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2 Abstrakt

Soucasny aplikovany vyzkum molekul mikroRNA je zaméfen na identifikaci jejich roli
v patogenezi rGznych typl onemocnéni, véetné kardiovaskularnich (KV), a to
s predpokladem jejich uplatnéni jako biomarkerd nebo cild 1é¢by. Kardiovaskularni
onemocnéni maji v populaci vysokou incidenci i prevalenci, jsou pfevazné chronicka, jsou
také vedouci pfi€inou hospitalizace i umrti a pfedstavuji proto velkou zatéz pro pacienty i

zdravotni systém.

Aktualné je vyuzZivano v diagnostice kardiovaskularnich chorob a odhadu
kardiovaskularniho rizika mnoho metabolickych parametru, vétSinou ze skupiny proteinti a
lipidu, zatimco parametrd ze skupiny nukleovych kyselin, a to at jiz v podobé mutaci v
molekule DNA, nebo rliznych molekul RNA, prozatim velice omezené. Pfes nesporny
vyznam a prinos metabolickych biomarkerl v diagnéze i prognéze kardiovaskularnich
chorob, tyto markery stale neumoziuji efektivné identifikovat vSechny osoby ve vysokém
riziku, a jsou proto hledany dalSi molekuly, které by mohly ke zpfesnéni této identifikace
prispét.

A pravé nalezeni dalSich diagnostickych a prognostickych marker( pro zpfesnéni odhadu
KV rizika a nasledné zefektivnéni lécby pacientll ve vysokém riziku je tématem této
disertaCni prace. Zaméfili jsme se na skupinu molekul mikroRNA, kratkych nekddujicich
RNA, které se ucastni posttranskripéni regulace genové exprese a ovliviiuji u Clovéka
expresi vétsiny protein kédujicich genu. Jsou syntetizovany v burikach, pasivné i aktivné
uvolfovany do cirkulace, kde jsou relativné stabilni, a je mozné je stanovit jak v tkanich, tak
v riznych télnich tekutinach, véetné krve. Hladiny mnohych z nich se méni v souvislosti
s rozvojem ruznych patologickych stavl a v pfipadé akutnich pfihod mohou byt tyto zmény

velmi dynamickeé.

MikroRNA jsme izolovali z tkani i plazmy a pomoci molekularné biologickych metod
stanovovali jejich expresni hladiny s cilem stanovit Ci zpfesnit diagnézu ¢i progndzu
konkrétnich KV onemocnéni. U tkané aorty byly expresni hladiny mikroRNA porovnavany
v tkani aorty s abdominalnim aneurysmatem (AAA) a bez téchto patologickych zmén; u
pacientt s akutnim infarktem myokardu byly vybrané miR stanovovany v plazmé, stejné
jako u pacientt v sekundarni prevenci KV onemocnéni, a také u pacientd se syndromem

obstrukéni spankoveé apnoe, u kterého jsou KV onemocnéni velmi ¢astou komorbiditou.

11



S cilem nalézt mikroRNA ucastnici se patogeneze a progrese abdominalniho aneurysmatu
aorty jsme identifikovali u pacienti s AAA panel miR se zménénou expresi v této tkani oproti
zdravym kontrolam, a to u malych i velkych aneurysmat. Tyto mikroRNA mohou v budoucnu
zvySenym rizikem ruptury. U pacientl s infarktem myokardu jsme identifikovali miR-499
jako nejslibn&jsi biomarker z nami analyzovanych mikroRNA, s nejvétSim potencialem
pfispét k nalezeni pacientld s nejvy$Sim rizikem umrti po AIM do jednoho roku. U
chronickych pacientll po prodélané KV pfihodé jsme zjistili, ze snizené expresni hladiny
miR-19a jsou spojeny s vySSim rizikem Umrti, a mohou byt vyuzity jako prognosticky
biomarker mortality. Dale jsme identifikovali miR-499 jako potencialni doplfikovy

diagnosticky biomarker u pacientli se syndromem obstrukéni spankové apnoe.

Podafilo se nam u vSech sledovanych diagndz identifikovat alespori jednu miR jako
potencialni diagnosticky &i prognosticky marker a diskutovat jeji zapojeni do zkoumané
patogeneze.
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Abstract

Current applied research of microRNA molecules is focused on the identification of their
roles in the pathogenesis of various types of diseases, including cardiovascular (CV), with
the assumption of their use as biomarkers or treatment targets. Cardiovascular diseases
have a high incidence and prevalence in the population, are predominantly chronic, and are
also a leading cause of hospitalization and death, and therefore represent a major burden

on patients and the health system.

Many metabolic parameters are currently used in the diagnosis of cardiovascular diseases
and cardiovascular risk assessment, mostly proteins and lipids, while parameters from the
group of nucleic acids, whether in the form of mutations in DNA molecules, or various RNA
molecules, are very limited so far. Despite the undeniable importance and contribution of
metabolic biomarkers in the diagnosis and prognosis of cardiovascular diseases, these
markers still do not allow effective identification of all patients at high risk, and therefore
additional molecules are being sought that could contribute to the accuracy of this

identification.

Finding other potential diagnostic and prognostic markers to contribute to the more precise
CV risk assessment, and subsequently also to the more effective treatment of patients at
high risk, is the topic of this dissertation. We focused on a group of microRNAs, short non-
coding RNAs, involved in the post-transcriptional regulation of gene expression, influencing
the expression of most protein-coding genes in humans. MicroRNAs are synthesized in
cells, passively and actively released into the circulation, where they are relatively stable,
and can be determined in both tissues and various body fluids, including blood. | addition,
the expression levels of many microRNAs change in relation to the various pathological

conditions or acute events, and these changes can be very dynamic.

microRNAs were isolated from tissues and plasma, and their expression levels were
measured, using molecular biological methods, in order to set a diagnosis or improve its
setting, or to improve prognosis estimation for particular cardiovascular diseases. In aortic
tissue, microRNA expression levels were compared between tissues with and without aortic
abdominal aneurysm (AAA). In acute myocardial infarction patients, plasma levels of
selected miRs were determined, as well as in patients in secondary prevention of CV
diseases, and in patients with obstructive sleep apnoea syndrome, where heart diseases

are very common comorbidities.
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In order to find microRNAs involved in the pathogenesis and progression of the abdominal
aortic aneurysm, we identified a panel of miRs dysregulated in AAA tissue compared to
healthy controls, in both small and large aneurysms. In the future, these microRNAs may
help identify patients at risk for more dynamic disease progression, or increased risk of
rupture. In patients with myocardial infarction, we identified miR-499 as the most promising
biomarker of all the microRNAs we analysed, with the greatest potential to contribute to the
high risk patients identification, having the highest annual risk of death. In the group of
chronic patients after a CV event, we found that decreased miR-19a expression levels are
associated with a higher risk of death, and therefore they may be used as a prognostic
biomarker of mortality. We further identified miR-499 as a potential additional diagnostic

biomarker in patients with obstructive sleep apnoea syndrome.

We succeeded to identify at least one miR as a potential diagnostic or prognostic marker

for all studied diagnoses, and to discuss its involvement in pathological processes.
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3 Uvod

Kardiovaskularni (KV) onemocnéni jsou stale v centru pozornosti, protoze postihuji vysoky
podil dospélé populace, jsou v Evropé i v Ceské republice dlouhodobé& hlavni pfiginou
umrti, a také hospitalizace, a pfedstavuji velkou zatéz pro pacienta i pro zdravotni systém.
Mnoha KV onemocnéni jsou chronicka a pacient zije s timto onemocnénim mnoho let; Cesti
muzi, ktefi maji stfedni délku zivota 76 let, travi s KV onemocnénim v primeéru 15 let, Ceské
zeny se stfedni délkou zivota 82 let dokonce 20 let, a jsou v tomto parametru druhé nejhorsi
mezi Evropskymi zemémi (Zafarova, 2021). Chronicka onemocnéni vedou také k akutnim
KV pfihodam, které jsou spojeny s vy$Si mortalitou, a rovnéz zvySenim KV rizika, takze je
v disledku toho snizena jak kvalita zivota pacienta, tak i jeho pramérné doziti. Podle
souCasnych odhadu, v evropské populaci zplsobi roéné tato onemocnéni celkové ztratu

vice jak 60 milion( let zivota v dUsledku pfedcasné smrti (Townsend et al., 2022).

Vyvoj KV chorob je ovlivnén mnoha faktory. Hraji zde roli genetické faktory, vék, a fada
dalSich rizikovych faktord, které pfispivaji k rozvoji jednotlivych KV onemocnéni. Patfi sem
faktory souvisejici s nezdravym zivotnim stylem (koufeni, obezita, nedostatek pohybu),
hypertenze, dyslipidemie ¢i diabetes. Pravé na tyto ovlivnitelné faktory je zamérena
prevence KV onemocnéni. Ve velmi vysokém riziku jsou vSichni pacienti po jiz prodélané
KV pfihodé, revaskularizaci, diabetici, pacienti se zavaznym renalnim onemocnénim,
aneurysmatem a s ischemickou chorobou dolnich koncetin, a také pacienti s vypoctenym
rizikem SCORE deset procent a vy$Sim (Byma et al., 2018). SCORE je u nas nejCastéji

pouzivany vypocet rizika umrti na KV onemocnéni v obdobi pfiStich deseti let.

Takto vy€lenéna skupina vysoce rizikovych pacientu je stale velmi velka, a dosud neni
k dispozici pfili§ laboratornich marker(, které by mohly v této skupiné pomoci identifikovat
jedince, u kterych je riziko dalsi fatalni & nefatalni KV pfihody nejvy3si. Vedle laboratornich
biochemickych parametrli souvisejicich s monitorovanim rizikovych faktorll jsou u
nékterych onemocnéni ¢i KV pfihod stanovovany vybrané specifické proteinové markery,
napfiklad hladiny troponinu nebo NTproBNP (N-terminal pro-brain natriuretic peptide). Tyto
markery slouzi k diagnostice a/nebo ke stanoveni progn6zy. Mnoho proteinl stanovitelnych
z krve €i plazmy bylo v minulosti zkoumano z hlediska potencialu stat se takovymi markery.
Dlvodem hledani dalSich markerovych molekul je skute€nost, Ze i pfes nesporné pfinosy
v sou€asnosti pouzivanych biomarkerl, jako je napfiklad troponin, nejsou informace
poskytované témito molekulami pro sou€asnou praxi dostacujici, a to zejména v oblasti

progndzy a odhadu rizik. Vzhledem k témto skute€nostem je z mnoha duvodu slibné hledat
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dalSi potencialni biomarkery ve skupiné molekul mikroRNA, kratkych nekddujicich RNA
uCastnicich se u Clovéka regulace exprese vétSiny protein kodujicich genud. Jsou
syntetizovany v bunkach, pasivné i aktivné uvolfiovany do cirkulace, kde jsou relativné
stabilni, a je mozné je stanovit jak v tkanich, tak v rznych télnich tekutinach, véetné krve.
Hladiny mnohych z nich se méni v souvislosti s rozvojem riznych patologickych stavli a

v pfipadé akutnich pfihod mohou byt tyto zmény velmi dynamickeé.

Prvni molekula mikroRNA byla objevena na konci minulého stoleti a od zacatku tohoto
stoleti jsou mikroRNA pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Jedna se o velkou skupinu
jednovlaknovych RNA o délce okolo 21 nukleotidd, které jsou tvoreny v burikach a jsou
dllezitym posttranskripénim regulatorem genové exprese. Diky asociaci s riznymi RNA-
vazebnymi proteiny jsou relativné stabilni v tkanich i v télnich tekutinach, kam jsou z bunék
vyluCovany. V soucasné dobé je jen u ¢lovéka znamo vice nez dva tisice téchto regulaénich
molekul, a jsou stale objevovany dalSi. MikroRNA se ucastni regulace genové exprese
vétsSiny protein kédujicich genl a produkce nékterych miR je tkanové specificka, coz je
mimo jiné potencialné vyuzitelné v diagnostice. Prostfednictvim takto regulovanych gen
ovliviiuji dulezité biologické procesy v burice, jako je proliferace, diferenciace, hypertrofie,
fibréza, remodelace, angiogeneze, zanét nebo bunééna smrt (apoptdza). Bylo zjisténo, Ze
v kazdém typu lidskych bunék je primérné 50 % jejich objemu tvofeno velmi omezenym
poctem miR, jedna ¢&tvrtina znamych miR je vyznamné exprimovana, pfiblizné polovina
z nich se vyskytuje ve vysSi hladiné v uréitém typu bunék, a zbylé miR jsou obecné

exprimovany na nizkych hladinach (O’Brien et al., 2018).

Bylo zjisténo, Ze zména exprese miR je spojena s mnoha patologickymi stavy (Chakraborty
et al., 2018). Cetné dosud publikované prace oznaduji mikroRNA jako molekuly s vysokym
potencialem vyuZiti v diagnostice, predikci i 1é€bé vybranych onemocnéni (Wang et al.,
2010, Zhao et al., 2019, Karakas et al., 2017).

Hlavnim cilem této disertacni prace je nalezeni novych biomarkert ze skupiny molekul
mMiRNA, které by pfispély k zodpovézeni klinickych otazek v 1éEbé KV onemocnéni, na které
nedokazi dat dostatecné presnou odpovéd stavajici proteinové markery nebo biochemické

parametry.

Vyzkum probéhl v laboratofich Ustavu biologie a Biomedicinského centra LF UK v Plzni ve
spolupraci s fadou klinickych pracovist Fakultni nemocnice v Plzni, jmenovité Il. Interni
klinikou, Kardiologickou klinikou, Chirurgickou klinikou, Otorinolaryngologickou klinikou,

Ustavem klinické chemie a biochemie a Centralni laboratofi pro imunoanalyzu.
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4 Cil prace

Cilem této disertaCni prace bylo hledani diagnostickych, prognostickych a prediktivnich
biomarker(, které by umoznily pfesnéjsi diagnostiku a/nebo pfesnéjsi rozhodovani o
klinickych otazkach dalSi Iécby pacientd s KV onemocnénim. Jako zdroj potencialnich
aditivnich biomarkert byla vybrana skupina ribonukleovych kyselin s regulaéni funkci,
jmenovité mikroRNA, molekul které jsou schopné regulovat postranskripéné expresi vétSiny
protein kodujicich gend. U nékterych mikroRNA jiz byla prokazana souvislost mezi

zmeénami jejich exprese a rozvojem patologickych stava.

Vlastni komentovana disertaéni prace je zaloZzena na c&tyfech €lancich publikovanych

v zahrani¢nich €asopisech s impakt faktorem. Tyto prace si kladly za cil:

e nalézt prognosticky biomarker ze skupiny kardio-myo-specifickych miR, ktery by mohl
byt vyuzit pfi odhadovani KV rizika u pacientd po akutnim infarktu myokardu

e nalézt prognosticky marker ze skupiny miR slouzZici k odhadu KV rizika u
stabilizovanych chronickych pacientt v sekundarni prevenci po pfedchozi KV pfihodé

¢ nalézt diagnosticky marker ze skupiny kardio-myo-specifickych miR, ktery by mohl byt
vyuzit v diagnostice syndromu obstrukéni spankové apnoe

e nalézt panel mikroRNA, které jsou dysregulované u pacientd s abdominalnim
aneurysmatem aorty, a které by mohly byt potencialnimi markery progrese tohoto

onemocnéni a/nebo zvySeného rizika ruptury
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5 Uvod do problematiky

5.1 Kardiovaskularni onemocnéni

Podle mezinarodni klasifikace nemoci patfi do skupiny onemocnéni obéhové soustavy
ischemicka choroba srde¢ni (ICHS), akutni revmaticka horecka, chronické revmatické
choroby srdecni, hypertenzni nemoci, kardiopulmonalni nemoc a nemoci plicniho obéhu,
jiné formy srde¢niho onemocnéni, cévni nemoci mozku (pfedevSim mozkova mrtvice),
nemoci tepen, tepének a vlasecnic (zahrnujici aneurysma a aterosklerézu), nemoci zil a

nékteré dalsi.

Kardiovaskularnimi chorobami trpi vysoky podil populace, jsou nejCastéjSim divodem
pfijeti do nemocnic a predstavujici 285 tisic hospitalizaci za rok, tj. pfiblizné 2,14 milion(
o$etfovacich dn(i. To znamena, Ze je v CR hospitalizovano z KV pfigin asi 2 684 pacientt
neschopnosti, s primérnym trvanim jedné pracovni neschopnosti 79,5 dne. KV choroby
jsou také diivodem pfiznani 35,7 tisic invalidnich diichodd (UZIS 2019). Z téchto dat
vyplyva, Ze skupina KV onemocnéni pfedstavuje velkou zatéz nejen pro pacienty, ale i pro

cely zdravotni systém.

vvvvvvvv

dosahoval podil zemrelych z divodid onemocnéni obéhové soustavy 43,2 %, a neCasté;jsi
pFiginou byla ischemicka choroba srdeéni véetné akutniho infarktu myokardu (AIM) (UZIS
2019) (obrazek 1).

Podle statistik Evropské kardiologické spole¢nosti (ESC) trpi kardiovaskularnimi chorobami
v Evropé 113 milionu lidi, s medianem 6 963 nemocnych na 100 000 obyvatel, s rocnim
pfirdstkem 12,7 miliond nové diagnostikovanych a jejich prevalence se v pribéhu
poslednich dvaceti let vyrazné neméni. Pro CR ukazuji data z roku 2019 prevalenci 7 786
na 100 000 obyvatel a incidenci 792 na 100 000 obyvatel (Timmis et al., 2021).
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Ostatni onemocnéni obéhové soustavy Novotvary
Onemocnéni dychaci soustavy Onemocnéni travici soustavy

Nemoci endokrinni, vyZivy a pfemény latek = Ostatni

Obrézek 1 - Hlavni pfi¢iny amrti v v CR roce 2018 (UZIS 2019)

NejCastéjsi kardiovaskularni chorobou je ischemicka choroba srde¢ni, onemocnéni cév
srdce. Soucasti etiologie tohoto onemocnéni je rozvoj aterosklerdzy, ktera postupné vede
k ischémii nebo infarktu myokardu. Podle ESC trpélo ICHS v 57 sledovanych zemich
celkem 47,6 miliont lidi s ro¢ni incidenci 5,8 miliont, a jeji vyskyt byl nizsi u Zen nez u
muzG. V CR byly hodnoty incidence a prevalence ICHS na Grovni 364 na 100 000 obyvatel
a 3 406 na 100 000 obyvatel (Timmis et al., 2021). Incidence i prevalence v CR byla podle

této statistiky nad primérem sledovaného panelu zemi.

Rovnéz v 57 zemich hodnocenych ESC byla onemocnéni ob&hové soustavy celkové
nejcastéjsi pri€¢inou umrti, kde v roce 2019 stala za umrtim 2,2 milion Zen a 1,9 milionu
muzd, i kdyz v nékterych jednotlivych zemich, mezi které se fadi napfiklad Velka Britanie,

Nizozemi ¢i Dansko, je jiz pfevazujici pfiCinou umrti onkologické onemocnéni. NecCastéjsi
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KV pri€inou umrti je ICHS, ktera stoji za 17 % umrti u Zen i muzd, druhou v poradi je

mozkova mrtvice, ktera vedla ke 12 % umrti u Zen a 8 % u muzu (Timmis et al., 2021).

Prestoze je v souasné dobé kladen velky duraz na prevenci KV onemocnéni a v jejich
léCbé je dostupna fada lékl i léCebnych postupl, podle publikovanych dat prevalence
téchto chorob vyrazné neklesa. Pri¢inou muze byt i vysoky vyskyt rizikovych faktorl pro
vyvoj téchto onemocnéni v populaci. Podle statistiky z roku 2019 je v Ceské populaci 21,1
% kuFaku (j. median z analyzovanych zemi), lidé maiji vysoky piijem soli, a CR méla téz
vedouci postaveni v konzumaci alkoholu, coz predstavuje zvysené riziko vzniku KV chorob.
Mezi klinickymi rizikovymi faktory jsou hypertenze, diabetes, dyslipidemie a obezita. V CR
je v dospélé populaci vice nez 27 % hypertonikl, 7 % diabetikl a 26 % dospélé populace
trpi obezitou (Timmis et al., 2021). Zarovenh je dnes znamo, Ze na fenotypu KV onemocnéni

se podili i geneticka (dédiéna) slozka, a to pfiblizné ze Ctyficeti procent.

Velky vyznam KV onemocnéni pfedstavoval hlavni davod, pro€ byla zvolena jako téma této

disertacni prace. Z celé Skaly diagnéz jsme se zaméfili na nasledujici skupiny:

e ischemicka choroba srde¢ni — pacienti s akutnim infarktem myokardu a chronicti
pacienti po kardiovaskularni pfihodé

e aneurysma aorty

e syndrom obstrukéni spankové apnoe a kardiospecifické mikroRNA jako jeho

markery
5.1.1 Ischemicka choroba srdeé¢ni a akutni infarkt myokardu

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) je ischemie myokardu, zpisobena ve vétSiné pfipadl
aterosklerézou véncitych tepen, a projevuje bud pfi zatézi, nebo i v klidu. K rozvoji ICHS
pFispivaji i rizikové faktory, jako je koufeni, diabetes, dyslipidemie, hypertenze, pozitivni
rodinna anamnéza, vék, a dalsi. Z klinického hlediska mize byt ICHS zcela bez projevu i
vést az k nahlé smrti. Obecné Ize formy ICHS délit na chronické (zahrnuji asymptomatickou
¢i dysrytmickou formu, stabilni anginu pectoris, stavy po infarktu myokardu a chronické
srde¢ni selhani) a na akutni (nestabilni angina pectoris, akutni infarkt myokardu a nahla
srde¢ni smrt) (Hradec et al., 2018).

Akutni infarkt myokardu (AIM) je prokazané postizeni myokardu loZiskovou nekrozou
odpovidajici v dané klinické situaci ischemii myokardu. MdzZe byt provazen elevaci useku
ST na EKG (tzv. STEMI) anebo je bez téchto elevaci (non-STEMI nebo NSTEMI) (Kala et
al., 2017). Nejcastgjsi pricinou je uzavér véncité tepny intrakoronarnim trombem, ktery se

vytvofi na aterosklerotickém platu, a béhem 20 az 30 minut dochazi k nekroze
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subendokardialnich vrstev. Pokud nedojde k reperfuzi, do 6 hodin postihne nekréza celou
tloustku stény srde¢ni komory (Hradec et al., 2018). Typickymi symptomy u pacientt s AIM
je bolest na hrudi, ktera pfetrvava vice jak 20 minut, a jeji projekce v téle. K diagnostice se
standardné pouziva anamnéza, vysSetfeni EKG a stanoveni biochemickych markert

poskozeni myokardu, pfedevSim troponinu T nebo | a NTproBNP.

V&asné stanoveni diagnézy a v€asny transport pacienta do nemocnice jsou rozhodujicimi
faktory v Uspésnosti lé&by. V CR onemocni AIM pfiblizné 25 tisic lidi a pfiblizné jedna tfetina
zemre, ¢asto do 1 hodiny od objeveni symptom( a obvykle pfed pfijetim do nemocnice.
Oproti tomu je nemocniéni mortalita nizka, pohybuje se okolo 6 procent. Vedle
farmakologické |éCby je nejCastéjSim feSenim provedeni perkutanni koronarni intervence
(PCI), ktera obnovuje obéh v postiZzené oblasti. Pokud je provedena v€asna rekanalizace
do jedné hodiny od pocatku IM, je mozné zachranit az 60 % postizené oblasti myokardu,
zatimco po Sesti hodinach byvaji zmény jiz nevratné (Hradec et al., 2018). V roce 2018 bylo
hospitalizovano 22 608 pacientd s AIM, ktefi celkové stravili v nemocnici 166 241
pracovnich dng, tj. 7,35 dnl na jednoho pacienta (UZIS 2018). Pfi propousténi pacientt
z nemocnice je pro kazdého provedena kalkulace, zda se nachazi v nizkém &i vysokém

riziku.

Poté je pacient v péCi praktického |ékafe a jeho léCba je fizena dale kardiologem nebo
internistou. Pacientovi je nastavena farmakologicka Ié¢ba, ktera je zaméfena na lécbu
rizikovych faktoru (hypertenze, diabetes, dyslipidemie), a také systém rezimovych opatfeni

(odvykani koufeni a zZivotosprava), aby bylo maximalné sniZzeno riziko dalsi KV pfihody.

V této disertacni praci jsme se zamérili na hledani doplrikovych markeru, které by pfispély

k presnéjSimu stanoveni KV rizika, a odhaleni pacientll s vysokym rizikem u skupiny

pacientdl s AIM (STEMI) a dale u skupiny pacientd s delSim ¢asovym odstupem po

kardiovaskularni prihodé.

5.1.2 Aneurysma aorty

Aorta je hlavni tepna vedouci okysli€enou krev ze srdce do téla a hlavy. Anatomicky je
¢lenéna na kofen aorty, ascendentni ¢ast, oblouk aorty s vystupem tfi velkych vétvi a
descendentni aortu, ktera se dale rozliSuje na torakalni a abdominalni podle pozice branice.
Z histologického hlediska se aortalni sténa sklada ze tfi zakladnich vrstev: tunica intima,
media a adventitia. Aorta se smérem dolu zuZuje a u zdravych jedincu neni jeji primér vétsi
nez 4 cm, s rostoucim vékem se ale zvySuje, a to u Zzen o primérné 0,7 mm a u muzt o 0,9

mm za deset let (Stasek et al., 2015).
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Aneurysma (vydut) je trvalad dilatace useku aorty. Onemocnéni aorty patfi podle MKN
(mezinarodni klasifikace nemoci) mezi nemoci tepen, tepének a vlasecnic, a po
ateroskleréze jsou druhé nejCastéjSi v této skupiné. Onemocnéni aorty Ize Clenit na
aneurysma torakalni aorty (TAA), aneurysma abdominalni aorty (AAA) a akutni aortalni
syndromy (AAS) (Bossone et al., 2021).

Vv,

rozsSifeni o vice jak 50 procent ve srovnani se zdravym uUsekem. Vedle véku jsou dalSimi
vyznamnymi rizikovymi faktory koufeni, ICHS, hypertenze, AAA v rodinné anamnéze a
muzské pohlavi, nebot aneurysma se vyskytuje u muzu pfiblizné &tyrikrat az Sestkrat Casté;ji
nez u zen, V muzské populaci ve véku 65 az 80 let se prevalence pohybuje od 4 do 8
procent (Stasek et al., 2015, Joviliano et al., 2017). U vétiny pacientd je pogateéni vyvoj
AAA Klinicky bez pfiznakd, ale s rostoucim primérem aorty narlista vyznamné riziko ruptury
(to je naopak vysSi u Zen). Pfi priméru aneurysmatu mezi 4 az 5 cm je roéni riziko ruptury
0,5 %, zatimco u velkych aneurysmat 7 az 8 cm dosahuje 20 az 40 %. Ruptura aneurysmatu
ma jasné klinické pfiznaky a je spojena s vysokym rizikem umrti (Stasek et al., 2015,
Joviliano et al., 2017). Pravdépodobnost umrti spojena s aneurysmatem nebo disekci aorty
je ve vékové skupiné 60 az 64 let 9,41 resp. 3,31 na 100 000 muzu resp. Zen, ve vékové
skupiné 70 az 74 let 29,11 resp. 12,33 na 100 000 muzl resp. Zen, a u lidi nad 80 let 86,82
resp. 52,46 na 100 000 muzt resp. zen (Joviliano et al., 2017). Vedle samotného priméru
aorty a rychlosti jeho zmén je jen malo dalSich marker(, které by mohly dostate¢né
spolehlivé pfredpovédét riziko ruptury. LéCba AAA, pokud je v€as diagnostikovano, je bud
chirurgickd nebo endovaskularni a je obvykle provadéna u pacientd s primérem
aneurysmatu nad 5,5 cm a rustem nad 1 cm/rok. Do té doby je pacient pravidelné
kontrolovan a Casto dostava farmakologickou |éCbu, obvykle zaméfenou na ovlivnéni

rizikovych faktor(i (napf. hypertenzi) a minimalizaci komplikaci (Stasek et al., 2015).

V disertaéni praci jsme analyzovali vzorky tkdné& abdominalniho aneurysmatu a kontrolni

tkané, s cilem nalézt mikroRNA, jejichZ hladiny jsou v procesu patogeneze aneurysmatu

dysregulovany. Tyto mikroRNA maji potencial stat se biomarkery AAA, a mohou prispét

k uréeni cilovych protein kédujicich genut dulezitych pro proces patogeneze.

5.1.3 Kardiovaskularni zmény spojené se spankovou apnoe

Obstrukéni spankova apnoe (OSA) patfi mezi poruchy dychani ve spanku. Je nejbéznéjsim
typem poruchy spanku a je spojena s potencialnimi kardiovaskularnimi, neurokognitivnimi
a metabolickymi nasledky. Dochazi pfi ni k opakovanym epizodam kolapsu hornich cest

dychacich béhem spanku, vedoucim k uplnému zastaveni nebo vyznamnému snizeni
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pratoku vzduchu. Zavaznost je vyjadfena poctem epizod apnoe a hypopnoe za jednu
hodinu spanku jako AHI (apnoe-hypopnoe index), pficemz apnoe znamena upliné uzavieni
dychacich cest pretrvavajici minimalné deset vtefin s omezenim pritoku vzduchu o vice jak
90 % a hypopnoe omezeni pratoku vzduchu o vice jak 30 % po vySe uvedenou dobu.
V dusledku zmén svalového tonu a zuzeni dychacich cest tak dochazi k poklesu saturace
krve kyslikem, aktivaci sympatiku, ¢astym mikroprobuzenim a fragmentaci spanku, a k
omezeni trvani hlubokého spanku a REM spanku (Kamasova et al., 2017). Pokud ma
pacient vice nez 5 takovych pfihod za hodinu spanku a néktery z obvyklych pfiznaki
(nadmérna denni spavost bez vysvétlitelného divodu, duseni nebo lapani po dechu,
opakované probouzeni, pocit neosvézeni spankem, neschopnost koncentrace), trpi
syndromem obstrukéni spankové apnoe (OSAS), a to bud lehkym (AHI 5-15), stfednim
(AHI 15-30) nebo tézkym (AHI > 30).

Prevalence OSA je vysoka, ale zustava Casto nediagnostikovana, nebot pacienti povazuji
nékteré pfiznaky za ,normalni“. V populaci trpi OSA podle odhadi 5 % zen a 14 % muzd,
u populace stfedniho véku je tato prevalence vysSi, u zen 17 % a muzl 34 %. OSAS
zhorSuje kvalitu Zivota pacienta, narusuje kognitivni vykon i spoleCenské fungovani, a je
spojovana s vys8i nemocnosti a umrtnosti (Kamasova et al., 2017, Yeghiazarians et al.,
2021). Zaroveh je nezavislym rizikovym faktorem pro vyvoj kardiovaskularnich
onemocnéni, metabolického syndromu a diabetu (Yeghiazarians et al., 2021, Kamasova et
al., 2017).

U pacientd s KV chorobami, zahrnujicimi hypertenzi, srde¢ni selhani, ICHS, plicni
hypertenzi, fibrilaci sini a mozkovou mrtvici, dosahuje prevalence OSA dokonce 40 % u zen
a 80 % u muzul. Rizikovymi faktory pro rozvoj tohoto onemocnéni jsou muzské pohlavi,
vy88i veék, rodinna anamnéza a obezita. OSA je tak asociovana s mnoha KV
onemocnénimi, s navzajem negativnim vlivem, coZz znamena, Zze OSA zhorSuje KV
onemocnéni, které nasledné zhorSuje OSA (Yeghiazarians et al., 2021). OSA je nezavislym
rizikovym faktorem v pfipadé hypertenze, fibrilace sini a cerebrovaskularnich chorob, je
asociovana vy3sim rizikem progrese, hospitalizace a umrti u srde€niho selhani, nezavisle
zvySuje riziko srde€nich pfihod, a u pacientl s téZzkou OSA je spojovana se zvySenou

kardiovaskularni i celkovou mortalitou (Yeghiazarians et al., 2021).

Dosud neexistuji relevantni molekularni markery syndromu obstrukéni spankové apnoe,

proto byla cilem nasi prace identifikace takovychto biomarkerl. Pfistup vychazel z hypotézy

poSkozeni kardiomyocytt v dusledku episod hypoxie, a proto moznosti vyuziti

kardiospecifickych mikroRNA v diagnostice tohoto syndromu. Analyzovany byly vzorky
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krevni plazmy pacientll se stiredné tézkym a téZkym syndromem obstrukéni spankové

apnoe a odpovidajicich probandt bez OSAS jako kontrol.

5.2 Genetické faktory u kardiovaskularnich onemocnéni

Genetické faktory patfi, spolu s pohlavim a vékem, mezi hlavni neovlivnitelné rizikové
faktory kardiovaskularnich onemocnéni. Podil genetické slozky na patogenezi jednotlivych
kardiovaskularnich onemocnéni se ruzni. U ICHS, véetné akutniho infarktu myokardu, se
odhaduje tento podil (heritabilita) na drovni 50 az 60 procent (Dai et al., 2016). K této
heritabilité pfispivaji dédi¢né slozky jednotlivych rizikovych faktor rozvoje ICHS, jako jsou

diabetes, dyslipidemie, hypertenze, obezita, koagulopatie a mnoho dalSich.

Obecné ke vzniku patologického fenotypu mize vést mutace v jednom genu, tzv. genu
velkého uc€inku. V tomto pfipadé se jedna o monogenni Mendelovskou dédi¢nost, ktera
vSak zodpovida pouze za maly podil vSech KV onemocnéni. U ICHS byly takové mutace
nalezené v genech ST6GALNACS5 (mutace G295A), CYP27A1 (mutace G674A), MEF2A
(delece 21 paru bazi v exonu 11) a LRP6 (mutace G1079A nebo T1298C), a vedly k vyskytu
monogenni ICHS v analyzovanych rodinach. Rovnéz mutace v genech zpUlsobujicich
vysoké hladiny LDL-cholesterolu nebo triglyceridt a nizké hladiny HDL cholesterolu mohou
zpUsobit familiarni vyskyt ICHS (Dai et al., 2016).

V jednoznacéné vétsiné pfipadu se u KV chorob jedna o polygenni dédi¢nost, kdy kombinace
vice, €asto mnoha genu (variant genud) malého UcCinku vysledné vede, v interakci
s negenetickymi rizikovymi faktory, k pfekroCeni prahu pro vznik urcitého patologického
fenotypu. Obecné se predpoklada, ze frekvence genovych variant malého ucinku jsou
v populaci relativné €asté (s frekvenci minoritni alely pfesahujici jedno procento), zatimco
genoveé varianty stfedniho ¢i velkého U€inku jsou v populaci mnohem méné Casté (Cerrone
et al,, 2019, Cambien et al., 2007). Kidentifikaci rdznych genetickych variant, Casto
jednonuleotidovych polymorfizma, pfispivaji pfedevSim asociacni studie kandidatnich genu
a studie GWAS (genome-wide association study). Studie GWAS se opiraji o hypotézu, ze
bézné se vyskytujici onemocnéni jsou podminovana v populaci béznymi genetickymi
variantami (alelami), a sleduji jejich asociaci s timto fenotypem. Malo frekventni alely
malého Ci stfedniho ucinku, i alely velmi malého ucCinku, a také vzajemné genové interakce
a interakce jednotlivych alel s prostfedim je mnohem obtiznéjsi identifikovat, a tak dosud
nalezené genové varianty prozatim vysvétluji jen Cast celkové heritability ICHS nebo
infarktu myokardu (Dai et al., 2016). Mutace (varianty) se mohou vyskytovat i mimo kodujici
oblasti, kupfikladu v oblastech regula¢nich, a mohou modifikovat efekt alel jinych gena tim,

Ze jedna zvariant téchto gent bude, v pfipadé heterozygotniho genotypu, vice
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exprimovana (Cerrone et al., 2019). Vedle variant zvySujicich riziko vzniku KV onemocnéni
byly nalezeny i varianty, které maji opacni vliv na fenotyp, a toto riziko snizuji. U ICHS jsou
to napfiklad genové varianty v genech pro E-selektin (mutace G2692A nebo C901T), ligazu
GLUL (Glutamate-Ammonia Ligase) (rs10911021 T>C), interleukin 10 (mutace G(-1082)A,
GG genotyp), koagulacni faktor XIII (mutace Val34Leu), receptor PPARy (mutace C161T)
a mnohé dalsi (Dai et al., 2016).

V sou€asné dobé se ukazuje, ze nékteré genetické varianty jediného genu, napfiklad
mutace v genu SCN5A kédujicim alfa podjednotku sodikového kanalu (sodium voltage-
gated channel alpha subunit 5), mohou mit pleiotropni efekt a pfispivat k rozvoji vice

rlznych nepfibuznych fenotypl (Cerrone et al., 2019).

Mnoho KV onemocnéni ma komplexni geneticky zaklad. Polygenni dédiénost, vliv prostredi
a modifikace vysledného efektu interagujicimi genetickymi variantami i pleiotropni efekt
nékterych alel stoji pravdépodobné za neuplnou penetranci nékterych dominantnich alel

nebo za variabilni expresivitou téchto onemocnéni.

5.3 Aktualné pouzivané biomarkery

V souCasné dobé je vyuzivana v diagnostice kardiovaskularnich chorob a pfi odhadu rizika
fada metabolickych marker(, vétSinou ze skupiny proteind a lipidd. Vedle bézné
stanovovanych hladin lipidd, jako je cholesterol a triglyceridy, jsou v praxi bézné
vySetfovany i dalSi biochemické parametry, jako jsou hladiny jednotlivych iontt (draslik,
sodik, apod.) a hladiny cukrd a glykovaného hemoglobinu. Hlavnim parametrem pro
stanoveni KV rizika u osob bez prodélané KV pfihody metodou SCORE je, vedle véku,
koufeni a pohlavi, hladina cholesterolu. U akutnich i chronickych onemocnéni srdce &i cév
se pak nad ramec téchto vySetfeni stanovuji dalSi biomarkery spojené s konkrétni
chorobou, které slouzi ke stanoveni nebo potvrzeni diagn6zy a také odhadu rizika dalsSi

fatalni ¢i nefatalni KV pfihody.

U AIM byly v minulosti vyuzivany pro stanoveni diagnozy hladiny kreatin kindzy (CK),
aspartat aminotransferazy (AST) a laktat dehydrogenazy (LDH), které v sou¢asné dobé
nahrazuje jako standard pfedevsim srdecni troponin (cTn — cardiac troponin) (Mythili et al.,
2015).

Hlavnim markerem nekrézy kardiomyocytl je srdecni troponin, méfeny jako hsTnT (high-
sensitivity cardiac troponin T) nebo hsTnl (high-sensitivity cardiac troponin I). Jeho hladiny
jsou u zdravych jedincu velice nizké (obvykle pod 0,001 ug/l) a pfi srdeénim poSkozeni se

signifikantné zvySuiji. | u pacientl se stabilni anginou pectoris je hladina troponinu desetkrat
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zvySena, u akutniho srdec¢niho selhani a mikroinfarktu az stokrat, a pfi AIM se hladina
zvysuje na pfiblizné 1 az 100 ug/l podle rozsahu poSkozeni (Fathil et al., 2015). Po AIM se
hladiny troponinl zvedaji 6 az 8 hodin po poskozeni tkané, vrcholu dosahuji po 12 az 24
hodinach, a zustavaji zvySeny po dobu 7 az 10 dnu. Hlavni nevyhodou tohoto markeru je
pomala clearance. Tnl je vice specificky pro myokard, TnT je uvolfovan i z kosternich svald,
a jeho vzestup je bifazicky (po nastupu symptom, a pak jesté pfiblizné ¢tvrty den po AlM)
(Aydin et al., 2019). | plazmatické hladiny myoglobinu se zvySuji zahy po AIM, obvykle uz
po prvni hodiné, s vrcholem mezi 4 a 12 hodinami. Tento protein je viak pfitomen ve velkém
mnozstvi i ve svalove tkani, a je proto méné specificky pro poskozeni srdeénich bunék. U
kreatin kinazy, ktera je pfitomna jak ve svaloviné srdce, tak v kosternim svalu, je
v sou€asné dobé stanovovana jeji myokardialni frakce CK-MB (CK-myocardial band) se
vzestupem hladin v séru po 4 az 9 hodinach po nastupu symptoma, vrcholem okolo 24
hodin, a poklesem na normalni hodnoty po 48 az 72 hodinach. Hladiny CK-MB koreluji
s rozsahem infarktu a mohou slouZit i ke zpfesnéni prognézy €i hodnoceni reperfuze. Jeji
hladiny se ale mohou zvySovat i ve spojeni s jinymi diagnézami, jak je napfiklad plicni
embolie, svalové trauma, nékteré malignity a mnoho dalSich (Aydin et al., 2019, Mythili et
al., 2015).

Mezi dalSi proteiny, které méni své hladiny po AIM, patfi i BNP (mozkovy natriureticky
peptid) nebo fragment NTproBNP, ktery je uzivan jako jeden z prediktivnich markeru
srde¢niho selhani; GDF-15 (growth-differentiation factor-15), ktery maze slouzit jako
diagnosticky marker i prediktivni marker mortality; copeptin (uvolfiujici se v fadu minut
z hypofyzy po AIM), ktery maze byt potencialnim diagnostickym a prognostickym markerem
posSkozeni myokardu, a nékteré dalSi (Mythili et al., 2015). Vzhledem k tomu, Ze infarktu
myokardu provazeném nekrézou bunék srdecniho svalu pfedchazi poskozeni cév spojené
se zanétem, tvorbou aterosklerotickych plakd a trombd, které omezuji zasobeni tkané
kyslikem, mohou k diagnéze a progndze pfispivat i hladiny zanétlivych markeru (jako jsou
CRP (C-reaktivni protein), interleukin-6 (IL-6), pentraxin-3) nebo markeru destabilizace

plakl (napfiklad metaloproteinaz ¢i TNF-a (tumour necrosis factor a)) (Mythili et al., 2015).

Aneurysma aorty je obvykle diagnostikovano pomoci zobrazovacich metod (Bossone et al.,
2021). Mnoho praci se zabyva vyznamem nékterych biomarker( v diagnostice a prognéze
aneurysmat. Stather et al. 2014 provedl metaanalyzu publikovanych dat a pfes urcitou
nejednoznacnost vysledkl nalezl souvislost mezi zvySenymi hladinami nékolika proteaz a
zanétlivych markert a aneurysmatem. Nalezl signifikantni rozdil v hladinach MMP-9 (matrix
metalloproteinase 9), TIMP-1 (tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 1), IL-6, CRP,

a1AT (a1-antitrypsin), triglyceridd, lipoproteinu (a), apolipoproteinu A (ApoA) a HDL (high-
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density lipoprotein) mezi pacienty s aneurysmatem aorty a kontrolni skupinou bez
aneurysmatickych zmén. Za pomoci metaregrese nalezl i pozitivni linearni korelaci mezi
praimérem aorty a CRP. U MMP-2 (matrix metalloproteinase 2) v tkani aorty, TNF-q,
osteoprotegerinu (OPG), osteopontinu (OPN), interferonu gama (IFN-y), ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) a VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) nebylo
mozné metaanalyzu provést, ale i zde byly pozorovany vysSi hladiny u pacient
s aneurysmatem (Stather et al., 2014). V posledni dobé publikovana prace Memon et al.
2020, analyzujici pfes 24 tisic pacientu s AAA, nalezla 21 proteinovych marker( se vztahem
k zanétu, oxidativnimu stresu, lipidovému metabolismu a proteolyze, jejichz hladiny byly
signifikantné zvySené (s vyjimkou paraoxonazy 3, ktera byla snizena) u pacientu
s aneurysmatem aorty. NejvétSi prognosticky vyznam méla myeloperoxidaza, kdy vysSi

hladiny byly spojeny s rychlejSim rastem aneurysmatu (Memon et al., 2020).

5.4 Biomarkery ze skupiny mikroRNA

Prestoze je v souasné dobé znamo mnoho molekul, zejména proteina, které slouzi jako
markery KV onemocnéni, zadny z nich neodpovida plné modelu ,idealniho“ markeru
s vysokou (idealné stoprocentni) senzitivitou a specifitou. | pfes nesporny pfinos a vyznam
nékterych z nich, pfedevsim troponinu T a | v diagnostice AIM, nejsou stale k dispozici dalSi
biomarkery pfispivajici jednoznacné ¢&i velmi vyznamné predevSim ke stanoveni
dlouhodobého rizika, popfipadé k predpovédi progrese nékterych KV onemocnéni. Proto je
pozornost nyni zaméfena na novou velkou skupinu molekul kratkych nekodujicich RNA
s regula¢ni funkci, na mikroRNA, jako na zdroj potencialnich biomarkeri. Né&které
z mikroRNA jsou tkanové specifické, hladiny mnohych z nich se méni v souvislosti
s konkrétnim typem onemocnéni, a tyto zmény mohou byt velmi dynamické. Vyzkum
napfiklad ukazal, Ze molekuly miR-499 a miR-208 jsou specifické pro kardiomyocyty. U
zdravych osob jsou jejich hladiny v plazmé neméfitelné, nebo velmi nizké na hranici
méfitelnosti, po infarktu jejich hladiny mnohonasobné stoupaji, a nasledné se jejich hladiny
opét snizuji, a to zejména u miR-208 velmi rychle. Nékteré miR typické pro myokard
dosahuji maxima v krat§im C€ase nez hladiny troponind. V nedavné dobé uverejnéné
metaanalyze doposud publikovanych praci Lee et al. 2021 bylo potvrzeno, Ze expresni
hladiny miR-208, miR-499, miR-1 a miR-133 maji diagnosticky vyznam u AIM, a Ze expresni
hladiny miR-208 po AIM maji prokdzany vztah i kmortalitt, a maji tak

prediktivni/prognosticky vyznam u tohoto onemocnéni.

Diagnosticky marker AIM by mél byt nejen specificky pro myokard, s minimalnim €i nulovym

vyskytem v jinych tkanich, dostate¢né specificky a sensitivni, ale i rychly ve zméné hladiny
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a s rychlou clearance, a v neposledni fadé i snadno a spolehlivé méfitelny (Mythili et al.,
2015). mikroRNA mnohé tyto poZzadavky alespon ¢asteCné splriuji, ale jejich stanoveni je
tak nelze vyuzit napf. CasnéjSi vzestup jejich hladin ve srovnani s troponinem. V pfipadé
vyuziti téchto miR jako prediktivniho Ci prognostického markeru by vSak vétSi naro¢nost

jejich stanoveni neméla predstavovat zasadni prfekazku.

MikroRNA jsou analyzovany z hlediska potencialu stat se diagnostickymi, prediktivnimi i
prognostickymi markery nejen u KV chorob, ale také v oblasti onkologie, diabetu a dalSich
onemocnéni. Sledovany jsou nejen jednotlivé miR, ale i celé panely miR uc€astnici se
patogeneze daného onemocnéni, kde zmény jejich expresnich hladin mohou pfispivat

k v€asné diagnostice, volbé leCby Ci progndze progrese onemocnéni.

5.5 Nukleové kyseliny z perspektivy biomarkert

Nukleové kyseliny (DNA, RNA) jsou nositeli genetické informace, a to jak z hlediska
kompletni informace organismu (MmtDNA a gDNA), tak z hlediska realizace genetické
informace smérem k fenotypu (mMRNA). Kromé toho nékteré nukleové kyseliny maiji dalSi
funkce, jako je funkce regulacni (napfiklad miRNA), strukturni (rRNA) nebo funkci
enzymatickou (napfiklad snRNA). Ke zméné fenotypu (patogenezi onemocnéni) mohou
vést zmény ve struktufe nukleovych kyselin i zmény hladin nékterych nukleovych kyselin.

Tyto zmény mohou proto slouZzit jako biomarkery fady onemocnéni.

Nukleové kyseliny se déli na kyseliny deoxyribonukleové a ribonukleové a liSi se svou
funkci v burice. Pfestoze jsou jejich konkrétni ulohy v bufice razné, vSechny vzajemné
spolupracuji na procesu genové exprese. Mnoho z nich ma také pfimy vztah k biogenezi a
funkci molekul mikroRNA, které se transkribuji z genu v molekule DNA, interaguji
predevSim s mRNA, jejiz translaci reguluji, mohou ale interagovat i s DNA a ovliviiovat
transkripci gent podobné jako transkripCni faktory. Alternativni nekanonicka biogeneze
zahrnuje i tvorbu miR z molekul tRNA nebo snoRNA. Jiné RNA, zejména IncRNA (dlouhé
nekodujici RNA), mohou volné molekuly miR v cytoplazmé na zakladé komplementarity
vychytavat, a sniZzovat tak jejich dostupnost a vysledny efekt. Jednotlivé typy nukleovych
kyselin jsou struéné zminény v nasledujicich kapitolach, s podrobnéjSim popisem
mikroRNA (hlavniho tématu této disertacni prace), a také mRNA, ktera je t€mito miR pfimo

regulovana, a dale DNA, ktera nese genetickou informaci pro tyto miR.
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5.5.1 DNA

Kyselina deoxyribonukleova je nositelkou genetické informace. V lidskych burikach se
nachazi v bunéfném jadre, a také v mitochondriich. DNA se sklada z dusikatych bazi
purinovych (adenin a guanin) a pyrimidinovych (tymin a cytosin), cukru deoxyribdzy, a
fosfatovych zbytkd. Struktura DNA spolu s asociovanymi proteiny ve formé chromatinu

odrazi ucel genetické informace — jeji uchovani, replikaci a realizaci smérem k fenotypu.

V normalnich lidskych diploidnich somatickych burikach jsou dvé sady chromozémd, tj. 46
chromozoému. Jedna sada chromozoma je tvofena vice jak tfemi miliardami pard bazi a
obsahuje pfiblizné 24 tisic genud. Lidské chromozémy jsou linearni a protein kédujici
sekvence predstavuiji jen jejich velmi malou &ast (okolo 1,5 %), zbyvajici ¢ast tvofi introny,
sekvence kodujici RNA, regulaéni sekvence, repetitivni sekvence, centroméry, teloméry, a

dalsi.

VSechny lidské chromozomy obsahuji vedle gend kédujicich proteiny také geny kédujici
mikroRNA (Huang et al., 2022). Ty se mohou nachazet pfimo v protein kddujicich genech

(intragenové) nebo jsou v oblastech mezi témito geny (extragenové).

Pfed kazdym bunécnym délenim dochazi v S fazi bunééného cyklu k replikaci DNA, kdy je
cely genom duplikovan. Pokud béhem replikace dojde k nepfesnostem, které nejsou
v dalSim kroku opraveny, vznikne genova aberace, mutace nebo polymorfizmus. Jako
polymorfizmy jsou obvykle oznalovany varianty, které se vyskytuji u vice nez jednoho
procenta populace, a to jak v protein kddujicich, tak nekédujicich sekvencich. Jedna-li se o
zménu pouze jednoho nukleotidu (jednoho paru bazi) v molekule DNA, oznaduji se tyto
polymorfizmy jako jednonukleotidové (SNP - single nucleotide polymorphism). Pfestoze
SNP nejsou obvykle pfimou pfi€inou vzniku néjakého onemocnéni, ukazuje se, ze nékteré
z nich se mohou Castéji vyskytovat u jedincu trpicich nékterym typem onemocnéni a jsou

s nim pravdépodobné asociovany, ¢i mohou znamenat predispozici k néjaké chorobé.

Nazvoslovi mutaci se odviji od zmény sekvence DNA, obvykle genomové (gDNA) a je
zapisovana jako referencni (puvodni) baze, jeji pofadi a zménéna baze na tomto mistég,
pficemz prvni A v ATG iniciaCnim koddnu je povazovan za nukleotid &islo jedna. Substituce
nukleotidu v sekvenci DNA se zapisuje jako 395A>T, v publikacich také ¢asto jako A395T
nebo A395>T (Nussbaum et al., Ogino et al., 2007). U menSich deleci jsou definovana
poradi chybéjicich nukleotidl (napf. 2245-2248del), u inserci pak pofadi nukleotid mezi
kterymi k inserci doSlo a vlozena sekvence (napf. 2988-2889insGAT). Zmény v sekvenci
proteiny se oznaduji referenéni aminokyselinou, jejim pofadim a zménénou aminokyselinou

v pfipadé missense mutace (napfiklad Glu6Val nebo E6V). K oznaeni aminokyselin se
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uzivaji tfi nebo jednopismenné zkratky. V pfipadé nonsense mutace (vznik stop kodonu) je

na misté pro novou aminokyselinu pismeno X (napfiklad Glu6X nebo E6X).

Identifikované mutace/polymorfizmy malého rozsahu maiji také svoje referen¢ni Ciselné
oznaceni rs (RefSNP). Napfiklad rs3746444 v genu pro miR-499, kdy zména A na G vede
k niz8im hladinam této miR (Ding et al., 2018).

Béhem studia jsem se rovnéz zapojila do sledovani vyskytu SNP u vybranych skupin
pacientl trpicich kardiovaskularnimi chorobami, ale protoze analyza DNA neni pfimo
tématem mé disertacni prace, jsou tyto publikace, na kterych jsem spolupracovala, a které
byly otistény v zahranic¢nich odbornych Casopisech s impakt faktorem, uvedeny pouze

v Pfiloze Il, a nejsou dale v praci zmifiovany.

Polymorfizmy & mutace mohou vznikat i v genech pro mikroRNA. Pro vyslednou interakci
jsou pak dllezité jak mutace v cilové sekvenci mRNA (ij. v protein kddujicich genech), které
jsou Castéji popisované, tak i v ,seed” sekvencich miR, které s cilovymi sekvencemi na
mRNA interaguji. Prvni bodova mutace v ,seed” sekvenci, ktera je spojena se zménou
fenotypu, byla popsana u miR-96 a zpUsobuje ztratu vliasd (Mencia et al., 2009). Castgji
jsou identifikovany mutace v genech miR mimo ,seed“ oblasti, které mohou ovlivnit
zpracovani miR bé&hem biogeneze s vyslednou zménou hladiny kédované miR, nebo
vysledné zastoupeni miR-5p a miR-3p v bunce. Napfiklad mutace v miR-133a, vedouci ke
vzniku varianty 79T>C MIR133A2, zvySuje podil miR-133a-5p, které je obvykle v bunce
pod jedno procento (Ohanian et al., 2013).

5.5.2 RNA

Molekuly RNA jsou ve srovnani s molekulami DNA vyrazné kratdi, pocCetnéjsi,
jednovlaknové, a fragilngjsi v dusledku pfitomnosti rib6zy namisto deoxyribézy. Molekuly
RNA se podili pfedevSim na realizaci (expresi) genetické informace kddované molekulami
DNA. Také skala jejich jednotlivych funkci je velice Siroka. Mediatorova RNA (mRNA)
pfinasi z jadra do cytoplazmy informaci o struktufe budouciho proteinu, ribosomalni RNA
(rRNA) tvori zakladni ¢ast ribozomu, na kterych se proteiny syntetizuji, transferova RNA
(tRNA) pak prevadi informaci zakddovanou v sekvenci nukleotidi na sekvenci aminokyselin
v proteinu. Vedle téchto nejznaméjSich typd RNA, které se pfimo podileji na proteosyntéze,
v je organismu jeSt€é mnoho dalSich RNA molekul, které se uplatiuji v regulaci
proteosyntézy (napfiklad mikroRNA), nebo posttranskripénich modifikacich &i v opravach
DNA. Z nich jsou niZze popsany podrobné&ji mRNA a mikroRNA (miRNA), nebot’ pfimo

souviseji s ttmatem disertacni prace.
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5.5.2.1 Mediatorova RNA (mRNA)

Mediatorova RNA je cilova molekula, na kterou se miRNA vaze, a jejiz transkripci reguluje.
Mediatorova RNA je transkribovana v jadfe bunék a nese vysledné do cytoplazmy informaci
o struktufe budouciho proteinu. Transkribovana je RNA polymerazou Il jako dlouhy fetézec
RNA, ktery je nasledné v nékolika krocich modifikovan. Transkripce je iniciovana
navazanim transkripCnich faktord na promotor, Usek DNA, ktery obsahuje nékteré
konzervativni sekvence, jako je TATA-box, CAAT box, GC box a oktamerovy box. Tento
proces muize byt dale ovlivnén i vazbou dalSich molekul, které pusobi jako zesilovace
(enhancery) nebo tlumice (silencery). Nasledné se po ¢astecném rozvinuti DNA navazuje
polymeradza a prepisuje cely gen, véetné nekddujicich oblasti. 5-konec nové vznikajici
molekuly pre-mRNA je opatfen tzv. 7-metylguanozinovou ,CepiCkou®, ktera jej chrani pred
degradaci. Po ukonéeni transkripce je 3‘-konec molekuly zkracen endonukleazami a
opatien poly(A) koncovou sekvenci, ktera molekulu stabilizuje a je zaroven dulezita pro
export z jadra (Snustad et al., 2009). Smés téchto pre-mRNA v jadfe se souhrnné nazyva
heterogenni jaderna RNA (hnRNA).

Eukaryotni geny obsahuji obvykle kromé Usekl kodujicich sekvenci proteinu (exon() i
useky nekddujici (introny), které jsou ¢asto pomérné dlouhé a mohou mit rizné funkce,
v€etné regulace genové exprese. Tyto Useky jsou v jadie odstranény dvoustupfiovym
sestfihem (splicing) v komplexech RNA a proteinu, které se nazyvaji spiceozomy a obsahuiji
vedle proteinli i malé jaderné RNA (snRNA), oznacované U1, U2, U4, U5 a U6. V prvnim
stupni Upravy se $tépi 5° sestfihové misto intronu a v druhém stupni 3‘ sestfihové misto a
vysledné jsou spojeny oba sousedni exony. Finalni sestfihana molekula mRNA opatiena
7-metylguanozinovou ,Cepickou“ a polyadenylovym koncem je pak transportovana do

cytoplazmy.

V cytoplazmé je nasledné informace o struktufe proteinu kddovana mRNA prekladana, za
pomoci ribozomU a molekul tRNA, do sekvence proteind. | zde v cytoplazmé muze byt
exprese jednotlivych proteinl regulovana, zejména interakci s molekulami mikroRNA, které
ve vetsiné pfipadl negativné ovliviiuji translaci (snizuji mnozstvi syntetizovaného proteinu).
Polymorfizmy v cilovych sekvencich mRNA (obvykle v oblasti 3'UTR) mohou ovliviiovat

interakci s regulujicimi miR a tim modifikovat jejich vysledny efekt.
5.5.2.2 RNA s regulacni funkci
Mezi RNA s regulaéni funkci patfi nékolik skupin RNA. Vedle mikroRNA (miRNA), kterymi

se zabyva tato prace, a které jsou popsany v nasledujicich kapitolach, sem patfi siRNA
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(small interfering RNA), piRNA (Piwi-interacting RNA), cirkularni RNA (circRNA) a IncRNA
(dlouhé nekdédujici RNA).

Dlouhé nekédujici RNA jsou molekuly v délce obvykle nad 200 nukleotidli, které maji
v burice mnoho rliznych funkci a jsou exprimovany odliSné v rlznych tkanich. Mohou
pusobit v jadfe, kde ovliviuji modifikaci histont, strukturu chromatinu, a tim genovou
expresi, nebo v cytoplazmé, kde mohou na bazi komplementarity interagovat s mnoha RNA
(napfiklad mRNA a mikroRNA) a tim ovlivhovat jejich stabilitu nebo dostupnost pro jejich
dalSi interakce. Jiné IncRNA jsou dulezité pro genovy imprinting, replikaci telomer, ¢&i

kompenzaci genové davky (Fatica et al., 2014).

Cirkularni RNA, podskupina IncRNA, se uc&astni transkripéni a posttranskripéni regulace
genové exprese. U Clovéka jich bylo nalezeno okolo 100 000 a tvofi pfiblizné 1 % az 10 %
v8ech transkriptl. Jsou pfepisovany z protein kodujicich gent RNA polymerazou Il, ale diky
odliSnému sestfihu vytvareji cirkularni molekuly Citajici nékolik exond (obvykle 1 az 3).
Obsahuijici vazebna mista pro miR, které mohou na sebe navazovat a snizovat tak jejich
dostupnost pro interakci s mRNA, ¢imz antagonizuji jejich negativni efekt na genovou
expresi (Kulcheski et al., 2016). V nékterych molekulach cirkularnich RNA jsou pfitomny
také introny. Tato podskupina se nazyva exon—intron cirkularni RNA (exon—intron circRNAs
- EIciRNAS), je lokalizovana v jadfe blizko mista svého vzniku, a ma potencial pozitivné

ovliviiovat transkripci gena, ze kterych vznika (Ebbesen et al., 2016).

Mezi kratké nekddujici RNA patfi piRNA, siRNa a miRNA. PiRNA jsou 26 az 30 nukleotidu
dlouhé RNA, dulezité pro epigenetické a posttranskripni umi€ovani transposont
v zarode€nych burikach. Molekuly siRNA jsou svou délkou, zpracovanim v cytoplazmé
nukleazou Dicer a tvorbou RISC komplexu s Ago proteiny (viz dale) podobné mikroRNA,
ale jejich pavod je exogenni. Jsou vystfihovany z dlouhych virovych dvouvliaknovych RNA
molekul a jejich vazba na cilové mRNA molekuly je silngjSi diky uplné komplementarité.
Jsou dulezité pro zachovani integrity genomu a pUsobi negativné na expresi proteind,

s jejichz mRNA jsou komplementarni (Carthew et al., 2009). Oproti tomu mikroRNA jsou

molekuly endogenni.

5.5.2.3 mikroRNA

MikroRNA tvofi velkou skupinu kratkych RNA molekul s regulacni funkci. Byly poprvé
popsany na prelomu dvacatého a jednadvacatého stoleti, a od té doby jich bylo nalezeno

vice nez 48 tisic (Kozomara et al., 2019).
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5.5.2.3.1 Pocatky vyzkumu mikroRNA

Prvni mikroRNA byla nalezena v roce 1993 u modelového organismu hlistice hadatka
Caenorhabditis elegans, a dostala oznaceni lin-4 (Lee et al., 1993). Tato mikroRNA sama
nekodovala zadny protein, ale posttranskripné negativné regulovala expresi genu lin-14
(Lee et al., 2004). Jeji sekvence byla komplementarni k 3’UTR oblasti tohoto genu. Tim byl

poprvé popsan novy bunécny regulaéni mechanismus ovliviiujici expresi genu.

Dal$i mikroRNA nalezena v roce 2000 (Reinhart et al., 2000) u stejného organismu a
nazvana let-7, byla, na rozdil od té pfedchozi, postupné identifikovana u mnoha riznych
organismu, a to vcetné Clovéka. Skutecnost, Ze se miR nachazeji u vice organisml a
ucastni se zde regulace genové exprese, odstartovala intenzivni vyzkum v této oblasti a
v nasledujicich letech byly nalezeny tisice riznych mikroRNA molekul, z nichz mnohé maji

konzervativni sekvence spole€né mnoha druhim (Almeida et al., 2011).

Jiz v nasledujicim roce byla popsana biogeneze mikroRNA a zahy byly nalezeny nékteré
mikroRNA, které jsou dysregulovany v pfipadé nékterych, zejména onkologickych
onemocnéni. Vyzkum se zaméfil na hledani téch miR, které se rakovinnych procesu
ucastni, jejichz hladiny se v prabéhu téchto onemocnéni signifikantné méni, a které by proto
mohly slouzit jako diagnostické €i prognostické markery a pomoci tak k ¢asnéjsi a pfesnéjsi
diagnostice i vybéru vhodnéjsi IéCby. V souvislosti s tim byly syntetizovany a testovany
prvni molekuly schopné blokovat mikroRNA, tzv. antimiR, a probiha vyzkum a vyvoj
nékterych takovych molekul pro 1éEebné vyuziti (Feng et al., 2009). V prabé&hu roku 2008
bylo zjisténo, ze mikroRNA Ize stanovit nejen v tkani (napf. po biopsii), ale Zze mnohé
mikroRNA se nachazeji také v télnich tekutinach, zejména v krvi, ze které je mozno je
izolovat. Vzorky krve/plazmy jsou u pacientl snadno ziskatelné vramci standardné
provadénych nabérl, a Ize je nabrat i opakované, coz pfinasi dalSi velkou vyhodu pro
sledovani jejich hladin u vétSiho pocltu pacientl, a cely vyzkum se tim opét vyznamné

posunul vpfed.

V letech 2005-2006 byly nalezeny prvni mikroRNA, které se podileji na vyvoiji
kardiovaskularniho systému, a také ty, jejichz hladiny se méni v souvislosti s nékterymi
kardiovaskularnimi onemocnénimi (van Rooij et al., 2006). Od této doby probihaji intenzivni
prace na nalezeni téch mikroRNA, které se u€astni patogeneze téchto nemoci, a které by
tak mohly pfispét k zpfesnéni diagnostiky ¢&i stanoveni progndézy u pacientl

s kardiovaskularnim onemocnénim. Na tuto oblast se zamé&rfuje i tato disertacni prace.
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5.5.2.3.2 Geny koédujici mikroRNA

Geny kédujici molekuly miR se nachazeji v molekule DNA, stejné jako geny pro ostatni
RNA. Priblizné polovina genu je lokalizovana intragenové, pfevazné v intronech protein

kédujicich (hostitelskych) gent, ale mohou byt kédovany i v exonech.

Druha skupina miRNA gen( je intergenova, jejich geny maji vlastni promotor, a jsou
transkribovany nezavisle. Tyto geny mohou byt monocistronické a kédovat pouze jednu
miR, nebo polycistronické a kddovat celou skupinu mikroRNA, gitajici nékolik jednotek az

stovek rdznych miR (Treiber et al., 2019).

Geny kodujici miR jsou transkribovany RNA polymerazou Il (Lee et al., 2004), v ojedinélych

pripadech RNA polymerazou Il (Koo 2015).

5.5.2.3.3 Biogeneze mikroRNA

Kratké molekuly mikroRNA vznikaji z vyrazné delSich prekurzorovych molekul pfepsanych
z genu pro mikroRNA pomoci RNA polymeraz. Tyto molekuly jsou pak v jadfe, kde vznikaji,
a v cytoplazmé, kam jsou nasledné z jadra exportovany, dale zpracovavany. Vysledné se
vazi s proteiny a v tomto komplexu pak reguluji genovou expresi. Biogeneze mikroRNA je
podle proteind, které se na zpracovani prekurzorovych molekul podileji, oznadovana jako

kanonicka a nekanonicka.
Kanonicka biogeneze mikroRNA

Jako kanonicka biogeneze se oznacuje obvykle biogeneze mikroRNA z vlastnich genu
z intergenovych sekvenci, na které se podili dva proteinové komplexy Drosha a Dicer
(O’Brien et al., 2019). Enzymy ucastnici se kanonické biogeneze miR byly identifikovany

na samém pocatku tohoto stoleti (Almeida et al., 2011).

Biogeneze miR zacina transkripci genu, kdy se vytvareji dlouhé molekuly pri-mikroRNA.
Takto vzniklé molekuly maji typickou strukturu, v jejiz stfedni ¢asti vznika tvar ,vlasenky*
s nekomplementarni klickou (,loop“) dlouhou obvykle vice nez 10 nukleotid(, lemovanou
vzajemné CasteCné komplementarnimi segmenty, které se spojuji do duplexu (,stem®)
v délce pfiblizné 35 paru bazi. Oba jeji 5° a 3° konce jsou nekomplementarni, jeden je

chranén ,Cepi¢kou” a druhy je polyadenylovan (O’Brien et al., 2019, Treiber et al., 2019).

Pri-mikroRNA jsou zpracovavany (5tépeny) komplexem RNA vazebného proteinu
DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCR8) a enzymu ribonukleazy |ll Drosha. DGCR8
rozeznava néktereé typické motivy prekurzorové molekuly (napfiklad N6-metyladenylovany

GGAC motiv) a vaze se na oblast klicky, zatimco na oblast duplexu (,stem®) se navazuje
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enzym Drosha se dvéma katalytickymi RNAza Il doménami, pro ktery je také dulezita délka
pfesahujicich nekomplementarnich koncl pri-miR a na nich pfitomné motivy, které
umozfiuji mimo jiné i vazbu faktoru SRSF3 (serine/arginine-rich splicing factor 3)

stimulujiciho cely proces stépeni (O'Brien et al., 2019).

Drosha $tépi duplex (,stem) na bazi jeho dvouvlaknového segmentu a odstranuje tak oba
volné konce molekuly. Vysledné je klicka zakonéena komplementarnim duplexem, jehoz 3
konec je o dva nukleotidy delSi nez 5° konec. Takto vytvofena pre-mikroRNA je pomoci
komplexu proteinu exportinu 5 s RAN GTPazou pfenasena do cytoplazmy, kde biogeneze
pokracuje. Po uvolnéni z komplexu je pre-mikroRNA zpracovavana endonukleazou DICER,
ktera ma opét dvé katalytické domény (jednu pro kazdé vlakno). Pro navazani je dllezity
dvounukleotidovy pfevis pre-miR na 3' konci, ktery se vaze na PIWI-Argonaute—Zwille
(PAZ)-like doménu Diceru a nasledné urCuje délku uvolnéného duplexu (okolo 25
nukleotid(l). Dicer pracuje v komplexu s proteinem TRBP (dsRBP trans-activation-
responsive RNA- binding protein), jenz stimuluje celé Stépeni a usnadriuje i vstup miR do
RISC komplexu (miRNA-induced silencing complex). Pfi tomto zpracovani je odstépena
klicka a wuvolnéna dvouvlaknova struktura (duplex) obsahujici dvé ¢&astecné
komplementarni vliana. Po interakci s proteinem Ago (argonaute protein) jsou obé vlakna
oddélena. Jedno z nich, takzvany ,guide“ se stava soucasti RISC komplexu a ucastni se
regulace translace. Druhé vlakno, oznaCované jako ,passenger®, je v cytoplazmé obvykle
rychle degradovano (Stavast et al., 2019 a O‘Brien et al., 2018) (obrazek 2). NejCastéjsi
délka vyslednych miR v RISC komplexu je 22 — 25 nukleotida.
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Obrazek 2 - Kanonicka draha biosyntézy mikroRNA a syntéza mikroRNA z intronu
(volné podle Stavast et al., 2019 a O’Brien et al., 2018)
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Nekanonicka biogeneze mikroRNA

Vedle kanonické biogeneze byly objeveny i dal§i cesty syntézy miR, u kterych je obvykle
vynechano zpracovani jednim z dalezitych vySe uvedenych nukleazovych komplexa, ftj.

zpracovani v jadfe pomoci Drosha nebo v cytoplazmé pomoci Dicer.

Biosyntéza nezavisla na Drosha je typicka pro vznik miR z introna, tzv. miRtronl. Ty
prochazeji v jadie sestfihem jako ostatni pfepsané introny, ale jejich klicky jsou na rozdil od
miR pfepsanych z jejich vlastnich gend krats§i a nemohou byt zpracovany komplexem
s Drosha. Namisto toho u nich dochazi k tzv. ,debranchingu“ pomoci enzymu DBR1, ktery
otevira lasovitou strukturu vystfizeného intronu a tvofi linearni vlakno (Stavast et al., 2019).
V nékterych pfipadech jsou konce miRtronu jesté pfilis dlouhé a probiha proto jesté jejich
zkracovani (,trimming“) pomoci jaderného exoribonukledzového komplexu (RNA exosom).
Vysledkem je pak pre-miRNA jako v pfipadé kanonické biogeneze. DalSi export z jadra a

zpracovani v cytoplazmé je obdobné jako u kanonické biogeneze (O‘Brien et al., 2018).

Dalsim na Drosha nezavislym zdrojem miR jsou molekuly malych nukleolarnich RNA
(snoRNA), které jsou obvykle dlouhé 60 — 300 nukleotidli. Zdrojem miR mohou byt i
molekuly pre-tRNA, které nedosahnou pomoci chaperonu La typické struktury jetelového
listu, a které proto nabyvaji tvaru dlouhé viasenky, jez mize byt zpracovana nukleazovym
komplexem Dicer. Takto sestfihané miR mohou s Ago vytvaret funkéni RISC komplexy
(Stavast et al., 2019, Treiber et al., 2019).

Nekanonicka cesta biogeneze nezavisla na Dicer byla zatim popsana pouze u miR-145.
Jeji prekurzorova molekula je pfili§ kratka, a proto nemuze byt zpracovana obvyklym
zpusobem. Namisto $tépeni Dicerem je Stépena proteinem Ago-2 s endonukleazovou
aktivitou a jeji 3 konec je nasledné zkracen poly(A)-specifickou nukleazou (Cheloufi et al.,
2010).

5.5.2.3.4 Mechanismus requlace genové exprese pomoci mikroRNA

Nejvice mikroRNA puUsobi v cytoplazmé, kde se stavaji soucasti RISC komplexd. Prvnim
objevenym, a také nejCastéj§im mechanismem Gc&inku, je snizovani mnozstvi

syntetizovanych proteinud na zakladé interakce RISC komplexu s mRNA.

RISC interaguje s cilovymi mRNA, a to na zakladé komplementarity nukleotidovych
sekvenci miR a mRNA. Tyto sekvence na mRNA se oznacuji jako MREs (miRNA response
elements), a na mikroRNA jako ,seed” sekvence, kde jsou pro interakci nejdulezitéjsi
nukleotidy v pozici 2 az 8. Stupen komplementarity mezi miR a MRE nasledné rozhoduje o

tom, zda bude syntéza proteinu sniZzena, zastavena €i dojde k iniciaci degradace celé
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molekuly mRNA (O‘Brien et al., 2018). Podle komplementarity ,seed“ a MRE, a také dalSich
sekvenci na obou molekulach, maze byt jejich vzajemna vazba nestabilni (pfechodna),

stabilni, mGze uvolnit Ago z komplexu, ¢i stimulovat Ago ke §tépeni mRNA (Jo et al., 2015).

PIné komplementarni vazba v oblasti ,seed” sekvenci €asto indukuje nukleazovou aktivitu
Ago a Stépeni mRNA, ale zarovenn také destabilizuie RISC, zatimco d&astecna
komplementarita tuto aktivitu inhibuje. Ago pak plsobi jako mediator vzniku vétSiho
komplexu proteinu, které se postupné vazi na mRNA-RISC komplex, a ty pak spoustéji
postupnou degradaci mRNA (O‘Brien et al., 2018). Jako prvni se navazuje protein z rodiny
GW182, pres ktery se pripojuji efektorové proteiny odpovédné za deadenylaci na 3 konci,
Ci tzv. ,decapping” prostfednictvim DCP2 (decapping protein 2) odstranujici ,&epi¢ku” na 5°
konci a umoznujici exonukledzovou degradaci v 5—3° sméru prostfednictvim
exoribonukleazy 1 (XRN1) (O‘Brien et al., 2018). Vyslednym efektem této regulace je nizsi
mnozstvi syntetizovaného proteinu z divodu nizsiho poc¢tu dostupnych mRNA molekul

v cytoplazmé ¢i kratSi zZivotnosti téchto molekul.

MikroRNA se nachazeji a muzou plsobit i v jadre bunék, a mohou mit bud’ aktivacni, nebo
inhibicni ucinek. Byly popsany tfi cesty, jak se do jadra dostavaji. Nékteré molekuly miR
obsahuiji specialni sekvence (napf. AGUGUU na 3' konci), které jim umozniuji vazbu s RNA-
vazebnymi proteiny, které je pak transportuji do jadra. Druhou cestou je import miR
v komplexu s Ago-2 do jadra pomoci importinu 8 a nukleazy Dicer. Funkéni RISC je pak
sestaven az v jadfe a interaguje s mRNA. Tfeti moznosti je zpracovani pre-miR pfimo

v jadfe pomoci jaderného komplexu Dicer-TRBP (Stavast et al., 2019).

MikroRNA mohou fungovat podobné jako transkripéni faktory a aktivovat genovou expresi
interakci s genovymi promotory. Napfiklad miR-373 indukovala v bufikach karcinomu
prostaty expresi cadherinu 1 tim, Ze se vazala na jeho promotor (Place et al., 2008). Zjisténa
aktivace genl byla spojena se zvySenou aktivitou RNA polymerazy Il a modifikacemi
histon( (Stavast et al., 2019).

Naopak jiné miR mohou interakci s promotorem protein kdédujicich genu transkripci
inhibovat. Jednou z nich je miR-552, ktera se navazuje na promotor genu pro lidsky
cytochrom P450 (CYP 2E1) a inhibuje tak jeho transkripci. Paralelné probiha v cytoplazmé
obvykla negativni regulace translace stejného proteinu pomoci miR-552 v RISC komplexu.
Tato miR tak negativné ovliviiuje produkci jednoho proteinu jak v jadfe, tak v cytoplazmé, a

to blokadou transkripce i translace (Miao et al., 2016).

Bylo prokazano, Zze miR mohou v raznych typech bunék fungovat odliSné a Ze jejich efekt

muze byt ovlivnén i fyziologickym stavem. Nékteré miR mohou v proliferujicich burikach
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snizovat genovou expresi a naopak v neproliferujicich bufikach transkripci stejnych gena
aktivovat (O‘Brien et al., 2018).

5.5.2.3.5 Extracelularni mikroRNA (ECmiRNA)

MikroRNA vznikaji v bufikach, kde se ucastni genové exprese predevsim v cytoplazmé, ale
i v jadre, jak bylo popsano v pfedchozich kapitolach. Z bunék (tkani) ziskanych pfi vySetfeni
(napt. biopsii) nebo pfi operaci (vyoperovana tkarn/nador) se daji mikroRNA také dobfe

izolovat. Dostupnost takovych vzorku je ale pro celou fadu onemocnéni velmi limitovana.

Mnoho mikroRNA je v8ak rovnéz pfitomno v télnich tekutinach, jako jsou napfiklad slzy,
sliny, matefské mléko, mog, peritonealni tekutina, sperma, mozkomidni mok, a pfedevsim
krev a plazma. Ukazalo se, Ze presto, Zze jsou molekuly RNA povazovany za méné stabilni
a podléhaji obvykle rychlé degradaci nukleazami, mikroRNA v plazmé/séru &i krvi jsou
relativné stabilni. PfestoZze v plazmé jsou pfitomny exonukleazy ve velkém mnozstvi a
purifikované mikroRNA po pfidani do plazmy rapidné degraduji, hladiny endogennich
mikroRNA nejsou vyrazné ovlivnény ani po 24 hodinové inkubaci pfi pokojove teploté, ani
po nékolikanasobném zmrazeni a rozmrazeni (Mitchell et al., 2008). Toto zjisténi ¢ini vzorky
krve/ plazmy/ séra velmi uzite€nymi a dobfe vyuzitelnymi zdroji informaci o zménach hladin
mMIR spojenych s rliznymi patologickymi stavy. Rovnéz to znamena, ze endogenni miR jsou

néjakymi mechanizmy v télnich tekutinach chranény pfed degradaci.

Molekuly mikroRNA v cirkulaci jsou pfitomny obecné ve dvou formach: vazané
v komplexech s proteiny, anebo uzaviené v membranou potazenych vezikulach. Tyto dvé
formy jsou resistentni k pusobeni nukleaz v plazmé (Arroyo et al., 2011). Vedle toho je zde
dalS$im moznym zdrojem i frakce miR pochazejici z odumfelych &i poskozenych bunék
(obrazek 3).
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Obrazek 3 - Bunécné a extracelularni mikroRNA

Extravezikularni ECmikroRNA, predstavujici vétSinu cirkulujicich miR, jsou nejcastéji
v komplexu s Ago-2, nucleophosminem &i jinymi nukleoproteiny (Mori et al., 2019). Cast
miR je transportovana v krvi v HDL nebo LDL lipoproteinech. Profily mikroRNA v HDL- a
LDL-lipoproteinech jsou odlisné a liSi se i od profili v exozomech (Creemers et al., 2012).
Kupfikladu miR-122 produkovana hepatocyty je pfitomna v plazmé vyhradné ve formé
komplext s Ago-2 (Arroyo et al., 2011). Cirkulujici mikroRNA mohou vstupovat do blizkych
i vzdalengjSich bunék, obvykle za spolulCasti riznych membranovych receptord a
ovliviiovat zde cilené& biochemické bunécné procesy vcetné genové exprese (obrazek 4)
(Mori et al., 2019).

Vezikularni ECmikroRNA jsou pfed degradaci chranéné membranou. Vesikuly se mohou
od sebe lisit velikosti, obsahem, pdvodem nebo mechanismem vzniku. MenS§i extracelularni
vezikuly (s primérem do 200 nm) se obvykle nazyvaji exosomy a jsou uvolfiovany do
cirkulace fuzi mulivezikularnich télisek (které se vyvijeji v cytoplazmé bunék z endozém)
s bunécnou membranou, tj. exocytozou. Vétsi vezikuly jsou oznacovany jako mikrovezikuly
a odstépuji se z bunétné membrany ,pucenim®. Pokud se timto zplsobem vytvareji mensi

vezikuly, jsou nékdy oznacovany jako ektozomy (Mori et al., 2019). V. membranovych
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vezikulach jsou vedle miR obsazeny i dalSi slozky, jako jsou molekuly mMRNA nebo proteiny.
Apoptoticka téliska jsou obvykle nejvétsi membranové struktury (v prdméru nad 1000 nm)
a obsahuji vedle miR také ¢asti cytoplazmy odumirajicich bunék, véetné zbytk organel a

jaderného materialu.

Vzhledem ktomu, Zze zastoupeni jednotlivych mikroRNA ve zdrojové burice,
extracelularnich vezikulach a volné cirkulujicich frakcich je ¢asto odliSné, ukazuje se, ze
bunky pouzivaji mikroRNA jako jednu z cest mezibuné&né komunikace &i signalizace.
MikroRNA vznikajici v bunikach jedné tkané tak mohou ovliviiovat nejen vlastni genovou
expresi, ale i genovou expresi v bunkach sousednich ¢&i v bufkach vzdalenych cilovych
tkani.

Profil jednotlivych miR ve vezikulach liSici se od cytoplazmy zdrojové buriky znamena, Ze
miR jsou do exosomu selektivné vybirany, a to za pomoci riznych proteind, mezi které se
fadi Ago-2, hnRNPA2B, Y-box protein, a dalsi (Mori et al., 2019). Proces tvorby
membranovych vezikul je rovnéz ovlivnén nékterymi membranovymi proteiny, které se
ucastni endocytézy nebo exocytdzy, tvorby exozoml nebo endozom(, a mezi které patfi
napriklad calveolin-1 nebo neuralni sfingomyelinaza 2 (Groot et al., 2020). Zastoupeni
jednotlivych miR ve vezikulach se odviji od typu bunék, ze kterych pochazeji, a mize byt
ovlivnéno nékterymi patologickymi stavy. V srdci jsou exozomy tvofeny nejen
v kardiomyocytech, ale i burikach hladkého svalu, fibroblastech, endotelu a dalSich. Vedle
mikroRNA a mRNA, bylo vtéchto exosomech nalezeno i mnoho proteinl, vcéetné
sarkomerickych, cytosolovych a mitochondrialnich, zahrnujicich i jednactyficet proteind,
které jsou pro né jedinecné (Hennig et al., 2021). Srde¢ni exozomy ovliviiuji genovou
expresi v mnoha cilovych burikach a hraji tak dllezitou roli v angiogenezi, apoptéze, fibréze
¢i hypertrofii bunék (Hennig et al., 2021).

Cilové buriky mohou tyto vezikuly selektivné vychytavat (stejné jako miR v komplexu
s proteiny). Pfedpokladanymi mechanizmy vychytavani je vazba na povrchové receptory s
naslednym ovlivnénim signalizaCnich drah, fuze membran cilové buriky a signalnich

vezikul, kdy jsou miR uvolnény do buriky ¢i néktery z typu endocytézy (Mori et al., 2019).
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mezibunééné komunikace (volné podle Mori 2019 a Creemers 2012).
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5.5.2.3.6 Vysledny efekt mikroRNA na fenotyp

VétSina mikroRNA reguluje negativné expresi cilovych gend. Jedna mikroRNA muze
regulovat vice gen, tedy interagovat na bazi komplementarity s mnoha (i stovkami) mRNA,
na kterych se nachazeji MRE. Jedna mRNA muze byt regulovana vice druhy miR (Romaine
et al., 2015). Protoze v burikach je pfitomna cela fada rliznych miR a dalSich RNA, regulace
pomoci miR je velmi komplexni proces. Tento jev shrnuje tzv. ceRNA (competeing
endogenous RNA) hypotéza, ktera predpoklada soutéz mezi mRNA (na které se muze
nachazet vice MRE) a mikroRNA na zakladé vétsi ¢i menSi komplementarity MRE a
mikroRNA, do které zasahuiji i dalSi skupiny INcCRNA molekul, jako jsou cirkularni RNA,
transkripty pseudogent a dal$i molekuly, u kterych se mohou vyskytovat komplementarni
MRE. Tyto IncRNA tak funguiji jako ,houby®, které na sebe navazuji miR a snizuji tak jejich
dostupnost pro dalSi interakce s mRNA. Vysledny efekt v burice je tak dan nejen pozici a
poctem MRE a stupném komplementarity, ale i aktualni dostupnosti (koncentraci a
lokalizaci) mikroRNA, mRNA a ostatnich interagujicich molekul v bufice (Salmena et al.,
2011).

MikroRNA reguluji expresi gena, ale jejich vliastni exprese je rovnéz regulovana na vice
urovnich. Regulace probiha na urovni posttranslaénich modifikaci proteinovych komplexd,
které se ucastni biogeneze miR, a mohou tak ovliviiovat rychlost jeji tvorby. Mezi tyto
modifikace patfi pfedevS§im MAPK fosforylace proteinG DGCR8 a TRBP, ktera zvySuje
produkci miR a fosforylace Drosha provedena MAPK nebo GSK3p na odliSnych mistech
molekuly, kde ma bud inhibi¢ni, nebo aktivuji efekt. Tlumici efekt ma i ubiquitinace Drosha,
ktera vede kK jeji degradaci, zatimco sumoylace DGCRS8 a/nebo TRBP vede ke zvy3eni
produkce miR a RISC (Treiber et al., 2019).

Regulace na urovni kotraskrip&ni €i posttranskripéni je vice specificka a ovliviiuje hladiny
jen nékterych miR v nékterych burikach. Ugastni se ji LIN28A (factor lin-28 homologue A),
RNA vazajici proteiny (RBP) a nekddujici RNA. Kupfikladu LIN28A a LIN28B snizuji
produkci mikroRNA z rodiny let-7, terminalni uridyltransferazy modifikuji 3‘-konce nékterych
miR s pozitivnim i negativnim efektem na jejich vysledné mnozstvi. Existuje cela fada jiz
objevenych RNA vazebnych proteint schopnych ovlivnit hladiny urcitych miR (Michlewski
et al., 2019, Treiber et al., 2019).

Hladiny miR mohou byt v organismu ovlivnény i geneticky, a to pfitomnosti mutace (obvykle
SNP) v genech, které je koduji, nebo v genech, které koduji proteiny u€astnici se jejich
zpracovani. V genu kodujicim jednu z domén Drosha byla nalezena missense mutace

(E1147K) s dominantné negativni efektem, ktera vede k celkové snizené produkci miR.
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Také vgenu pro DGCR8 byly nalezeny polymorfizmy (pfedevSim missense mutace
E518K). Obé mutace byly identifikovany ve velkém procentu pfipadl Wilmsova nadoru
(Treiber et al., 2019). Podobné i v genu pro Dicer byly nalezeny mutace v somatickych i
zarodecnych bunkach, a to opét u nékterych nadorl. Ukazuje se, Ze pfitomnost téchto SNP

ma i v heterozygotni kombinaci vyznamny efekt na fenotyp (Treiber et al., 2019).

5.5.2.3.7 Mutace a SNP v genech pro mikroRNA

Rovnéz v genech pro vliastni miR se objevuji SNP ovliviiujici fenotyp. Pfikladem je mutace
v oblasti klicky u pri-miR-30c-1(G27A) nalezena u pacientl s nadory prsu a zaludku, ktera
vede k nadprodukci této miR. Zmény nukleotidi miR zpusobené SNP mohou generovat
zménu jejich sekundarni struktury a ovlivnit tak rychlost jejich zpracovani jednotlivymi
nukledzovymi komplexy (Michlewski et al., 2019). Polymorfizmy v miR-124a (rs531564),
miR-146a (rs2910164), miR-27a (rs895819) a miR-34a (rs72631823) maji vztah k rozvoji
diabetu. SNP v genech pro miR-196a2 (rs11614913), miR-499 (rs3746444) a pre-miR-27a
(rs895819) se uplatriuji v patogenezi kardiovaskularnich chorob (Elfaki et al., 2019).

U myomiR, mikroRNA specifickych pro sval a srdce, byl identifikovan polymorfizmus 79T
> C MIR133A2 ovliviiujici zpracovani této miR a vedouci ke kumulaci ,passenger” vlakna
namisto jeho obvyklé degradace. Obé vlakna (miR-3p i miR-5p) se stavaji soucasti RISC
komplext a reguluji rozdilné cilové geny ovliviujici odliSné nékteré biologické procesy
v bunkach srdce (Ohanian et al., 2013), coz mUze nasledné ovlivnit i vysledny fenotyp.
Mutace U17C v kardiospecifické miR-499 (v 3'-oblasti, mimo ,seed” sekvenci), ktera se
vyskytuje v populaci velmi fidce, méni jeji vazbu s mRNA, a nasledné i vysledny supresivni
efekt u skupiny cilovych genl ve srovnani s nemutovanou variantou. Byly pozorovany
zmény v motilité a fosforylaci proteind s naslednym pozitivnim efektem na srdecni kontrakci
(Dorn et al., 2012). DalSi polymorfizmus v genu pro miR-499 (rs3746444) vedouci k A—>G
zméné v sekvenci pre-miR-499 snizuje jeji hladiny, a tim i inhibi¢ni u€inek na cilové geny.
Snizuje se tim antiapoptoticky efekt miR-499, zmirfiuje obvykle vyrazny narust jejich hladin
u pacientt s AIM a zvySuje se zavaznost tohoto onemocnéni. Nositelé této mutované alely
méli ve srovnani s kontrolni skupinou zhorSenou i funkci levé komory, tj. snizenou EFLK
(Ding et al., 2018). Stejny polymorfismus ma vztah i k vyskytu ischemické mozkové mrtvice,
kdy nositelé alely G (genotypy GG a GA) maji vyssi riziko této pfihody (OR = 1,455) (Luo
et al., 2017).

| kdyZ je zatim pocet nalezenych SNP v molekulach miR/pre-miR relativné nizky (v pfiblizné

deseti procentech) a jejich vyskyt v ,seed” sekvencich ojedinély (pod jedno procento) a
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vétina z nich nema zatim prokazany vztah k fenotypu (Saunders et al., 2006), pfesto se

nékteré z nich mohou v patogenezi riznych onemocnéni uplatnit.

5.5.2.3.8 mikroRNA v rozvoji KV chorob

V poslednich letech jsou popisovany zmény expresnich hladin mnoha mikroRNA u
nejriznéjsich skupin chorob. Poprvé byly popsany dysregulace hladin miR u onkologickych
onemocnéni, a z této oblasti také pochazi cela fada dulezitych poznatk(. Zahy potom byly
nalezeny i zmény hladin nékterych miR u kardiovaskularnich onemocnéni, mezi prvnimi u
hypertrofie myokardu a srdec¢niho selhani (van Rooij et al., 2006). Hladiny t&chto miR byly
snizeny nebo zvySeny, nékdy korelovaly s jinymi, pro onemocnéni dllezitymi parametry, a
byly stanovovany v tkanich nebo t&lnich tekutinach, nejéasté&ji v plazmé. Uginek téchto miR
na patologicky proces muaze byt jak pozitivni (zpomaluje ¢i zabranuje progresi onemocnéni,
napfiklad svym antihypertofickym plsobenim na buriky myokardu), tak negativni (urychluje

progresi onemocnéni).

U srdecniho selhani bylo jiz popsano vice nez 30 miR se zménénou hladinou, nékteré (napf.
miR-223) spojené se zvysenym rizikem umrti do 180 dnu. Pokles hladin miR-1 koreloval u
pacientu se stupném NYHA (Ovchinnikova et al., 2016). Jiné miR, napf. miR-208, miR-328,
mMiR-499 a miR-29, byly dysregulovany u arytmii (Zhou et al., 2018).

Postupné jsou identifikovany a potvrzovany skupiny genl regulované jednotlivymi
mikroRNA, a udaje o miR a jejich cilovych genech jsou sumarizovany v databazich,
napfiklad miRbase, nebo miRTarBase. Mnoho cilovych genu je predikovano na zakladé
komplementarity se ,seed” sekvencemi miR, nékteré jsou jiz experimentalné validované,
obvykle pomoci metod jako je reporter assay, western blot, kvantitativni PCR, microarray
nebo next-generation sequencing (NGS). Kupfikladu miR-499, jejiz hladiny jsme sledovali
i v naSich analyzach zaméfenych na KV choroby (Hromadka et al., 2019, Slouka et al.,
2021), ovliviuje expresi genti SOX6 (SRY-box transcription factor 6), FOXO4 (forkhead box
protein O4), PDCD4 (programmed cell death protein 4), ETS1 (ETS proto-oncogene 1), pro
které existuji silné experimentalni dukazy (strong evidence), a pravdépodobné jesté mnohé
dalSi (Huang et al., 2022). Uvedené proteiny jsou pfevazné transkripni faktory, které se
uCastni genové exprese celych skupin dalSich genu, které jsou zapojeny do rdznych
biologickych procesu, z nichz mnohé jsou dulezité i pro KV systém. Mezi tyto biologické
procesy patfi zejména proliferace, diferenciace a apoptdza bunék cévniho endotelu, hladké
svaloviny cév a/nebo kardiomyocytll, angiogeneze a také zanét (UniProt 2021). |
kardiospecifickd miR-208 ma experimentalné potvrzeno mnoho cill, a nejsilngjSimi dikazy

(strong evidence) u gen CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1) ucastniciho se
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regulace bunééného cyklu a apoptézy, MED13 (mediator of RNA polymerase Il transcription
subunit 13) ovliviujiciho obecné transkripci velkého mnozstvi dalSich genl touto
polymerazou a ETS1 majiciho vztah jak k apoptdoze a bunétnému cyklu, tak k bunécné

motilité, angiogenezi a zanétu (Huang et al., 2022, UniProt 2021).

Nékteré mikroRNA, u nichz je znama role v patogenezi jednotlivych onemocnéni, mohou
slouzit jako biomarkery pfispivajici k progndze nebo diagndze téchto nemoci. Prvni z nich

se dostavaji do centra vyzkumu i jako cilové molekuly potencialni farmakologické 1éCby.

5.5.2.3.9 mikroRNA jako terapeuticky cil

K nékterym miR, u kterych byl jejich G€inek jiz potvrzen, a hraje dulezitou negativni Ci
pozitivni roli v patogenezi onemocnéni, byly jiZ vyrobeny molekuly s antagonistickym Ci
agonistickym G&inkem (tzv. antimiR nebo agomiR) a jsou v rizném stupni testovani.
Nékteré z téchto molekul maji potencial stat se v budoucnu Iéky, kterymi bude patologicky

proces mozné pfiznivé ovlivnit (Zhou et al., 2018).

Velky zajem o tuto skupinu molekul potvrzuje i skuteénost, Ze byly podany v USA i Evropé
desitky tisic patentd na substance ve vztahu k mikroRNA, z nichz vétSina spada do oblasti
onkologie, ale zastoupeny jsou i jiné skupiny diagn6z v€etné KV onemocnéni. Nékteré latky
jsou v preklinickém zkouSeni, napfiklad miR-15 a miR-145 v 1é¢bé pacientl po AIM, miR-
143/145 v [éCbé cévnich onemocnéni nebo miR-29 v 1éEbé fibrézy srdce. Jiné jiz vstoupily
do prvni faze klinického testovani, jako miR-34a v lé¢bé rdznych typu nadord, miR-92
v regulaci ischemie a tvorby cév nebo miR-29 u rliznych typt fibrézy. miR-122 je jiz v druhé
fazi klinickych testu v Ié€bé virové hepatitidy typu C (Chakraborty 2020). Ve druhé fazi je i
miR-29 (Remlarsen od firmy miRagen), a to v regulaci kozni fibrézy, kde byl podavan
injekéné zdravym dobrovolnikim. ProtoZze miR z této rodiny reguluji (snizuji) fibrézu
ovlivnénim TGF-f (transforming growth factor B) a extracelularni martix, byly zde jeji cilové
geny (celkem 21 v€etné genl pro kolagen a elastin) pouzity jako kontrola uc€inku pouzitého
miR-29 mimika. Latka ukazala pozitivni efekt v oblasti hojeni kozniho poSkozeni bez tvorby

fibrotickych jizev, a tlumila tak fibrézu (Gallant-Behm et al., 2019).

Ze skupiny ,myomiR® je v preklinickém testovani u srde¢niho selhani latka Mgn-9103
pusobici antagonisticky na miR-208. Tato miR je tak nejen potvrzenym diagnostickym a
prediktivnim markerem (Lee et al., 2021), ale i potencialnim terapeutickym cilem
(Chakraborty et al., 2020).
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5.5.2.4 Nekoddujici RNA a jejich dalSi funkce

Do skupiny nekddujicich RNA patfi dale malé jadérkové RNA (small nucleolar RNA -
snoRNA), malé jaderné RNA (small nuclear RNA - snRNA), a nékteré dalSi. SnoRNA jsou
dulezité v biogenezi dalSich RNA molekul (snRNA, rRNA nebo tRNA) a jejich chemickou
modifikaci, zejména pseudouridylaci a metylaci. Z nékterych mize byt nekanonickou
biogenezi tvofena i mikroRNA (Treiber 2019). SnRNA jsou modifikované pomoci snoRNA,
nachazeji se v komplexech s proteiny ve spliceosomech a jsou dilezité pro spravnou

biogenezi mRNA.
5.5.2.5 Ribosomalni RNA (rRNA)

Ribosomalni RNA tvofi pfevazujici podil vedkeré bunééné RNA. Geny pro rRNA se
nachazeji na kratkych raméncich akrocentrickych chromozémui 13, 14, 15, 22 a 21, a to
v mnoha za sebou jdoucich kopiich. Tyto oblasti se nazyvaji NOR (nucleolus organizer
region) a vytvareji bunécné jadérko. Koduji rRNA 18S, 5,8S a 28S, které jsou prepisovany
spole¢né RNA polymerazou | do prekurzorové molekuly pre-rRNA (45S). Nasledné se
vystépuji oblasti mezi jednotlivymi rRNA (tzv. spacery) a vznikajici rRNA molekuly se spojuji
s ribozomalnimi proteiny, které pfichazeji z cytoplazmy, aby vytvofily funkéni ribosomalni
podjednotky. Na celém procesu se podileji i shoRNA pfepisované RNA polymerazou I,

které chemicky modifikuji rRNA (ale také tRNA), pfedevsim metylaci a psedouridylaci.

Posledni ze &tyf rRNA (5S rRNA), které se nachazi v ribozomech, je pfepisovana RNA
polymerazou lll jako pre-5S rRNA mimo oblast jadérka, do kterého se nasledné dostava, a

je zde také dale zpracovavana.

Ribosomalni podjednotky, které jsou kompletovany v jadérku, jsou nasledné exportovany
do cytoplazmy. Velka podjednotka ribozomu (60S) obsahuje vedle proteind 5S, 5,8S a 28S
rRNA. Mala podjednotka (40S) obsahuje jedno vlakno 18S rRNA. Ribozomy syntetizuji
vSechny proteiny v burice podle informace pfinaSené molekulami mRNA z jadra. Ribozomy
se nachazeji vbufice bud volné v cytoplazmé, nebo pfipojené k membranam
endoplazmatického retikula, kde jsou vytvafeny proteiny zejména pro export z buriky nebo
pro vlastni retikulum, membrany, Golgiho aparat &i lysozomy. Proteiny urené pro tyto
destinace maji na svém pocatku signalni sekvenci (signal sequence), ktera je rozeznavana
v cytoplazmé signal rozpoznavajici ¢astici (signal recognition particle, SRP). Tato ¢astice
je také ribonukleoprotein, ktery se podili na proteosyntéze tim, Zze se vaze na nové
vznikajici peptid, ktery pak spole¢né s ribozomem pfinasi k membrané endoplazmatického

retikula, kde je protein vsunut do kanalu v jeho membrané a cela proteosyntéza pak
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pokracuje smérem do lumen této organely. Proteiny jsou tak od poc¢atku oddéleny od

cytoplazmy.

Syntéza proteinu pro ribozomy je rovnéz regulovana pomoci mikroRNA. Napfiklad miR-10
je schopna za urditych podminek vazbou na 5° UTR aktivovat syntézu ribozomalnich
proteind a tim nepfimo zvySovat celkovou proteosyntézu buriky (Jrom et al., 2008).
Ukazuje se, Ze biosyntéza ribozom( je prostfednictvim miR (a ve spolupraci s IncRNA)
regulovana ve vice krocich a vedle vlastni translace ribosomalnich proteinl mohou nékteré
miR ovliviiovat i produkci rRNA na nékolika urovnich od transkripce pre-rRNA (miR-424-5p,
miR-504), pfes zpracovani rRNA (miR-7), az po sestaveni ribosomalnich podjednotek (miR-
595) (McCool et al., 2020).

Pfi kanonické negativni regulaci proteosyntézy v cytoplazmé vazbou miR-RISC komplexu
na MRE na molekule mRNA pak miR bud zabrahuji iniciaci translace (a tim vazbé
ribosomalnich podjednotek) nebo pokraCovani jiz zapocaté translace zpomalenim translace

Ci uvolnénim ribosomalnich podjednotek z viakna mRNA (Khan et al., 2020).
5.5.2.6 Transferova RNA (tRNA)

Transferova tRNA je adaptorovou molekulou, kterd umoziiuje pfeklad kodénu mRNA do
sekvence aminokyselin, a je zodpovédna za zacllenéni spravnych aminokyselin do
rostouciho polypeptidového Fetézce ve spravném poradi. V lidském genomu je 497 genl
pro tRNA (Landers et al., 2001), dalSich 22 gen( se nachazi v mitochondrialnim genomu.
Kazda molekula tRNA je vzdy specificka pro jednu danou aminokyselinu. Transferové RNA
jsou prepisovany RNA polymerazou lll jako vétSi prekurzorové molekuly, které jsou v jadie
za pomoci mnoha enzymu (v€etné P ribonukleazy) dale zpracovavany a modifikovany do
finalni podoby. Enzym P-ribonukleaza je zajimavy tim, Ze se jedna o ribozym neboli
ribonukleoprotein, ktery sam obsahuje vedle peptidové sloZky i RNA. Tento enzym se podili
na posttraskripnich modifikacich RNA transkribovanych RNA polymerazou lll, jako jsou
tRNA, 5S rRNA, snRNA, SRP RNA.

Po finalnim zpracovani jsou tRNA molekuly malé fetézce RNA (4S) v délce pfiblizné 75-90
nukleotidl, které po pfedchozi metylaci a editaci obsahuji nékteré neobvyklé nukleosidy,
jako jsou inosin, pseudouridin, dihydrouridin nebo methylguanosin (Snustad et al., 2009).
Maiji strukturu ,jetelového listu®, kdy na 3‘-konec jsou aminoacyl-tRNA-syntetazami
navazovany prislusné aminokyseliny, a na klicce pfiblizné v poloviné molekuly se naléza
antikodon komplementarni ke kodonu na molekule mRNA. Pfi translaci se pak tRNA

navazuji na aminoacylové misto ve velké podjednotce ribozomu.
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Nekanonické zpracovani prekurzorovych molekul tRNA je zdrojem miR odvozenych od
tRNA. Né&které nespravné strukturné uspofadané molekuly tRNA mohou nabyvat
podobného vlasenkovitého uspofadani jako prekurzorové molekuly miR (Treiber et al.,
2019). Po transportu do cytoplazmy pomoci exportinu je molekula modifikovana pomoci
DICER a angiogeninu a vznikly fragment je zaclenén do RISC komplexu (Statvast et al.,
2019).
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6 Metodika

V publikacich v pfiloze | byly uzity metody izolace mikroRNA a jejich kvantitativniho

stanoveni.

6.1 lzolace mikroRNA

Molekuly miR se nachazeji v bunkach i v télnich tekutinach, ze kterych je Ize izolovat
pomoci riznych metod. Vyhodou t&chto molekul je relativné dobra stabilita, takze je mozné
je izolovat i ze zmrazenych vzork( se stfedné dlouhym €asovym odstupem, a to i po
nékolikanasobném zmrazeni a rozmrazeni (Mitchell et al., 2008). V naSich publikacich z

Prilohy | jsme provadéli ve vétSiné pfipadul izolaci miR z plazmy, v jedné praci z tkané aorty.
6.1.1 lzolace mikroRNA z plazmy

V8echny vzorky plazmy byly odebrany na klinickych oddélenich FN Plzen béhem klinicky
indikovanych nabérd (do zkumavek EDTA), zpracovany, oddéleny a zamrazeny na Ustavu
klinické biochemie a hematologie. VSechny vzorky byly skladovany pfi teploté -80°C az do

izolace.

Kazdy vzorek plazmy byl po rozmrazeni, bezprostfedné pfed izolaci, znovu centrifugovan,
aby se odstranily pfipadné bunécné fragmenty. Nasledné bylo k izolaci pouzito 200 ul
zcentrifugovaného vzorku, ktery byl zpracovan v souladu s firemnim protokolem na
membranovych kolonkach firmy Quiagen (izolacni miRNeasy Serum/Plasma Kit). Pfi
zpracovani se nejprve odstranuji proteiny a zbytky DNA (za pouziti fenolu, guanidine
thiocyanatu a chloroformu), ¢imz se rovnéz inhibuje nukleazova aktivita ve vzorku a RNA
je vizolatu chranéna pred degradaci. V horni vodné fazi pak zlstavaji molekuly RNA,
zatimco v dolnich vrstvach jsou DNA a vysrazené proteiny. Z oddélené vodné faze se RNA
vaze po pfidani etanolu na silikatové membrané a po promyti a vysuSeni membrany je

eluovana do vody s nulovou ribonukledzovou aktivitou (RNase-free water) (obrazek 5).

U v8ech vzorkl byla ihned po izolaci zjiStovana orientaéni koncentrace a Cistota miR na
spektrofotometru Nanodrop, kde postacuje ke zméfeni potfebnych koncentraci jen 1 pl
izolatu. Vzhledem k relativné malému objemu eluatu a nizké koncentraci RNA je dulezité,
Ze pro tento zpUsob méreni se spotifebuje pouze takto malé mnozstvi. Nukleové kyseliny
maji maximum absorbance pfi 260 nm. Pomér absorbance 260 nm/280 nm pak ukazuje na

Cistotu vyizolované RNA, ktera je povazovana za dostate¢né Cistou, pokud se pohybuje
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okolo hodnoty 2 (nizky pomér byva znakem kontaminace proteiny nebo muze byt takeé
zpUsoben velmi malou koncentraci RNA ve vzorku) (ThermoFisher 2012). Vzorky po tomto

méreni byly ihned zmrazeny a skladovany pfi teploté -80°C.

Do vzorkl byla v po¢atecni fazi izolace (pfed pfidanim chloroformu) pfidavana cel-miR-39
jako normalizacni kontrola (spike-in control). Po provedeni real time PCR slouzi tato miR,
ktera se u Clovéka nevyskytuje, k normalizaci rozdill mezi kolisajici vytéznosti izolace

a/nebo efektivitou samotné PCR reakce.

Izolace z plasmy Izolace z tkané
Lyza (QlAzol Lysis Homogenizace
Reagent) (TRl Reagent RT)
Vv V

Spike-in cel-miR-39

————*

V V
‘Wrm Bromoanisol
Separace fazi - horni Separace fazi - horni
vodnd faze s RNA vodna faze s RNA
V Etanol \V4 Isopropanol

Vazba RNA na
membranu kolonky

RNA precipitace

\ "4
Eluce vodou \ V4 Solubilizace
\V4
Zméteni N Zméreni
koncentrace a koncentrace a
0 Cistoty 0 Cistoty
N \V4

Obrazek 5 - Postup izolace miR ze vzorku plazmy a z tkané aorty
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6.1.2 lzolace mikroRNA z tkané

Pro izolaci miR z vyoperovaného Useku aorty byly pouZity alikvoty odpovidajici 0,123 cm?®
tkané, které byly zmrazeny v tekutém dusiku, a dale rozdrceny na homogenni prach, ktery
byl prenesen do 1ml chlazené TRI Reagent®RT zkumavky. Déle byla RNA izolovana podle
protokolu vyrobce. Po homogenizaci tkané byl pomoci bromoanisolu a dalsi centrifugace
separovan vzorek na vodnou fazi (ve které se nachazi molekuly RNA) a organickou fazi
(obsahujici DNA a proteiny). RNA byla nasledné vysrazena z odebrané vodné faze
pridanim isopropanolu a promyta etanolem. Princip jednotlivych krokl je podobny jako u
izolace miR z plazmy (Obrazek 5). Vyizolovana RNA byla rozpusténa ve vodé s nulovou
ribonukleazovou aktivitou (RNase-free water) a jeji koncentrace a Cistota zméfena
spektrofotometricky na pfistroji Infinite M200 instrument. Vyizolované vzorky byly zmrazeny

a skladovany pfi teploté -80°C.

6.2 Kvantifikace cirkulujicich a tkanovych mikroRNA

U vzorkud ziskanych z plazmy byly stanovovany relativni koncentrace omezeného panelu
vybranych cirkulujicich miR. Jednotlivé miR do tohoto panelu byly zvoleny na zakladé
literarni reSerse, kde byly vybrany cirkulujici miR majici pravdépodobny vztah k danému

typu onemocnéni nebo k cilovym tkanim (tabulka 1).

Tabulka 1 - Panel sledovanych miR

. N Pocet Pocet .
Publikace Pacienti . . Panel miR
vzorkl miR
H adka et al.,
romadka etal, lami 122 4 miR-1,miR-133a, miR-208b, miR-499

2019

Slouka et al., 2021 |OSAS 244 3 miR-1,miR-133a, miR-500
Sekundarni miR-1,miR-133a, miR-208b, miR-499, miR-21,

Mayer et al., 2019 |prevence po 826 10 miR-34a, miR-126, miR-223, miR-197, miR-
KV prihodé 193, miR-214

Ke kvantifikaci byla uzita metoda PCR (polymerase chain reaction). Tato metoda byla
navrzena v roce 1983 a od té doby nalezla Siroké vyuziti v laboratofich zkoumajicich pfimo
Ci nepfimo zivé organismy. V mediciné se vyuziva zejména ve vyzkumu, diagnostice a

soudnim lékarstvi.

Metoda PCR slouzi k amplifikaci pfedem definovanych usekd DNA, kdy z minimainiho
mnozstvi vychozi DNA vznikaji miliardy identickych kopii vybraného amplifikovaného

useku. Ty mohou byt vyZity k dalSim kvantitativnim &i kvalitativnim analyzam, jako jsou
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napfiklad sekvenace ¢i identifikace polymorfizm(. PCR je zalozena na mnohonasobném
opakovani stejného cyklu jednotlivych krokd, v kterém se vzdy (videalnim pfipadé)
zdvojnasobi pocet cilovych molekul DNA ve vzorku. Cyklus zagina denaturaci DNA, pfi
které se oddéluji komplementarni vlakna DNA pFeruSenim vodikovych mustki mezi
komplementarnimi bazemi pomoci vysoké teploty (obvykle mezi 94 a 98°C). V nasledujicim
kroku, pfi kterém je sniZena teplota (obvykle na 50 az 65°C) dojde k hybridizaci oddélenych
DNA vilaken s pfidanymi primery, které tak ohranicuji (definuji) usek DNA, ktery se v reakci
amplifikuje. Primery jsou kratké, uméle nasyntetizované useky DNA, které jsou
komplementarni k vybranych usekiim obou puvodnich viaken DNA. Tyto primery slouzi jako
poCatky replikace pro pfidanou termostabilni DNA-polymerazu, obvykle Tag DNA
polymerazu (enzym izolovany z termofilni bakterie Thermus aquaticus), ktera syntetizuje
DNA pfi teploté mezi 70 az 80°C. Na pocatku reakce jsou ke vzorku pfidany vSech potfebné

chemikalie, primery, deoxyribonukleotidy a DNA polymeraza na celou PCR reakci.

V PCR cykleru se v kratkych intervalech opakované méni teploty spoustéjici jednotlivé
kroky reakce. PocCet cykll urCuje vysledné mnozstvi DNA kopii, které s poctem cykll

exponencialné nartsta. Jedna PCR reakce zahrnuje obvykle 30 az 45 cykld.

V laboratofich se nejCastéji pouziva klasicka PCR (end-point PCR), kdy je vznikly produkt
detekovan a analyzovan po ukonceni PCR reakce, a nebo real-time PCR, ktera umoznuje
detekci a kvantifikaci PCR produktu jiz v pribéhu reakce a patfi tak do kategorie
kvantitativni PCR (qPCR).

V na8i praci jsme stanovovali expresni hladiny mikroRNA. V tomto pfipadé je vychozi
molekulou kratka RNA molekula ¢itajici pfiblizné 22 nukleotidu. V prvnim kroku byla tato
miR pfepsana do komplementarni DNA (cDNA) pomoci enzymu reverzni transkriptazy.
Vzhledem k velmi malé délce vychozich miR byly pouzity specifické primery se strukturou
klicky (loop) a komplementarnich sekvenci tvoficich duplex (stem), které tvofi s miR

chimérickou molekulu a prodluzuji tak jeji viakno na 3' konci.

Reverzni transkripci vytvofena cDNA byla v druhém kroku kvantifikovana pomoci real-time
PCR metody, ktera umozriuje sledovat narlstajici po¢et nové vzniklych molekul v reakci za
pomoci fluorescence. Do reakce je pfidana sonda (proba), ktera se vaze k amplifikované
DNA, a na které je kovalentné vazan flourofor (F) a zhase¢ (Q quencher), ktery rusi
fluorescenci fluoroforu. V pribéhu syntézy DNA, kdy Tag-polymeraza vytvafi
komplementarni vliakno, zaroven svou nukleazovou aktivitou degraduje sondu a uvolfuje
fluorofor z jeho vazby. Bez pfitomnosti zhaSeCe se objevuje fluorescence uvolnénych

molekul fluoroforu, ktera se zvySuje s poctem nasyntetizovanych viaken DNA (obrazek 6).
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Tako fluorescence je méfena a zaznamenana po kazdém cyklu PCR reakce, je vynesena
do grafu oproti Cislu cyklu a dava vysledné klasickou kfivku ve tvaru pismene S, na které je
mozné rozeznat 3 faze. Prvni faze je exponencialni, kdy se pocty molekul skuteéné pfi
kazdém cyklu zdvojnasobi a je nasledovana linearni fazi, kdy se reakce zpomaluje diky
vyCerpani Ci degradaci nékterych komponent. Nakonec nastupuje plateau faze, kdy se
amplifikace zastavuje.

Vzhledem k velkému podctu vzorkl, a tim i velkému poctu real-time PCR desticek, byly
k vyrovnani rozdill mezi nimi pouzivany kalibratory. Jako normaliza¢ni kontrola (spike-in
control) byla pouzita referenéni cel-miR-39. Expresni hladiny méfenych miR byly vyjadfeny
relativné za pouziti metody delta Ct, ktera vyjadfuje nasobné rozdily mezi méfenou miR a
referenéni cel-miR-39. Finalni vypocet koncentrace byl pak proveden podle vzorce 24,
kde ACt = Ctmir-mérena — Ctmir-30.

Pfi stanovovani relativnich expresnich hladin miR je stale vedena debata o mozné
normalizaci dat, slouzici k odstranéni rozdili mezi jednotlivymi vzorky vzniklymi v prabéhu
sbéru a zpracovani vzorkl. K normalizaci je mozno pouzit syntetickou &i biologickou miR,
geometricky pramér vSech detekovanych miR anebo panel endogennich referenénich
RNA, zahrnujicich napf. miR-16. V pfipadé stanoveni cirkulujicich mikroRNA z krve,
destiCek Ci séra jiz existuji takové doporucené panely, napfiklad pro sérum se jedna o
kombinaci miR-1260, miR-1280, miR-484 a miR-718. Pro plazmu vSak zatim takovy
normaliza¢ni panel, ktery by splhoval potfebna kritéria, nalezen nebyl. Pravdépodobné
proto, Ze k ziskani plazmy je potfeba centrifugace krve pfi vysokych ota¢kach a tim dochazi
ke ztraté nékterych slozek, napfiklad proteinovych a lipidovych komplext (de Ronde et al.,
2018). To je také jeden z duvodu, pro€ byla v naSich stanovenich zvolena normalizace
pomoci exogenni cel-miR-39.
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mikroRNA RT primer s kli¢kou

l reverzni transkripce

Hia 9

1 real-time PCR -
navazani proby

@ proba F reverse primer

real-time PCR - uvolnéni
a degradace proby

@ F fluorescence

Obrazek 6 - Princip stanoveni expresnich hladin miR u real time PCR

U porovnani hladin miR ve vzorcich tkani (stény aorty) byla situace opa¢na. Byl hodnocen
cely panel u Clovéka znamych miR (dostupnych pro tuto analyzu), ale u omezeného poctu
pfipadu vyoperovanych vzork( aorty s aneurysmatem nebo bez patologickych zmén
(tabulka 2).
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Tabulka 2: Panel sledovanych miR u aneurysmat aorty

] Y Pocet Pocet .
Publikace Tkan . . Panel miR
vzorka miR

Aneurysma

., aorty / . , ,

Cernd et al., 2019 , 21 2549 vsechny dostupné pro tuto analyzu
kontrolni
tkan

Pro zjisténi celkového miR profilu v tkani byla pouZita metoda Cipu (array), ktera umoznuje
v jedné reakci stanovit vysoky pocet miR (v naSem pfipadé vSechny v té dob& znamé lidské
miR). Principem mikroRNA array je opét hybridizace izolované mikroRNA
s komplementarni sekvenci (sondou) a mérfeni intenzity fluorescence jako ukazatele
relativni koncentrace urcité miR ve vzorku. Na rozdil od pfedchozi metody jsou sondy pro
jednotlivé miR ukotveny k pevnému povrchu Cipu, coZz umoziiuje pfipojeni velkého mnozstvi
sond na jeden Cip a jejich pfesnou lokalizaci. VSechny miR ve vzorku jsou pfed hybridizacni
rekci oznacéeny fluoroforem (obvykle Cyaninem 3), ktery byl uzit i v naSi reakci (obrazek 7).
Vzorek se zna¢enymi miR byl nanesen na Cip a po uplynuti doby nutné pro hybridizaci byl
zbytek vzorku zc&ipu oplachnut. Pevné navazané miR s fluoroforem zlstavaji
komplementarné pfipojené ke svym sondam a jsou zdrojem fluorescence, ktera je
pristrojové zméfena a vyhodnocena (skenovani Cipu). Touto metodou je mozné najit cely
panel silné exprimovanych miR v ur&itém typu buné&k nebo v télni tekuting, &i (pfi porovnani
s jinymi bufikami) panel miR se signifikantné odliSnou expresi. V nasi praci byl hledan panel

miR z bunék stejné tkané s a bez patologickych zmén.
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prodlouzena
sekvence

Sonda —

. — ] miR
hybridizacni —

sekvence — —

r

Obrazek 7 - Princip stanoveni expresnich hladin miR u miRNA microarray (Agilent).
Pri znac¢eni Cyaninem 3 (Cy) je C zbytek pfidan na 3‘ konec miR, komplementarni ke G

zbytku na hybridizacni sondé, a jejich vzajemna interakce stabilizuje vazbu.

V oblasti analyzy nukleovych kyselin je tato metoda Cipl (microarray) Siroce pouzitelna pro
zjiStovani genové exprese, véetné exprese RNA (napf. mMRNA, miRNA, siRNA), detekci
jednonukleotidovych polymorfizmd nebo alternativniho sestfihu (splicingu), analyzu
genomu aj. Ve srovnani s pfedchozi metodou real-time PCR (miRNA assay) poskytuje tato
metoda velky pocet informaci z jednoho vzorku. Nevyhodou je pouze relativni kvantitativni
stanoveni, moznost vzniku chyb v dusledku vysyceni sondy na &ipu v pfipadé vysokych
koncentraci detekovaného oligonukleotidu €i naopak absence signalu pfi jeho velmi nizké

koncentraci a v neposledni fadé téZz pomérné vysoka cena.

6.3 Statistické metody

PFfi vyhodnocovani vysledkd jednotlivych praci byly pouzity rdzné statistické metody.
Popisna statistika pro zakladni charakteristiku souboru a vysledkd zahrnovala pfedevsim
primér, median, statistickou odchylku, interval spolehlivosti, percentily, kvartily, procenta,
standardni chybu. P¥i zjiStovani korelace byl poZit Spearmaniv korela¢ni koeficient a pro
porovnani dvou €i vice skupin Mann-Whitney test, t-test a Fisherv exaktni test. U Kaplan-
Meierovych kfivek pFeziti byl pouzit Mantel-Cox log-rank test. Dale byl pouzit Cox regresni

model pro odhad rizika a ROC analyza pro nalezeni diskriminaéniho limitu (cut-off value).
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7 Vysledky a diskuse

V nize uvedenych kapitolach jsou spole¢né uvedeny vysledky a diskuse k publikacim
v priloze |. Prace Hromadka et al., 2019, Mayer et al., 2019 a Slouka et al., 2021 se tykaji
mikroRNA ve vztahu k onemocnéni srdce, zejména myokardu, a prace Cerna et al., 2019

se zaméfuje na miR spojené s onemocnénim cév, jmenovité aneurysmatem aorty.

7.1 mikroRNA u onemocnéni srdce

Srdce je organ, ktery pumpuje krev do celého téla. Za jeden pramérny zivot jim projde
pfiblizné 200 milionu litr krve (Bossone et al., 2021). Okysli¢ena krev odchazi aortou do
obéhu, a z aorty také vystupuiji jako prvni arterie, které zasobuji samotné tkané srdce. Stény
srdce maji zakladni tfi vrstvy: endokard (tunica intima) s bufikami pfevodniho systému,
myokard (tunica media) se dvéma az tfemi vrstvami srdeéni svaloviny a perikard (tunica
serosa) s hustou siti koronarnich cév. V klidu protéka koronarnimi cévami pfiblizné 250 mli
krve za minutu, coz pfedstavuje asi 10 procent celkové spotfeby kysliku. Pfi zatézi se
spotieba kysliku zveda &tyFikrat aZ pétkrat (Silbernagl, 2015). Zily pak odvadi odkysli¢enou

krev zpét do pravého atria.

NejCastéjSim onemocnénim srdce je ischemicka choroba srdec¢ni. Jeji akutni formy, pfi
kterych dojde k ischemii v dusledku blokady &i vyznamného omezeni prutoku krve v nékteré
ze srdeCnich arterii, a které bezprostfedné ohrozuji pacienta na Zivoté, vedou
k hospitalizaci (akutni koronarni syndrom) nebo pfimo ke smrti (nahla srdeéni smrt). Po
zvladnuti akutni ICHS (napfiklad po nefatédlnim AIM) se pacient stane chronickym
pacientem v sekundarni prevenci. Pacient je dale v péci praktického Iékafe, ktery

spolupracuje s kardiologem nebo internistou (Hradec et al., 2018).

V poslednich patnacti letech byla nalezena fada mikroRNA, které se podileji na vyvoiji
srdce, na jeho regulaci a také na rozvoji riznych kardiovaskularnich chorob. V roce 2006
byly poprvé popsany zmény hladin nékterych miR u srde€niho selhani, které vznika
nejCastéji jako dusledek ICHS. V srdecni tkani byly nalezeny zvySené hladiny miR-24, miR-
125b, miR-195, miR-199a a miR-214 a byla experimentalné prokazana schopnost zejména

miR-195 vyvolat hypertroficky rast kardiomyocytl (van Rooij 2006).
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MikroRNA jsou nezbytné jiz pro spravny vyvoj srdce béhem embryogeneze. Absence
stéZejnich proteinovych komplext Ucastnicich se biogeneze miR, jako Drosha, Dicer nebo
Mir-1

z embryonalnich kmenovych bunék a pozdéji ovliviuji diferenciaci kardiomyocytd. Mnoho

Ago, jsou obvykle letalni. a miR-133 podporuji diferenciaci mesodermu
dalSich miR (napf. miR-8, mir-27, rodina miR17-92, miR-15) pak ovliviiuje jednotlivé kroky
vyvoje srdce pre- a postnatalné (Hata 2013). V kardiovaskularnim systému miR bé&éhem
celého zivota ovliviuji vSechny dulezité procesy, jako je diferenciace, proliferace,
angiogeneze, kontraktilita, rytmicita, konduktivita, regulace metabolismu, remodelace a
apoptéza (Goretti et al., 2014). Schopnost miR komplementarné se vazat na vice nez jednu
mRNA znamend, Zze jedna miR mlze ovliviiovat produkci vice nez jednoho proteinu a
zasahovat tak do vice bunéénych déju a metabolickych cest. Vybér z téchto miR je uveden
v tabulce 3, s barevnym zvyraznénim miR, které v tomto vybéru ovliviiuji vice bunécnych

déju (kazda miR jinou barvou).

Tabulka 3 - Vybrané mikroRNA ovliviujici jednotlivé bunécéné déje v burikach srdce
(Adaptovano podle Goretti et al., 2012, Liao et al., 2016, Xiao et al., 2019 Chistiakov et
al., 2016, Huang et al., 2021)

Diferenciace Starnuti Vapnikova Fibroza Angiogeneze Zanét
Proliferace Apoptoéza signalizace Remodelace
Hypertrofie Rytmicita
Kardiomyocyt | Kardiomyocyt | Kardiomyocyt Fibroblast Endotel cév Makrofag
miR-22 miR-1 miR-1 miR-1 miR-24 miR-34
miR-23a miR-21 miR-34 miR-21 miR-126
miR-27b miR-24 miR-24 miR-210
miR-29 miR-199b miR-29 miR-503
miR-143/-145 miR-34 miR-208 miR-101 miR-92a
miR-199b miR-214 miR-126
miR-208a miR-144/-451 miR-499 miR-210
miR-212/-132 miR-210 miR-499
miR-212/-132
miR-499 miR-320
miR-499
miR-874

V srdci dospélych mySi je exprimovano ve vétSi mife 18 miR, které tvofi 90 % vSech
pfitomnych miR, s dominantnim podilem miR-1 okolo 40 % (Rao et al., 2009). Nékteré
nalezené miR jsou b&Zné i v jinych tkanich, napf. miR-34, nékteré jiné jsou specifické pro

buniky kosterniho svalu a/nebo kardiomyocyty. Tato myospecificka skupina se nékdy

59



nazyva souhrnné ,myomiRs", a patfi do ni zejména miR-1, miR-133, miR-208 a miR-499.
Tyto myomiR patfi mezi vySe zminénych osmnact v srdci nejcetnéjSich mikroRNA (Rao et
al., 2009).

MyomiR

miR-1 je nejvice exprimovanou miR ve tkani lidského srdce (Li et al., 2010). Je exprimovana
z bicistronl nesoucich spole¢né informaci pro miR-1 a miR-133a (chromozom 18 a 20) a je
pod kontrolou vlastniho promotoru. Obé tyto miR patfi k t&€m nejCetn&jSim miR nalezenym
ve tkani srdce a svalu. Ovliviuji proliferaci a diferenciaci kardiomyocytd jiz béhem
embryogeneze s parcialné protichidnym efektem, miR-1 stimuluje diferenci a miR-133
expanzi bez finalni diferenciace. Obé ale shodné plsobi antihypertroficky. miR-1 se u€astni
regulace srdecni konduktivity, rytmicity, repolarizace a vapnikové signalizace tim, ze je
zapojena do regulace nékterych iontovych kanali a souvisejicich proteint, napfiklad
connexinu 43 u mezibunécénych spoja (gap junctions) (Liao et al., 2016). miR-133 je rovnéz
zapojena do rytmicity a konduktivity a Sifeni akéniho potencialu. Zatimco miR-1 je u
poskozenych kardiomyocytl proapoptocika a zvySuje oxidativni stres, miR-133 pusobi

opacné, antiapoptoticky (Xiao et al., 2019).

Cistrony miR-208a/b a miR-499 se nachazeji v intronech gend MYH6, MYH7 (chromozom
14) a MYH7B (chromozom 20) kddujicich myoziny, ze kterych jsou nasledné vystfizeny.
miR-208a je specificka vyhradné pro myokard, miR-208b a miR-499 se nachazi pfevazné
v srdci, ale jsou i v burikach kosterniho svalu (Wang et al., 2010). miR-208 je zapojena do
procesu remodelace, a ma prohypertroficky a profibroticky ucinek. Je dllezita pro
konduktivitu, ovliviiuje mezibuné&éné spoje (gap junctions) prostiednictvim connexinu 40.
Ovliviiuje i pomér rychlych a pomalych svalovych vidken v srdci a v neposledni fadé i
metabolickou homeostazu (Chistiakov et al., 2016, Huang et al., 2021). miR-499 se
spolupodili s miR-1 na diferenciaci kardiomyocytu béhem diferenciace. Jeho vyssi hladiny
vedou k hypertrofii a poruSe vodivosti a kontraktility. Ma, podobné jako miR-133,

antiapoptoticky efekt (Chistiakov et al., 2016).

Vzhledem k tomu, Zze ve vétSiné nasich sledovani jsme se zaméfovali na poSkozeni

myokardu, byly tyto myomiR nejCasté&ji sledovanymi miroRNA v naSich publikacich.

V publikaci ,Prognostic Value of MicroRNAs in Patients after Myocardial Infarction: A
Substudy of PRAGUE-18" (Hromadka et al., 2019, Priloha ) jsme se zamérili na pacienty
hospitalizované pro akutni koronarni syndrom s nasledné diagnostikovanym AIM s elevaci

ST useku (STEMI). Hledali jsme odpovéd’ na otazku prichazejici z klinického prostfedi, zda
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mohou mikroRNA pfispét k pfesnéjsimu odhadu rizika, a dale zda exisuje korelace mezi

hladinami miR a nékterymi sledovanymi biomarkery i parametry.

U v8ech pacientu, ktefi odchazeji z nemocnice po STEMI je odhadovano dlouhodobé riziko
zohledriujici funkci levé komory, zavaznost ICHS, vysledek revaskularizace, zbytkovou
ischémii, vyskyt komplikaci béhem hospitalizace a hladiny metabolickych markert. Hlavnim
prognostickym markerem funkce levé komory je ejekcni frakce levé komory (EFLK)
v procentech, kdy EFLK rovna, nebo mens$i nez 40 % pfi propusténi, pretrvavajici i po dobu
dalSich 6 az 12 tydnu znamena vysoké riziko a téz indikaci k preventivni implantaci
kardioverteru (ICD) (Ibanez et al., 2018). Od vySe zjisténého rizika se odviji i dalsi Ié¢ba a
péce o pacienta. Cilem je predejit nahlé srdecni smrti, ktera je zodpovédna za priblizné
polovinu vdech umrti po infarktu myokardu. Pfes jednoznacny vyznam v soucéasné dobé
zohledriovanych kritérii, pfedevsim EFLK jako zakladniho prediktoru v identifikaci pacientt
s vysokym rizikem nahlé srdecni smrti, stale cast téchto pacientlu neni soucasnym
zplsobem stratifikace véas rozpoznana (Waks et al., 2018). To je také divod hledat dalsi
pomocné markery, které by k identifikaci téchto nejrizikovéjsich pacientu prispély. My jsme

se v na$i praci zamérili na mikroRNA.

Vybér miR pro nasi praci byl zaloZen na literarni reSersi, kdy jsme vybirali panel miR, které
se vyskytuji v srdeéni tkani ve vyznamnéjSim procentu a jsou pro ni specifické, jejichz
hladiny se pfi KV pfihodach méni a které se nachazeji v cirkulaci tak, aby je bylo mozno,
Z hlediska praktického vyuziti, ziskat z krve pacienta ramci rutinnich nabér béhem lécby.
V nasem pfipadé pochazely vzorky plazmy 122 pacientt z klinické studie PRAGUE-18, z
podskupiny pacientt FN Plzer a byly analyzovany retrospektivné. Studie PRAGUE-18 byla
zaméfena na porovnani dvou lékl, prasugrelu a ticagreloru, v 16¢bé AIM. Vyhodou pro nasi
praci bylo jednoznacné velké mnozstvi kompletnich dat o kazdém pfipadu a roéni nasledné
sledovani, takZze bylo mozZné dat do souvislosti nalezené hodnoty s biomarkery a
zdravotnim stavem pacienta po roce od prihody. Nevyhodou pak byla nemoznost
naplanovat idealné odbér vzorku pro stanoveni miR (Cas, ve kterém byl odebran od vyskytu
prvnich symptomu &i prijeti do nemocnice), a dale dostupnost vzork( pouze z jednoho

centra studie a jednoho ¢asového bodu.

Vybér miR zahrnoval myomiR, u kterych dosud publikované studie nalezly zmény hladin
souvisejici s riuznymi KV onemocnénimi véetné AIM a prokazovaly jejich méritelnost
v cirkulaci (Wang et al., 2010, Chen et al., 2015, Biafek et al., 2015). Viysledné byly u vSech
pacienti méreny hladiny miR-1, miR-133a a miR-499 (tabulka 4). V pfipadé miR-208 jsme
provedli orientacni stanoveni u ¢asti vzorkd, ale jeji hladiny byly neméritelné. Tato miR je

vysoce specifickda pro myokard a v cirkulaci zdravych lidi ji obvykle nelze béZnym
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stanovenim kvantifikovat (Wang et al., 2010). Podle dostupnych dat jsou jeji hladiny
vyrazné zvysené jen v relativné kratkém Easovém useku po AIM, s maximem okolo 3 hodin
od pocatku AIM (Biatek et al., 2015) a do 24 hodin Ize oéekavat navrat hladin na obvyklou
(neméfitelnou) uroveri. Proto se jeji hladiny obvykle méfi ve vzorcich nabranych
bezprostfedné po prijeti do nemocnice (Wang et al., 2010, Agiannitopoulos et al., 2018).
NaS$e vzorky byly nabrany aZ po 24 hodinach po prijeti. | kdyZ dynamika ostatnich méfenych
miR je rovnéz relativné rychla, s maximy v obdobi mezi tfemi a dvanacti hodinami, jejich
pokles uz neni tak strmy a jejich zvysené hladiny Ize bezpeéné prokazat i po 24 hodinach;
napriklad miR-499 se vraci ke svym obvyklym hladinam az po 7 dnech (Wang et al., 2010,
Chen et al., 2015).

Tabulka 4 - MikroRNA stanovované u pacientu s AIM (Hromadka et al., 2019)

miR sekvence miR geny lokus

miR-1-3p UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU MIR1-1/MIR1-2 20913.33/18q11.2
miR-133a-3p UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG MIR133A1/MIR133A2 |18q11.2/20q13.33
miR-499-5p UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU MIR499 20qg11.22

VSichni pacienti (STEMI, N=122) byli sledovani po propusténi z nemocnice po dobu
jednoho roku, a vtomto obdobi jich Sest zemrelo. U vSech pacientl byly znamy hladiny
standardnich markert, jako je hsTnT (high-sensitivity troponin T), NTproBNP (N-terminal
prohormone of brain natriuretic peptide), kreatin kinaza (CK), cystatin C a GDF-15

(growth/differentiation factor 15) a déale ejekéni frakce levé komory v procentech (EFLK).

Cilem nasi retrospektivni analyzy bylo nalézt korelace mezi hladinami miR a standardnimi
markery AIM, zjistit zda je v téchto hladinach rozdil mezi skupinou pfeZivSich a zemfelych
do 1 roku po AIM a vysledné co nejlépe charakterizovat skupinu zemrelych z hlediska
zjisténych parametrd, nebot’ tato skupina predstavuje ,nejrizikovéjsi“ pacienty. Zakladni
charakteristika vSech pacientl (N=122) a obou podskupin (pfezivsi N=116 a zemfeli N=6)
je uvedena v tabulce 1 v Hromédka et al., 2019 priloha |. Zadny z pacienti nemél pfi
kontrole provedené 2 aZz 3 mésice po propusténi z nemocnice hodnotu EFLK pod étyficeti

procenty.
Korelace miR a standardnich markert

Nalezli jsme statisticky vyznamné korelace mezi vSemi tfremi mé&fenymi miR a hsTnT, NT-
proBNP a funkci levé komory (EFLK). VSechny miR silné negativné korelovaly s EFLK a
pozitivné korelovaly s hladinami NT-proBNP (obrazek 8).
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Obrazek 8 — Korelace mezi expresnimi hladinami jednotlivych miR a hladinami
NT-proBNP (a) a EFLK (b)

Nejdulezitéjsi diagnosticky marker hsTnT byl méfen jak pfi pfijeti do nemocnice, tak i o 24
hodin pozdéji. VSechny miR pozitivné silné korelovaly s hsTnT po 24 hodinach (obrazek 1,
Hromadka et al., 2019 v PFiloze ), miR-1 a miR-133 pozitivné korelovaly i s hsTnT pfi prijeti.

Mezi hladinami miR a koncentracemi GDP-15 a cystatinu nebyly zjistény Zadné korelace.

Jiz dfive byly popsany korelace hladin miR s nékterymi parametry a biomerkery a naSe
vysledky se zde shoduji s publikovanymi daty, i kdyz neni vZdy shodny &asovy bod méreni
Ci typ troponinu, metodika, nebo pfesné charakteristika skupiny pacienti. Vyznamné, az
stonasobné, zvyseni hladiny miR-499 je spojeno s AIM (Corsten et al., 2010) a statisticky
signifikantni pozitivni korelace mezi miR-499 a troponinem byly potvrzeny v mnoha
publikacich (kde se jednalo jak o troponin T tak troponin |) (Corsten et al., 2010, Olivieri et
al., 2013, Gidlof et al., 2013, Devaux et al., 2012, Chen et al., 2015), podobné jako
vyznamné negativni korelace s EFLK (Gidlof et al., 2013, Devaux et al., 2012, Chen et al.,
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2015). Chen et al. 2015 uvadi linearni vztah hladin miR-499 a rozsahu poSkozeni myokardu
JjakoZ i mozné diagnostické vyuZziti miR-499 u AIM. Jim zjis§téné hladiny miR-499 byly 24
hodin po prijeti do nemocnice signifikantné niz§i u pacientt po provedené PCI nez u
pacientt bez PCIl. Devaux et al. 2012 nalezl rozdil v expresnich hladinach pacienti se
STEMI a NSTEMI, kde STEMI pacienti méli hladiny dvakrat vy$$i. Uvadi, Ze na zakladé
ROC analyzy mély hladiny miR-499 srovnatelnou diagnostickou hodnotu jako hs-cTnT
(high-sensitivity cardiac troponin T). Olivieiri et al. 2013 analyzujici soubor pacient(
s NSTEMI nalezli hladiny miR-499 pfiblizné 80 krat zvySené oproti zdravym kontrolam a
shledali tuto miR diagnosticky pfesnéjsi nez cTnT u odliseni téchto pacient( od pacient( s
akutnim srde¢nim selhanim. U miR-1 byla nalezena pozitivni korelace s troponinem T
(Gidléf et al., 2013) a s rozsahem infarktu (Zhang et al., 2020) i negativni korelace s EFLK
(Gidléf 2013). U miR-133 byla nalezena korelace s troponinem T (Wang et al., 2010) a
maxima hladin dosahovala dfive nez troponin (Zhang et al., 2020). Oproti tomu informaci o
korelaci mezi myomiR a NTproBNP, biomarkerem srdecniho selhani, v publikacich mnoho
neni. Corsten et al. 2010 zmiriuje pozitivni korelaci miR-133 a NTproBNP u pacient( s

dysfunkci sini.
Vztah mezi hladinami miR, hsTnT, NTproBNP a ro¢ni mortalitou

Byly analyzovany rozdily mezi skupinou prezivSich a zemrelych do jednoho roku. Vzhledem
k malému poctu pacientt ve druhé skupiné nedosahly nalezené rozdily statistické
vyznamnosti, ale byl zde vidét ziejmy trend, naznacujici vy$Si hladiny miR u zemrfelych do
1 roku (obrazek 9).
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Validni N Medidn (3.-95. P-hodnota* Validni N Medidn (3.-95. P-hodnota* Validni N Median (3.295. P-hodnota*

percentil) percentil) percentil)

Zije N=116  0,11(0,01-1,36) Fije N=116 0,02 (0,00-0,16) Fije N=116 0,08 (0,00-0,54)
0,100 0,173 0,127
Zemiel N=6 0,34 (0,08-1,75) Zemiel N=6 0,04 (0,01-0,45) Zemiel N=6 0,15 (0,09-0,29)

Obrazek 9 — Vztah mezi expresni hladinou jednotlivych miR a jednoro¢ni mortalitou
(p* hodnoty z Mann-Whitney testu).
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Pri pohledu na zakladni charakteristiku obou skupin je patrné, Ze pfestoZe nebyly nalezeny
signifikantni meziskupinové rozdily, i mediany hladin NTproBNP a troponint byly v této

skupiné vy$si a EFLK naopak niZsi.

Déle byl vypocitan diskriminacni limit (cut-off value) pro vSechny tfi miR: miR-1, miR-133a
a miR-499, ktery ¢inil 0,031, 0,330 a 0,088. Relativni koncentrace miR pod timto limitem

byly dale oznacleny jako nizké a nad timto limitem jako vysoké.

Diskriminacni limity byly stanoveny i pro oba standardni biomarkery a Cinily 154,65 ng/l pro
hsTnT a 891,5 ng/l NTproBNP.

Porovnani obou skupin pacientt z hlediska vysokych ¢&i nizkych hladin jednotlivych markerd
Jje v tabulce 2, Hromadka et al., 2019, v pfiloze I. Nalezeny rozdil dosahl statistické

vyznamnosti u miR-1, miR-499 a NT-proBNP.

Jednotlivé markery byly pak vzajemné otestovany v riiznych kombinacich s cilem najit co
nejvétsi statisticky vyznamny rozdil a odlisit tak co nejlépe skupinu zemrelych pacient( od
preziv§ich za pomoci téchto markerd (tabulka 3, Hromadka et al., 2019 v priloze 1). Skupina
zemfrelych, tj. skupina s nejvétsim rizikem, méla hodnoty miR-499 i NT-proBNP ve vSech
pfipadech nad diskriminaénim limitem, tj. vysoké, a nejlépe charakterizovala tuto skupinu
(p=0,001). | jiné kombinace v8ak dosahly vysoké statistické vyznamnosti, napr. kombinace
NT-proBNP + miR-133a (p=0,003), miR-1 + miR-133a + miR-499 (p=0,003) a miR-133a +
miR-499 (p=0,004) a dalsi.

NTproBNP je biomarker uzivany k odhadu rizika rozvoje srdeéniho selhani u pacientt po
STEMI, které se rozviji v del§im ¢asovém horizontu po pfihodé a je pri¢inou opakovanych
hospitalizaci a umrti. Odhadované rocni riziko umrti dosahuje po STEMI a PCI priblizné
deseti procent (Ganovské et al., 2018). Umrtnost v nami analyzovaném souboru pacientu
byla méné nez polovi¢ni. Zvysené hladiny NT-proBNP u stabilnich pacientt po AIM a PCI
nad urcitou diskriminacni uroveri predikuji zvySené rocni i dvouleté riziko hospitalizace
a/nebo umrti (Ganovska 2018). V nasi praci jsme kombinovali tento proteinovy biomarker
s potencialnim miRNA markerem, coz v naSi skupiné vedlo ze zvétseni statistického rozdilu
mezi obéma skupinami (samotny NTproBNP p=0,008, NTproBNP + miR-499 p=0,001).

V nasi praci jsme nalezli miR-499 v kombinaci s NTproBNP jako potencialni prognosticky

marker. Podle v soucasné dobé publikovanych metaanalyz byl zatim potvrzen u pacientt

s AIM prognosticky vyznam pouze v pfipadé miR-208, zatimco diagnosticky vyznam u
vSech myomiR (miR-1, miR-133, miR-208 a miR-499) (Lee 2021). Nase sledovani tak mize
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byt jednou z praci, ktera pomutze rozhodnout, zda je mozné miR-499 vyuZzit i v prognoze, tj.

ve stanoveni vySe KV rizika u pacientt po AIM.

Hlavnim limitem naSi prace byl omezeny pocet pacientt ve skupinach, a proto bude treba
v budoucnosti ovéfit vyznam myomiR v prognéze KV rizika na pocetnéjsim souboru STEMI
PCI pacientd, u kterych bude znama kardiovaskularni mortalita a hospitalizace v delSim,

alesporn roénim, horizontu.

V druhé praci ,The low expression of circulating microRNA-19a represents an
additional mortality risk in stable patients with vascular disease“ (Mayer et al., 2019,
Priloha 1) jsme se zaméfili na pacienty v sekundarni prevenci, s minimalné pudlro¢nim
odstupem po prodélané kardiovaskularni pfihodé, zahrnujici hospitalizaci pro ACS,
koronarni revaskularizaci nebo prvni ischemickou mozkovou mrtvici. Tito stabilni chronicti
pacienti tvorili dvé podskupiny. Jedna pochazela ze studie EUROASPIRE Ill (N=487)
s chronickou ICHS, a druha pochazela ze studie EUROASPIRE IlI-Stroke Survey (N=339)
po ischemické mozkové prihodé. Stredni doba sledovani &inila 2050 dnu (= follow-up 5,6
roku) a béhem tohoto obdobi doslo k 167 umrtim, z toho k 126 z kardiovaskularnich pricin,
coZ znamena celkovou 18,3% a kardiovaskularni 13,8% pétiletou mortalitu. Charakteristika
souboru je uvedena v tabulce 1, Mayer et al., 2019, Priloha I. Nespornou vyhodou vzorku
ze studie bylo, jako v predchozim pripadé, Ze skupiny pacient( byly znacné homogenni,
data kompletni a pokryvajici dostate¢né dlouhé Casové obdobi k vyhodnoceni

prognostického vyznamu sledovanych miR.

Cilem prace bylo zjistit, zda néktera z vybranych cirkulujicich miR, stanovovana opét ve
vzorcich plazmy retrospektivné, ovliviiuje mortalitu v této skupiné stabilnich chronickych

pacientl s KV onemocnénim.

Vybér miR probéhl na zakladé literarni reSerse, kde vedle myomiR (které jsou specifické
pro myokard) byly zvaZovany i dalSi, souvisejici srozvojem KV onemocnéni
z dlouhodobéjsiho hlediska. miR-208, ktera ma prokazany diagnosticky i prognosticky
vyznam u AIM (Lee et al., 2021) vysledné stanovovana nebyla, nebot u neakutnich
onemocnéni jsou jeji hladiny obvykle neméfitelné, cozZ jsme ovérili na ¢asti vzorku pilotniho
souboru. V prvnim kole tak bylo vybrano deset miR, jejichZ hladiny byly stanoveny u
pilotniho souboru sta vzorku. Z nich bylo vybrano pét miR, které byly stanoveny i ve viech

zbyvajicich vzorcich (tabulka 5).
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Tabulka 5 - MikroRNA stanovované u stabilnich chronickych pacientu s

kardiovaskuldarnim onemocnénim (Mayer et al., 2019)

miR sekvence miR pilotni skupina cely soubor
miR-1-3p UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU v v
hsa-miR-19a-3p |UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA v v
hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA v
hsa-miR-34a-5p [UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU v
hsa-miR-126-3p |UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG v v
miR-133a-3p UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG v v
hsa-miR-197-3p [UUCACCACCUUCUCCACCCAGC v
hsa-miR-208b-3p [AUAAGACGAACAAAAGGUUUGU v
hsa-miR-214-3p [ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU v
hsa-miR-223-3p [UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA v v
miR-499a-5p UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU v

V pilotnim souboru byly stanovované hladiny tfi myomiR (miR-1, miR-133, miR-499) a déle
miR-19a, miR-21, miR-34a, miR-126, miR-197, miR-214, miR-223, u kterych je znamy
vztah ke KV systému. Po analyze vysledkt pilotniho souboru byly na zakladé zjisténych
rozdili expresnich hladin jednotlivych miR mezi pacienty prezivS§imi a zemrielymi
vyselektovany miR-1, miR-19a, miR-126, miR-133a a miR-223 pro dalsi analyzy. U myomiR

(miR-1 a miR-133a) je vztah k myokardu jednoznacny.

miR-126 patii mezi takzvané ,angiomiR*. Je exprimovana v burikach cévniho endotelu a
v krevnich destickach a hraje ddleZitou roli v angiogenezi. Stimuluje angiogenezi, ma
ateroprotektivni efekt, je dulezZita pro zachovani integrity cév, vaskularni homeostazu a
urychluje zotaveni po infarktu myokardu. U&astni se i regulace zanétu ovlivnénim genové
exprese a funkce makrofagu (Welten et al., 2016). Po infarktu myokardu byly nalezeny jak
zvysené hladiny miR-126 (Xue et al., 2019), tak i sniZzené hladiny této miR (Wang et al.,
2017). Buriky endotelu ovlivriuje i dalsi vybrana miR-19a, ktera zde pusobi antiprolifartivné
(Welten et al., 2016).

miR-19a patfi do rodiny miR-19, spole¢né s miR-19b-1 a miR-19b-2. VSechny maji
spole¢nou sekvenci nukleotidti v ,seed” oblasti. miR-19a je transkribovana z miR-17-92
klastru, ve kterém je spolec¢né s miR-17, miR-18, miR19b, miR-20 a miR-92, a jenZ se
nachazi v intronu lokusu MIR17HG na chromozému 3. Tato miR hraje dilezZitou roli nejen
v systému kardiovaskularnim, ale i nervovém nebo respiranim, a je zkoumana i

v souvislosti s celou fadou onkologickych onemocnéni (Li et al., 2019). miR-19 hraje
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klicovou roli v proliferaci kardiomyocytt, omezuje poSkozeni srdce pfi infarktu myokardu a
pomaha zachovat srdecni funkce. Jeji experimentalni podani redukuje poskozeni pri AIM,
omezuje velikost jizvy a ma kratkodoby i dlouhodoby ochranny tcéinek. Ma i antifibroticky
efekt, po podani miR-19 mimik poklesly exprese gent kdodujicich kolagen (Col1al a
Col3a1), elastin, fibrillin a transforming growth factor beta receptor 2 (TGFBR2). Navic miR-
19 omezuje apoptdzu primym ovlivnénim exprese genu, které se ji ucastni, véetné geni
kédujicich Bim1 a Pten (Phosphatase and tensin homolog), a ovlivriuje i geny proteint
Gcastnici se regulace bunécného cyklu (cyklin B1, cyklin D1 a cyklin dependentni kinaza 1
(CDK1)). Dale redukuje imunitni odpovéd a tim tlumi zanét spojeny s AIM (Gao et al.,
2019). V experimentech tak miR-19 mimika limituji dasledky ischemie, omezuji poskozeni
srdce pfi infarktu myokardu a mayji i pozitivni efekt pri srde¢nim selhani (Gao et al., 2019, Li
et al., 2019). miR-19 hraje dulezitou roli i v angiogenezi i apoptéze bunék cévniho endotelu
(Li et al., 2019). Hladiny miR-19a se signifikantné zvySuji u pacientt po AIM, a podle
nékterych autori ma tato miR potencial stat se diagnostickym a/nebo prognostickym
markerem (Zhong et al., 2014, Mansouri et al., 2019). ZvySené hladiny byly nalezeny i u

pacientt se srdecnim selhanim (Gao et al., 2019).

miR-223 hraje duleZitou roli v hematopoéze, zejména v diferenciaci granulocyti a
megakaryocytl, a také osteoklastogenezi a zanétu. Ovlivriuje vstup glukézy do bunék,
proliferaci a kontraktilitu bunék hladkého svalu v cévach, kalcifikaci cév a proces vzniku
aterosklerdzy (Taibi et al., 2017). Po infarktu myokardu ma miR-223 antiapoptoticky efekt
na kardiomyocyty (Xiaoyu et al., 2021), ovliviiuje také nasledné fibrotické zmény (Xiao et
al., 2019) a jeji vysSi hladiny mohou vést k arytmiim z divodu zmény exprese napétové
fizenych draslikovych kanald (Xue et al., 2016). U pacient( s ICHS jeji hladiny stoupaji se
vzrastajici zavaznosti onemocnéni (Guo et al., 2018), podobné i u pacientt s mozkovou
mirtvici z ischemickych pricin, kde jsou jeji stoupajici hladiny spojené se zavaznosti prihody
i s kratkodobymi vysledky (short-term outcomes) (Chen et al., 2017). Ve studii Brunek byla
miR-223 pozitivné a miR-126 negativné asociovana s rizikem infarktu myokardu
(Zampetaki et al., 2012).

VSechny vyselektované miR maji potvrzeny vztah k srdci a cévam, a zakladnim procesim
proliferace, diferenciace a/nebo apoptézy Ci zanétu (popsano v pfedchozich odstavcich),
coZ byl davod zkoumat je z hlediska potenciélu stat se markerem pfispivajicim k predikci
umrti u nami sledované populace chronicky nemocnych pacienti s KV onemocnénim.
Zaroveri vdechny miR byly stanovitelné z rutinnich nabéru periferni krve, coz by usnadnilo

i jejich potencialni vyuZiti v praxi.
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U v8ech péti vyse popsanych miR byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v expresi mezi
skupinou zemrenych a preZivsich, kdy hladiny miR u podskupin s umrtim (celkovym i
kardiovaskularnim) byly statisticky signifikantné nizsi (tabulka 1, Mayer et al., 2019, Priloha
I) a miR-19a, miR-133a a miR-233 byly pozitivné asociovany s primarni diagnozou
mozkové mrtvice. Nejprve byla hodnocena prediktivni sila kazdé jednotlivé miR za pouZziti
vicerozmérného Coxova modelu spolec¢né s potencialnimi proménnymi. V této analyze byla
kazdd zpéti miR negativhé asociovana se zvySenym rizikem celkového nebo
kardiovaskularniho umrti. Po zahrnuti vS§ech péti miR do tohoto modelu vSak byla pouze
nizka exprese miR-19a identifikovana jako nezavisly prediktor umrti celkového i umrti
pouze z kardiovaskularnich pricin (tabulka 3, Mayer et al., 2019, Priloha I). Procento preZiti
v podskupinach pacientli majicich expresni hladiny miR-19a v prvnim kvartilu a v druhém

az ctvrtém kvartilu znézorriuje obrézek 10.
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Obrazek 10 - Kaplan-Meierova krivka preZiti pro celkovou mortalitu podle
expresnich hladin miR-19a v podskupinach pacientii s ICHS a po mozkové mrtvici

(p hodnoty z Mantel-Cox log-rank testu)

Pri analyze podskupin pacientt byla tato prediktivni hodnota signifikantni u skupiny s ICHS
(HRR=3.00; p<0.0001) a pri rozdéleni podle pohlavi pak u muzi (HRR=3,15; p<0.0001),

s vetsi prediktivni silou u mladsich pacientu.

Expresni hladiny miR-19 byly v naSem souboru stabilnich pacientii s KV onemocnénim
spojeny s vice jak Ctyfnasobnym rizikem umrti z kardiovaskularnich pricin. Vysledky je
tézké porovnat s podobnymi studiemi, nebot’ vétSina autorti se zaméfuje na akutni stavy a
kratSi ¢asové horizonty. Srovnatelna studie zahrnujici 1112 pacient s ICHS na$la vztah
mezi zvy$enim hladin miR-19a o 1SD a zdvojnasobenim rizika mortality, ale zahrnovala i
pacienty s akutnim koronarnim syndromem. Po analyze podskupiny se stabilni anginou

pectoris (kohorta srovnatelna s na$i skupinou) vSak tento vztah potvrzen nebyl (Karakas et
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al., 2017). Vzhledem ktomu, Ze byl v experimentech prokazan proliferativni,

2019), mohou tyto jeji viastnosti prispivat k vysvétleni zvySeného mortalitniho rizika

spojeného s jejimi snizenymi hladinami.

miR-19 byla v nasi praci identifikovana jako nezavisly prediktor rizika umrti u pacientt se

stabilnim KV onemocnénim. Ve srovnani s nami stanovovanymi hladinami miR po akutnim

infarktu myokardu, kde byly nalezeny zvysené hladiny miR-1 a miR-133 (Hromadka et al.,

2019, Priloha 1), byly u téchto stabilnich chronickych pacientt expresni hladiny téchto dvou

myomiR snizené, coz naznacduje moznost jejich odliSné exprese u akutnich a chronickych
KV stavd.

Nalezené snizené hladiny miR-126 a miR-133 u nami analyzovaného souboru pacientt
byly v ¢asopisech diskutovany s jinymi autory, ktefi poukazovali na v nékterych pfipadech
odlisné zmény hladin pfi hypoxii/ischemii myokardu (Mayer et al., 2020, Mayer et al., 2020,
Priloha 1). Zasadni rozdil spatfujeme v odliSné definovanych skupinach pacientt, kdy
mnoha méreni jsou obvykle spojena s akutni fazi onemocnéni (napr. AIM) nebo byly
ziskany na modelech takovych stavi. Nase méreni bylo provadéno na souboru pacientti ve
stabilizované, chronické fazi onemocnéni (pfevazné ICHS), nebyla vazana na Zadnou
akutni zménu tohoto stavu a stanoveni bylo provedeno ze standardné odebirané periferni
krve. Tato kohorta tak odpovida vétsiné dlouhodobé sledovanych/lé¢enych pacientl po
v minulosti prodélané kardiovaskularni prihodé (AIM nebo mozkova mrtvice). Porovnani
vysledkt raznych publikaci podporuje hypotézu, Ze hladiny uvedenych miR se mohou ménit
obéma sméry (zvySovat Ci snizovat) podle typu a také faze onemocnéni (akutni Ci
chronické) a mohou se lisit také v zavislosti na vzorcich, ve kterych jsou stanovovany (

tkanich, télnich tekutinach ¢i jinych pouzitych médiich).

7.2 mikroRNA u syndromu obstrukéni spankové apnoe (OSAS)

Syndrom obstrukéni spankové apnoe prispiva ke vzniku a progresi kardiovaskularnich
chorob a poSkozeni srdec¢niho svalu a je spojovana s vysSi incidenci ICHS, srdecniho
selhani, hypertenze, aterosklerézy a cerebrovaskularnich a metabolickych chorob (Xie et
al., 2016, Sonka et al., 2008). OSAS je provazen poklesem saturace Krve kyslikem, hypoxii
a hyperkapnii. Castéj$i noéni ischemie je spojena s poruchami srdeéniho rytmu a postupné

muze vést k rozvoji plicni hypertenze. K rozvoji hypertenze prispivaji i zvysené nocni
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hladiny vazoaktivnich hormonu. Sympatoadrenalni stimulace, postapnoicka tachykardie a
levostranny komorovy afterload jsou uvadény jako hlavni pri¢iny vy$Siho vyskytu AIM u
pacienttu s OSA. Riziko srdecniho selhani je u téchto pacientu 2,4 nasobné vyS$si nez u
bézné populace (Sonka et al., 2008). Obstrukéni spénkové apnoe postihuje 15-30 %
dospélé populace a 2-10 % déti, a z ddvodu starnuti populace a narustu obezity v populaci

se o¢ekava v blizké budoucnosti jeji jesté vysSi prevalence (Pinilla et al., 2021).

Prestoze OSA neni pfimo kardiovaskularni chorobou, pfispiva k rozvoji rady KV
onemocnéni a ma uzky vztah k pfi¢inam jak morbidity, tak mortality, s vyraznymi

socioekonomickymi dusledky (Pinilla et al., 2021).

Skuteénost, Ze OSAS je uzce spojen s KV morbiditou a mortalitou, Ze jeho prevalence je
nardstajici, a Ze stanoveni diagnézy je ¢asové narocné, pro nas predstavovala hlavni
duvod, pro¢ hledat novy potencialni miR biomarker prispivajici k usnadnéni diagnostiky.
MikroRNA hraji ddlezitou roli ve vyvoji srdce i v patogenezi mnoha onemocnéni, a proto
jsme zvolili skupinu myomiR, ktera je specificka pro myokard a mohla by signalizovat KV
zmeény probihajici srdci v souvislosti s opakovanymi intermitentnimi epizodami hypoxie a
hyperkapnie. Tyto epizody maji v dlouhodobéj§im &Easovém horizontu za nasledek
elektrickou i strukturalni remodelaci srdce provazenou cévni dysfunkci (Mehra et al., 2019).
Zmeény hladin myomiR pri hypoxii (ischemii) a remodelaci srdce jsou znamy napfiklad u
AIM, ICHS nebo srdec¢niho selhani. Vybrané myomiR, méfitelné v periferni krvi pacientt

s i bez diagnézy OSAS, jsou uvedeny v tabulce 4.

Celkem bylo do sledovani zaélenéno 194 pacientu s Cerstvé diagnostikovanym OSAS a 50
zdravych kontrol. Pramérny vék v obou skupinach se vyznamné nelisil, ale KV onemocnéni
(napfiklad ICHS, arytmie nebo hypertenze) byla etnéjsi ve skupiné OSAS, kde byl i
signifikantné vy3$si primérny BMI. Charakteristika obou skupin je uvedena v Tabulce 1,
Slouka et al., 2021, Priloha I. Vzorky pacient( skupiny OSAS byly odebrany pred zacatkem
lécby.

Hladiny miR-499 byly signifikantné vy38i u skupiny OSAS (0,00561 vs. 0,00003). V této
skupiné byla vy$8i i expresni pozitivita (44 %) ve srovnani s kontrolni skupinou (2 %).
Hladiny vsech tfi miR (miR-1, miR-133 a miR-499) spolu korelovaly, byla nalezena i
korelace mezi miR-133a a hypertenzi (tabulka 6). PrestozZe hladiny miR-499 korelovaly s
hladinami ostatnich dvou miR (miR-133 a miR-1), vztah téchto dvou miR k OSAS jsme
neprokazali. Nebyla zjiSténa ani korelace mezi hladinami miR a klinickou zavaznosti OSAS

vyjadrenou jako AHI, ODI (Oxygen Distress Index), T90 nebo priumérna saturace Kyslikem.
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Tabulka 6 — Korelace mezi expresnimi hladinami jednotlivych mikroRNA a mezi

mikroRNA a hypertenzi ve skupiné pacientu s OSAS (Slouka et al., 2021)

Spearmanniv korelacni koeficient, p hodnota
miR
Hypertenze miR-1 miR-133a miR-499
miR-1 -0,08140, p=0,2592 0,57201, p<0,0001 | 0,25199, p=0,0004
miR-133a | -0,18481, p=0,0099| 0,57201, p<0,0001 0,34127, p<0,0001
miR-499 -0,05367, p=0,4573 | 0,25199, p=0,0004 | 0,34127, p<0,0001

ZvySené expresni hladiny miR-499 pomohly odlisit skupinu pacientd s OSAS od kontrolni
skupiny a mohly by se proto stat jednim z markert v diagnostice OSAS. Vy$Si hladiny miR-
499 byly nalezeny také u pacient( s infarktem myokardu ¢&i ischemickou chorobou srdecni,
u onemocnéni, na jejichz rozvoji se rovnéz podili hypoxie (Wang et al., 2019, Zhang et al.,
2015). miR-499 chrani kardiomyocyty pfed ischemickym poskozenim, nebot plsobi
antiapoptoticky, a to cilenim na protein PDCD4 (programmed cell death protein 4) (Li et al.,
2016). Také inhibuje poskozeni kardiomyocyti indukovanych hypoxii a reoxygenaci cilenim
na SOXG6 (Li et al., 2019). Vy3§i hladiny miR-499 byly nalezeny i u kardiomyopatii, kde jsou
spojeny s remodelaci a hypertrofii myokardu, a nasledné mohou vést aZ k srde¢nimu
selhani (Matkovich et al., 2012). Skutecnost, Ze jedna miR muize mit velké mnoZstvi
cilovych gend, jejichZz expresi reguluje a tim ovliviiuje zaroveri vice bunécnych procesdu,
muze v pfipadé miR-499 znamenat, Ze jeji kardioprotektivni efekt u hypoxie je zaroven
provazen nezZadouci remodelaci myokardu a jeho naslednou dysfunkci v dusledku

zvysSenych hladin této miR.

MikroRNA byly zkoumény z hlediska diagnostiky OSAS i jinymi autory. Li et al. 2017 nalez/
u omezeného souboru vzork( 104 miR s odliSnou expresi ve srovnani s kontrolami, kde
miR-485-5p, miR-107, miR-574-5p a miR-199-3p se pravdépodobné Gcastni patogeneze
OSA. U pacientii s OSA byly nelezeny nizsi hladiny miR-133a, miR-181a, miR-199b, miR-
340, miR-345 a miR-486-3p a zaroveri hladiny miR-181a miR-345 korelovaly s indexem
AHI. Lé¢ba CPAP (continuous positive airway pressure) vedla ke zménam hladin
cirkulujicich miR (Santamaria-Martos et al., 2019). V této studii byl nalezen pokles miR-
133a, zatimco v souboru naSich pacient( jsme signifikantni pokles nenalezli. Dale miR-
320e a miR-1254 byly identifikovany u muzskych pacientti s OSA jako miR asociované se
zavaznosti onemocnéni (Freitas et al., 2020). Exprese miR-1254 je zvy$ena u pacientu se

srdec¢nim selhanim a je spojena se zhor§enou prognézou a vy$Si mortalitou. Snizeni
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exprese miR-320 chrani myokard pred poskozenim v dusledku ischemie/reperfuze
potladenim apoptdzy a posilenim antiapoptotické signalizace (Freitas et al., 2020). Obé tyto
miR, podobné jako nami zkoumané myomiR, hraji duleZitou roli v ochrané kardiomyocytu

pred ischemickym poSkozenim a v procesech remodelace myokardu.

Nase prace pomohla nalézt dalsi miR, ktera je u OSAS dysrequlovana a ktera zatim nebyla

identifikovana jako potencialni marker tohoto onemocnéni. miR-499 je specifickad pro

myokard, stanovitelna z periferni krve, vice exprimovana u pacientu s OSAS a proto by se

mohla stat biomarkerem tohoto onemocnéni.

7.3 mikroRNA u onemocnéni cév (aorty)

Profil mikroRNA jsme stanovovali u onemocnéni cév, konkrétné v tkani stény aorty
pochazejici z abdominalniho aneurysmatu, a porovnavali jsme jej s profilem miR
aneurysmatem nezménéné tkané. Ve tkanich pochazejicich od Sestnacti pacientt s AAA a
péti kadaverickych darct bez aneurysmatickych zmén aortalni tkané byly stanovovany
hladiny vSech v té dobé dostupnych 2549 miR pro pouZitou mikroarray. Pri porovnani
expresnich hladin miR mezi malymi aneurysmaty (N=10) a zdravymi tkanémi (N=5) bylo
nalezeno 6 miR se statisticky signifikantnim rozdilem: miR-7158-5p, miR-658, miR-517-5p,
miR-122-5p, miR-326 a miR-3180 a mély, s vyjimkou miR-326, v aneurysmatu nizsi
expresi. Pii porovnani expresnich hladin miR mezi velkymi aneurysmaty (N=6) a zdravymi
tkanemi (N=5) bylo nalezeno 162 miR se statisticky signifikantnim rozdilem, u deseti z nich
byly rozdily v expresi vice nez dvojnasobné: miR-23a-3p, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-
27b-3p, miR-30d-5p, miR-193a-3p, miR-203a-3p, miR-365a-3p, miR-4291 a miR-3663-3p
(tabulka 7). VSechny, s vyjimkou miR-3663-3p, mély v aneurysmatu nizsi hladiny. VSech
Sest miR dysregulovanych u malych aneurysmat bylo identifikovano i u velkych aneurysmat,
se zménami hladin ve stejném sméru, coZ naznaduje, Ze tyto miR méni v prubéhu
patogeneze aneurysmatu své hladiny drive nez ostatni identifikované miR a Ze zmény jejich
hladin pri progresi onemocnéni pretrvavaji. Zde je tfeba zdaraznit, Ze statistické

vyhodnoceni zahrnovalo adjustaci p hodnot pro mnohonasobné porovnani.

Zékladni charakteristika pacientt je uvedena v tabulce 1, Cerné et al. 2019, P¥iloha I.
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Tabulka 7 - Seznam 162 rozdilné exprimovanych miR v tkani velkych aneurysmat ve

srovnani se zdravou tkani aorty (p<0.05)

(miR v oranZovych polich jsou méné exprimovany a v bilych polich vice exprimovany
v tkani aneurysmat; miR tuénym ¢ervenym pismem jsou dysregulovany u malych i velkych
aneurysmat; miR tu¢né kurzivou jsou miR s vice jak dvojnasobnou zménou exprese u

velkych aneurysmat)

hsa-let-7f-1-3p hsa-miR-634 hsa-miR-4296 hsa-miR-6760-3p
hsa-let-7b-3p hsa-miR-648 hsa-miR-4307 hsa-miR-6765-3p
hsa-miR-23a-3p hsa-miR-658 hsa-miR-4310 hsa-miR-6769b-3p
hsa-miR-23c hsa-miR-671-3p hsa-miR-4317 hsa-miR-6775-3p
hsa-miR-24-3p hsa-miR-767-3p hsa-miR-4328 hsa-miR-6776-3p

hsa-miR-27b-3p

hsa-miR-939-3p

hsa-miR-4433a-5p

hsa-miR-6782-3p

hsa-miR-27a-3p

hsa-miR-944

hsa-miR-4436b-5p

hsa-miR-6785-3p

hsa-miR-30b-3p

hsa-miR-1227-3p

hsa-miR-4482-5p

hsa-miR-6792-3p

hsa-miR-30d-5p

hsa-miR-1238-5p

hsa-miR-4486

hsa-miR-6794-3p

hsa-miR-122-5p

hsa-miR-1238-3p

hsa-miR-4487

hsa-miR-6795-3p

hsa-miR-129-1-3p

hsa-miR-1266-5p

hsa-miR-4519

hsa-miR-6799-3p

hsa-miR-138-5p

hsa-miR-1288-5p

hsa-miR-4664-3p

hsa-miR-6800-3p

hsa-miR-181c-3p hsa-miR-1291 hsa-miR-4666b hsa-miR-6820-3p
hsa-miR-193a-3p hsa-miR-1304-3p hsa-miR-4680-5p hsa-miR-6827-3p
hsa-miR-203a-3p hsa-miR-1470 hsa-miR-4697-3p hsa-miR-6830-5p
hsa-miR-206 hsa-miR-1539 hsa-miR-4714-3p hsa-miR-6841-3p
hsa-miR-212-5p hsa-miR-2116-3p hsa-miR-4723-3p hsa-miR-6844

hsa-miR-326 hsa-miR-2467-3p hsa-miR-4732-5p hsa-miR-6851-3p

hsa-miR-329-3p

hsa-miR-3064-5p

hsa-miR-4742-3p

hsa-miR-6855-3p

hsa-miR-365a-5p

hsa-miR-3156-3p

hsa-miR-4742-5p

hsa-miR-6865-5p

hsa-miR-365a-3p hsa-miR-3161 hsa-miR-4750-3p hsa-miR-6865-3p
hsa-miR-365b-5p hsa-miR-3171 hsa-miR-4753-5p hsa-miR-6877-3p
hsa-miR-376b-5p hsa-miR-3173-3p hsa-miR-4761-5p hsa-miR-6880-3p
hsa-miR-378f hsa-miR-3180 hsa-miR-4770 hsa-miR-6885-3p
hsa-miR-378b hsa-miR-3184-3p hsa-miR-5571-5p hsa-miR-6889-3p

hsa-miR-425-3p

hsa-miR-3190-5p

hsa-miR-5681b

hsa-miR-6890-5p

hsa-miR-432-3p

hsa-miR-3198

hsa-miR-5691

hsa-miR-6892-3p

hsa-miR-512-3p

hsa-miR-3613-3p

hsa-miR-6069

hsa-miR-6893-3p

hsa-miR-514b-5p

hsa-miR-3614-5p

hsa-miR-6503-5p

hsa-miR-7107-3p

hsa-miR-517-5p

hsa-miR-3622a-3p

hsa-miR-6507-3p

hsa-miR-7108-3p

hsa-miR-520h

hsa-miR-3654

hsa-miR-6512-5p

hsa-miR-7111-5p

hsa-miR-548x-3p

hsa-miR-3660

hsa-miR-6513-3p

hsa-miR-7154-3p

hsa-miR-548c-3p

hsa-miR-3663-3p

hsa-miR-6731-5p

hsa-miR-7157-3p

hsa-miR-548ai

hsa-miR-3675-3p

hsa-miR-6732-3p

hsa-miR-7158-5p

hsa-miR-548e-5p hsa-miR-3920 hsa-miR-6737-3p hsa-miR-7162-5p
hsa-miR-550a-5p hsa-miR-3926 hsa-miR-6738-5p hsa-miR-7855-5p
hsa-miR-556-5p hsa-miR-3940-3p hsa-miR-6747-5p hsa-miR-7856-5p
hsa-miR-563 hsa-miR-4259 hsa-miR-6752-3p hsa-miR-7974
hsa-miR-602 hsa-miR-4265 hsa-miR-6753-5p hsa-miR-8071
hsa-miR-613 hsa-miR-4291 hsa-miR-6757-3p

hsa-miR-631 hsa-miR-4294 hsa-miR-6759-3p
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Mnohé miR, u nichZ jsme nalezli zménéné hladiny, maji potenciélni vztah k patologii

aneurysmat, protoZe ovliviiuji metabolismus a pfeZivani bunék hladkého svalu a cévniho

endotelu, angiogenezi, zanét nebo aterosklerotické zmény (tabulka 8). Snizené hladiny

miR-24, miR-27b a miR-193a byly jiz dfive nalezeny v tkani nebo plazmé pacientu

S aneurysmatem, coZ je ve shodé s nasimi vysledky (Liao et al., 2011, Patuzzo et al., 2012,
Maegdefessel et al., 2014).

Tabulka 8 - miRNA s vice jak dvojnasobné zménénymi expresnimi hladinami u

velkych aneurysmat, cévni biologické procesy, které ovlivriuji a jejich cilové geny

. o, Ref No v
miRNA Proces/funkce Cilové geny publikaci
miR-23 Angiogeneze (pro-angiogenni) E2F1 11
VSMCs proliferace 12
Apoptdza (anti-apoptoticky) BCL2L11 (BIM) 12
miR-24 Angiogeneze (anti-angiogenni) GATA2 11
Apoptdza (anti-apoptoticky) GATA2, PAK4, BIM 11
Mediator kontraktilniho fenotypu VSMCs Trb3 11
Inhibuje proliferaci, migraci a sprouting 14
Vaskuldrni zanét a AAA patologie 10, 15
miR-27 Angiogeneze (pro-angiogenni) SEMAGA, SEMA6D, SPROUTY2, (11, 13
TSP-1, MMP-13
Inhibice rdstu bunék endotelu Rb 11
Zanét MMP-13, VEGF, TSG1 13
Apoptdza FADD 13
Aterosklerdza G2A 13
miR-30 Angiogeneze DLL4 17
Poskozeni edoplasmického retikula; bunéénd |GRP78, ATF6, CHOP, CASP12 |19
smrt
miR-193 |Angiogeneze (anti-angiogenni) HMGB1 25
miR-203 |Zanét SOCS-3 29,30
miR-365 |Apoptdza BCL2 26
Ateroskleréza BCL2 26
miR-3663 |sniZené hladiny u degenerativni stendzy aorty |[NA 31
miR-4291 |NA NA -

ATF6: activating transcription factor 6; BCL2L11 (BIM): Bcl-2; CASP12: Caspase-12; DLL4: &-like ligand 4;
E2F1: E2F1 transcription factor; FADD: Fas associated protein with death domain; G2A: G protein-coupled
receptor 132; GRP78: Glucose-regulated protein 78; HMGB1: High mobility group box-1; CHOP: CCAAT-
enhancer-binding protein homologous protein; MMP-13: Matrix metalloproteinase 13; SEMAG6A: Semaphorin
6a; SEMA6D: Semaphorin 6d; SPROUTY?2: Sprouty homolog 2; Trb3: Tribbles-like protein-3; TSG-1:
Thrombospondin-1; TSP-1: Thrombospondin-1; VEGF: Vascular endothelial growth factor; VSMCs: Vascular

smooth muscle cells
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O miR-3663 a miR-4291 zatim mnoho publikaci ve vztahu k cévam ¢i srdci neni.
V nasem souboru pacientt, kde byla aorta dilatovana v dusledku aneurysmatu, méla miR-
3663 zvySené hladiny a miR-193 sniZzené, zatimco opacné zmény byly zjistény u pacient(

s degenerativni stenézou aorty (Shi et al., 2016).

Expresni hladiny miR-365 (miR-365a-3p, miR-365a-5p a miR-365b-5p) byly vSechny
signifikantné snizené, miR-365a-3p vice nez dvakrat, u velkych aneuryzmat. Tato miR se
Ucastni patogeneze aterosklerdzy, cili na antiapoptoticky protein Bcl-2 a indukuje apoptozu
endotelidlnich bunék (Madrigal-Matute et al., 2013). Snizena hladina miR-365 byla
nalezena i u pacientt s intrakranialnim aneurysmatem, kde pravdépodobné moduluje vice
genl ucastnicich se TGF-B a MAPK signalizace a ovlivriuje zanétlivé procesy, degradaci
extracelularni matrix a apoptézu bunék hladkého svalstva cév, a jeji deregulace mize

v kone¢ném disledku vést k rupture cévni stény (Supriya et al., 2021).

SniZené hladiny miR-193 u aneurysmat byly jiz dfive nalezeny jak v plazmé (Zhang et al.,
2015, Moushi et al., 2018), tak v aneurysmatické tkani z abdominalni a torakalini aorty (Liao
et al., 2011, Patuzzo et al., 2012). Shodné nalezena sniZzena exprese této miR v nékolika
podobnych publikacich potvrzuje roli této miR v patogenezi tohoto onemocnéni. Jeji hladiny
se také ménily v souvislosti s chirurgickym vykonem a Moushi at al., 2018 pozoroval
zvySeni jeji exprese 5 az 7 dnti po operaci. Prace Araujo, ktera vysla ve stejném roce jako
naSe publikace, rovnéz potvrdila snizeni hladin této miR u pacientt s AAA, a zaroveri
identifikovala mozny cilovy gen jako ALOX 5 (Arachidonate 5-lipoxygenase). Ten se ucastni
syntézy eikosanoid( (arachidonové kyseliny a leukotrient), prozanétlivych leukotrien( a
zvysuje infiltraci tkané zanétlivymi burikami. Také se ucastni modulace katepsinu K, a
ovlivnénim mnoha biologickych procesu vcéetné obratu kolagenu se pfimo podili na
patogenezi aneurysmat (Araujo et al., 2019). miR-193 byla studovana u i progenitorovych
bunék endotelu (endothelial colony-forming cells), kde hraje negativni regulacni roli
ovlivriujici funkci cév, proliferaci a migraci bunék, a jeji inhibice stimuluje proliferaci, migraci
a tvorbu cév (Grossi et al., 2017). miR-193 je exprimovana ve vétsiné tkani (nejvice v tukové
a prsni) a jeji zménéné expresni hladiny byly nalezeny i u jinych patologickych stavu,
zejména u nékterych onkologickych onemocnéni, kde jsou jeji hladiny rovnéz sniZzeny, jako
u AAA. U onkologickych onemocnéni hraje obvykle tumor supresorovou tlohu, zpomaluje
bunéény cyklus, progresi, migraci a invazi nadorovych bunék a brzdi tvorbu metastaz
(Grossi et al., 2017).

miR-203a, u které jsme zaznamenali rovnéz niZ3i expresi, je exprimovana ve vétsi mife
v k(zZi (keratinocytech) a jicnu, ovliviiuje rast bunék, jejich diferenciaci a preZivani. Je

dysregulovana u chronickych zanétlivych onemocnéni a ma vy$si hladiny u pacientt
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S psoriazou oproti zdravym kontrolam (Sonkoly et al., 2008). Jednim z jejich cil( je gen
SOCS-3 (suppressor of cytokine signalling-3), negativni regulator STAT3 signalizace, ktera
Je aktivovana zanétlivymi cytokiny (Sonkoly et al., 2008). Dlouhodoba suprese SOCS-3
touto miR muze zpusobit silnéj§i a prodlouzenou zanétlivou reakci. SOCS-3 hraje i
dulezitou roli v patogenezi AAA a disekce aorty (Romain et al., 2013, Ohno-Urabe et al.,
2018), a proto zménéna exprese miR-203a mdize prispivat k patogenezi tohoto
onemocnéni, u kterého je zanét jednim z klicovych procesu. Nicholson et al. 2017 na
modelu zjistil, Ze hladiny této miR se béhem procesu starnuti v tkani aorty zvysuji, snizuji
expresi cilovych gent Src, caveolinu-1 a paxillinu, oviiviiuji Src/ERK (extracellular signal-
regulated kinases ) signalni drahy a méni tim tuhost aortalni stény. ZvySené hladiny miR-
203 jsou spojovany se senescenci endotelialnich bunék i bunék hladkého svalu cév (Cao
et al., 2020).

miR-30d patfi do rodiny miR-30, ktera zahrnuje miR-30 a-e, a které se ucastni regulace
angiogeneze regulaci exprese DLL4 (5-like ligand 4) (Mao et al., 2018). Expresni hladiny
miR-30d a miR-30b byly u nasSich pacientt s aneurysmatem statisticky vyznamné snizené,
a pokud by nebyla provedena korekce na mnohocetna porovnani, byly by signifikantné
snizené hladiny miR-30a-d. Spears et al. 2015 také pozoroval sniZzenou expresi miR-30a
v aneurysmatickeé tkani u pacientl s AAA ve srovnani s tkani zdravou, a zaroveri i snizené
hladiny cirkulujicich miR-30a, a to jak ve srovnani s pacienty s aterosklerézou (bez
aneurysmat), tak i s pacienty s perifernim onemocnénim tepen. SniZzené hladiny miR-30
v kardiovaskularnim systému prispivaji k poskozeni endoplazmatického retikula (ER stres),
které hraje dudlezitou roli v patogenezi ruznych kardiovaskularnich onemocnéni véetné
ICHS, srdecniho selhani, aterosklerézy, hypertenze a mozkové mrtvice. U modelovych
pokusti vedl ER stres zplsobeny absenci miR-30 ke zvySenym hladinam
GRP78/ATF6/CHOP/kaspazy-12 a k bunécné smrti (Chen et al., 2014). Ciavarella et al.
2021 experimentalné potvrdil G¢ast miR-30a a miR-30d na zméné fenotypu bunék endotelu
na mezenchymalni (endothelial to mesenchymal transition), ktery je pozorovan pri
poSkozeni cév a uplatriuje se pfi jejich kalcifikaci a patogenezi aterosklerézy. Hladiny obou
miR byly pri pozorované zméné fenotypu snizené (Ciavarella et al., 2021). Z publikovanych
dat vyplyva, Ze snizené hladiny miR-30d jsou spojené s poSkozenim endoplazmatického
retikula posilujicim proapoptotické drahy, s poskozenim cév, jejich kalcifikaci a postupnymi

aterosklerotickymi zménami, a tak mohou pfispivat i k patogenezi aneurysmatu.

Rodina miR-23/27/24 je kbdovana dvéma klastry, jednim intergenovym na chromozému
19p13.13 kodujicim miR-27a, miR-23a a miR-24-2 a druhym infronovym na chromosomu
9q22.32 kédujicim miR-23b, miR-27b a miR-24-1. VSechny tyto miR, s vyjimkou miR-23b,
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mély v naSem souboru aneurysmatickych tkani snizenou expresi. Jednotlivi ¢lenové této
rodiny mikroRNA hraji roli v requlaci bunécného cyklu, proliferaci, diferenciaci a apoptoze
a také v angiogenezi. miR-23 reguluje rast kardiomyocytu, podporuje proliferaci bunék
hladkych svali cév a inhibuje jejich apoptézu cilenim na BCL2L11 (gen BIM) ( Liu et al., L
2018).

miR-27 se v hojné mife vyskytuje v burikach endotelu a silné vaskularizované tkani.
Inhibuje rast bunék endotelu ovlivnénim exprese genti Rb, SEMA6A a SEMAG6D, negativné
reguluje signalni drahy MAPK a VEGFR?2, a také muZze pfispivat k tvorbé aterosklerotickych
plakt ovilivnénim exprese MMP-13 (matrixova metaloproteinaza 13 / kolagenaza-3)
v téchto burikach (Bang et al., 2012, Chen WJ et al., 2012). Tato miR ovlivriovala apoptozu
endotelidlnich bunék v mysim modelu, kde jeji nizsi hladiny vedly ke zvySeni exprese FADD
(fas-associated protein with death domain) a aktivaci apoptézy bunék endotelu. Naopak
zvysSeni hladin inhibovalo progresi disekce aorty. NiZsi hladiny miR-27 byly nalezeny,
podobné jako v naSi praci, ve tkani pacienti s disekci aorty (Sun et al., 2019),
aneurysmatem abdominalni aorty (Plana et al., 2019), v plazmé pacienti s AAA i
subaneurysmaini dilataci (Torres-Do Rego et al., 2020) a také s ateroskler6zou
(Telkoparan-Akillilar et al., 2021). Zmény exprese miR-27 pozorované u vice typl

vaskularnich onemocnéni potvrzuji roli této miR v patogenezi cévnich chorob.

miR-24 hraje rovnéz dulezitou roli v angiogenezi a apoptéze bunék cévniho endotelu,
pfispiva ke vzniku kontraktilniho fenotypu bunék hladkého svalu cév a jeji hladiny v cévnim
endotelu srdce se zvySuji pfi ischemii a hypoxii (Bang et al., 2012)). Mezi jeji validované
cile patfi GATA2 (GATA-binding transcription factor 2), p21 aktivovana kinaza PAK 4
(GATA-binding transcription factor 2), RASA1 (RAS p21 protein activator 1) a gen H2AFX
(H2A histone family member X), které se podileji na biologickych procesech v endotelovych
burikach (Bang et al., 2012). Maegdefessel et al., 2015, ktery studoval miR-24
v aneurysmatické tkani zjistil, Ze hraje téz ddlezitou roli v zanétu cév, kde prostrednictvim
cilového genu Chi3I1 (chitinase 3-like protein 1) reguluje produkci cytokin(i v makrofazich i
Jejich pfezZivani, migraci bunék hladkého svalstva v aorté, produkci adheznich molekul
v burikach endotelu, a tim ovlivriuje progresi aneurysmat (Maegdefessel et al., 2015). Niz§i
hladiny aktivuji makrofagy a jsou prozanétlivé. Maegdefessel et al. 2015 nalezl sniZzené
expresni hladiny miR-24 a miR-27b u pacient( s AAA, podobné jako v naSi praci, s trendem
k niz8im hladinam u vét§ich aneurysmat. Také tkariova exprese Chi3l1 pozitivné korelovala
se zavaznosti onemocnéni. Jiang et al. 2013 nalezl signifikantné snizené expresni hladiny
miR-24 a miR-23 i v tkani intrakranidlnich aneurysmat ve srovnani s aneurysmatem

nezménénou tkani.
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Tato publikovand data podporuji hypotézu, Ze snizené expresni hladiny miR-23/27/24
dysrequluji angiogenezi, proliferaci bunék endotelu i hladkého svalu cév, jejich funkce i
apoptézu, a spolecné s prozanétlivym pusobenim prispivaji k patogenezi a progresi

abdominalniho aneurysmatu aorty.

NaSe prace testovala kompletni panel 2549 miRNA exprimovanych ve tkani aorty s a bez

aneurysmatickych zmén. Ve srovnani se zdravou tkani aorty jsme nalezli 6 odliSné

exprimovanych miR u malych aneurysmat a 162 u velkych aneurysmat, z nichZ 10 mélo

expresi vice jak dvojnasobné odliSnou. U miR-23/27/24, miR-193a a miR-30 byla jiz drive

publikovana spojitost s patologickymi zménami aorty, a nase zjisténi jsou ve shodé s témito
daty. Dale jsme identifikovali miR-203a, miR-3663, miR-365a a miR-4291, u kterych dosud

zmény hladin ve spojitosti s AAA publikovany nebyly. Pokud se v budoucnosti potvrdi jejich

role v progresi tohoto onemocnéni, mohly by se stat biomarkery a/nebo i mozZnym

terapeutickym cilem.
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8 Zaveér

Poslednich 40 let dominuji diagnostice kardiovaskularnich chorob proteinové markery a
stanoveni fady biochemickych parametrid. Nicméné pres jejich jednoznaény pfinos,
v nékterych oblastech dosud nejsou schopny zodpovédét vSechny klinické otazky.
S narUstajicim mnozstvim identifikovanych nekdédujicich RNA a pochopenim jejich role
v burikach i v patogenezi fady onemocnéni, vzrista snaha o vyuziti téchto molekul vedle
onkologickych onemocnéni také napfiklad u kardiovaskularnich chorob, a to jak pro
diagnostiku, tak pro stanoveni prognézy. S tim rovnéz bezprostfedné souvisi skute¢nost,
ze v poslednich 20 letech se staly dostupnymi metody pfesného stanoveni expresnich
hladin RNA, a to at’ jiz metody zalozené na principu real-time PCR, metody takzvanych
microarray ¢i metody sekvenace daldi generace. Vysledky vyzkumu nekddujicich RNA
dosud jesté nejsou hmatatelné v té podobé&, Ze by byly pfimo vyuzZity v klinické praxi,
nicméné fada identifikovanych molekul ma vlastnosti, které bychom oc&ekavali od
biomarker( pro kardiovaskularni choroby, a Ize predpokladat, Ze napfiklad v kombinaci s
jiz zavedenymi standardnim biomarkery dojde k vyuzZiti téchto potencialnich novych
biomarker( pro presnéjsi diagnostiku ¢i prognézu mnoha patologickych stavl, kde samotné
standardni markery nepostacuji Pro klinické vyuziti molekul mikroRNA ¢i IncRNA je, kromé
pochopeni jejich patofyziologické ulohy, klicové provadéni studii vyuzivajicich klinické
vzorky a testovani hypotéz jejich schopnosti diagnostikovat pozadované stavy
kardiovaskularnich chorob ¢i predikovat rizika. Tento vyzkum také pfinasi moznost
pochopeni dynamiky téchto molekul v krevni cirkulaci, a vhodnosti stanoveni expresnich
hladin v jednotlivych Casovych bodech patogeneze sledovanych kardiovaskularnich

onemocnéni.

Touto problematikou se zabyva i Ustav biologie LF UK v Plzni, kde byly ve spolupraci
s Biomedicinskym centrem a klinickymi pracovisti ziskany vysledky diskutované v této
disertacni praci. Zaméfili jsme se na hledani novych potencialnich biomarkert ze skupiny
mikroRNA. Soustfedili jsme se na oblast kardiovaskularnich onemocnéni, které diky své
vysoké incidenci, prevalenci, chronicitt a svému vedoucimu postaveni v Cetnosti
hospitalizaci i v pfi€inach umrti, pfedstavuji velkou zatéz jak pro pacienty, tak i cely

zdravotni systém.

Nalezli jsme mikroRNA, které by se mohly stat jednim z prediktivnich biomarkerd mortality
u pacientd s chronickou ICHS. Signifikantné snizené hladiny miR-1, miR-133, miR-223,

miR-126 a miR-19a (doIni kvartil) u téchto stabilizovanych chronickych pacientu
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v sekundarni prevenci po prodélané KV pfihodé, od niz uplynulo nejméné pul roku, byly
spojené se zvySenym pétiletym rizikem celkoveho i kardiovaskularniho umrti. Po zaclenéni
vSech sledovanych miR spolu s dalSimi proménnymi do regresniho modelu, pouze snizené
hladiny miR-19a byly u pacientl s chronickou ICHS prediktorem umrti (HRR: 3,00). Proto
ma tato mikroRNA ze v8ech sledovanych miR nejvétsi potencial vyuziti jako marker pétileté

mortality.

Zjistili jsme na souboru pacientl s AIM, Zze i miR-499 ma potencial stat se prediktivnhim
markerem zvySeného rocniho rizika umrti po této akutni pfihodé. VSichni pacienti ve
skupiné zemfelych do jednoho roku méli vysoké hladiny miR-499 zaroven spole¢né
s vysokymi hladinami standardniho markeru NTproBNP (nad 891.5 ng/l). Pozorovali jsme
signifikantni pozitivni korelaci mezi expresnimi hladinami miR-1, miR-133a, miR-499 a
hsTnT a zaroven negativni korelaci vSech tfi miR s ejekéni frakci levé komory (EFLK) ve
vzorcich odebranych 24 hodin po pfijeti pacientl do nemocnice. Mediany relativnich
expresnich hladin v8ech tfi miR byly vy8Si ve skupiné zemfelych ve srovnani s prezivSimi
pacienty, tento rozdil vSak nedosahl statistické vyznamnosti, pravdépodobné z diivodu

nizkého poctu pacientl v jedné z porovnavanych skupin (N=6).

U téze miR-499 jsme nalezli potencial stat se i diagnostickym markerem u pacient(
se syndromem obstrukéni spankové apnoe (OSAS), syndromem spojenym s vysokou
incidenci kardiovaskularnich onemocnéni, kde opakované epizody hypoxie a hyperkapnie
pFispivaji k rozvoji a progresi KV onemocnéni, a naopak KV onemocnéni zhorSuji pribéh
OSAS. Expresni hladiny miR-499 byly u pacientd s OSAS signifikantné zvySené ve

srovnani s kontrolni skupinou.

V ramci vyzkumu stanoveni dynamiky progrese abdominalniho aneurysmatu aorty jsme
identifikovali panel mikroRNA dysregulovanych ve tkani aorty zménéné abdominalnim
aneurysmatem. U malych aneurysmat (s primérem do 5 cm) bylo ve srovnani
s nepostizenou tkani nalezeno 6 miR se zménénou expresi (MiR-7158-5p, miR-658, miR-
517-5p, miR-122-5p, miR-326 a miR-3180), zatimco u velkych aneurysmat bylo nalezeno
162 miR, z celkového poctu 2549 porovnavanych miR. V8echny miR nalezené u malych
aneurysmat byly zménéné i u velkych aneurysmat, a to ve stejném sméru. U velkych
aneurysmat mélo expresni hladiny zménéné vice jak dvakrat celkem deset miR: miR-23a-
3p, miR-24-3p, miR-27a-3p, MmiR-27b-3p, MiR-30d-5p, miR-193a-3p, miR-203a-3p, miR-
365a-3p, miR-4291 a miR-3663-3p, vSechny s vyjimkou miR-3663-3p byly snizené.
Potvrdili jsme tak dysregulaci rodiny miR-23/27/24, miR-193a a miR-30 u aneurysmat, ktera
byla jiz dfive zmifovana v publikacich, a nalezli dosud nepublikované dysregulace u miR-
203a, miR-3663, miR-365a a miR-4291.
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Nové biomarkery pfedstavuji jednu z moznosti jak zlepSit diagnostiku KV onemocnéni,
zpresnit odhad KV rizik a v neposledni fadé pfispét k personalizaci 1é&by. Nalezli jsme
potencialni biomarkery ze skupiny mikroRNA, molekul, které jsou nyni v centru zajmu pravé
pro jejich velkou pravdépodobnost stat se novymi diagnostickymi, prediktivnimi a

prognostickymi markery, a nasledné i cilovymi molekulami v terapii.
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9 Nejvyznamnéjsi vysledky

e U pacientu s akutnim infarktem myokardu jsme identifikovali miR-499 jako potencialni
biomarker, ktery by v kombinaci se standartnim proteinovym markerem NTproBNP
mohl slouzit jako prognosticky marker mortality.

e Ve vzorcich plazmy pochazejicich od pacientd s akutnim infarktem myokardu jsme
nalezli silnou pozitivni korelaci expresnich hladin miR-1, miR-133 a miR-499 s hsTnT a
s NTproBNP a negativni korelaci s EFLK.

e U stabilizovanych pacient s chronickou ICHS s minimalné palroénim odstupem pro
prodélané kardiovaskularni pfihodé jsme identifikovali miR-19a jako potencialni
prognosticky marker mortality.

e U pacientl se syndromem obstrukéni spankové apnoe jsme nalezli kardiospecifickou
mMiR-499, jejiz zvySené expresni hladiny jsou spojovany s podkozenim myokardu, jako
potencialni diagnosticky marker.

e V tkani aneurysmat pochazejicich od pacientl s abdominalnim aneurysmatem aorty
jsme ve srovnani s nepoSkozenou aortalni tkani nalezli panel dysregulovanych
mikroRNA. U malych aneurysmat jsme identifikovali 6 miR a u velkych aneurysmat 162
mMiR se zménénou expresi. Zménéné hladiny miR-203a, miR-3663, miR-365a a miR-

4291 nebyly dfive publikovany.
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