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Nézov diplomovej prace: miRNA jako diagnostické markery v revmatologii po

terapii glukokortikoidy

MikroRNA (miRNA) st triedou nekddujucich RNA, ktoré hraji dolezitu ulohu
v modulécii expresie mnohych génov na post-transkripénej trovni. Ich dysregulacia
prispieva k mnohym ochoreniam imunitné¢ho systému, vratane reumatoidnej artritidy,
systemového lupusu erythematosus a systémovej sklerodermie.

Tato praca predstavuje zhrnutie doterajSich poznatkov o funkcii miRNA v
patogenéze tychto chorob a vysledky boli ziskané pomocou preskimania odbornej
literatiry v biomedicinskej databdze PubMed.

NajprespektivnejSie sa u reumatoidnej artritidy javia miR-16, miR-21, miR-146a,
miR-150 a miR-223. U lupusu svoje uplatnenie ako biomarkery pravdepodobne najdu
miR-148, miR-126, miR-21, miR-155, miR-125a a miR-146. Systémova sklerodermia
je zatial najmenej preskimand choroba z tychto troch a unej sa zatial' najviac vie o
miR-29.

Kedze oblast’ vyskumu miRNA ako diagnostickych biomarkerov je zatial stale len na
zaCiatku, je pravdepodobné, Ze postupom cCasu pribudnu d’alSie miRNA, ktoré nam
pomdzu viac objasnit’ patogenézy jednotlivych chordb a zaroven sa stani beZnou

sti€astou diagnostiky a mozno neskor aj klinickej praxe.



Abstract
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Title of diploma thesis: miRNAs as diagnostic markers after treatment with

glucocorticoids in rheumatology

MicroRNAs are important class of non-coding RNAs that play important role in
modulation of expression of multiple genes at a post-transcriptional level. Their
deregulation contributes to many immune disorders including rheumatoid arthritis,
systemic lupus erythematosus and systemic sclerosis.

This thesis represents the most recent knowledge about functions of microRNAs in
pathogenesis of these disorders and results were obtained by review of scientific
literature published on PubMed database.

The most perspective microRNAs in rheumatoid arthritis seem to be miR-16, miR-21,
miR-146a, miR-150 a miR-223. In lupus miR-148, miR-126, miR-21, miR-155, miR-
125a a miR-146 will probably find their useage as biomarkers. Systemic sclerosis is less
examined diseases and we know most about miR-29 in the disease.

Since the research of microRNA as diagnostic biomarkers is only at the beginning, it
i1s most likely, that with the time there will be more and more of new microRNAs
helping us clarify pathogenesis of each disorder. We can suppose that these microRNAs
will become common method of diagnostic and maybe later will even find their place at

everyday clinical practice.
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1. Zoznam skratiek

3°-UTR — 3¢ neprekladana oblast’

ACPA — protilatky proti cyklickému citrulinovému peptidu
ACR — Americka reumatologicka spolo¢nost’

ADAR — gén kddujuci dvojretazcova RNA-Specificku adenozin deaminazu
Ago — rodina Argonautovych proteinov

BMP — kostny morfogeneticky protein

CDK-2 — cyklin dependentnd kinaza 2

cDNA — komplementarna DNA

CR1 — komplementovy receptor typu 1

CTGF - faktor rastu spojivového tkaniva

CTLA4 — cytotoxicky —lymfocyt asociovany protein 4
DGCRS — gén kodujici podjednotku mikroprocesorového komplexu
DMARD - chorobu modifikujuce anireumatické lieky
DNMT1/3b — DNA methyltransferaza 1/3b

ECM - extracelularna matrix

elF4 - eukaryoticky iniciacny faktor 4

ERo/pB — estrogénne receptory o/

EULAR — Eur6pska liga proti reumatizmu

GK - glukokortikoid

HLA — l'udsky leukocytarny antigén

hnRNP Al — heterogénny jadrovy ribonukleoprotein Al
IFN — interferon

IgG/M/A — imunoglobulin G/M/A

IL-1/6/7/12 — interleukin 1/6/7/12

IRAK1 — IL-1 receptor asociovana kinaza 1

LN — lupusova nefritida

MCP-1 — monocytovy chemoatraktant 1

mRNA — mesengerova RNA

miRISC — miRNA-induced silencing complex

miRNA — mikro RNA

MMP-1 — matrixovéa metaloproteinaza 1

NF-«xB - nuklearny faktor kappa B



NSA — nesteroidné antireumatika

p53 — nadorovy protein

p68/72 — RNA helikazy

PABP1 - proteiny viaztice sa na poly(A) koniec

PACT — dvojretazcovy RNA viazuci protein

PAGE — polyakrylamidova gélova elektroforéza

PBMC — mononukledrne bunky periférnej krvi

PDCD4 — programmed cell death protein

PTPN22 — protein tyrozin fosfataza, nereceptorovy typ 22
RA — reumatoidna artritida

RASF — synovialne fibroblasty u reumatoidnej artritidy
RASGRP-1 — RAS guanyl uvoliiujuci protein

RF — reumatoidny faktor

RT-PCR — kvantitativna polymerdzova retazova reakcia
SF — synovialne fibroblasty

SHIP-1 — Src homology 2-containing inositol phospatase 1
SLE — systémovy lupus erythematosus

SLICC - klasifika¢né kritéria pre systémovy lupus erythematosus
SNP — jednonukleotidovy polymorfizmus

SSc — systémova sklerodermia

STAT-3/4 — signalovy presnaSac a aktivator transkripcie 3/4
TCR — T bunkovy receptor

TF — transkripcny faktor

TGEFp — transformujuci rastovy faktor 8

TLR — toll like receptor

TNF — faktor nadorovej nekrozy

TRAF1/6 — TNF receptor asociovany faktor 1/6

TRBP - the human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding
protein

TUT-4 — termindlna U transferdza 4

VEGF - vaskularny endotelovy rastovy faktor

XIAP — X-viazaci protein inhibujuci apotdzu

XPOS5 —xportin 5
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2. Uvod a ciel prace

MikroRNA je skupina kratkych, nekodujucich RNA, ktora bola objavena roku 1993
skupinou vedenou dr. Ambrosom a jeho tymom. Od toho roku sme sa o miRNA vela
dozvedeli, napriklad akt ulohu zohravaja v post-transkripcnej ¢i epigenetickej regulacii,
akym mechanizmom sprostredkuju utiSenie transkripcie génov do proteinov ¢i aké
d’alSie proteiny su pre spravnu funkciu miRNA potreba. No vela zostava aj
neodhaleného.

Mnoho §tudii sa venovalo tejto problematike a bolo zistené, Ze pri rdznych chorobéch
dochadza k zmene expresné¢ho profilu miRNA, ¢o viedlo k zaveru, ze miRNA mdzu
prispievat’ k patogenéze jednotlivych ochoreni. Medzi tieto ochorenia patri okrem iné¢ho
aj reumatoidna artritida, systémovy lupus erythematosus ¢i systémova sklerodermia (9)
—(33).

Této praca sa teda bude venovat’ jednotlivym autoimunitnym ochorenia spominanym
vysSie, so zameranim na ich patogénezu (kde je to mozné) a terapiu glukokortikoidmi
(1) = (7). Dalgia ¢ast bude sustredena na mikroRNA — ich definiciu, ilohu, sposoby
regulacie a detekcie (8). Posledna cast’ sa bude zaoberat’ konkrétnymi mikroRNA
u jednotlivych ochoreni - ak tlohu zohravaji v ich patogenéze, ako sa menia ich
hladiny v priebehu choroby a ¢i by sa v budiicnosti mohli pouZzivat’ ako biomarkery pri
diagnostike, pripadne ¢i by sa mohli uplatnit’ ako nové terapeutické ciele u tychto
ochoreni (9) — (33). Spomenieme tieZ jednonukleotidové polymorfizmy a ako mdzu
vplyvat’ na expresiu miRNA a nasledne procesy s tym suvisiace (19)(27). Posledna cast’
sa venuje problematike glukokortikoidov a miRNA, a to konkrétne ako ich podavanie
modze menit’ hladiny miRNA v konkrétnych bunkach atieZz ako by poznanie tohto
mechanizmu mohlo ovplyvnit pacientov trpiacich tymito ainymi ochoreniami
v budtcnosti (34).

Reumatoidna artritida, systémovy lupus erythematosus a systémova sklerodermia st
v celku dobre prebadané ochorenia, no stale o nich nevieme vsetko. Nepozname tplne
presné mechanizmy patogenézy a teda nie v kazdom pripade sa nam dari lie€it’ pricinu
choroby. Taktiez suCasne pouZzivanie lie¢iva nemaju vzdy oCakavany efekt a variabilita
vo vysledku ujednotlivych chordb a pacientov je c¢asto vysokd. Prave miRNA
poskytuju o nieco SirSie pochopenie vzniku konkrétnych chordb a predstavujii naddejne
biomarkery, ktor¢ by v budlicnosti mohli pomoct s rychlejSou a presnejSou

diagnostikou, ktord je u tychto ochoreni ¢asto vel'mi dolezita. Taktiez je mozné, Ze by sa
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dali pouzit’ na sledovanie progresu choroby a monitoring terapie. V neposlednom rade
by sa miRNA mohli uplatnit’ ako nové terapeutické ciele u urcitej Casti pacientov.

Ciel'om tejto prace je teda zhrnut’ doterajSie poznatky o mikroRNA ako celku a o ich
vyuziti ako pravdepodobnych diagnostickych a prognostickych biomarkerov

u reumatoidnej artritidy, systemového lupusu erythematosus a systémovej sklerodermie.
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3. Metodika prace

Pri spisovani tejto diplomovej prace som pouzivala predovsetkym vol'ne dostupnu
biomedicinsku databazu PubMed.

Informacie som hladala podl'a kombinacie nasledujucich kI'acovych slov za pouzitia
booleovskych operatorov AND a OR: miRNA, diagnostic biomarker, rheumatoid
arthritis, lupus erythematosus, systemic sclerosis, rheumatology a autoimmunity.

V prvom rade som hl'adala prehl'adové clanky vybranim slova REVIEW v koldnke
»article types* za poslednych 10 rokov. Pre jednotlivé kombinacie som nasla

nasledujuci pocet odkazov:

- 23 odkazov pre kombiniciu: miRNA AND diagnostic biomarker AND
rheumatoid arthritis,

- 15 odkazov pre kombinaciu: miRNA AND diagnostic biomarker AND lupus
erythematosus,

- 12 odkazov pre kombinaciu: miRNA AND diagnostic biomarker AND systemic
sclerosis,

- 20 odkazov pre kombindciu: miRNA AND diagnostic biomarker AND
rheumatology,

- 25 odkazov pre kombindciu: miRNA AND diagnostic biomarker AND

autoimmunity.

Po preStudovani abstraktov som si vybrala najlepSie prehladové clanky pre
nasStudovanie problematiky mojej diplomovej préace.
Detailné informacie som pomocou databaze PubMed vyhladavala rovnakym

sposobom, no bez pouzitia slova REVIEW.
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4. Teoreticka cast’

3.1 Reumatoidna artritida
3.1.1 Definicia a zakladné priznaky

Reumatoidnd artritida (RA) je chronické, autoimunitné, zapalové ochorenie, ktoré
zasahuje hlavne synovialnu vystelku kibov, §liach a mazovych vackov. Prejavuje sa
chronickou polyartritidou a naslednym vznikom kibnych destrukcii (1). Kiby su
opuchnuté a bolestivé v pokoji aj pri pohybe. Rano po prebudeni st kiby stuhnuté a tento
stav moze trvat’ aj niekol’ko hodin. U &asti pacientov tieZ narastaju v okoli kibov alebo vo
vnutornych organoch reumatoidné uzly. V tazsich pripadoch sa objavuju znadmky
vaskulitidy. Postihnuté sti hlavne malé kiby na rukach a nohach. U visiny pacientov st
pritomné mimokibne i systémové priznaky (2).

RA sa vyskytuje takmer na celom svete. Prevalencia sa pohybuje v intervale od 0,3 do
2,1% s priemerom okolo 0,8%. Priblizne trikrat ¢astejSie si postihnuté Zeny. Ochorenie
sa zadina prejavovat’ v tvrtej az piatej dekade Zivota. Castejsie sa vyskytuje u pribuznych
L. stupnia, hlavne medzi matkou a dcérou alebo medzi Zzenskymi surodencami. Heritabilita

sa pohybuje medzi 40 — 60% (1).

3.1.2 Etiologia a patogenéza

P6vod tohto ochorenia nie je znamy. Je vSak znadme, Ze na udrZiavani chronického
zépalu sa podielaji B lymfocyty, T lymfocyty, makrofagy, synovidlne fibroblasty
a neutrofilné leukocyty. Svoj podiel zohrava aj aktivita imunitného systému na periférii,
ktora je hlavnou pri¢inou mimokibnych manifestacii RA (1).

Zakladnym patologickym znakom tohto ochorenia je rast zapalového tkaniva vo vnutri
kibu, ktora svojim destruktivnym pdsobenim vyvolava poskodenie chrupavky a naslednu
aktivaciu osteoklastov, ktorej dosledkom je odburavanie kosti a vznik typickych prejavov
RA (1).

Existuje urcitd vrodena nachylnost’ k RA. NajdlhSie je znamy vzt'ah k polymorfizmu
HLA-DRBI. Dalsou molekulou, ktora ma vplyv na vznik RA je PTPN22, gén, ktory
koéduje proteinovi tyrosinfosfatasu Specificka pre lymfoidné bunky. T4 ma za nasledok
neschopnost’ tlmit’ niektoré vlastnosti T a B lymfocytov. Medzi d’al§ie molekuly, ktoré
su asociované s RA patri gén kodujiici TRAF-1, C5 komplement, CTLA-4 a STAT-4 (1).

Pre RA su charakteristické su reumatoidne faktory (RF) a protilatky proti citrulinovym

peptidom (ACPA) (1).
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RF je protilatka (vdacSinou IgM, ale existuju aj IgG, IgA a IgE) proti Fc fragmentom
IgG. Pre RA je dolezita predovsetkym tvorba RF v kibnom tkanive. Tam vznikaji
imunokomplexy, ktoré vedu k aktivacii komplementovej kaskady. Produkty aktivacie
komplementu mozu vyvolat’ chemotaxiu makrofagov, neutrofilov a lymfocytov do kibnej
dutiny. Tiez dochadza k spojeniu jednotlivych IgG RF ak vzniku tzv. vzajomne
spojenych imunokomplexov, ktoré maji vyrazné patologické vlastnosti v synovidlnom
tkanive (1).

ACPA protilatky st vysoko Specifické pre RA. Dnes sa najcastejSie detekuju ako
protilatky proti cyklickému citrulinovanému proteinu (anti-CCP), ale existujé ich viac
druhov. Pritomnost’ a mnozsto ACPA protilatok je asociované so zavaznejSim vyvojom
choroby (1).

Pritomnost’ cytokinov v reumatoidnom kibe prispieva k patologickym zmenam. Hlavny
dovod je nerovnovaha medzi prozapalovymi cytokinmi (TNFa, IL-6 a IL-17, RANKL
alL-1) aich inhibitormi. Neutralizaciou tychto cytokinov je mozné znizit' neziaduce

ucinky ich nadprodukcie a tak prospesne pdsobit’ na potlacenie zapalu (1).

3.1.3 Klinicky obraz

Klinické prejavy RA u jednotlivych pacientov sa liSia. Menej Casté su pripady s l'ahkou
synovitidou a rannou stuhlostou. Vo vécsine pripadov sa RA manifestuje ako zdvazna
artritida s rychlou destrukciou kibov a mimoklbnymi priznakmi (3).

Medzi typické priznaky RA patri ranna stuhlost’ a bolestivost zasiahnutych kibov,
najcastejSie metakarpofalangealnych, proximalne interfalangealnych a radiokarpalnych
kibov. Zasiahnutie vi¢sich kibov naznaGuje vaznejsi priebeh ochorenia. Chronicky zapal
tychto kibov Gasto vedie k destrukcii kibov, vzniku deformit, obmedzeniu pohyblivosti az
ankyloze (4).

Specifickym prejavom mimokibnych priznakov si reumatoidné uzly, ktoré sa
vyskytuji u 20 — 30% jedincov postihnutych touto chorobou, hlavne vSak u tych, ktori
vykazuju pozitivitu na RF (5). Su to nebolestivé podkozné uzliky s roznou velkostou,
vyskytujuce sa hlavne v okoli postihnutych kibov ale aj rozne inde na tele (2).

Casté byva postihnutie svalov, ktoré mozu byt hypotrofické az atrofické a tiez u nich
klesa svalova sila. Objavuje sa tiez tenosynovitida, hlavne v oblasti rak a zapéasti. Rupttra
$liach méze viest az k vyvoju deformit. V okoli kibov sa tiez objavuje burzitida (1).

Vyskytuju sa aj oéné problémy, hlavne suché keratokonjunktivitida. Ostatné ocné

manifestacie su vel'mi zriedkavé (4).
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Reumatoidna vaskulitida sa objavuje v dvoch formach — neurologickej (prejavuje sa
ako senzorické neuropatia) a koznej (objavuje sa purpura, vredy ¢i nekroza tkaniva) (2).

Pltca byvaju postihnuté hlavne pleuritidou, menej ¢asé st diftzna plicna fibroza,
reumatoidne uzliky, Caplanov syndrom ¢i obliterujica bronchiolitida (4).

NajcastejSim kardiadlnym priznakom je perikarditida, no objavit’ sa mozu aj choroby
sposobené nasledkom vaskulitidy, amyloiddzy, valvulitidy a fibrozy (1).

U pacientov s RA sa tiez castejSie vyskytuju hemtologické abnormality, Feltyho
syndrom a difuzna osteopordza. Objavit sa moze aj sekundarna amyloiddza, rézne

infek¢né ochorenia ¢i nadory (1).

3.1.4 Diagnostika

Kritéria z roku 1987 (1) neboli vhodné pre diagnostiku zacinajucich foriem choroby
(pri ich tvorbe boli hodnoteni pacienti s dlhym trvanim choroby) a preto boli vypracované
nové¢ klasifikacné kritéria, ktoré sluzia hlavne na identifikéciu pacientov
s nediferencovanou zapalovou artritidou, predovsetkym tych, u ktorych je ochorenie len
kratko (1).

Tieto kritéria su zaloZzené na klinickej identifikacii synovitidy aspoii v jednom kibe,
ktorej pritomnost’ nie je mozné vysvetlit’ inym ochorenim. V tom pripade sa aplikuje
skorovaci systém, ktory hodnoti parametre ako: pocet postihnutych kibov, ich velkost,
pritomnost’ RF alebo ACPA, trvanie choroby, ¢i pritomnost’ zvySenych hladin proteinov
akutnej fazy. Ochorenie je klasifikované ako RA, ak dosiahne skore najmenej 6 bodov

z 10 (1).

Tab. 1: Nové ACR/EULAR Kklasifikacné kritéria pre diagnézu reumatoidnej artritidy

Kiby (0-5 bodov)

1 stredny — velky kib 0
2 — 10 strednych — velkych kibov 1
1 — 3 malé kiby rak/n6h alebo zapistia 2
4 — 10 malych kibov rak/néh alebo zapistia 3

> 10 (aspon 1 z ruk/noh alebo zapéstia)
Sérologia (0-3 bodov)
RF a ACPA oba negativne 0

aspon jeden z RF a ACPA nizko pozitivne 2

aspon jeden z RF a ACPA vysoko pozitivne 3
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Trvanie symptomov (0-1 bod)

<6 tyzditov 0

> 6 tyzdiov 1

Reaktanty akutnej fazy (0-1 bod)
normalne CRP a FW 0
abnormalne CRP a/alebo FW 1

Prevzaté z: Pavelka K. et al. Revmatologie (2012)

3.1.5 Terapia

Liecba ma byt komplexna, zahrilujica poucenie pacienta o povahe choroby,
rezimovych opatreniach, ktoré by mal pacient dodrziavat, dalej o fyzikdlnej
liecbe, rehabilitacii ¢i uzivanych lieCivach a pripadne o moznosti chirurgickej liecby (4).

Farmakologicka lie¢ba zahriiuje nasledujuce skupiny lieciv:

Nesteroidné antireumatika — vyuzivany je protizapalovy, analgeticky i antipyreticky
ucinok tychto latok. NSA blokuju cyklooxygenazu, ktorda premieia Kkyselinu
arachidonovii na zépalové prostaglandiny (3). Pri liecbe tymito latkami ide o lieCbu
symptomaticki — nepotlacuju aktivitu choroby, proteiny akutnej fazy ani progresiu RA
(6). Pouzivaju sa najma diclofenac, ibuprefen, naproxen a d’alSie. NSA maji aj vela
naziaducich ucinkov medzi ktoré patri gastrotoxicita (hlavne vznik Zaludo¢nych ¢i
duodenélnych vredov), porucha zrdzania krvi, bronchospazmy, kardiovaskuldrne
NSA po ¢€o najkratSiu potrebn dobu (4).

Chorobu modifikujuce lieky reumatoidnej artritidy DMARDs — terapia DMARDs by
mala byt’ zahdjend v momente stanovenia diagnozy RA. Ak sa oakavany efekt nedostavi
do troch mesiacov, liecba by mala byt zmenend. Je mozné zamenenie lieCiva za iné
DMARD alebo kombinacia s jednym d’alSim DMARD, popripade s glukokortikoidmi.
Terapia je dlhodoba a mala by byt pravidelne kontrolovana. Pri dlhodobej remisii je
mozne znizit' davky alebo predizit’ davkovacie intervaly. Prvym podavanym DMARD by
mal byt methotrexat (s kyselinou listovou 1 x za tyzden). V pripade kontraindikacii (KI)
alebo neznaSanlivosti je moZzné pouzit leflunomid ¢i sulfasalazin, v Specifickych
pripadoch aj hydroxychlorochin a cyklofosfamid (1). Liecba DMARDs je spojena
s mnohymi neZiaducimi u¢inkami ako myelotoxicita a hepatotoxicita (7).

Biologické lieciva st indikované v pripade, Ze zlyhala liecba pomocou DMARDs.

V tom pripade sa pridava do kombinacie jeden z antagonistov TNF ako napriklad
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etanercept, adalimumab ¢i infliximab alebo jedno z d’alSich biologickych lieciv,
konkrétne abatacept, rituximab, tocilizumab, tofacitinib alebo baricitinib. Tato liecba je
tiez spdta s neziaducimi ucinkami, z ktorych najzévaznejsi je zvySeny vyskyt infekcii,
ktory moze spdsobit’ aktivaciu latentnej TBC. Preto je dolezité pred zahdjenim
biologickej lieCby absolvovat’ vySetrenia na tito chorobu a v pripade pozitivity preliecit
pacienta isoniazidom (2).

Podl'a najnovsich doporuceni EULAR st glukokortikoidy (GK) indikované stucasne
s nasadenim DMARDs alebo pri ich zmene. Zdoraziiuje sa kratkodobost’ podania (do 3
avelmi vynimo¢ne do 6 mesiacov) anie je definovand davka, pretoze niekolko
klinickych $tudii ukazalo prospech kratkodobo podavanych strednych davok GK (7,5 —
30 mg prednisonu denne). Okrem rychleho ovplyvnenia aktivity RA a premostenia doby
do néstupu u¢inku DMARDs, ma kratkodoba liecba GK aj tzv. Struktiru modifikujici
efekt a prispieva k spomaleniu progresie. Vo vSeobecnosti by mala byt lie¢ba ¢o
najkratSia, v pripadoch kde nejde vysadit’ GK tplne by nemalo byt prekrocenych 5 mg,
ktoré pomdhaju udrziavat klinickih remisiu a zaroven zachovavaju prevahu
potenciondlneho prospechu nad neziadicimi uc¢inkami, ktorych je u GK mnoho. Napriek
tomu, Ze neexistuju priame Stadie dokazujuce vplyv intraartikuldrneho podania na
Strukturalnu progresiu, mal by byt’ tento pristup zékladom intenzivnej lie¢ebnej stratégie.
Cielena intraartikularna aplikacia GK je v potladeni zapalovej aktivity kibov aginnejsia
neZ intramuskularne podanie, vzhl'adom k prevazne lokdlnemu posobeniu je s niz§im
rizikom neziadicich ucinkov anaviac v kombinacii s intenzivne vedenou konven¢nou
liecbou vykazuje lepsi klinicky efekt (7). Intraartikularne sa pouziva triamcinolon
hexacetonid alebo betametazén. Dlhodobé podavanie GK mdze mat’ pocetné neziaduce
prejavy apreto je dolezit¢ pravidelné vySetrenie kostnej denzity a tiez dostato¢na
suplementécia vapnikom (1500 mg) a vitaminom D (400-800 IU) (1).

U pacientov s nestlmitelnou bolestou alebo s vyraznym obmedzenim pohybu je
indikované chirurgicka lieCba. Ako docasné rieSenie sa pouziva synovektdmia (podanie
aktivneho izotopu ytria do kibu, ktoré vedie k nekroze synovialnej vystelky), ktora vsak
nevedie k zdsadnému spomaleniu destruktivneho procesu v danom kibe. Celkové nahrady
kibov sa robia predovietkym na bedrovych akolennych kiboch, zriedkavejsie na
ramennych ¢i laktovych. V oblasti karpalnych kosti je niekedy je nutné pristapit
k artrodéze, ktora fixuje kib vo vyhodnej polohe a tym odstraiiuje bolest’ (1).
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3.2 Systémovy lupus erythematodes
3.2.1 Definicia a zakladné priznaky

Systémovy lupus erythematodes (SLE) je autoimunitné zapalové ochorenie postihujice
takmer vietky dolezité organy tela, ale hlavne kozu, kiby, kardiovaskularny systém,
oblicky, centralny nervovy systém a pltica. Je pre neho charakteristicka hyperaktivita B-
lymfocytov, ktord vedie k tvorbe autoprotilatiek, prevazne orgdnovo nespecifickych,
ktoré moézu poskodzovat bunky priamo alebo moézu vytvarat cirkulujice
imunokomplexy, ktoré nasledne sposobuju zapal v roznych Castiach tela (1) (4).

K Castym prejavom akutneho vzplanutia SLE patri horucka, unava ¢i ubytok na vahe.
Pre chorobu je typické striedanie remisii a relapsov. SLE moéZe vyustit az do zlyhania
postihnutého organu a pre zavaznu formu choroby je typicka vyznamna mortalita (1).

Vyskyt SLE sa vyznamne li§i v zavislosti na etnickom pdvode obyvatel'stva
a geografickej polohe. Prevalencia sa pohybuje od 36,2 u bielej rasy cez 90,6 (Azia) az
po 206/100 000 Zien u obyvatel'stva afrického pévodu v oblasti Karibského mora (1).

SLE je asi desat’ az dvadsatkrat CastejSie u Zien nez u muzov. VacSina pacientov je
postihnutd chorobou vo veku 15 az 40 rokov. Vo vysSej vekovej kategorii rozdiely

v pocte postihnutych Zien a muzov klesaja (1).

3.2.2 Etiologia a patogenéza
SLE je z hladiska patogenézy organovo neSpecifickym autoimunitnym ochorenim.
Jednotny mechanizmus etiopatogenézy SLE nie je znamy. Na jej vzniku sa podiel'a vel'ké
mnozstvo faktorov a iba mald Cast’ z nich je v sucasnosti uspokojivo popisand. To vedie
k predpokladom, Ze nejde o chorobnu jednotku, ale o syndrom (1).

Dedi¢né vplyvy bezpochyby zohrdvaji ulohu v rozvoji SLE. Tato skutocnost’ je
podporovand viacerymi Stadiami, ktoré popisali zvySenu incidenciu HLA-DR2, HLA-
DR3 a HLA-DQwI urdéznych etnickych skupin so SLE. Lupus sa vyskytuje CastejSie
i u jednovajeénych a dvojvajeénych dvojéiat a v rodinach. Dalej bola zistena tiez
asociacia s vrodenym deficitom réznych komponentov komplementového systému
a mnozstvom d’al§ich génov, popripade ich absenciou. Panuje vSak v§eobecny konsenzus,
ze SLE je polygénne podmienena choroba a Ze prinos hereditarnych faktorov je velmi
komplexny. Sthrn genetickych faktorov a vplyv vonkajSich faktorov (viry — retroviry,

herpetické viry ¢i EBV alebo tiez ultrafialové svetlo) prispieva k manifestacii choroby

(D).
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Diskutuje sa tiez vplyv poruchy apoptozy, ktora pravdepodobne suvisi s poruchou
fagocytdzy a Casto pritomnou deficienciou komplementu (C3, C4 a Clq), ktory sa
podiel'a na odstranovani apoptického materidlu. Takto st niektoré pdvodne
vnutrobunkové epitopy fosfolipidov a nukleozomov vystavené pdsobeniu IS, Co vedie
k vzniku autoreaktivnych buniek. To nasledne sposobuje nadmernii tvorbu
imunokomplexov, ktoré komplementovo deficitny organizmus nezvladda a dochadza tak
k ich usadzovaniu v tkanive a rozvoju orgdnového postihnutia. Takto zasiahnuti jedinci
nie su schopni reagovat patrinymi mechanizmami v situdcii so zvySenou bunkovou
apoptozou, ako su napriklad virové infekcie (1).

Pozornost’ je venovana vplyvu pohlavnych horménov, hlavne estrogénu a prolaktinu,
ktorého zvySenie je pritomne az u jedenej tretiny pacientov s SLE a ktory nepochadza len
z hypotyzy ale aj z mononuklearnych buniek v periférnej krvi (1).

Choroba je charakteristickd hyperfunkciou B lymfocytov, ktoré produkuju velké
mnozstvo organovo nespecifickych protilatok. Na zaciatku ochorenia pravdepodobne
prevlada polyklondlna aktivacia B lymfocytov, neskor sa prejavuje autoantigénom
stimulovand expanzia a aktivacia. Autoreaktivne klony T lymfocytov su za normalneho
stavu eliminované niekol’kymi cestami, no u SLE vSak tato eliminacia zlyhava (1).

Dalsou typickou charakteristikou choroby je pritomnost  cirkulujicich
imunokomplexov, ktoré sa ukladaji v tkanivach, hlavne v cievnej stene. Ich depozicia
vyvolava kaskadu dejov, ktoré ustia az do tkanivového poskodenia. Studie u pacientov
s geneticky kdédovanou poruchou komplemetového systému vedie k nazoru, Ze u SLE ma
hlavnu rolu porucha odstraiiovania imunokomplexov z organizmu. To sa zrejme deje
redukciou poctu CRI receptorov na erytrocytoch, ktoré sa fyziologickych podmienok
transportuju opsonizované komplexy do pecene asleziny k d’alSiemu spracovaniu
fagocytmi (1).

U pacientov s SLE existujt dve =zakladné kategdérie abnormalit v rdmci
komplementového systému. Na jednej strane ide o hypokomplementémiu (geneticka —
deficit Clq a ziskana) a na strane druhej o protilatky (proti Clq a C3) namierené proti

jednotlivym proteinom komplementového systému (1).

3.2.3 Klinicky obraz
Klinické prejavy SLE mo6zu byt’ bud’ celkové alebo lokalizované, ktoré vychadzaji zo
zasiahnutia jednotlivych organov (5). Priznaky byvaju velmi mnohotvarne, takze si

ochorenie vyslizilo nazov ,magna simulatrix“. Chorobu c¢asto doprevadza
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neznaSanlivost’ slne¢ného ziarenia, vypadavanie vlasov ale tiez celkové kice ¢i bolestivé
zdurenie uzlin. Zo subjektivnych priznakov sa prejavuje zvySend unavenost, nadmerné
potenie, artralgia a myalgia. Pacienti prichadzaju k doktorovi pre pretrvavajuce vysoké
hodnoty sedimentacie erytrocytov ¢i nevysvetliteIn1 pretrvavajucu anémiu, leukopéniu
alebo trombocytopéniu. NajcastejSimi prvymi priznakmi SLE sa artralgie az artritidy,
charakteristicky motylovy exantém na tvari, slabost’ a unavenost, horucka nad 38°C,
niekedy tiez tibytok na véhe az anorexia (3).

Kiby — problémy spojené s postihnutim kibov byvaji pritomne az u 95% pacientov.
Zahriiuju hlavne artralgie az polyartritidy, ktoré imituji reumatoidnu artritidu. Na rozdiel
od RA nedochadza k erozivnemu poskodeniu skeletu a uvadza sa tiez zasiahnutie
distalnych interfalangealnych kibov bez udajov o rannej stuhlosti a bez prechodu do
kibnych ankyléz (3).

KoZa — koZzné zmeny moZu byt’ nespecifické a specifické a objavuji sa u 80% vsetkych
pacientov. Nespecifické priznaky vznikaji na podklade predchadzajiceho poskodenia
ciev a typickymi prikladmi su chronické kozné ulceracie, periférne gangrény, Raynaudov
fenomén, teleangiektazie ¢i alopécia. Zo Specifickych priznakov sa na zaciatku ochorenia
Casto objavuje akutny typ kozného postihnutia — motyl'ovy erytrém, ktory sa nachiddza na
tvari, prechaddza cez koren nosa ale vynechava nazolabidlne ryhy. Mo6ze byt splyvavy az
diftzny alebo Skvrnity. Objavuje sa kedykol'vek v priebehu ochorenia, hlavne vSak pri
exacerbacii. Subakutny lupus sa prejavuje v podobe papulozného exantému na tvari, §iji
ahornej cCasti trupu anemd tendencie k tvorbe jaziev avzniku atrofii. Chronicky
(diskoidny) sa najCastejSie vyskytuje na osvetlenych castiach koze a dochadza pri iom
k hypopigmentacii, atrofii a tvorbe jaziev (3).

Typickym prejavom SLE je fotosenzitivita koZze - vyrdzka vyvoland vystavenim
slnecnému Ziareniu. Nachadza sa hlavne na osvetlenych c¢astiach tela. Spektrum koznych
prejavov SLE je vel'mi Siroké, avSak pre diagnostiku ma vyznam len motylovy erytrém,
subakutny lupus a diskoidny exantém (2).

Srdce — srde¢né poskodenie sa vyskytuje zhruba u 30 — 50% pacientov. Lupusova
karditida  zahriiuje  perikarditidu, myokarditidu, endokarditidu, = Libmanovu-
Sacksovu endokarditidu a vaskulitické poskodenie koronarnych ciev. Pri perikarditide
byva pritomny perikardidlny vypotok s autoprotilatkami a imunitnymi komplexmi (3).

Plica — medzi najcastejSie ochorenia patri peluritida, u ktorej je mozné preukazat’
autoprotilatky a imunitné komplexy. Z chorob pl'icneho parenchymu sa vyskytuju akttna

lupusovéd pneumotitida, aleveolarna hemoragia alebo chronickd diftizna intersticialna
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pneumotitida. Objavuje sa tiez plticna hypertenzia, ktora pravdepodobne vznika na
podklade okluzii r6zneho povodu (3).

Neuropsychiatricky SLE — priznaky sa objavuju hlavne v poslednych stadiach choroby.
Patri medzi ne prevazne postihnutie mozgu a miechy, ktoré pravdepodobne vznikaju ako
nasledok vaskulopatie a nasledného vzniku trombov a mikroinfarktovych lozisk. Tiez sa
prepoklada priamy vplyv antifosfolipidovych autoprotildtok. Ma dve formy: neurologicku
— prejavuje sa epiparoxyzmami, mozgovymi prihodami, pohybovymi poruchami,
nemigrenéznou bolestou hlavy, transverzdlnou myelitidou a neuropatiou. Pre
psychiatricku formu je typicky organicky mozgovy syndrém, psychdzy, psychoneurozy
a neurokognitivne dysfunkcie (3).

Oblicky — ochorenia obli¢iek patria medzi najcastejSie pri¢iny smrti u pacientov
trpiacich SLE. Glomerulonefritidy mézu byt az v 10% prvym priznakom choroby.
Objavuji sa v2. a3. dekdde zivota a v podstate ide o imunukomplexové ochorenie
s lokalizaciu v oblickdch. K zakladnym priznakom poskodenia obliiek patri teda
proteinuria, tzv. aktivny mocovy syndrom (nélez erytrocytov alebo granularnych valcov)
a hypertenzia. Dalej sa objavujii znamky zlyhavania funkcie obli¢iek so zvySenymi
hodnotami urey a kreatininu a s poklesom glomerularne;j filtracie (3).

Hematologické prejavy — Casto je pritomna anémia, ktora je nasledkom bud’ znizenej
tvorby alebo imunopatologickej hemolyzy. Dalej sa vyskytuju leukopénie, lymfopénie
a trombocytopénie, ktoré su spdsobené autoprotilatkami. Objavuje sa tieZ autoprotilatka
zvana lupusové antikoagulans, ktora je jednou z antifosfolipidovych protilatok . Druhym
typom su protilatky proti kardiolipinom (3).

U pacientov s SLE sa tiez Casto objavuji gastrointestinalne problémy a choroba moze

tiez zasahovat o¢i (1).

3.1.4 Diagnostika

Stanovenie SLE je zaloZené¢ na typickom klinickom obraze a charakteristickych
laboratornych nalezoch, patognomicky diagnosticky test znamy nie je (2).

Pre diagnostiku lupusu boli navrhnuté klasifika¢né kritéria ACR (1982, revidované
1997), ktoré vSak nie st vhodné pre skoré Staddia a netiplné formy ochorenia a preto boli
pracovnou skupinou SLICC navrhnuté kritéria nové — viz Tab. 2, ktoré hodnotia viac
parametrov a umoziuju tak diagnostiku SirSieho spektra pripadov a aj skorSich §tadii

ochorenia (2).
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Tab. 2: Klasifika¢né kritéria pre systémovy lupus erythematosus

—

akutny kozny lupus

chronicky kozny lupus

orélne alebo nazalne ulceracie
alopécia netvoriaca jazvy
Klinické kritéria artritida
serozitida
renalne poruchy

neurologické poruchy

A R TR B T

hemolyticka anémia

[

ANA
anti-dsDNA
anti-Sm
Imunologické kritéria antifosfolipidové protilatky

zniZenie komplementu

A i

pozitivny priamy Coombsov test (ak

nie je pritomna hemolytickd anémia)

Prevzaté z: M., Olejarova. Revmatologie v obrazoch (2016)

Pre diagnézu SLE je treba splnit’ asponn 4 kritéria, pricom aspoil jedno musi byt’
klinické a jedno imunologické (2).

Samozrejmost'ou je vySetrenie na autoprotilatky, komplement, reaktanty akutnej fazy;
hematologické vySetrenia a d’alSie biochemické a biopticke metdédy na potvrdenie

choroby (1).

3.2.5 Terapia

Nesteroidné antireumatika sa u SLE pouZivaju k symptomatickej lie¢be bolesti kibov
a prejavov artritidy a serozitidy. NU zahriaju hlavne gastrotoxicitu &i interakcie s GK
a warfarinom (7).

Antimalarika, hlavne hydroxychlorochin a chlorochin, aktivne stabilizuji lyzozomélne
membrany, potlacuju chemotaxiu a migraciu polymorfonukledrov a zasahuji tiez do
niektorych funkcii T a B lymfocytov. Su nezastupitelné pri terapii koznych foriem, ale aj
u muskuloskeletdlneho postihnutia a u miernejSich serozitid a ich indikacie sa vramci
lupusu stale rozSiruji. Hydroxychlorochin sa podava v davke 200 mg 2 x denné po dobu

6 — 8 tyzdiiov, potom sa davka zniZuje na jednu tabletu denne. Medzi hlavné NU patri
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gastrotoxicita, keratopatia a retinopatia. Preto je nutné vySetrenie oc¢nej ostrosti pred
zahdjenim lieby a po zacati v 6 — 12 mesacnych intervaloch (7).

Medzi lieky S$pecifickej terapie patria na prvom mieste glukokortikoidy, ktoré cez
vSetky uskalia ich pouZivania su Casto nevyhnutné a zivot zachranujuce. U pacientov
s nizkou aktivitou choroby si vysta¢ime s davkou 0,5 mg/kg/den, pri vysokej aktivite
potom 1 mg/kg/den. Pri vel'mi tazkych stavoch sa tiez osvedcuje tzv. pulzny typ liecCby
s aplikdciou vysokych davok (1000 mg) kortikoidov intravendézne v 3 — 5 pulzoch.
Podavanie vysokych davok GK by malo byt ¢asovo obmedzené na 6 — 8 tyzdnov. Po
dosiahnuti Gstupu choroby je potrebné davku postupne redukovat na najnizSiu mozni
uroven a pokusit’ sa o jej vysadenie. Je totizto treba mysliet’ na neziadtice ucinky GK,
ktoré zahrnaju utlm c¢innosti nadobli¢iek pri dlhodobom podavani, vyvoj iatrogenného
hyperkortizolizmu, osteopordzy, myopatie, poruchy glukézovej tolerancie ¢i steroidného
diabetu, glaukomu, vredovej choroby gastroduodena ¢i pankreatitidy (7).

Azathioprin je pouzivany pri aktivnych forméch lupusu s organovym postihnutim,
udrzani remisie navodenej cyklofosfamidom alebo na znizenie ddvok GK. Cyklofosfamid
predstavuje v sicastnosti Standartnt terapiu aktivneho SLE s pritomnostou lupusove;j
nefritidy III. a IV. typu, vaskulitidy, rezistentnej trombocytopénie ¢i postihnutie CNS.
Mykofenolat je lieckom doporuc¢ovanym pre indukénu i udrziavacu lieCbu proliferativnych
a membrandznych foriem lupusove] nefritidy. Cyklosporin A sa najcastejSie uziva
v lie€be nefrotickych syndromov u V. typu lupusovej nefritidy, ¢i ako alternativa
cyklofosfamidu pri jeho netolerancii. U takrolimusu existuju idaje, Ze ucinkuje na koznu
chorobu uchorych nereagujucich na cyklofosfamid a cyklosporin. Methotrexat
predstavuje alternativu antimalarik u dominantného zasiahnutia koze, synovie, ser6znych
blan a u foriem doprevadzanych pyretickou reakciou (7).

V ramci terapie SLE sa vyuZivaju aj intravendzne imunoglobuliny, leflunomid, dapson
a dehydroepiandrosteron. Pouzivaju sa vynimocne a u Specifickych typov SLE (7).

Heparin, nizkomolekuldrne hepariny, kumarinové derivaty a kyselina acetylsalicylova
patria medzi zakladné pripravky pouzivane v terapii antifosfolipidového syndréomu, ktory
sa Castokrat v ramci SLE vyskytuje (7).

Z biologickych lieCiv sa vyuziva rituximab, ktory je zatial vyhradeny refraktérnym
formam lupusu s nefritidou, u ktorych zlyhala terapia cyklofosfamidom a/alebo
mykofenolatom. Belimumab bol registrovany ako pridatna liecba u dospelych pacientov

s aktivnym SLE s pozitivnymi autoprotilatkami a vysokym stupiiom aktivity choroby (7).
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Pri vysoko aktivnej chorobe je mozné na zahajenie liecby pouzit' plazmaferézu.
Chirurgicka splenektomia je alternativou u zdvaznych, na liecbu nereagujucich cytopénii.
V urcitych pripadoch sa tiez vyuzivaju experimentdlne metody ako extrakorporalna
fotochemoterapia ¢i imunoadsorpcia. V terminalnych stadiach sa uplatituje dialyza alebo
transplantacia obli¢iek (7).

Dlhodobé prezivanie pacientov so SLE je zavislé na rozsahu a zdvaznosti postihnutia
Zivotne dodlezitych organov. V poslednych rokoch doslo k jeho vyznamnému prediZeniu,
za ktory je zodpovedny pokrok v pozndvani imunopatologickych mechanizmov spolu so
zlepSenim lieGebnych moznosti. Dalsie zlep3enie je mozné o¢akavat’ od novsich molekil

uréenych pre cielenu terapiu (4).

3.3 Systémova sklerodermia
3.3.1 Definicia a zakladné priznaky
Systémova sklerodermia (SSc) je systémové autoimunitné ochorenie spojivového
tkaniva postihujice najmad kozu, pohybovy systém a vnlitorné organy. Vplyvom
Specifickych  autoprotilatiek  dochadza  k fibrotickej  sklerotizacii  periférnych
a visceralnych ciev (3). Vyskytuje sa vzacne, s prevalenciou 120 — 250 na jeden milion
obyvatelov, 4x cCastejSie postihuje Zeny a najcastejSie zacina v strednom alebo starSom

veku (2).

3.3.2 Etiologia a patogenéza

Etiologia nie je znama, ale generalizovany charakter a podobnost’ zmien nasvedcuje
tomu, ze vyznamnu Ulohu zohrdvaji genetické faktory, Specifické a neSpecifické
autoprotilatky (proti DNA-topoizomeraze I, proti metaloproteindzam a antiendotelidlne
protilatky) a d’alej endotélie, fibroblasty, bunky hladkého svalstva, lymfocyty, monocyty,
eozinofily a mastocyty. Interakcia medzi tymito bunkami a extracelularnou matrix (ECM)
je bud’ priama, alebo sprostredkovana cytokinmi a ich receptormi. Vysledkom tychto
interakcii je aktivacia fibroblastov, ktora vedie k zvySenej proliferacii a syntéze zloziek
medzibunkovej hmoty (1).

Existuje vSak aj cast’ chorych, uktorych je sklerodermia spOsobend niektorymi
toxickymi latkami (kremik ajeho zlUCeniny, alifatické a aromatické uhlovodiky,
biogénne aminy, toxické oleje,...) alebo liekmi ( L-5-hydroxytryptofan, pentazocin,

karbidopa, fenfluramin) (3).
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3.3.3 Klinicky obraz

Sklerodermia je heterogénne ochorenie, hlavne v pociatoénych Stadiach, priebehu
a rozsahu postihnutia (1).

Cievne zmeny — radi sa tu Raynaudov fenomén, ktory je charakteristicky farbenymi
zmenami akralnych oblasti od bielej az po fialovi. Objavuje sa na prstoch, usiach, nose
a jazyku. Vznika aj Strukturdlne zGzenie ciev az Uplny uzédver. Jeho vplyvom méze dojst’
az ku vzniku ulceracii aniekedy aj gangrény. Raynaudov fenomén vo vnutornych
organoch (pltca, srdce, oblicky) zhorSuje vdzivové zmeny artérii. Postihnutie vel'kych a
strednych ciev je vzacne (1).

Kozné postihnutie — nasledkom zapalového procesu je tuhnutie a zhrubnutie koze.
Najprv sa objavuju edematdézne zmeny na prstoch hornych koncatin (vnimané ako
artralgia a stuhlost’), predlaktiach a tvari. Neskor nasleduje sklerodermatické zhrubnutie,
kedy je pokozka tuha, leskla, napnutd a stracaji sa adnexa. Tvar nadobuda maskovity
vzhlad a objavuju sa radidlne ryhy okolo ust. Po niekol’kych rokoch prichadza atroficka
faza, kedy koze mikne, je atroficka a da sa na nej vytvorit riasa (1).

Systémové prejavy — objavujii sa ako chudnutie, unavenost’ a reaktivne depresie. Casté
su poruchy GIT, hlavne nedostatocnost’ dolného pazerakového zvieraca, ktory sposobuje
regurgitaciu €1 palenie zZahy. MdOze sa objavit aj erozivna ezofagitida ¢i krvacanie.
Postihnutie Zaludku vidcSinou byva asymptomatické. Postihnutie tenkého creva sa
prejavuje naduvanim, kf¢mi, diarrhoeou ¢i malabsorpciou. Zasiahnutie plic je
charakteristické duSnost’ou a suchym kasl'om a byva hlavnou pri¢inou smrti. U jedincov
s pl'ucnou fibrézou sa objavuji inspiratné fenomény a ak ddjde k rozvoji plucnej
hypertenzie, moZe sa objavit aj cor pulmonale. Postihnutie myokardu sa prejavuje
nevykonnost'ou, palpiticiami a duSnostou. Zasiahnutie obli¢iek sa vyznacuje priznakmi
akcelerovanej hypertenzie niekedy vedicej az krenalnej insuficiencii — tzv.
sklrodermickej renalnej krize. K neurologickym prejavom patri syndréom karpalneho
tunela a periférne neuropatie senzomotorického typu. Asi u Stvrtiny pacientov sa objavuje
sekundarny Sjorgenov syndrém s vyraznym postihnutim slinnych Zliaz. Casté su tiez
poruchy erekcie, fertilita pacientok je mierne niZSia a CastejSie sa vyskytujii spontanne
potraty a pred¢asné porody (1).

Pri laboratérnych vySetreniach je detekovand anémia a trombocytopénia. Reaktanty

akutnej fazy byvaju mierne zvySené. Zist'ujil sa aj reumatoidne faktory a kryoglobuliny,
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cirkulujuce imunitné komplexy, antinuklearnej protilatky, anticentromerové protilatky ¢i

protilatky proti topoizomerdze 1. VSetky su viac ¢i menej Specifické pre SSc (1).

3.3.4 Diagnostika
Stanovenie diagnézy vyplyva z klinického obrazu — kozné postihnutie, Raynadov
fenomén, orgdnové zmeny, preukazanie Specifickych protilatok a d’alsich vysetreni (1).
Pre definitivne stanovenie diagnozy je mozné pouzit nové klasifikacné kritéria

ACR/EULAR - viz. Tab. 3 (7).

Tab. 3: Klasifika¢né kritéria pre systémovu sklerodermiu

Zhrubnutie koZe na oboch rukach proximalne od matekarpofalangealnych kibov 9
difuzne edémy prstov 2

Zhrubnutie koZe prstov sklerodaktylia prstov (distalne od

(zapocitat’ vyssie skore) metakarpofalangedlnych kibov a proximélne od | 4

interfalangealnych kibov)

Digitalne ulceracie 2
Lézie na konci prstov S
Jamkovité jazvicky 3
Teleangiektazia 2
Abnormalne kapilaroskopie nechtového valu 2
PPlicna arteridlna hypertenzia alebo | Plucna arteridlna hypertenzia 2
intersticidlne pl'ucne postihnutie (max o ) .
Intersticidlne pl'icne postihnutie 2
skore je 2)
Raynaudov fenomén 3
e anticentromerové
Autoprotilatky asociované so _ _
i e proti topoizomeraze | 3
systémovou sklerodermiou
e proti RNA-polymeraze

Prevzaté z: Pavelka K. et al. Farmakoterapie revmatickych onemocnéni (2017)

Findlne skore urcuje sucet najvyssich hodndt z kazdého priznaku. Skore > 9 znaci
definitivnu diagnézu sklerodermie. Kritéria nie je mozné€ pouzit' u pacientov so
zhrubnutim koZe mimo prsty ruk alebo u chorych sinymi chorobami podobnymi

sklerodermii, ktoré tieto klinick¢é prejavy lepSie alebo plne vysvetluja (7).
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3.3.5 Terapia
Zakladom komplexnej liecby st vzdy rezimové opatrenia zahriiujice zdkaz fajcenia,
pracu apobyt vprasnom prostredi avylucenie kontaktu s toxickymi latkami

a exogénnymi vplyvmi uvedenymi v Tab. 4 (1).

Tab. 4: Exogénne vplyvy, lieky a chem. latky vyvolavajice pseudoskleroderm. stavy

Oxid kremicity Anilin Kokain
Silikon amfetamin isoniazid
Vinylchlorid mazindol Vitamin K
Organické rozpustadla bleomycin RTG ziarenie
L-tryptofan pentazocin vibracie

Prevzaté z: Pavelka K. et al. Farmakoterapie revmatickych onemocnéni (2017)

Doposial’ boli vysktiSané rozne preparity, no so Ziadnym presved¢ivym ucinkom.
Ovplyvnit’ zdkladny proces sa zatial’ nedari. NajcastejSie boli podavané glukokortikoidy a
rézne imunosupresiva (cyklofosfamid, methotrexat, mykofenolat). NovSou a nadejnejSou
metédou je autoldogna transplantdcia kmenovych buniek. Plazmaferéza a fotoforéza
priaznivo pdsobia na koznu zlozku choroby. Tiez sa vyuziva indukcia ordlnej tolerancie
ku kolagénu typu 1. Uspesnejia ale vicsinou byva symptomaticka lie¢ba, napr. renalnej
krizy pomocou ACE inhibitorov alebo Raynaudového fenoménu blokatormi kalcioveého
kanalu. Z biologik sa vyuziva rituximab, ktory posobi na zasiahnuté pl'ica (1).

Urcenie progndzy byva casto vel'mi obtiazne. Prognoza je dand hlavne zdvaznostou
arychlostou zmien v plucach a oblickach. 85% pacientov preZiva 10 a viac rokov.
K prognosticky nepriaznivym faktorom patri: muzské pohlavie, koZne difuzna forma, vek
nad 65 rokov, pokles renalnych funkcii, zasiahnutie viscerdlnych orgdnov, anémia

a trombocytopénia (1).

3.4 MikroRNA
3.4.1 Definicia mikroRNA
MikroRNA, jeden z druhov nekodujucich RNA, su kratke 21 — 23 nukleotidov dlhé
jednoret’azcové RNA, ktoré vznikaji prepisom ich génov pomocou RNA polymerazy II
do primarnych transkriptov (pri-miRNA) a tie su d’alej zostrihované na 70 nukleotidov

dlhé vlasenkoveé Struktury pre-miRNA. Nasledne st transportované do cytoplazmy
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pomocou transportného proteinu Exportin 5 (XPOS5). Tam su pre-miRNA spracované do

podoby maturovanych miRNA (8).

Ich ulohou je post-transkripéna regulacia génovej expresie niektorych mRNA. Ta
prebieha vdzbou miRNA na 3° konci neprekladanej oblasti (3° UTR) mRNA. Takto
»oznacené“ mRNA st v organizme bud utlmené alebo tUplne degradované. Tymto

sposobom miRNA kontroluju fyziologické aj patologické procesy v organizme. (9)

Napriek tomu, ze samy su regulatory, podliehaji zlozitému systému regulacii, ktory
prebiecha ako na urovni ich metabolizmu, tak aj pri realizacii ich vlastnej regula¢nej

funkcie. Poruchy v tychto regulacidch mozu viest’ k patogenéze roznych ochoreni (8).

Geny miRNA
CYTOPLAZMA JADRO IENERINNINENRRNER)

Zastaveni translace Degradace mRINA
Lo //7 RNA polymeréza IT
Ll L1l q Pri-miRNA

4
\-.._T—/ mRNA .[HI[IIIIIIIIIIQ

’ ; DGCRS

: Pre-miRNA
FTTrTI T TIT oI T}

| S T T )

3 5 5 Maturovand miRNA Exoortinss

W w0 6

© miRNA/miRNA* duplex
N 7
/ Dicer

\_:I?‘_IEI_)__.> ol [11 I [E 3
’ Pre-miRNA

Obr. 1 Biogenézy mikroRNA. Prekurzor miRNA (pri-miRNA) je prepisany z genomickej
DNA RNA polymerazou II. Pomocou Drosha a DGCR8 komplexu je pri-miRNA
zostrihnutd na vladsenkovi pre-miRNA, ktord je v dalSom kroku transportovand do
cytoplazmy pomocou komplexu Exportin 5. V cytoplazme je pre-miRNA vyhll'adana
komplexom Dicer, ktory zostrihne pre-miRNA na kratke duplexy RNA:RNA. Jeden
z retazcov duplexu je degradovany a druhy je naviazany do komplexu RISC.

Prevzaté z: V. Vlahova et al. MiRNA: Od biogeneze po vyuziti v lékarstvi (2014)

Aby mohla byt’ kratka RNA oznacend ako miRNA musi spliiovat’ nasledujuce kritéria:
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- musi byt jednoznacne detekovatel'na pomocou northern blotu, RT-PCR alebo inej
Standardnej met6dy umoziujucej detekciu RNA,

- musi sa vyskytovat’ v kmenovej Casti pre-miRNA,

- sekvencia kratkej RNA a jej prekurzoru musi byt fylogeneticky konzervovana (s
vynimkou druhovo $pecifickych miRNA),

- inhibicia kI'a€ovych ribonukledz v biogenéze miRNA musi viest’ k poklesu hladin

kratkej RNA a k akumulécii jej prekurzorovej Struktury (8).

Nazvy su pridelované konkrétnym experimentalne validovanym miRNA predtym, nez
je ich objav publikovany. Predpona ,mir* je nasledovana pomlckou a ¢islom, ktoré
vicSinou zodpoveda poradiu, v ktorom boli objavené. Oznacenie ,,mir* bez velkého
pismena ,,R“ znamend pre-miRNA, =zatial ¢o ,miR“ svelkym pismenom ,R*
symbolizuje maturovani formu miRNA. MiRNA liSiace sa vjednom ¢i dvoch
nukleotidoch st charakteristické pridanym malym pismenom za posledné ¢islo. Pre-
miRNA, z ktorych vznikaja identické miRNA, ale ktorych gény st lokalizované na inych
miestach gendmu sa na konci oznacuji dalSou pomlckou a ¢iselnou priponou. Pre
oznacenie zivocisSného druhu z ktorého dand miRNA pochadza sa pouzije trojpismenova
predpona nasledovand pomlckou. V pripade ze dve maturované miRNA pochéadzaju
z protichodnych retazcov jednej pre-miRNA, tak st na konci oznacené priponou -3p
alebo -5p. Oznacenie hviezdi¢kou indikuje miRNA exprimovant v niz§ich hladinach ako

miRNA pochadzajtcu z vlasenkovej pre-miRNA (8).

3.4.2 Regulacia expresie mikroRNA
3.4.2.1 Zmeny v sekvencii DNA/RNA a reguldacia mikroRNA

Jednonukleotidové polymorfizmy (SNP) v génoch kodujucich miRNA mozu
ovplyviiovat' nielen biogeneticki drdhu a nasledne zvySené alebo znizené hladiny
miRNA (zmena v G¢innosti vdzby komplexu Dorsha/DGCRS ¢i v afinite k transportnému
proteinu Exportin-5 alebo k ribonukledze Dicer), ale tieZ ich funkénost’ zmenou
preferencie retazcov pre miRISC komplex (polymorfizmus T/G v géne pre urcité
miRNA) (8).

Pri editacii pri-miRNA pomocou adenozin deaminaz posobiacich na RNA (ADAR)
dochadza k modifikacii adenozinu na inozin. PretoZe inozin méa podobné parovacie

vlastnosti ako guanozin moze dojst’ k zmene v sekvencii prekurzorovych Struktir miRNA
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a v koneCnom dosledku to mdze vplyvat na ich maturaciu (skrz pozmenenu citlivost’

k ribonukledzam Drosha a Dicer), export z jadra a ich vézbu na cielové mRNA (8).

3.4.2.2 Reguldacia transkripcie génov pre mikroRNA

Pritomnost’ CpG ostrovov, TATA box sekvencii, iniciatnych elementov a niektorych
histonovych modifikéacii naznacuje, ze promotorové oblasti génov pre miRNA budu
kontrolovan¢ transkripénymi faktormi (TF), enhancermi, tlmiacimi elementmi,
metylaciou alebo chromatinovymi modifikaciami tak, ako je to aj u kédujucich génov.
Tie st do pri-miRNA prepisované ako RNA polymerazou II, tak aj RNA polymerazou III
(8).

Regulacia transkripcie pomocou TF:

- MYC aMYCN - stimuluju expresiu onkogenného klastru miR-17-92 a sticasne
inhibuju expresiu niektorych nador supresorovych miRNA,

- nadorovy supresor p53 stimuluje expresiu mnohych miRNA, ktoré sa vyznamne
podiel’aji na zastave bunkového cyklu a apoptdze (8).

Epigenetickd regulacia cestou metylacie promoétorovych oblasti miRNA génov je
Castym javom u malignej transformacie. ZabezpeCuji ju DNMT1 a DNMT3b DNA

metyltransferazy, na ktorych pritomnosti zavisi transkripcia niektorych miRNA (8).

3.4.2.3 Regulacia spracovania mikroRNA v jadre

Drosha aDGCRS, dve komponenty mikroprocesorového komplexu funguju
kooperativne a navzajom sa reguluji. Ich hladina a aktivita je tieZ regulovana celkovym
mnozstvom miRNA. DGCR8 ma stabilizacny efekt na ribonukledzu Drosha, zatial' ¢o
Drosha negativnou spitnou védzbou redukuje hladiny DGCRS v pripade, Ze aktivita
mikroprocesorového komplexu je dostatocna (8).

Helikéazy p68 a p72 st komponenty mikroprocesorového komplexu, v ktorom stimuluju
spracovanie aZz jednej tretiny pri-miRNA. V bunkach s inaktivovanymi génmi pre tieto
helikdzy su normalne hladiny pri-miRNA, ale hladiny pre-miRNA st signifikantne
znizené ako nasledok znizenej vdzby nukleazy Drosha a pri-miRNA. Niektoré bunkoveé
signalizacie vyuzivaji prepojenie p68 ap72 s mikroprocesorom na zasiahnutie do
spracovania pri-miRNA. Napriklad interakcia Drosha s nddorovym supresorom p53 je
realizovand prave cez p68 a takto stimuluje spracovanie nddorovo supresorovych pri-

miRNA ako odpoved’ na posSkodenie DNA v nadorovych bunkéch (8).
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Rodina intracelularnych proteinov Smad, ktoré st hlavnymi prendsacmi signalu v ramei
TGFB a BMP (protein spojeny s kostnou prestavbou) signalizacie, reguluje génovu
expresiu na urovni transkripcie, ale tiez kontroluje spracovanie pri-miRNA v ramci
mikroprocesorového komplexu. Proteiny Smad st pritomne spolu s Drosha ap68
v komplexe s niektorymi pri-miRNAa zvysSuju tak rychlost’ jeho Stiepenia. To vedie
k akumulacii maturovanych miRNA, ¢o sa zase modze viest' k roznym fyziologickym
zmendm (8).

Estrogény st zname regulatory transkripcie viazice sa na Specifické jadrové receptory
ERa a ERB. Bola popisand interakcia medzi ERa a helikazami p68 a p72. Utlmenie
signalizacie ERa viedlo k vyznamnym zmenam v profile miRNA. Udaje popisujuce
inhibi¢ny vplyv ERa na biogenézu Specifickej skupiny miRNA poskytuji novy pohl'ad
na molekuldrne mechanizmy stojace za patogenézou estrogén-pozitivneho karcindému pfs
(8).

Stiepenie pomocou Drosha méze byt regulované tiez pre jednotlivé miRNA.
Heterogénny jadrovy ribonukleoprotein Al (hnRNP Al) sa S$pecificky viaze na
vlasenkovu Struktaru pri-miR-18a a zosiliiuje jej spracovanie. Strata hnRNP Al vedie
k vyznamnému zniZeniu hladin miR-18a, ale sti¢asne neovplyvni hladiny d’alSich piatich
miRNA, ktoré st sucastou rovnakého klastru. HnRNP A1l sa naviaze na vlasenku pri-
miR-18a a zmeni jej konformdciu tak, ze viac spristupni miesto pre Stiepenie nukledzou
Drosha (8).

RNA-védzbovy protein LIN28 je najlepSie preskimany regulator biogenézy miRNA let-
7. Spracovanie let-7 zlyhdva v dosledku vizby LIN28 na vldsenku pri-let-7, ktora vedie
k znemozneniu Stiepenia prostrednictvom Drosha. Vazba LIN28 na pre-let-7 blokuje tieZ
Stiepenie pomocou Dicer. LIN28 naviac indukuje polyurydylaciu na 3¢ konci pomocou
terminalnej U transferazy (TUT4). To nielenZe brani Stiepeniu ribonukledzou Dicer, ale
vedie tiez priamo k jej degradacii. Utlmenie maturacie let-7 cestou LIN28 je zasadné pre
schopnost’ sebaobnovy embryondlnych kmenovych buniek apre blokovanie ich
diferenciacie. V priebehu diferenciacie hladiny LIN28 klesaju, zatial' ¢o expresia let-7
stupa. Let-7 funguje ako nédorovy supresor, pretoze medzi jeho cielmi je vela
onkogénov. Blokovanim let-7 sa LIN28 chovd ako onkogén. Aktivacia LIN28 bola

pozorovand u mnoho l'udskych nadorov (8).
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3.4.2.4 Regulacia maturdcie a funkcie mikroRNA v cytoplazme

Multiproteinovy komplex miRISC je efektorom regulacnej drahy miRNA a obsahuje
maturovanu jednoretazcovii miRNA, ktord vedie komplex ku komplementdrnej mRNA.
Spracovanie a skladanie miRISC v cytoplazme je regulované pomocou ,,zavadzajiceho
komplexu miRISC*. Tento komplex je tvoreny nukleazou Dicer, proteinmi TRBP
a PACT viazucimi RNA, ktoré sice nie su k Stiepeniu nevyhnutné, ale zosiliuju.
Dolezitou sucastou je ajrodina Argonautovych proteinov (AGO), ktoré su zésadné
pretoze vykonavaju vlastni funkciu komplexu miRISC na cielovej mRNA. Této rodina
proteinov ma Styroch c¢lenov AGO1-4. Vsetky Styri proteiny maji podobnu afinitu
k miRNA, AGO2-3 moézu tlmit’ translaciu v pripade neuplnej komplementarity medzi
miRNA a mRNA, no len AGO2 ma navySe aj ribonukledzovu aktivitu. V pripade ak st
miRNA vysoko komplementarnej v ramci vlasenkovej Struktury, zabezpecuju proteiny
AGO?2 pridavné stiepenie, ktoré ul'ahcuje rozdelenie retazcov miRNA:miRNA* este pred
vlastnym Stiepenim pomocou Dicer. T4 nasledne odstiepi slucku vldsenky z pre-miRNA
¢im vytvori priemerne 22 nukleotidov dlhu dvojretazcovi miRNA. Tento krok je
nevyhnutny v biogenéze miRNA. Ak by doslo k ultmeniu ribonukleazy Dicer, vyrazne sa
znizi alebo sa dokonca kompletne zablokuje produkcia zrelych miRNA. Dicer je
regulovana niekolkymi spdsobmi. Napriklad N-koncova helikdzovd doména, ktord ma
schopnost’ inhibovat’ Stiepenie je taktieZ vdzbovym miestom pre TRBP, ktory
konformaénou zmenou sposobuje jej aktivaciu. Dicer je tiez regulovand negativnou
spatnou vizbou vlastného produktu let-7 (8).

MiRNA umoziuji komplexu miRISC rozpoznat aregulovat konkrétne mRNA.
U vécsiny ZivociSnych miRNA nedochddza ku presnej komplementarite po celej ich
dizke. Klagové je presné parovanie na 2-8 nukleotide v tzv. ,,seed” regione. Stupefi
komplementarity miRNA:mRNA je najdolezitejsSim faktorom vplyvajucim na
mechanizmus regulacie. Uplnd komplementarita umoziiuje AGO Stiepit’ a degradovat’
cielovi mRNA, zatial' co neuplnd komplementarita to nedovol'uje a vedie k utlmeniu
translacie danej mRNA. Netlmend mRNA naviaZe iniciané faktory translacie elF4,
proteiny viazice sa na poly(A) koniec (PABP1), 40S a 60S podjednotky ribozému
a vytvori cirkularnu Struktaru vd’aka ktorej je mozZna translacia. Ked’ sa komplex miRISC
naviaze na mRNA mdze zabranovat iniciacii translacie bud’ kompeticiu s eIFAE alebo
vyvizanim 60S ribozomovej podjednotky. Pripadne méze indukovat’ deadenyléaciu a tak

znemoznit cirkularizacii mRNA. V post-iniciacnej faze moze spoOsobit’ predCasné
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odlucenie ribozomalnych podjednotiek alebo podporit’” degradaciu mRNA adenyléaciou

a naslednym odstranenim ¢iapocky (8).

Interakcie medzi miRNA a komplementarnymi sekvenciami na mRNA, nekddujtcich
RNA alebo pseudogénoch sa zdaju byt dalSou troviiou regulacie génovej expresie.
Kompetujice endogénne RNA (ceRNA) reguluju hladinu konkrétneho transkriptu tak, ze
sitazia o vdzbu miRNA, ktordA ma schopnost’ dany transkript regulovat. Vsetky
transkripty, ktoré maju vdazbové miesto pre jednu miRNA, a teda prilezitost’” kompetovat’
0 jej vazbu a navzajom tak regulovat’ svoju expresiu, vytvaraji komplexnu siet’ ceRNA.
Pre kazdi mRNA je tak mozné identifikovat’ jej ceRNA siet’ a predikovat jej spravanie.
Novy biologicky vyznam tak ziskavaju pseudogény, ktoré nekdduju funkéné proteiny

a boli preto povazované za akési evolucné relikty (8).

3.4.3 Metody detekcie mikroRNA
Experimetalna detekcia miRNa je kvoli ich kratkej dizke, vzdjomnej sekvenénej
podobnosti, znacnému dynamickému rozsahu a tkanivovej alebo vyvojovej Specifickej

expresii metodicky narocna (8).

3.4.3.1 Northern blot

Pri tejto metdode dochédza k separécii jednotlivych molektl na zéklade ich velkosti.
Bezné postupy zahriiuju izoldciu miRNA, PAGE, prenos separovanych vzoriek na
membranu aich néslednu vizualizdciu pomocou radioaktivne znaCenych DNA/RNA
retazcov komplementarnych k danej miRNA (8).

Medzi vyhody northern blotu patri to, Ze sa mdze vyuzivat’ na detekciu prekurzorovych
aj maturovanych foriem miRNA, ¢o je podstatné hlavne u §tadii zaoberajucich sa ich
biogenézou. Prednostou st tieZ dobre zavedené protokoly ajej pomerne dobra
dostupnost’ v molekularne biologickych laboratériach (8).

Limitaciou st nizka citlivost’ a ¢asovd narocnost’ (kompletna analyza Casto trva aj
niekol’ko dni). Technika navySe neumoznuje dostatocny rozsah a v niektorych pripadoch
moze byt problémom radioaktivny sposob detekcie (8).

V snahe vyrie$it’ problém s nizkou citlivostou sa zacali pouzivat LNA modifikované
oligonukleotidové sondy. To prindsa znacné vyhody v pripade, ak je dostupné len malé
mnozstvo vzorky, hladina skimanych miRNA vo vzorke je nizka alebo ak hrozi

nebezpecenstvo nespecifickej hybridizacie s podobnymi molekulami (8).
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3.4.3.2 In situ hybridizdcia

Tato metdda sa vyuziva hlavne k priestorovej a ¢asovej distribicii miRNA na bunkove;j
a subbunkovej trovni. In situ hybridizacia (ISH) sa zacala pre detekciu miRNA pouzivat
relativne nedavno a to hlavne vd’aka uz vyssie zmienenym LNA modifikovanym sonddm
atiez kvoli zavedeniu RNA oligonukleotidovych sond konjugovanych s hapténom
s naviazanym fluoresceinom a vysoko Specifickymi podmienkami premyvania s tetra-
metyl amoénium chloridom. ISH tak mdze presne lokalizovat’ jednotlivé miRNA priamo

v tkanive, no nie je vhodna na vysokokapacitné profilovanie (8).

3.4.3.3 Kvantitativna real-time PCR

Siroko pouZivana metéda pri $tadiu génovej expresie, charakteristickd vysokou
citlivostou ktorda sa surCitymi modifikdciami d4 aplikovat’ tiez na analyzu miRNA.
Postup zacina prevedenim reverznej transkripcie (RT), ktord prepisuje RNA do cDNA.
T4 je d’alej amplifikovand a néasledne aj kvantifikovana jednou z metdd kvantitativnej
real-time PCR (qPCR). Aplikacie tejto metody na vyskum miRNA vsSak vyzaduje
modifikaciu hlavne kvoli ich kratkej diZke a vysokej sekvenénej homologii. V su¢asnosti
su na detekciu miRNA pomocou qPCR vyuzivané dva zakladné pristupy (8).

Prvy z nich je zaloZeny na principe umelého predizenia templatu miRNA v ramci kroku
RT pomocou vlasenkového primeru, ¢o vedie k predizeniu maturovanej miRNA na
dizku, ktora umoziuje naslednt amplifikaciu za pozitia jedného pecifického a jedného
univerzalneho primeru a Specifickej sondy zaloZenej na TagMan detekénom systéme (8).

Druhéd najcastejSie pouzivana metdda je zaloZena na polyadenylacii miRNA, ktorad
predchéddza RT. Polyadenylovana RNA je v d’alSom kroku prepisana do cDNA ata je
nasledne kvantifikovana s vyuZitim miRNA Specifickych a LNA modifikovanych
primerov. Detekcia prebieha pomocou neSpecifického interkalaéného farbiva SYBR

green (8).

3.4.3.4 Vysokokapacitné analyzy
Napriek tomu ze qPCR je vysoko citliva a presna, posun v oblasti vyskumu miRNA
vyzadoval vyvoj novych vysokokapacitnych metdéd pre rychlu paralelni detekciu

vSetkych miRNA, ktoré s pritomné v skimanej vzorke (8).
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Technologia miRNA microarray je zaloZena na hybridizacii nukleovych kyselin medzi
cielovymi molekulami a sondami. MiRNA sondy maji amino-modifikovany 5° koniec
a s pomocou kovalentnej viazby imobilizované na podlozné sklo. MiRNA su znacené
fluorescenc¢nou farbou anasledne hybridizované s upevnenymi sondami, ktoré su
umiestnené na definovanych poziciach. Néslednou analyzou tak méze byt vyhodnotena
ich pritomnost’, pripadne relativne mnozstvo. To vSak moze vyzadovat’ vel'ké mnozstvo
RNA atiez je mozna skrizena reaktivita sposobena vysokym stupiiom sekvencnej
homologie, ktora vyzaduje validaciu jednou z nezavislych metod (8).

Ak nie je k dispozicii vacSie mnozstvo RNA potom je mozné vyuzit' jednu z metod
gPCR. NajcastejSie sa pouziva metdda s detekénym systémom TagMen vo formate
mikrofluidnych kariet alebo miRNA qPCR array s detekénym systémom SYBR green,
ktorych principy boli popisané vyssie (8).

Dalsou metédou je bead based array. Sondy $pecifické pre miRNA su pripojené
k mikrogulickam, ktoré st kvoli neskorSej identifikacii znacené jedineCnou zmesou
dvoch fluorescencnych farieb. Adaptorové sekvencie st ligované na koncoch miRNA.
Potom je pomocou RT a primerov so Specifitou k adaptorom vytvorena cDNA kniznica.
Naésledne je opét’ za pouzitia primerov komplementérnych k adaptorom a biotinylovanych
primerov vykonana PCR, pri ktorej dochddza k namnozeniu a oznaceniu cDNA, ktora
mozZe s vysokou afinitou reagovat so streptavidin-fykoerytrin komplexom. Vznikajuci
produkt je hybridizovany so zmesou fluorescenénych gul'6¢ok tvoriacich cDNA kniznicu
a tato zmes je potom detekovana pomocou prietokovej cytometrie. Fluorescen¢na gulicka
znac¢i Specificki sondu pre miRNA a intenzita fluorescenéného signalu zodpoveda
mnozstvu danej miRNA (8).

Vyssie spominané metody umoziuji detekciu uz znamych miRNA. MiRAGE vyuZiva
metddu zaloZenil na namnoZeni nielen znadmych, ale aj potencidlne novych miRNA, no
tento postup je vel'mi ndrocny, su potrebné stovky mikrogramov RNA a neposkytuje
informacie o kvantite miRNA vo vzorke. Adaptorové sekvencie pouzité¢ v RT su ligované
na koncoch miRNA a PCR amplifikdcia je vykonana s biotinylovanymi primermi.
V nasledujiicom kroku st adaptory s naviazanym biotinom odstiepené od ostatnych PCR
produktov. Vzniknutd zmes je pustend cez koloénu s mikroguliCkami potiahnutymi
streptavidinom, ktory naviaze adaptory s biotinom a tak ndm vznikne produkt obsahujuci

len kratke RNA. Tie st klonované a v poslednom kroku sekvenované (8).
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3.4.4 MikroRNA ako biomarkery
3.4.4.1 Reumatoidna artritida

Nedavne stadie odhalili rozdielné hladiny miRNA u pacientov s RA verzus u zdravych
kontrol (HC), z ¢oho vyplyva, ze abnormality v profile miRNA mo6zu prispievat’ k vyvoju
choroby na molekularnej urovni (10)(11).

Bola pozorovana expresia miRNA u pacientov trpiacich RA bud v synovidlnom
tkanive vo v§eobecnosti alebo v jednotlivych bunkach osobitne. V Tab. 5 je mozné vidiet’
celkovy prehl'ad jednotlivych miRNA, ktoré st u pacientov s RA vyjadrené inak ako
u l'udi, ktori touto chorobou netrpia (12).

Tab. 5 Diferencidlna expresia mikroRNA u reumatoidnej artritidy

Vzorka miRNA expresia
Up-reguované miRNA Down-regulované miRNA
miR-146a, miR-146b, miR-155,

PBMCs miR-132, miR-16, miR-26a, miR- | miR-21, miR-125b

150

Serum-plazma

miR-125a-5p, miR-16, miR-21,
miR-24, miR-26a, miR-125b, miR-
126-3p, miR-223, miR-451

miR-125a-3p, miR-16, miR-
126-3p, miR-132, miR-146a,
miR-155, miR-451

Synovialne tkanivo

miR-146b, miR-155, miR-150, miR-
146a, miR-223

miR-188-5p, miR-22, miR-23b,
miR-30a, miR-10a, miR-140

Synovidlna tekutina

miR-146a, miR-155, miR-223, miR-
16

miR-132, miR-140

Synovialne fibroblasty

miR-203, miR-155, miR-21, miR-
17-92 klaster, miR-133a, miR-142,
miR-146a, miR-221, miR-222, miR-
223, miR-323-3p, miR-346

miR-188-5p, miR-124a, miR-
34a, miR-10a, miR-18a, miR-
22, miR-152, miR-363, miR-375

CD 4" T lymfocyty

miR-146a, miR-223

miR-363, miR-498, miR-21

Makrofagy

miR-223

miR-99a, miR-100, miR-125b,
miR-199-3p, miR-199-5p, miR-
152, miR-214

Prevzaté z: M. J. Mousavi et al. Implications of the noncoding RNAs in rheumatoid
arthritis pathogenesis (2018)

MiR-16 sa dokaze naviazat na 3‘UTR TNF-a, ktory je jednym z hlavnych pro-
zépalovych mediatorov RA a tak méze regulovat TNF-a signalizaciu, ktord je dolezita
pre patogenézu RA. ZvySené hladiny miR-16 koreluju s sktivitou choroby (13).

Transkripény faktor STATS3, ktory je dolezity pre diferencidciu Th17 buniek je cielom
miR-21. ZvySovanim hladin tohto faktoru méze miR-21 spdsobovat nevyrovnanost

pomeru Th17/Treg lymfocytov u pacientov s RA (13).
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MiR-26a mé potencial byt diagnostickym biomarkrom s vysokou Specificitou. Jej
hladina je signifikantne zvySena pocas diferenciacie IL-17 pritahujuceho CD4" bunky,
ktoré hrajii doélezitu tlohu v procese patogenézy u RA (14), (15).

X-viazuci protein inhibujuci apotézu (XIAP) bol identifikovany ako priamy ciel’ miR-
34a* ajeho znizené hladiny koreluji so znizenou expresiou miR-34a* v synovialnych
fibroblastoch (SF) uRA. To vedie kpresvedCeniu, Ze znizené¢ hladiny miR-34a
prispievajii k poskodeniu apoptozy SF, ktorych predizena funkénost’ je dodlezitd pre
patogenézu RA (16).

Hladiny miR-124a st zna¢ne znizene v RASF. Transfekcia s pre-miR-124a inhibovala
proliferaciu RASF a zastavila bunkovy cyklus v Gi faze. Tiez doslo k zmenam hladin jej
cielov, ktorymi st cyklin-dependentnd kinaza-2 (CDK-2), monocyt chemoatraktant
protein-1 (MCP-1), vaskularny endotelovy faktor (VEGF) a angiogenin. To vedie
k predpokladu, ze zniZzend expresia miR-124a moZze priespievat’ k rozvoju RA za pomoci
zvySenej proliferacie RASF, chemotaxii leukocytov a angiogenéze (17).

MiR-146a je jednou z najStudovanejSich miRNA u RA (13). Bolo demonstrované, ze
miRNA moéze inhibovat’ Thl sprostredkované odpovede a je tiez dolezita pri potlacovani
aktivity Treg lymfocytov (18). AvSak napriek sucasnym poznatkom stdle nie je uplne
jasné, akou mierou sa miRNA podiel’a na patogenéze choroby, ked’ze existuju niekol'ké
Studie s protichodnymi vysledkami (13). Taktiez boli prevedené Stadie zaoberajuce sa
SNP u tejto miRNA abolo preukdzané, ze nie je Ziadna asocidcia medzi miR-146a
1s2910164 a RA (19), (20).

MiR-150 je signifikantne zvySend pocas diferenciacie 1L-17 produkujucich buniek,
ktoré su Casto pritomné u pacientov s RA. Tieto zvySené hladiny su spajané so zavaznou
kibnou destrukciou a vysokou aktivitou choroby (15).

MiR-155 ma pleiotropni funkciu a pravdepodobne reguluje rozne signalne drahy
suvisiace s RA. ZvySené hladiny v synovidlnych CD14" bunkach a makrofagoch su
spajané s niz§im vyskytom Src homology 2-containing inositol phosphatase-1 (SHIP-1),
silného inhibitoru zapalu. To naznacuje, Ze tdto pro-zapalovd cesta moZe zohravat
dolezitu negativnu tlohu v patogenéze RA (21). Toll-like receptorové (TLR) ligandy
a cytokiny ako IL-10 mdézu modulovat’ expresiu miR-155. Zaroveil je miRNA silnym
regulatorom cytokinov (22). Tiez existuje hypotéza, ze miR-155 je potrebna pre
homeostazu a funkciu Treg buniek alL-17 produkujiucich buniek (15) aZe moZe

prispievat’ k zvySenej rezistencii na apoptdzu monocytov u pacientov s RA (23).
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Pro-zapalova miR-203 je schopna stimulovat’ tvorbu matrixovej meteloproteindzy-1

(MMP-1) a NF-kB dependentnej produkcie IL-6 a tak prispievat’ k RASF fenotypu RA

a zapalom kibov (24).

Bolo pozorované, ze miR-223 mdze regulovat’ diferencidciu osteoklastov, ktoré su

kritické pre kiby uRA. Tato tedria bola ¢iastoéne potvrdend in vitro $tadiami, kde

zvysena expresia miR-223 viedla k potlaceniu produkcie osteoklastov a tiez aj expresie

kathepsinu K (25). MiRNA-223 bola tiez navrhnutad ako biomarker aktivity choroby

a mozny prediktor vysledku choroby u pacientov so skorou RA (26).
Niekolku studii tiez potvrdilo, ze SNP miR-499 rs374644 zohrava doéleziti ulohu
u pacientov s RA (19), (20), (27).

V Tab. 6 su struéne popisané ulohy d’alSich miRNA, ktorych hladiny su zmenené

u pacientov s RA (28).

Tab. 6 Uloha mikroRNA v patogenéze reumatoidnej artritidy

Iml,mOlogI,Cka , Synovnal'n‘fl Kibna destrukcia
a zapalova odpoved hyperplazia
. Regulacia T | Zapalova . Bunkové | Tvorba Matrixove
miRNAs , | Apoptéza . mataloprot
lymfocytov | odpoved delenie osteoklastov | .
einazy
let-7a +
miR-146b +
miR-132 +
miR-21 +
miR-323-3p | + +
miR-15a +
miR-19a/b -

Prevzaté z: Chen X-M et al. Role of Micro RNAs in the Pathogenesis of Rheumatoid
Arthritis: Novel Perspectives Based on Review of the Literature (2015)
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Obr. 2 znazornuje ako niektoré miRNA posobia v procese patogenézy reumatoidnej
artritidy.

Proinflammatory
Stimuli

S miRNA-155 —] /| miRNA-124a

‘ | ”TB 'v‘/

+

—

MMPs 1,3 MCP 1

Leukocyta chemotaxis ‘

!

Joint Inflammation
Destruction

Obr. 2 MikroRNA v regulacii synovidlnych fibroblastov u reumatoidnej artritidy (RASF).
Expresia miR-155 je zvySend v RASF ato vedie k potlaeniu expresie matrixovej
metaloproteinazy 1 a3 (MMP-1 a3), z ¢oho vyplyva, Ze miR-155 mdze modulovat
destruktivne vlastnosti RASF. MiR-146 je taktiez zvySend u RA, kde inhibuje expresiu
TRAF6 alIRAKI1, klIacovych regulatorov NF-xB signalizicie atak pravdepodobne
pdsobi potlacenie zapalovej reakcie u RA. Hladiny miR-124a st v RASF zniZené. Kedze
miR-124a normalne potlda expresiu monocytového chemoatraktantu 1, pokles jej
hladiny bude prispievat’ k zapalu a poSkodeniu tkaniva u RA.

Prevzaté z: V. Furer et al. The role of microRNA in rheumatoid arthritis and other
autoimmune diseases (2010)

3.4.4.2 Systémovy lupus erythematosus

Kedze miRNA moZzu regulovat’ kazdy aspekt bunkovej aktivity, od diferencidcie cez

proliferaciu aZ po apoptdzu, zmeny v ich expresii prispievaju aj k patogenéze SLE (29).
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T lymfocyty pacientov s lupusom poukazuju na redukciu v DNA methylacii. Tato
epigenetickd dereguléacia koreluje s aktivitou choroby a moze viest’ az k aktivacii T a B
buniek (29).

Boli identifikované tri rozne miRNA, ktoré su zacielené na DNA methylaciu u SLE
(Obr. 3).

MiR-148a a miR-126 sa priamo viazu na 3‘-UTR DNA methyltransferazy 1 (DNMT1)
a inhibuju jej expresiu. MiR-21 nepriamo down-reguluje DNMT1 pdsobenim na RAS
guanyl-releasing protein 1 (RASGRP1). Hladiny tychto miRNA si znac¢ne zvySené
vCD4" bunkich SLE pacientov, ¢o vedie kpoklesu DNMTI anésledne
k hypomethylacii CD4" buniek (29), (30).

A B
In CD4+ T cells from healthy donors In CD4+ T cells from SLE patients
+«—— EGFL7) «——  EGFL7T
EGFLY promoter EGFL? promoter
methylation T methylation |
IJNMTIT miR- IdKa‘L T}NMTI-L mlR ld-SaT
| \\ RASGRPIT | \\ RASGRI‘LL
CDlla LFA-1 L CDlila T LFA-1 T
D70 L ch7o L cp7o T cp7o T
Inhibition of T cell and B cell T cell and B cell hyperactivity
hyperactivity in SLE in SLE

Obr. 3 MikroRNA zapojené v epigenetickej reguldcii u systétmového lupusu
erythematosus (SLE). MiR-126 a miR-148 su priame inhibitory DNA methyltransferazy
(DNMT1). MiR-126 sa nachadza na EGFL7 géne, ktory bol tiez up-regulovany v CD4"
bunkach pacientov so SLE azvySené hladiny miR-126/EGFL7 boli asociované
s redukciou methylacie na EGFL7 promoétore. MiR-21 nepriamo znizuje hladiny DNMT1
znizovanim expresie génu RASGRPI, ktory za normalnych podmienok pomocou Ras-
MAPK drahy spdsobuje zvySovanie DNMTI. Inhibicia expresie a miR-21 a miR-148 v
CD4" bunkach pacientov so SLE by mohla zvysit' expresiu DNMT a stimit DNA
hypomethylaciu, ¢o by mohlo vies k potlaceniu hyperaktivity T a B buniek u SLE.

Prevzaté z: Cheng-gui Miao et al. The emerging role of microRNAs in the pathogenesis of

systemic lupus erythematosus (2013)
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Je tiezZ zname, ze miRNA mo6Zzu regulovat’ imunitnu odpoved’ aj cez iné signalizacné
dréahy nezavislé na DNA methylacii. Zvysené hladiny miR-126 vedu k up-regulacii génov
kodujucich proteiny ako CD11a a CD70 a to vedie k autoreaktivite T a B lymfocytov.
MiR-21 tiez ovplyviiuje TCR signalizaciu a pravdepodobne je schopna aj kontroly
aktivacie T buniek reguldciou programmed cell death proteinu 4 (PDCD4). MiR-142 je
negativny regulator aktivacie T buniek CD4". Vyssie hladiny miR-181a veda k zvySeniu
citlivosti T lymfocytov na antigény a tiez k urychleniu diferenciacie progenitorovych B
lymfocytov v kostnej dreni (29).

MiR-155 reguluje imunitné odpovede hned’ niekolkymi sposobmi. Jej ciele zahtfiiaju
mRNA IFN, SHIP1 a vel'a d’alsich (29).

MiRNA tiez prispievaju k patogenéze lupusu pomocou regulacie hladin cytokinov.
Nevyrovnané hladiny miR-31 st zodpovedné za defekty v syntéze IL-2 u SLE pacientov.
MiR-125a sa priamo viaze na RANTES, ktory zohrava ulohu vo vyvoji SLE. MiR-146a
zase negativne reguluje IFN signaliza¢nu drahu typu I a tiez negativne reguluje imunitna
odpoved’ posobenim na TNF receptor associated factor 6 (TRAF6) a IL-1 receptor-
associated kinase 1 (IRAKI1). MiRNA prispieva k ich down-regulacii a k naslednému
ukonceniu zapalovej odpovede (29).

V Tab. 7 su vyznacené¢ vSetky d’alSie miRNA, ktorych expresia sa liS§i u SLE oproti HC.

Tab. 7 Diferencialna expresia mikroRNA u systemového lupusu erythematosus

vzorka miRNA expresia
Up-reguované miRNA Down-regulované miRNA
miR-516a-3p, miR-525-5p, miR-629, | miR-126, miR-17-5p, miR-

PBMCs miR-2 1., miR-61, miR-78, mi.R-142- 112, miR-141 , miR-. 184, miR-
3p, miR-189, miR-198, miR-298, | 196a, miR-383, miR-409-3p,
miR-299-3p, miR-342, miR-410 miR-146a, miR-155

Serum-plazma miR-148-3p, miR-130b-3p

T lymfocyty miR-26a

moc miR-146a

Prevzaté z: Ji-Qing Chen et al. The role of microRNAs in the pathogenesis of autoimmune

diseases (2016)

MiR-146a u SLE je v T lymfocytoch vyjadrena nizSie ako obyc€ajne a to moze viest’
k zmendm v IFN signalizacnej drahe typu I (29). Naproti tomu, hladina miR-146a je

zvySena v moci ato hlavne u pacientov s lupusovou nefrititdou (LN). Naviac, SNP
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v promotorovej oblasti miR-146a su asociované s nastupom a progresom SLE (20). Tiez
bolo preukazané, ze liecba steroidmi nema vplyv na uz zmenenu expresiu danej miRNA
(31). Silna asociacia medzi hladinou miR-146a a aktivitou choroby indikuje, Ze miRNA
moze sluzit’ ako novy biomarker choroby (29).

Hladina miR-125 v mocovom supernatante by tiez mohla byt povazovana za relevantny
a presny biomarker u pcientov s LN (29).

MiR-126 je signifikantne zvySenda v PBMC u pacientov so SLE aopacny jav je
pozorovany u RA, ¢o naznacuje, ze tato miRNA by mohla sluzit’ ako lupusu Specidicky
biomarker (32). MiR-21 je vysoko zvysend u SLE a jej hladiny sa liSia u pacientov
s aktivnym a neaktivnym lupusom. AvSak miR-21 je zvySena aj u RA a teda tato miRNA
nemozno povazovat za Specificki pre SLE. Hladina miR-148a je zvySena v T
lymfocytoch u SLE a zaroveil pozitivne koreluje s aktivitou chorby. To vSetko napoveda,
ze miR-126, miR-21 a miR-148a m6Zu mat’ potencionalne vyuzitie ako biomarkry SLE

a mozno aj ako nové terapeutické ciele terapie lupusu (29).

3.4.4.3 Systémova sklerodermia

ZvySena expresia profibrotickych miRNA a/alebo znizenad expresia antifibrotickych
miRNA je pravdepodobne ddlezitym faktorom vo vyvoji fibrozy u SSc. Mikroarray
a RT-PCR ukazali, ze zhruba 40 r6znych miRNA ma suvislost’ s fibrozou v r6znych
organoch. Vicsina z tychto miRNA je regulovana pomocou TGF, ktory je povazovany za
dolezitého Ucastnika v procese fibrozy u systémovej sklerodermie (33).

MiR-133, miR-141, miR-200a/b, miR-21 a miR-590 priamo indukuju alebo inhibuju
fibrozu posobenim na TGF-B/Smad kanonicka signalnu drdhu. Analyza miR-132, miR-
133 a miR-17-92 klastru ukazala, Ze ich cielom je faktor rastu spojivového tkaniva
(CTGF). MiR-29a/b/c, miR-377 (klaster s miR-382) a miR-449a/b sa zapojené
v prestavbe extraceluldrnej matrix. Let-7, miR-132, miR-155, miR-192 a miR-382 sa
nepriamo podielaji na fibrogenéze vplyvom na epitelidlno-mezenchymalny prechod a
miR-132, miR-15b, miR-16, miR-150, miR-27a, miR-27b, miR-335 a miR-34a indukuju
proliferaciu myofibroblastov a resistenciu k apoptoze (33).

MiR-29 vykazuje antifibroticky efekt u niekolkych réznych fibrotickych chorob,
vratane SSc. Tato miRNA potlaca expresiu kolagénu I, kolagénu III a kolagénu IV. Je
dokazané, ze silnd down-regulacia expresiec miR-29 moéze viest k zvySenej tvorbe

kolagénu a naslednej fibrotickej odpovedi vo forme srde¢nej, plucnej a pecenovej
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fibrozy. Tyrozin-kindzovy inhibitor imatinib mesylat bol schopny obnovit hladiny miR-
29 u bleomycinom vyvolanej fibrézy u mysi (33).

V Tab. 8 st popisané d’alSie mikroRNA, ich cielové gény a proteiny a tiez vysledné
efekty, ktoré vyvolavaju v organizme. Inhibicia funkcie profibrotickych miRNA
a posilnovanie aktivity antifibrotickych miRNA pomocou génovej terapie sa mozu

uplatnit’ ako nové terapeutické moznosti v lieCbe sklerodermie (33).

Tab. 8 MikroRNA spojované s fibrozou u systémovej sklerodermie

miRNA Efekt Cielovy gén a protein

miR-29 Antifibroticky COL’IAl, COL1A2, COL3Al1, FBNI, ELNI, ECM
syntcza

miR-21 Profibroticky Smad?7

miR-150 Antifibroticky Integrin-3

miR-196a Antifibroticky COLI1A1, COL1A2

miR-92a Profibroticky MMP-1

Prevzaté z: H. Zhu et al. MicroRNAs: their involvement in fibrosis pathogenesis and use
as diagnostic biomarkers in scleroderma (2013)

MiRNA moézu byt’ ziskavané z r6znych zdrojov, najcastejSie vSak z krvnych komponent,
biologickych tekutin ¢i vzoriek tkaniv. St vysoko stabilné a zdaju sa byt rezistentné na
zmeny Vv zaobchadzani so vzorkou, ¢o zvySuje ich Sance ako potencionalnych
biomarkrov. Tab. 9 popisuje zmeny v expresii jednotlivych miRNA a efekt, ktory dana

zmena vyvolava (33).

Tab. 9 MikroRNA ako biomarkery u systémovej sklerodermie

miRNA Zmena expresie | Efekt

miR-29a Znizena Vyssi systolickytlak v pravej komore

miR-150 Znizena Véznejsia klinickd manifestacia

miR-196a Znivend V}/§§i pomer dssc:lssc, vyssie Rodnanovo skore, vyssia
vyskyt jaziev

miR-92a Zvysena Nizsia frekvencia teleangiektazy
Diagnosticky marker pre odliSenie SSc od SSD, skora

miR-142-3p ZvySena detekcia rozvyjajucej sa SSc, kratka podjazykova
uzdicka

Prevzaté z: H. Zhu et al. MicroRNAs: their involvement in fibrosis pathogenesis and use
as diagnostic biomarkers in scleroderma (2013)
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3.4.5 MikroRNA a glukokortikoidy

Aktivacia glukokortikoidnych receptorov (GR) glukokortikoidmi moéze indukovat
alebo naopak potlacat’ Specifické miRNA v roznych ciellovych génoch. Bolo
prevedenych mnoho §tudii zaoberajucich sa touto témou, no podstatna vicSina z nich
skimala nadorové bunky od pacientov s leukémiou. Existeuje vSak hypotéza, ze
podobnym mechanizmom by mohlo dochadzat k ovplyviiovaniu profilu miRNA
u pacientov s autoimunitnymi ochoreniami lieCenymi glukokortikoidmi. Identifikécia
mikroRNA, ktoré maji rozdielnti expresiu u chorych pacientov oproti HC ako nasledok
GK liecby aich nasledné ovplyvnenie, predstavuje inovativny pristup, ktory by
v buducnosti mohol byt zavedeny do klinickej praxe (34).

Stale sa skiima, ako presne sa spravaju miRNA v regulacii GR a prevlada nazorm ze 3°-
UTR glukokortikoidného receptoru obsahu niekol’ko ,seed“ oblasti, ktoré su
rozpoznavané roznymi miRNA (34).

Davis et al (35) pozorovali zmeny v expresii miRNA u aktivovanych CD4" T
lymfocytov od zdravych I'udi, ktoré boli vystavené in vitro 1 pmol/l methylprednisolonu.
Bolo preukdzané, ze methylprednisolon zvysil expresiu miR-98 aznizil hladiny jej
predpovedanych cielov ako IL-13 a d’alSich troch TNF receptorov (35).

Napriek tomu, ze dalSie Stadie potvrdili, ze mikroRNA zohravaju urcitu tlohu pri
variabilnej odpovedi pacientov na terapiu GK aj u d’alSich chordb, ziskané vysledky su
vysoko premenlivé a zatial nebola definitivne vysvetlend Ziadna dréha, ktorou GK

ovplyviiujii miRNA (34).
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5. Diskusia

Hoci uz od prvého objavu miRNA uplynulo 25 rokov, stdle o nich nevieme uplne
vSetko. Vela s§tadii pozorovalo zmenené hladiny miRNA v rdznych tkanivéach,
jednotlivych bunkéch ¢i telesnych tekutindch u jednotlivych ochoreni, no nie vzdy bolo
objasnené akym mechanizmom k tymto zmenam dochddza. Je vSak jasné, Ze miRNA
zohréavaju dolezitu tlohu pri patogenéze autoimunitnych ochoreni.

Reumatoidna artritida je jedna z najlepSie preskimanych chordb, ¢o sa tyka mi miRNA.
Je mnoho studii (10) — (28), ktoré sa zaoberaju llohou miRNA u tohto ochorenia. Medzi
dolezité Cinitele patogenézy u RA patria miR-16, miR-21, miR-34a*, miR-124a, miR-
150, miR-155, miR-203 a SNP na miR-499. Kazdd ztychto miRNA sa urcitym
mechanizmom podiela na vyvoji choroby. Dalsou podstatnou miRNA sa javi byt miR-
223, ktord bola navrhnutd ako marker aktivity choroby a mozny prediktor vysledku
choroby u pacientov so skorou reumatoidnou artritidou (26). MiR-146a je jedna z najviac
preskimanych ale zdroven aj kontroverznejSich mikroRNA. Zatial ¢o niektoré Studie
hlasili jej zvySené hladiny v PBMC, iné tvrdili opak (13). Za tieto rozdiely mdze byt
zodpovednych mnoho faktorov ako napriklad rozdiely v etnickych skupinach uu
jednotlivych $tadii, vysoka variabilita choroby a mnohé d’alSie.

U SLE sa na patogenéze r6znymi mechanizmami podiel'aji: miR-148a, miR-126, miR-
21, miR-142, miR-181, miR-155, miR-31, miR-125a, miR-146 (29) — (32). Pouzitel'né
ako biomarkery sa zdaju byt miR-148a a miR-146 (29). MiR-126 je moZnym
Specifickym biomarkerom pre SLE (32), zatial ¢o miR-21 mdze byt vyuzivand na
rozoznanie aktivnej a neaktivnej formy SLE (29). MiR-125a sa zda byt vhodnym
kandid4dtom na biomarker u pacientov s lupusovou nefritidou (29).

U systémovej sklerodermie boli popisané zmeny v hladinach u miR-133, miR-141,
miR-200a/b, miR-21, miR-590, miR-132, miR-17-92, miR-29a/b/c, miR-377, miR-449,
let-7, miR-132, miR-155, miR-192, miR-382, miR-156, miR-16, miR-150, miR-27, miR-
335 a miR-34 ovplyviiujuce rozne funkcie od indukcie ¢i inhibicie fobrozy, cez prestavbu
ECM az po vznik resistencie na apoptdzu. SSc je vSak najmenej popisana z troch chordb
a najviac vieme o miR-29, no jej funkcia ako biomarkru zatial’ nebola potvrdena (33).

Objavila sa aj Stadia, ktora popisuje zmenu expresie miRNA pri podavani
glukokortikoidov, no kedze bola vykondvana na lymfocytoch zdravych l'udi, zatial’ nie je

uplne jasné, aky vplyv to bude predstavovat pre vysSie spominané autoimunitné choroby.
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Zo vsetkych zhromazdenych poznatkov teda vyplyva, Ze miRNA naozaj zohravaju
vel'mi ddlezit tlohu v patogenéze mnohych chordb a Ze by mohli byt’ veI'mi hodnotnymi
diagnostickymi a prognostickymi biomarkrami a tiez aj novymi terapeutickym ciel'mi.

No ked’ze vyskum miRNA ako diagnostickych biomarkerov je stale na zaciatku, je eSte
potreba vel'ké mnozstvo $tadii na vacSom pocte pacientov z roznych etnickych skupin.
V takom pripade bude mozné, ze s pribiidajucim casom sa objavia d’alSie miRNA, ktoré
nam pomodzu viac objasnit’ patogenézy chordb aktoré sa stani beznou sucastou

diagnostiky a klinickej praxe.
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6. Zaver

Na zaklade posudenia odbornych publikacii o moznosti pouzivania miRNA ako
biomarkrov u RA, SLE a SSc je mozné konStatovat,, Ze existuje par nadejnych kandidatov,
ktoré by sa v blizkej budicnosti mohli zacat’ pouzivat’ ako diagnostické biomarkry. Medzi
nich patri mir-223 u reumatoidne;j artritidy a mir-148a, mir-126, mir-21, mir-125a a mir-146a
u systemového lupusu erythematosus. Dalsie miRNA sa tiez moézu stat’ biomarkrami
anovymi terapeutickymi ciel'mi, no je eSte potreba vela Casu a velké mnozstvo §tadii, aby

boli zavedené do beznej klinickej praxe.
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