI, hsa-miR-30b-5p-TT-PRI, hsa-miR-
142a-5p-TT-PRI, hsa-miR-146a-5p-TT-PRI, hsa-miR-29¢-3p-TT-PRI, hsa-miR-151a-3p-TT-
PRI.

Vzhledem k ¢asto rozdilnym vysledkdim naseho Setfeni a studii jinych pracovist by
bylo vhodné se zaméfit na prozkoumani raznych kombinaci miRNA z dlivodu poskytnuti
komplexnéjsich informaci o patologickych stavech a hledat také dalsi spojitosti mezi
miRNA a onemocnénimi. Je patrné, Ze miRNA predstavuji velky krok kvéasné
diagnostice téchto onemocnéni. Vysledky této diplomové prace by mohly slouzit jako
pocateéni bod pro budouci vyzkum a vyvoj v oblasti diagnostiky aterosklerdzy

a demence.
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10. Pouzité zkratky

ABCA1l
AD

AlM
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APOE4
ATS

BMI

C. Elegans
cDNA
CMP
CRP

CSF

Ct

DEM
DNA
DLB

EC
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IC

LDL

LNA
MCP-1
MPO
miRNA
miRISC
mRNA
ND

PCR

PCR MMX
PD
PDGF
Primer F
Primer R
gRT-PCR
RNA

RS

RT

RT MMX
RT-PCR

ATP-binding cassette transporter Al

alzheimer's disease (Alzheimerova nemoc)

akutni infarkt myokardu

amyotroficka lateralni sklerdza

apolipoprotein E4

ateroskleréza

body mass index

Caenorhabditis elegans

complementary DNA (komplementarni DNA k RNA)
cévni mozkova prihoda

C-reactive protein (C reaktivni protein)

cerebrospinal fluid (likvor)

cycle of treshold (cyklus prahu)

demence

deoxyribonukleova kyselina

Lewy-s Bodies Demention (demence s Lewyho télisky)
endothelial cells (endotelové buriky)

high density lipoprotein (lipoprotein s vysokou hustotou)
interni kontrola

low density lipoprotein (lipoproteiny s nizkou hustotou)
locked nukleic acid (uzamcéend nukleova kyselina)
Monocyte Chemoattractant Protein-1(monocytarni chemotakticky protein 1)
myeloperoxiddza

microRNA

miRNA indukovany tlumici komplex

messenger RNA (medidtorova ribonukleova kyselina)
neurodegenerativni onemocnéni

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
PCR master mix

Parkinson's disease (Parkinsonova nemoc)

Platelet Derived Growth Factor (rUstovy faktor z desticek)
forward primer

reverse primer

kvantitativni real time PCR

ribonukleova kyselina

roztrousena sklerdza

reverzni transkripce

RT master mix

real time PCR (PCR v readlném case)
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SD
STEMI
TPM
TT-qPCR
VCAM-1
VD
VLDL

sérum

smérodatna odchylka

akutni infarkt myokardu s ST elevacemi

traumatické poskozeni mozku

Two-Tailed polymerazova rfetézova reakce

Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (vaskularni adhezivni molekula 1)
Vascular dementia (vaskularni demence)

very low density lipoproteins (lipoprotein s velmi nizkou hustotou)
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