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Doxorubicin (DOX) patri mezi antracyklinové antibiotikd, pouZivaju ho pacienti trpiaci
nadorovymi ochoreniami. Jeho neZiadiicim u¢inkom je vznik kardiotoxicity. Progndza
kardiotoxicity zavisi na jej v€asnom odhaleni, a preto mnohé Studie skimaju vlasnosti
mikroRNA, ktoré by v budiicnosti mohli byt vhodné biomarkery poskodenia srdca.
MikroRNA su zapojené takmer vo vSetkych procesoch v I'udskom tele, pri vyvoji,
deferenciacii, proliferacii a apoptdze. Nachadzaju sa aj v extracelularnom priestore, su

stabilné a maju mnoho d’alSich pozitivnych vlastnosti.

Moja diplomova préca je zamerana na sledovanie zmien hladin expresie mikroRNA,
ktoré mozu vznikat’ pri poSkodeni srdca doxorubicinom. Ako vzorky boli pouzité
srdcové tkaniva a plazma mysi, ktoré boli ovplyvitované doxorubicinom a porovnavané
s kontrolnymi  vzorkami. Vzorky boli spracované a vyhodnotené metédou
kvantitativnou real — time PCR (qPCR). Statisticky vyznamné zvysenie expresie vo
vzorkach srdcového tkaniva mysi nastalo len u miR-34a a zniZenie expresie u miR-205.
Vzorky plazmy mySi poukézali na Statisticky signifikantné zvySenie expresie u miR-
205, miR-34a, miR-133 a miR-1. Aby mohli byt mikroRNA ako biomarkery pouzité je

potrebné ich podrobit’ mnohym d’al$im stidiam.

Okrem novych potenciondlnych biomarkerov boli pozorované aj koncentracie
tradicnych markerov kardiotoxicity, troponinov. Tieto proteiny boli spracované zo
vzoriek srdcového tkaniva a plazmy mysi. Hladiny koncentracii troponinov T a I zo
stdc mySi boli zvySené, rovnako ako aj hladiny troponinu T z plazmy mysi

ovplyvnenych DOX.

KTacove slova: doxorubicin, mikroRNA, troponiny, qPCR, imunobloting
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Doxorubicin (DOX) belongs to the anthracycline antibiotics used by patients suffering
from cancer. Its undesirable effect is cardiotoxicity. Prognostic of cardiotoxicity
depends on its early detection, and therefore many studies examine the properties of
microRNAs that could be appropriate biomarkers for heart failure in the future.
MicroRNAs are involved in almost all processes in the human body, in development,
differentiation, proliferation and apoptosis. They are also located in the extracellular

space, they are stable and have many other positive properties.

My diploma thesis is focused on monitoring changes in microRNA levels that can occur
in heart damage by doxorubicin. The cardiac tissues and plasma of mice treated with
doxorubicin were used as samples and compared with control samples. Samples were
processed and evaluated by real-time quantitative PCR (qPCR). A statistically
significant increase in expression in heart tissue occurred only in miR-34a and decrease
in miR-205 level. Plasma mice samples showed a statistically significant increase in
expression of miR-205, miR-34a, miR-133 and miR-1. MicroRNAs could be used as a

biomarkers, but they need to undergo many further studies.

In addition to new potential biomarkers, concentrations of traditional markers of
cardiotoxicity, troponins, have also been observed. These proteins were processed from
cardiac and mouse plasma samples. Levels of troponin concentrations T and I were

increased in hearts as well as troponin T levels in mouse plasma treated with DOX.

Key words: doxorubicin, microRNA, troponins, qPCR, immunoblotting



Lo UVOD ittt
2. TEORETICKA CAST ..ottt
2.1 AntracyKlinove CytOStatiKa ........ccceveuviiieiiiiiieeeiiiiiee et e e e 10

2.1.1 Kardiotoxicita sposobend antracyklinovymi cytostatikami.................. 10
2.1.2 DOXOTUDICIN. ¢ 13
2.2 MIkroRNA (IMIRINA) ..coiiiiiiiiieeee ettt 17
2.2.1 Nézvoslovie miKroRNA. ... 17
2.2.2 Definicia a funkcia mikroRNA ..., 19
2.2.3 Biosyntéza mikroRNA a jej regulacia .........cccccvviviieeeeieiiiiciiiiieeeeenn, 20
2.2.4 Cirkulujice miKroRNA ... 20
2.2.5 MikroRNA ako biomarkery .........ccccvvveiiieeiiiiiciiiiiieeee e 22
2.2.6 Tradi¢né biomarkery kardiotOXiCity ........ccccvuvvvrereeeeeriiiiiiiiiieeeeeeeeeeens 23
2.2.7 KardioSpecifické mikroRNA ..........cccviiiiiiiiee e 25
2.2.7.1 MikroRNA a akutny infarkt myokardu .............ccceeeoiviiiiieeieenniiie, 26
2.2.7.2 MikroRNA a srdcoveé zlyhani€............ccccuvveereeeeeneiiciiiiieee e, 27
2.2.7.3 MikroRNA a ischemickd choroba srdca..........cccceeeuvriiiiieeeieeeiiinieee. 28
2.2.7.4 MikroRNA a arytmia, fibr6za, hypertrofia, srdcové zlyhanie .............. 28
2.2.7.5 MikroRNA a transplantacia srdca ..........ccceeeeeeeeeeieiiiiiiieeeee e, 29

3. ZADANIE — CIEL PRACE .....coooiiiiiiiieciniieiecitie et
4. EXPERIMENTALNA CAST ..ottt

4.1  PouZzité materidly @ PriStroJe ......ceeeriuuiireeiiiiiiee et 31
4.1.1 Biologicky material ..........ccccviiiiiiiiiiiiiiiiie e 31
4.1.2 Chemikalie @ TOZLOKY ...cceeeeiiiieeiiiiie e 31
4.1.3 PrISITOJE .. et 33



4.1.4 POMOCKY ...vviiiiiiiiee et 34
4.2 MEOAIKA...ceiiiiiiiiii et 35
4.2.1 Expresia mikroRNA v srdciach mySi........coeeevevviiieiiiiiiiiiiiieeeeee. 35
4.2.1.1 1Izolacia RNA Z0 STAC MYST ..eeeevvuiiiieiiiiiiieeeiiiee et 35
4.2.1.2 Meranie koncentracie a Cistoty RNA.........cccoiiiiiriiiiiiiiiiee e 36
4.2.1.3  O8etreni€ DNAZOU .....ccooiiiiiiiiiiiiiieiiiiteeeetee e 37
4.2.1.4 Reverzna transkripCia ......cccevveiieeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeiirieeeeeeeeeesnenneeeeas 38
4.2.1.5 Kvantitativnd polymerdzova retazova reakcia v redlnom case (qPCR,
real — tiMe PCR) ..oooiiiiie e 40
4.2.2 Expresia mikroRNA v plazme mySi........ccooeveeciiiiiiiieiiiiieiiiiieeeeeen, 44
4.2.2.1 TIzolacia RNA z plazmy mySi. ...ccoeevveiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e, 44
4.2.2.2 Meranie koncentracie a Cistoty RNA..........cccceevveiiiiiiiiiiiieeeeeee, 45
4.2.2.3  08etreni€ DNAZOU .....ccoiiiiiiiiiiiiiie et 45
4.2.3 Detekeia Proteinov........uvuviiiieeieeiiiiiiiiee e e 47
4.2.3.1 Stanovenie koncentracie bielkOvIny ..........cccceeeeeiiieiiiiiiiiieeeeeeeciiee, 47
4.2.3.2 Priprava vzoriek a roztokov na elektroforézu.............ccccceeeeeeninnnnnnnnn. 49
4.2.3.3 Priebeh eleKtroforézy........ccovviiiiieiiiiiiiiiieee e 54
4.2.3.4  TMUNODIOTING ...vvvviiiiieeeeeeiiiiiee e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eanenaaeeeas 56
4.2.3.5 DeteKcia ProteinOV........ccceeuviiiiiiieeeeeiiiiiieee e e e e e eeeirreee e e e e e e e eeenaaeeeas 57
4.2.4 Vyhodnotie dat ........cccueiiiiiiiiiii e 59

5. VYSLEDKY

5.1  Pozorovanie expresie MIKrORNA .........cccccoiiiiiiiiiiiiiiie e, 60
5.1.1 Pozorovanie expresie mikroRNA v srdciach mysi pomocou qPCR .....60
5.1.2 Pozorovanie expresie mikroRNA v plazme mysi pomocou qPCR....... 61
5.1.3 Pozorovanie expresie mikroRNA v plazme mySi pomocou microarray

62

5.2 Pozorovanie hladin troponinu T a troponinu L........ccccceoviiiiniiiiniiiiniienee. 63



5.2.1 Pozorovanie zmien troponinu T v plazme mySi........cccceeeevcvieeeencnnennnn. 63

522 Pozorovanie zmien troponinu T a troponinu I v srdciach mysi ............ 64
DISKUSIA ..ot 67
ZAVER ..o 70
POUZITE SKRATKY .....oviimiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 71
ZOZNAM TABULIEK .......ooovimiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 75
. ZOZNAM OBRAZKOV ...t 76
. POUZITA LITERATURA .....cooiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 77



1. UVOD

Prvad mikroRNA bola objavena v had’atku obecnom, od tohto objavu ubehlo viac ako
dvadsat’ rokov. Dnes je zndme, ze mikroRNA sa vyskytuje u velkej Casti eukaryotov,
ako aj u l'udi. Pravdepodobne az 1 — 5 % l'udského génomu tvori prave mikroRNA. Jej
funkcia spociva v regulacii zhruba 30 % génov kodujucich proteiny. Medzi d’alSie
dolezit¢ funkcie mikroRNA patri regulacia génovej expresie, ktord ma za ulohu riadit’

rozne metabolické a bunkové drahy (MacFarlane a kol. 2010).

MikroRNA (miRNA) st malé¢ nekddujice RNA, patria medzi postranskripéné
regulatory. Viaza sa na molekuly mRNA, ¢im zabranuju ich prekladu do bielkovin.
Zrela mikroRNA sa vytvara prostrednictvom dvojstupiiového Stiepenia primdrnej
miRNA, nasledne prebieha jej zalenenie do efektorového RNA — indukovan¢ho
tlmiaceho komplexu. MiRNA sparuje bazy s cielovou mRNA na negativnu regulaciu
jej expresie. Podl'a komplementarity medzi cielom mRNA a pravdepodobnym cielom
sa rozhodne, ktory spdsob umlcania bude vyuzity, Stiepenie cielovej mediatorovej RNA

s postupnou inhibiciou translacie, ¢i degradacie (MacFarlane a kol. 2010).

Zucastiiuju sa mnohych procesov v 'udskom tele, od reguldcie vyvoja, diferenciaciu,
proliferaciu az po apoptézu a aj patologickych procesov (Melo a kol. 2014). MiRNA
moézu v dosledku poskodenia buniek, ¢i ich smrti cirkulovat’ v krvi, vyskytuju sa teda

v extracelularnom priestore (Valadi a kol. 2017).

MikroRNA st zikladom mnohych S§tudii, ktoré sleduji ich expresie v rdéznych
ochoreniach. Z r6znych experimentov vyplyva, Ze miRNA su zapojené vo vzniku
kardiovaskularnych ochoreni, ¢i rakoviny a mnohych dalSich ochoreni. Sledovanie
hladin expresie urcitych mikroRNA mdze poskytnit’ informacie o diagnéze, progresii,

¢1 vysledkoch ochoreni.

Tato diplomova praca bola zameranid na pozorovanie hladin vybranych mikroRNA,
ktoré sa sledovali vo vzorkach mysi. MySiam bol davkovany doxorubicin, ktory patri
mezi antracyklinové antibiotikd. Tieto antibiotikd sa podavajii pacientom trpiacim
nadorovymi ochoreniami. Negativny ucinok antracyklinov spo¢iva vo vzniku
kardiotoxicity, ¢o sa preukaZe na zmenenych hladindch mikroRNA. V budtcnosti by
mohli byt" v klinickej praxi vyuZzité ako spolahlivé biomarkery v diagnostike, ako aj

v terapii r6znych ochoreni.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Antracyklinové cytostatika

Antracykliny patria medzi cytostatické antibiotika, ktoré sa vyuzivaju pri protinadorove;j
chemoterapii. Medzi prvé antracykliny patri daunorubicin (DNR) a doxorubicin (DOX),
ktoré boli izolované z baktérie Streptomyces peucetius. DNR a DOX st podobné, maly
rozdiel je v ich $trukture, ktory je dolezity pre ich pouzitie. Dalsie antracykliny, ako
napriklad epirubicin (EPI), ¢i idarubicin (IDA), vznikali chemickymi modifikaciami
DNR a DOX. Antracykliny sa v 'udskom tele rychlo distribuji a pomaly eliminuju,

elimindcia prebieha prostrednictvom ZI¢e (Visani a kol. 2012).

Likvidacia nadorovych buniek, prostrednictvom antracyklinov, prebiecha pomocou
inhibicie topoizomerazy II. Mechanizmus ich pdsobenia spociva v stabilizacii
reakéného medziproduktu, v ktorom st casti deoxyribonukleovej kyseliny (DNA)
kovalentne pripojené na topoizomerazu II, kvoli ¢omu je zabranené opidtovnému
uzatvoreniu DNA. Antracyklinové interkalacia v tejto reakcii zohrava délezitu tlohu.
Tie, u ktorych neprebehla interkalacia pravdepodobne upeviiuji komplex medzi
topoizomerazou Il a DNA (Visani a kol. 2012). Zastavenie rastového cyklu bunky v G1
a G2 fazy a naslednu apoptéozu sposobuje komplex DNA s topoizomerazou II a

antracyklinmi (Offermanns a kol. 2008).

Medzi dals§ie mechanizmy poOsobenia antracyklinov, ktorych ucinok nie je spojeny
s topoizomerazou II patri aktivacia neutrdlnych sfingomyelindz, spojend s tvorbou
ceramidu a aktivdcia efektorov bunkovej smrti, mitochondridlna dysfunkcia
nasledovand uvol'nenim cytochromu C a tvorbou apoptozémov alebo indukcia lipidove;j
peroxidacie a tvorba aduktov malondialdehyd - DNA, co spdsobi zniZenie aktivity
cyklinu E, a tak zastavenie rastu buniek. Tieto mechanizmy st sprostredkované réznymi
druhmi reaktivného kyslika, ktoré st vedl'aj§imi produktmi metabolizmu antracyklinov

(Visani a kol. 2012).

2.1.1 Kardiotoxicita sposobena antracyklinovymi cytostatikami

Antracyklinové cytostatikd rovnako ako iné lie¢iva maji r6zne neziadice ucinky. Patri
medzi nich napriklad neutropénia, zvracanie, ¢i nauzea, ktoré sa dali I'ahko eliminovat’

pouzitim hematopoetickych rastovych faktorov, ako aj antiemetickej liecby. AvSak
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zavaznym neziadicim UCinkom ich poésobenia je toxické poSkodzovanie tkaniva
myokardu. Antracykliny sposobuju poskodenia, ktoré st charakterizované poklesom
poctu myofibril, zvySenim poctu lyzozémov, dilataciou sarkoplazmatického retikula a
dalsimi. U DOX je vyskyt kardiomyopatie a zlyhania srdca v priemere pod 5 %. U
pacientov s arytmiou, hypertenziou, chlopiiovou alebo koronarnou chorobou, Cci
metabolickou poruchou sa vyskytuje poskodenie srdca aj pri bezpeénych davkach
antracyklinov. Deti a star$i 'udia su citlivej$i na poruchy srdca viac ako mladi I'udia

(Visani a kol. 2012).

Pri pouzivani antracyklinov mozu vznikat’ r6zne typy kardiotoxicity. Jednou z nich je
napriklad akutna kardiotoxicita, ktora vznikd zvycajne po dvoch az troch dnoch
uzivania antracyklinov. Vyskytuje sa zhruba u 11 % pacientov. Medzi najCastejSie
priznaky akutnej kardiotoxicity patri bolest na hrudi, ktord méze byt spdsobena
vznikom myoperikarditidy alebo tachykardie, ¢i d’alSich portach srdca. Spdsoby vzniku
akutnej kardiotoxicity st nejasné, no pravdepodobne ide o reverzibilny edém myokardu

zapri¢ineny uzivanim antracyklinu (Chatterjee a kol. 2010).

Chronicka kardiotoxicita sa vyskytuje menej Casto ako akutna, ide priblizne o 1,7 %
pacientov. Niekedy sa prejavuje do 30 dni od posledného uzitia antracyklinu, ale moze
vznikat' aj po 6, ¢i az po 10 rokoch, vtedy ide o oneskorenti formu kardiotoxicity.
Vyskyt je zavisly od davky antracyklinu, to znamend, ze ¢im vysSia je davka, tym

vyssie je riziko vzniku kardiotoxicity (Chatterjee a kol. 2010).

Toxicita antracyklinu zavisi na bioaktivacii. Kardiomyocyty podliehaji oxida¢nému
stresu, ktory vyvolava degradaciu sarkomér, naruSenie génovej expresie, poskodenie
DNA, nekroticku alebo apoptotickii smrt,, ¢o sa preukazalo aj u mysi (Visani a kol.

2012).

Vysoké riziko kardiotoxicity antracyklinov stvisi sich premenou na metabolity
sekundarneho alkoholu. Tieto metabolity st poldrnejsSie, a preto sa viac akumuluju
v kardiomyocytoch. Sekundarne metabolity alkoholu méZu vyvolavat’ kardiotoxicitu nie
len po chemoterapii, ale aj pocas nej. EPI vytvara menSie mnozstvo alkoholovych
metabolitov v porovnani s DOX. DOX tvori menSie mnozstvo alkoholovych

metabolitov ako DNR a IDA, pri¢om ich kardiotoxicita je povaZzovana za menej alebo
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rovnako zavaznu ako u DOX. Tieto rozdiely mézu byt’ sposobené v odlisnom postupe

podéavania DNR alebo IDA u myeloproliferativnych ochoreni (Visani a kol. 2012).

Zabranit' vzniku antracyklinovej kardiotoxicity je mozné tym, ze namiesto poddvania
bolusu, teda jednordzovej davky lieku podanej behom kratkej doby do Zily, sa vyuzije
pomalé podavanie infuzii, ¢o spdsobi znizenie hodnoty antracyklinu v plazme, ¢im sa
zmiernuje kardiotoxicita. Trvanie podavania bolusu zaberie priblizne 5 az 15 mintt a
podéavanie pomalych infizii trvd od 24 do 48 hodin. Tato ndhrada je G€inn4 hlavne u

dospelych I'udi (Visani a kol. 2012).

Chelator zeleza je jedina zlucCenina, ktord je povazovana za kardioprotektivnu, jeho
pouzitim by sa zmiernili vol'né radikdlové reakcie, ktoré spdsobuju kardiotoxicitu

(Visani a kol. 2012).

Dal§im sposobom ako predist’ vzniku kardiotoxicity by mohlo byt podavanie lickov na
klinicku kardiotoxicitu, na ochranu srdca, este pred subklinickou kardiotoxicitou. Avsak
tento spdsob bol preskimany len v niekolkych Studiach pomocou podavania
betablokatorov, blokatorov receptora angiotenzinu II, alebo inhibitorov enzymu
konvertujucého angiotenzin 1. Podéavanie inhibitorov enzymu konvertujiceho
angiotenzin I, u pacientov podstupujicich chemoterapiu, sposobilo znizenie hladin l'avej

ventrikularnej ejekcnej frakcie (Visani a kol. 2012).

Profylaktické podavanie kardiovaskularnych liekov sa nevyuziva ¢asto, kvoli mnoZstvu
roznych vedlajSich G¢inkov ako napriklad hypotenzia, bradykardia, kaSel' a mnohych
dalSich. Na prevenciu kardiotoxicity mala pozitivny Uc¢inok latka dexrazoxan. Jeho
medziprodukt podlieha hydrolyze za vzniku dialkyldiamidu, ktory sa svojou Struktirou
podobd etyléndiamintetraoctovej kyseline (EDTA) a cheldtom Zeleza, tie sa viazu ku
komplexom antracyklinov. Poddvanim pomalou infiziou dexrazoxanu pred podavanim
doxorubicinu poklesol vyskyt kardiotoxicity. Dexrazoxan neinterferuje s distribliiciou,
metabolizmom, ¢i eliminaciou DOX. V §tudii, kde Zeny s karcindmom prsnika prijimali
dexrazoxan pred podanim DOX, bol pozorovany pokles kardiotoxicity a mohli sa im

podat’ vyssie davky DOX (Visani a kol. 2012).
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Pouzivanie dexrazoxanu ma aj svoje nevyhody ako st napriklad hematologicka toxicita,
¢i u deti vznik sekundarnych malignit ako leukémia, alebo myelodysplaticky syndrom
(Visani a kol. 2012). Iné S§tadie poukdzuji na moznost interferencie DOX

s dexrazoxanom (Swain a kol. 1997).

Dalsiu moZnost ochrany proti vzniku kardiotoxicity predstavuje pouZivanie
lipozomalnych formuli DOX, tie cirkuluju v tele dlhSie ako norméalny DOX, a tak
uvolnuju malo, alebo Ziadny antracyklin v krvi. Lipozémy st dostato¢ne malé na to,
aby sa rozptylili v endotele nadorov, ale prili§ velké na to, aby sa rozptylili v tkanivach
srdca. Tym predstavuju tieto formule mnoZzstvo DOX pdsobiaceho v nadoroch, ale nie

v srdci. Odporuca sa pouzivanie hlavne u dospelych l'udi (Visani a kol. 2012).

2.1.2 Doxorubicin

Ako uZz bolo spominané medzi prvé izolované antracykliny patri doxorubicin a
daunorubicin. Obe tieto antracykliny su rovnaké, lisia sa iba v tom, ze DOX ma bo¢ny
retazec zakonCeny primarnym alkoholom a DNR kon¢i methylovou skupinou

(Carvalho a kol. 2009). (vid’. Obrazok 1)

0 OH
Doxorubicin Daunorubicin

Obrazok 1 Struktira DOX a DNR (Carvalho a kol. 2009)
DOX patri medzi najsilnejSie antineoplastické lieky. VyuZiva sa na lie¢bu solidnych,
hematologickych nadorov, ale aj na liecbu rakoviny prsnikov, zl€ovych kandlov,
prostaty, maternice, vajecnikov, paZerdka, Zalidka, ¢i pecene a tieZ na lieCbu detskych
pevnych tumorov, Kaposiho sarkému, ale aj na liecbu akutnej myeloblastickej

leukémie, ¢i lymfoblastickej leukémie a d’alSich (Carvalho a kol. 2009).

Utinok DOX sa podla mnohych $tudii pripisuje jeho schopnosti interkalovat’ sa do

helixu DNA alebo sa kovalentne viazat na proteiny spojené s replikdciou a
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transkripciou DNA (Box, 2007). Syntézy deoxyribonukleovej kyseliny, ribonukleove;j
kyseliny (RNA) a proteinov st tymito interakciami inhibované, ¢o mdze sposobovat

bunkovi smrt’ (Carvalho a kol. 2009).

Podl'a pokusu vedcov, ktory pouzili florescenéné farbivo DNA PicoGreen sa ukazalo,
ze antracykliny sa interkaluju do jadrovej DNA, ale rovnako aj do mitochondrialne;j

DNA (Ashley a kol. 2009).
Dalsie $tadie potvrdzuju to, ze DOX inhibuje topoizomerazu IT (Swift a kol. 2006).

Proteazom sposobuje modulaciu antracyklinov. Zistilo sa, ze rakovinotvorné bunky
umoziuji DOX vstup do nich prostrednictvom jednoduchej difizie. V cytoplazme sa
DOX viaze na proteazém s vysokou afinitou. Neskor dochddza k jeho vdzbe na
proteazovu podjednotku 20S, vd’aka ¢omu vznika DOX proteazomovy komplex. Tento
komplex sa pomocou jadrovych porov v adenosintrifosfatovo (ATP) zavislom procese
presuva do jadra. V jadre dochddza k oddeleniu DOX od protedzomu a k jeho
pripojeniu na DNA, pretoze k DNA ma DOX vysSiu afinitu ako ku proteazému
(Carvalho a kol. 2009).

V roznych nadorovych bunkach sa mozu prejavit’ rozlicné metabolické aktivity liekov.
Vnutorné faktory ako nedostatok kyslika, zmeny intracelularneho pH, ¢i maligna
transformacia mézu zmenit expresiu intracelularneho nikotinamidadenindinukleotid
fosfatového (NADPH) cytochromu P450 reduktazy. V struktare DOX moéze dochadzat’
k jednoelektronovej redukcii, ktord vznikd mnohymi bunkovymi oxidoreduktdzami,
medzi ktoré patri aj nikotinamidadenindinukleotid (NADH) dehydrogendza, NADPH
cytochrom P450 reduktaza, syntdza oxidu dusnatého, ¢i xantin oxiddza (Carvalho a kol.

2009).

Dochédza k jedno elektronovému prenosu z redukovanych nukleotidov. Tento prenos
zmeni molekulu antracyklinu na polochindnovi radikalova formu. Tvorba superoxidu a
peroxidu vodika je spojend s neenzymatickou reoxidaciou semichinénovych radikélov
molekularnym kyslikom. MdZe dochddzat’ k interakci superoxidu a peroxidu vodika
s roznymi makromolekulami. PouZivanie DOX sprevadzaji vaZzne problémy, ako je
napriklad rezistencia v nadorovych bunkéch, ¢i toxicita v zdravych tkanivach (Carvalho

a kol. 2009).

14



Medzi neziadice ucinky pouzivania DOX patri nevolnost a zvracanie, teda
gastrointestinalne poruchy, alopécia, neurologické poruchy ako napriklad halucinacie,
zavraty, €i kardiotoxicita. Pri pouzivani DOX moéze dochadzat’ k ubytku kostnej drene,
¢o znamena, ze vyznamnym vedlajSim ucinkom jeho pouzivania je myelosupresia
spojena s leukopéniou, hlavne granulocytopéniou, trombocytopéniou aj anémiou

(Carvalho a kol. 2009).

Vyskytuju sa tiez horucky, zimnice, precitlivenost, hyperpigmentidcia nechtov a
rovnako aj slzenie ocCi, ¢i konjuktivita. Celulitida, tazka lokalna nekréza tkaniva,
tromboflebitida, lymfangitida, ktoré mo6zu spdsobit’ obmedzenie pohyblivosti susednych
kibov, vznikaji v dosledku extravazacie DOX. Pri poddvani DOX do malej Zily alebo

viackrat do jednej a tej istej zily moZe vznikat’ flebosklerdza (Carvalho a kol. 2009).

DOX poskodzuje mitochondrid, tym, ze disponuje vysokou afinitou ku kardiolipinu.
Kardiolipin je vnatorny mitochondridlne membranovo S$pecificky fosfolipid. DOX a
kardiolipin znemoziiuji naviazanie kreatinkindzy na vnitorni mitochondridlnu
membranu, ¢im dochddza k poklesu aktivity mitochondrialnych enzymov, teda
enzymov pre ktorych je kardiolipin nevyhnutny. Pri reakcii DOX s mitochondriami
dochadza k vzniku semichinénovych radikadlovych medziproduktov, ide o toxické

formy DOX (Carvalho a kol. 2009).

Kardiotoxicita sposobend DOX sa deli na akutnu a chronickt. Lefrak a d’als$i vo svojej
Studii uvadzaju, ze akutna kardiotoxicita sa vyskytuje priblizne u 11 % pacientov,
kratko po zacati lieCby a méze byt reverzibilna. Ide hlavne o arytmiu, hypotenziu alebo
o zmeny Vv elektrokardiograme (Lefrak a kol. 1973, Herman a kol. 1971, Van Acker a
kol. 1996). Von Hoff a d’alsi zistili, Ze chronicka kardiotoxicita sa méze vyskytnit’ iba u
1,7 % pacientov uzivajicich DOX a 50 % predstavuje index Umrtnosti. Chronicka
kardiotoxicita zavisi na davke DOX, méZe dochadzat’ ku kongestivhemu zlyhaniu srdca
(Lefrak a kol. 1973, Von Hoff a kol. 1979). Studia, v ktorej bolo 630 pacientov
s rakovinou prsnika a malobunkovym karcindmom pltic zistila, Ze pri davke 500 mg/m?

DOX sa u 26 % pacientov vyskytuje kongestivne zlyhanie srdca (Swain a kol. 2003).

V pokuse, v ktorom sa po dobu 7 dni mySiam podaval DOX, sa zistila u mysi srdcova
hypertrofia (Sun a kol. 2001). Zordosky a El — Kadi poukazali na indukciu génov
predsiefiového natriuretického peptidu (ANP) ako aj mozgového natriuretického

peptidu (BNP), dvoch markerov srdcovej hypertrofie, génov cytochromu P, ¢i rodinu
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monooxygenaz, ktoré sprostredkuvavaji oxidaény metabolizmus xenobiotik ako aj
endogennych latok. Tato indukcia je spdsobena uc¢inkom DOX (Zordoky a kol. 2008).
So srdcovou hypertrofiou a so srdcovym zlyhanim je spojeny metabolizmus kyseliny
arachidonovej, ktory indukciou spominanych génov je ciastocne modifikovany
(Carvalho a kol. 2009). Pomocou pokusu na potkanoch, ktorym sa podaval DOX sa
zistili zmeny vich kardiomyocytoch, ide napriklad o degenerdciu myokardu,

perinukledrnu vakuolizaciu, ¢i intersticidlny edém (Yilmaz a kol. 2006).

V dalSom pokuse sa vdosledku podavania DOX potkanom zistili zmeny
v mitochondriach, ako su ukladanie myelinu, membranova a organelova degeneracia

(Daosukho a kol. 2007).

Zmeny v kardiomyocytoch zavisia od prijimanych koncentracii DOX, ako sa ukazalo aj
v§tadii. Za zmeny vsarkomérnom srdcovom myozine, za mitochondridlnu
depolarizaciu, tiez za depolariziciu, fragmentaciu, blednutie plazmatickej membrany,
ktora vedie az k zmene tvaru buniek su zodpovedné nizke koncentracie DOX. A vysoké
koncentracie prijimaného DOX spdsobujui vicsie zmeny buniek, ako st zmeny jadra, ¢i

jadrovej membrany, opuch mitochondrii spojeny s vakuolizaciou (Sardao a kol. 2008).

Zo vSetkych organov srdce je najcitlivejSie na uzivanie DOX. Je to spOsobené
niekol’kymi pri¢inami, ide napriklad uz o spominany kardiolipin. Alebo o srdcova
izoformu enzymu NADH dehydrogenazy, ktora podporuje tvorbu reaktivnych foriem
kyslika. Antioxida¢na obrana srdca je v porovnani s inymi tkanivami nizka. Kardiocyty
su post — mitotické bunky, a tak ak je srdce poskodené uzivanim DOX, k jeho obnove

dochadza len vel'mi tazko (Carvalho a kol. 2009).
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2.2 MikroRNA (miRNA)

Struktara DNA slizi na zapis Iudského genému, ktorého zékladom st stavebné a
funkéné jednotky, gény. Tie, podlichaju prepisu do formy RNA a v proteosyntéze
zohravaju dolezitu tlohu, pretoze sluzia ako matrice pre tvorbu proteinov. Ale iba mala
Cast’ génov, 1 — 3 % podlicha tomuto prepisu, nazyvaji sa ako protein — kodujice gény.
Pri $tadiu vSetkych prepisovanych RNA v bunke, teda transkriptomu, sa zistilo, ze az

3/4 gendmu podliehaju prepisu (Djebali a kol. 2012).

Mnoho tychto RNA nie je zdkladom pre tvorbu bielkovin, ale ma doleZita regulac¢nu
funkciu, oznacujeme ich ako nekddujace RNA. Delime ich na dlhé a malé nekoddujiuce
RNA. Medzi malé RNA patri nukledrna RNA, nukleolarna RNA, RNA interagujuce
s PIWI proteinmi a mikroRNA (Catalanotto a kol. 2016). (vid’. Tabulka 1)

Po dlhti dobu nebola znama funkcia malych nekddujicich usekov RNA az postupom
casu doSlo k poznaniu, Ze ich funkcia méZe spocivat’ v diagnostike, ¢i terapii r6znych

ochoreni a to hlavne kardiologickych (Novak, 2016).

2.2.1 Nazvoslovie mikroRNA

Ich nomenklatira je zaloZzend na pouziti skratky miR, v pripade, Zze ide o zrelu
mikroRNA. Ak pouzivame prekurzory, pripadne gény, pre dané miRNA je miR pisana
kurzivou. Cislica, ktora nasleduje za skratkou miR, sliZi na oznaGenie poradia
objavenia danej miRNA, ¢o znamena, Ze miR—499 bola objavena neskor ako miRI1.
Vynimku, v ktorej tato nomenklatira neplati tvori skupina let a lin, ktoré boli
pomenované skor ako vznikla dnes pouzivana nomenklatara. MikroRNA su skoro
podobné, ale liSia sa len v urcitych castiach a hlavne svojou tkanivovou expresiou a
funkciou, a tak sa oznacuju sa ako miR-133a a miR-133b, teda pouzitim malého
pismena za ¢islom. Zistilo sa, Ze vac¢si pocet génov pre urcitt miRNA, koduje rovnakii
sekvenciu nukleotidov, ¢o znamend, Ze v gendme, jedna miRNA mdze byt zakodovana
na viacerych miestach. RozliSujeme ich pouZitim pomlcky a ¢isla, za ¢iselnym tdajom,
teda miR—1-1. Trojpismenny prefix oznacuje Zivoc¢isny druh, napriklad Asa — miR-1,

homo sapiens sa oznacuje skratkou hsa (Novak, 2016).
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Tabul’ka 1 Prehl’ad malych nekodujucich mikroRNA (Novak, 2016).

Malé nekodujice RNA

Nuklearne (jadrové) RNA (snRNA)

- zéklad tvorby mediatorovej RNA
- dizka priblizne 150 nukleotidov

Nukleolirne (jadierkové) RNA
(snoRNA)

- sti€ast’ vzniku ribozomalnej RNA (ta
slizi na tvorbu ribozémov a
proteosyntézu)

- dizka 70 — 120 nukleotidov

RNA interagujice s PIWI proteinmi

- spolo¢ne sltzia na regulaciu aktivity

transpozomov
(piRNA) ,
- dlzka 24 aZ 32 nukleotidov
- viazi sa na molekuly mRNA, a tak
MikroRNA (miRNA) zabranuju ich prekladu do bielkovin

- dizka 21 az 24 nukleotidov

Malé interferujuce RNA (siRNA)

- uplatiiuju sa v interferencii, teda
ovplyviiuju expresiu génu

- dizka 20 az 25 nukleotidov
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2.2.2 Definicia a funkcia mikroRNA

MikroRNA sa zucastiiuju expresie génov rastlin, zvierat, jednobunkovych eukaryot a
dalsich, kde plnia tlohu posttranskripénych regulatorov génovej expresie (Melo a kol.
2014). Ambros a dalsi pri skimani genetickych portch v larvalnom vyvoji
identifikovali v roku 1993 prvy gén mikroRNA lin—4, ktory bol objaveny v had’atku
obecnom (Caenorhabditis elegans) (Lee a kol. 1993). Postupne bolo identifikovanych
viac génov miRNA, napriklad v ¢ervoch, v octomilkach, ale aj u I'udi (Lagos — Quintana
a kol. 2001). Vyskumy poukazuji na to, ze existuje az 30 000 roznych druhov miRNA,
av$ak u I'udi sa nachadza priblizne len 2000 (Kozomara a kol. 2014). Dalsie vyskumy
zistili, Ze Struktara jednotlivych mikroRNA sa 1iSi len ve'mi malo medzi jednotlivymi
zivo¢iSnymi druhmi. U zivoc¢isnych druhov, ako aj u ¢loveka, méze byt rovnaky spdsob

riadenia vyvoja pomocou mikroRNA ako u hdd’atka obecného (Pasquinelli a kol. 2000).

Podl'a genomovej polohy sa mikroRNA delia na medzigénové (intergénové), intronové
a exonové. Z celkového poctu mikroRNA génov sa priblizne 1/3 nachadza v intronoch
génov kodujucich proteiny. MikroRNA u Tudi mdézeme najst vo vSetkych

chromozdémoch, az na chromozém Y (Melo a kol. 2014).

MikroRNA plnia délezitd tlohu v regulacii vyvoja, diferencidcie, proliferacie, ¢i
apoptozy. MikroRNA je nevyhnutnd v dal§ich réznych procesoch, ide napriklad o
stanovenie, ¢i smrt’ buniek. Rozne biologické procesy, ako imunitna odozva, sekrécia
inzulinu, syntéza neurotransmiterov, ale aj virova replikacia a d’alSie su procesy, na

ktorych sa podiel'a mikroRNA (Melo a kol. 2014).

Napriklad mikroRNA let-7 je ddlezitd pre normalny vyvoj buniek a mé regulovanu
expresiu, chybanie tejto expresie sa spdja s roznymi druhmi rakoviny u l'udi, miR—196
je nevyhnutna pre normalny vyvoj konc€atin, pre mozog Specificka mikroRNA je miR-
134, miR-203 je spojena s koznou diferencidciou, miR—155 je dolezita pre fyziologicka
imunitni  funkciu, spravnu sekréciu inzulinu pomocou buniek pankreatickych

ostrovéekov inhibiciou myotrofinu reguluje miR—-375 (Melo a kol. 2014).

Délezitost mikroRNA spo¢iva nie len vrozvoji prezitia a v diferenciacii
embryonalnych kmeniovych buniek, ale stt nevyhnutné aj pri prezivani zrelych neurénov
a pre ich funkcie. Napriklad pri Alzheimerovej chorobe je pozorované zniZenie hodnoty
miR—20a. Strata miR—-133b mdze sposobovat pokles dopaminergnych neurénov

dolezitych hlavne pri Parkinsonovej chorobe (Herbert a kol. 2008, Kim a kol. 2007).
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Zistilo sa, Ze muticie v oblasti miR—96 si pri¢inou autozomdlne dominantnej
progresivnej straty sluchu, tato miRNA sa exprimuje vo vlasovych bunkach vnatorného
ucha (Mencia a kol. 2009). MikroRNA st vyznamné v mnohych d’al$ich ochoreniach,
ako su napriklad rakovina, ¢i kardiovaskularne ochorenia, no predmetom mnohych
studii zostdva otdzka, ¢i pozmenend expresia mikroRNA vyjadruje dosledok alebo

pri¢inu patologickych procesov (Melo a kol. 2014).

2.2.3 Biosyntéza mikroRNA a jej regulacia

Biosyntéza mikroRNA je Specifickd tym, Ze prebieha vo viacerych stuptioch. Zaciatok
prebieha v jadre bunky, po transkripcii prechddza do cytoplazmy, kde posobi ako zrela
mikroRNA. MikroRNA ako aj ostatné sucasti organizmu podliehaji kontrole, vyvojove;j
a tkanivovo Specifickej signalizacii. Pre zachovanie fyziologickych funkcii buniek sluzi

prave kontrola irovni mikroRNA (Melo a kol. 2014).

Rozne ochorenia I'udi, ako napriklad rakovina maju savis s deregulaciou expresie
mikroRNA (Jiang a kol. 2009). Regulacia mikroRNA je nevyhnutnym procesom
v bunke, prebieha na r6znych trovniach, od stability, spracovania, sekvencnej identity,
¢i viazania sa na cielové mRNA. Biogenéza mikroRNA podliecha regulacii spitnej
vazby. Tieto reguladcie su vyznamné pre vyvoj a dal$i osud buniek. MikroRNA
umoziuju potlacit mRNA, ktoré sprostredkovavaju kodovanie faktorov doélezitych

v biogenéze alebo funkcie rovnakych miRNA (Melo a kol. 2014).

2.2.4 Cirkulujuce mikroRNA

MikroRNA mozeme najst’ v roznych telesnych tekutindch, a to v krvnej plazme a sére,
v mo¢i, v slinach, v plodovej tekutine, a taktiez v pleurdlnej tekutine aj d’alSich (Sandhu

a kol. 2014). (vid. Obrazok 2)

Ribonukledzy moézu sposobovat degradaciu vyluCovanych mikroRNA, ale tieto
mikroRNA st pred nimi ochranené tym, Ze sa viaZu na proteiny. Najdolezitej$i protein
na ochranu mikroRNA je Argonautovy protein (Ago), tento protein slizi na zaclenenie
mikroRNA vo fyziologickej biogenéze. S komplexmi Ago proteinov je spojena
prevazna Cast’ extracelularnych mikroRNA, ostatné Casti mikroRNA sa nachddzaju vo
forme vezikul alebo ako exozdmy v l'udskej plazme. Rozne extracelularne vezikuly a

exozéomy cirkuluji v krvnom obehu. Stiepenim bunkovej membrany vznikaji
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extracelularne vezikuly a fizia multivezikularnych teliesok do plazmatickej membrany

spdsobi uvolfiovanie exozémov (Young — Kook, 2015).

Mnoho $tadii skima rézne Grovne mikroRNA a poukazuju aj na to, ¢i dana osoba
chorobu ma alebo nie. Podl’a §tudii bolo zistené, ze ak sa do krvného obehu mysi vlozi
miRNA vo forme vezikuly dochddza k rozdeleniu miRNA do réznych tkaniv a tieto
miRNA dokazu potladit’ cielové mRNA v bunkach (Bala a kol. 2015). V zivych

mySiach sa pomocou pokusov zistila priama vymena RNA medzi bunkami vdaka

exozoOmom (Zomer a kol. 2015).

Poskodenie alebo smrt’ buniek sposobuje pasivne uvolnovanie miRNA v cytoplazme, a

tak su extracelularne miRNA zistené v krvi. Do uvolnovania mikroRNA sa moze

zapajat’ regulacna draha, viaceré Studie zistili, ze hodnoty miRNA vo vnutri buniek
maji iné hodnoty ako v kultivatnych médiach, vd’aka ¢omu dospeli k zaveru, ze

uvolnovania miRNA sa moze tcastnit’ aj selektivna draha (Valadi a kol. 2017).
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2.2.5 MikroRNA ako biomarkery

Poziadaviek na idedlne vlastnosti biomarkerov je niekolko, mali by byt Specifické,
citlivé, prediktivne, robustné, prekladateIné a neinvazivne (Sandhu a kol. 2014).
Pouzivanie mikroRNA ako biomarkeru mé niekol’ko vyhod, mézu byt namerané rychlo
a presne, rozne mikroRNA sa exprimuju rozne v odliSnych tkanivach a pri ré6znych
stavoch bunky. Takze mikroRNA by mohli spifiat’ podmienky na idedlne vlastnosti
biomarkerov a st aj vyhodnejSie oproti tradicne pouzivanym biomarkerom na baze

bielkovin (Young — Kook, 2015). (vid’. Tabulka 2)

Sérum pacientov s difuznym velkobunkovym lymfémom B, bolo prvé sérum, v ktorom
sa vySetrovali cirkulujuice mikroRNA ako biomarkery. Neskor sa mikroRNA ako
biomarkery vyuZivali v hocijakych ochoreniach. Na zistovanie cirkulujacich
mikroRNA sa pouzivaju technologie ako polymerdzova retazovd reakcia (PCR)

v realnom Case a sekvenovanie novej generacie (NGS) (Wang a kol. 2016).

Napriklad pri skimani sér pacientov, ktori trpeli rakovinou pl'uc sa zistilo, ze hodnoty
miR—10b, miR—-141, a miR-155 by mali byt vysSie u pacientov trpiacich malignym
typom rakoviny pl'ic ako u pacientov trpiacich benignym typom tejto rakoviny (Roth a
kol. 2011). MiR-1 a miR-133b, ndjdené¢ v moci, boli identifikované¢ ako mozné
markery ochorenia obli¢iek (Ben — Dov a kol. 2014, Trionfini a kol. 2015). V periférne;j
krvi boli identifikované exozomalne mikroRNA, a tiez aj v kultivatnom médiu
niekol’kych bunkovych linii, a tak ich vyuzitie moze suvisiet s adenokarcinomom
(Valadi akol. 2007, Taylor akol. 2008, Rabinowits akol. 2009). Vhodnymi
potenciondlnymi biomarkermi pre kardiovaskularne ochorenia st exozomalne

mikroRNA (Wang a kol. 2016).
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Tabul’ka 2 Vyhody a nevyhody tradi¢nych a novych kardiotoxickych biomarkerov
(Sandhua a kol. 2014)

Tradi¢né kardiotoxické biomarkery na baze proteinov

niekol’ko ro¢né skusenosti s ich

, pouzivanim

Vyhody

potvrdenie ich u€innosti a efektivnosti
niekol’kymi Studiami

nizka senzitivita, nizka Specifita

nespravna diagnostika (kratky pocas

i rozpadu...)
Nevyhody

oneskorend detekcia vyvoja ochorenia, ¢o
vedie k jeho rozvoju

niektoré su invazivne a je nutna biopsia

Nové kardiotoxické biomarkery - mikroRNA

Specificke, citlivé, prognostické
a diagnostické, stabilné aj v zlych

podmienkach
Vyhody
Y l'ahka kvantifikacia, vyuzivanie
neinvazivnych metod
rychle zachytenie ochorenia
nizka hladina RNA v krvi
Nevyhody

su drahsie, asovo a pristrojovo
narocnejsie

2.2.6 Tradi¢né biomarkery kardiotoxicity

Medzi tradi¢ne pouzivané biomarkery kardiotoxicity patri napriklad myoglobin, C —
reaktivny protein, troponiny, natriuretické peptidy, ¢&i kreatinkindza. Ulohou
kreatinkindzy (CK) je katalyzacia reverzibilného prenosu fosfaitu medzi ATP a

kreatinom. Vyskytuje sa v cytoplazme, vo forme dimeru zlozeného z dvoch
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podjednotiek, svalu (muscle, M) a mozgu (brain, B). Monoméry sa mézu rozne
kombinovat, vdaka comu vznikaji tri izoenzymy CK. Kreatinkindza sa modze
vyskytovat’ v kostrovom svalstve, oznacuje sa CK — MM, ako CK — MB v myokarde, a
v mozgu ako CK — BB. ZvySené hodnoty CK — MB nastavaji za 4 az 8 hodin po AIM,
najvyssie su za 24 hodin a po 48 hodinach postupne klesaju. Postupne sa stanovenie CK
— MB nahradzovalo viac kardioSpecifickym stanovenim CK — MB mass. Medzi vyhody
CK — MB mass patri zvySenie jej koncentracii pri AIM o hodinu skér ako u CK — MB,
ma vysSiu analyticku citlivost’, patri teda medzi vhodnejSie markery reinfarktu (Beranek

a kol. 2013).

Natriuretické¢ peptidy (NP) tiez patria medzi markery kardiotoxicity. NP sa tvoria
fyziologickym protimechanizmom patologickej aktivicie osy renin — angiotenzin —
aldostreron, ktord vznika ako dosledok posSkodenia srdca. RozliSujeme atridlny
natriureticky peptid (ANP), mozgovy natriureticky peptid (BNP) a natriureticky peptid
C (CNP). Hlavnym miestom vyskytu ANP je myokard sieni, BNP sa vyskytuje hlavne
v myokarde komor a CNP v hypofyze, endotele ciev a tkanive obli¢iek. Napitie
sposobuje zvysené vyluCovanie BNP srdcovymi myocytmi. V diagnostike je najviac
pouzivany BNP a N — termindlny fragment prohorménu BNP (NT — proBNP),
stanovenie ich koncentracii je povazované za spolahlivy diagnosticky a prognosticky

biomarker kardiotoxicity (Beranek a kol. 2013).

Dalgie dolezité a Gasto pouzivané biomarkery kardiotoxicity s troponiny. Troponin je
zlozeny z troch bielkovin, ktoré sa viazu na tenké filamentum a maju vyznam v svalovej
kontrakcii. Myofibrilarne bielkoviny predstavuju hlavné Casti kontraktilného, priecne
pruhovaného svalstva. Hrubé filamenta pozostdvaji z myozinu a tenké filamenta su
tvorené aktinom, tropomyozinom a troponinom. Reguladciu svalovej kontrakcie
zabezpecuje troponinovy komplex, obsahuje troponin C (TnC), troponin I (Tnl) a
troponin T (TnT). Protein TnT sluzi na viazbu troponinového komplexu na tropomyozin.
Troponinovy komplex tiez reguluje riadenie interakcii aktinu a myozinu, ktoré su
zavisle na hladine véapnika. Bielkoviny TnT a Tnl, ktoré sa nachddzajii v myokarde a
kostrovom svalstve, sa liSia malym rozdielnym zlozenim aminokyselin. Naopak
bielkovina TnC ma rovnaké zloZenie aminokyselin v kostrovom aj v srdcovom svalstve,
kvoli comu nemoze byt pre diagnostiku kardiotoxicity pouZzitelna (Beranek a kol.

2013).
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Troponiny su rozsirené v pouzivani pri diagnostike kardiovaskularnych ochoreni, patria
medzi najviac pouzivané biomarkery. Narozdiel od srdcovych enzymov maji velka
vyhodu v tom, ze mézu zachytit' uz aj malé poskodenie srdcového tkaniva. Hladiny
koncentracii TnT stapaju priblizne za tri hodiny po AIM a st zvySen¢ po dobu 10 az 14
dni. Vylucovanie TnT ma bifazicky priebeh, najprv sa vylucuje z cytosolu a jeho
hladiny rastu v priebehu 12 hodin, nasledujici vrchol nastava za 3 az 5 dni a napokon
pokles hodnoty za 10 az 14 dni. Doba zvysSenia hodnot koncentracii TnT je imerna
rozsahu AIM, pri malom rozsahu AIM su hladiny TnT zvySené menej ako 7 dni ale
naopak pri vel'kom rozsahu AIM mdze byt koncentracia TnT zvySend aj po dobu 21
dni. Vylucovanie Tnl ma priebeh s jednym vrcholom, v priebehu 9 az 16 hodin sa
zvysuju jeho hladiny a jeho koncentracie su zvySené po dobu 7 dni (Beranek a kol.

2013).

2.2.7 KardioSpecifické mikroRNA

MikroRNA, ktora sa spaja s patologickym procesom kardiovaskularnych ochoreni patri
medzi rychlo sa rozvijajucu oblast’ vyskumu. To, Ze expresia mikroRNA je rozdielna
vroznych stupnioch kardiovaskuldrnych ochoreni, moze spdésobovat aj ucast
etiologickych faktorov, ktoré maju ucinok na expresiu mikroRNA. Toxikologicky
dodlezité enhancerové oblasti s Casto sucastou promotérov RNA polymerazy II, a teda
mikroRNA sa vd’aka tymto oblastiam moézu ucastnit’ odpovede na bunkové napétie a po

vystaveni toxickym latkam aj na genetickej zmene (Sandhu a kol. 2014).

Podl'a vyskumov v tkanivach srdcového svalu by mali byt pritomné miR—208a a miR-
499 (Van a kol. 2007, Adachi a kol. 2010). Nie len v srdcovom svale, ale aj v
kostrovych svaloch by mali byt’ exprimované miR—1 a miR—-133 (Van a kol. 2009, Chen
a kol. 2006). Vsetky spominané mikroRNA su pravdepodobne dolezité pre vyvoj a
diferencidciu myocytov (Van a kol. 2007, Chen a kol. 2006, Zhao a kol. 2005, Zhao a
kol. 2007). Na zaklade r6znych zloZiek organov moZze byt pozmenend expresia miRNA.
Teda expresia miRNA je v tepnach srdca ind ako v srdci, a tak su urcit¢é miRNA
Specifické pre urcité typy buniek. Pravdepodobne expresia miR—1, let—7, miR—23, miR—
133, miR—125a, miR—125b, miR—145 a aj miR—143 je charakteristicka pre koronarne
predsietiové hladké svalové bunky (Liu a kol. 2007). MiR—126-3p, miR—30c, miR—26a,
miR—1, miR—133 a let—7 su zrejme charakteristické pre bunky srdcového svalu (Lagos —

Quintana a kol. 2002).
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Pre fyziologicky vyvoj srdca je expresia Specifickych miRNA nesmierne dolezita.
Studie poukazali na miRNA, ktoré by mali zohravat’ dolezit tlohu vo vyvoji a spravne;
funkcii srdca. Velké mnozstvo defektov srdca, ako napriklad arytmie, srdcové
hypertrofie, ¢i hyperplazie myocytov s zrejme spojené s abnormalnym nalezom hodndt
miR—1. Arytmie sa pravdepodobne viazu k zmene miR—133 a srdcové hypertrofie k
zmene miR—-21, miR—133, miR—195 a miR—208 (Van a kol. 2007, Zhao a kol. 2005,
Zhao a kol. 2007, Wienholds a kol. 2005).

2.2.7.1 MikroRNA a akutny infarkt myokardu

Pomocou studii sa zistilo niekol’ko mikroRNA, ktoré by sa mohli podiel'at’ na akutnom
infarkte myokardu (AIM). V stadii podl'a Wanga, kde boli pouzité¢ vzorky plazmy
pacientov trpiacich AIM sa zistilo, Ze miR—208a, miR—499, miR—1 a miR-133a by
mohli urCovat’ nastup priznakov, teda pociatocné Stadia AIM. Tieto vzorky boli
porovnavané s kontrolnymi vzorkami a v kontrolnych vzorkach miR-208a nebola
detekovana. Spolu s mikroRNA boli skimané aj vzorky troponinu I (¢Tnl), u miR—208a
bola pozorovana vyssia a skor detekovana hladina ako u cTnl. U vSetkych pacientov
s AIM bola zvySend hladina miR—208a a cTnl bol zisteny len u 85 % pacientov. Z ¢oho
Wang usudil, ze by mohlo byt vyhodnejSie pouzivat miRNA (Wang a kol. 2010).

Ale naopak v d’alsej studii neboli zistené zvySené hladiny miR—208a (D’Alessandra a
kol. 2010). Zistilo sa, Ze rozdiel medzi tymito dvomi Studiami a ich rozdielnymi
vysledkami spociva v Case, v ktorom bola pacientom odobrané plazma. V studii Wanga
bola pacientom odobrana plazma po 4 hodindch od nastupu AIM a v d’alsej studii po 9
hodinach. Z ¢oho usudili, Ze ¢as odberu by mohol zohravat’ délezitu ulohu pri detekcii.
(Sandhu a kol. 2014). V druhej $tadii, teda po 9 hodinach od pociato¢nych priznakov
AIM, boli v plazme pacientov detekované zvySené hladiny miR—1, miR—133a, miR—
133b a miR—499-5p, podobne ako v studii podla Wanga (Wang a kol 2010,
D’Alessandra a kol. 2010).

V dalsej stadii boli pacientom s AIM odobrané vzorky plazmy a znova zistené vysoké
hodnoty miR—208a a miR—499. Hladiny c¢Tnl boli rovnaké ako hladiny miR—-208b a
miR—499. Aviak miR—1 a miR-133a vo vzorkach pacientov neboli zmenené. Cas
odobranej plazmy od pacientov v tejto $tadii bol 12 hodin po prvych bolestiach na

hrudniku (Corsten a kol. 2010).
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V nasledujicej stadii sa skumala pradve expresia miR—1 a miR—133 znova z plazmy
pacientov s AIM. MiR—133 ostala nezmenend a miR—1 mala vysSie hodnoty. Tieto
vzorky sa odobrali po prvych priznakoch poSkodenia myokardu (Ai a kol. 2010).
Pomocou studie, kde sa skimali miR—1 a miR—133 sa znova zistili ich zvySené hodnoty
ale prislo sa aj na to, Ze miestom pdvodou cirkulujuiceho miR—133a je pravdepodobne
poskodeny myokard (Kuwabara a kol. 2011), taktiez sa pocas Studii zistili zvySené

hladiny miR—499 (Adachi a kol. 2010).

Po odobrani krvnych vzoriek po 8,5 hodinach po prvych bolestiach na hrudniku bola
vyrazne zvySena hladina miR—1. Hodnoty kreatinkinazy typickej pre myokard (CK —
MB) korelovali s narastom miR—1 (Cheng a kol. 2010).

Vsetky vysledky zo spominanych S$tudii poukazuji na mozny potencial zmienenych
mikroRNA Specfickych pre pacientov s AIM. Okrem tychto mikroRNA sa zistili aj
d’alSie potencionalne biomarkery AIM ako napriklad miR-1291, miR-663b, miR-328,
miR-21 a miR-29a (Meder a kol. 2011, Wang a kol. 2011, Zile a kol. 2011). AvSak
overenie spolahlivosti vSetkych spominanych mikroRNA je nutné¢ dalej skumat’

(Sandhu a kol. 2014).

2.2.7.2 MikroRNA a srdcové zlyhanie

U pacientov s akutnym srdcovym zlyhanim sa v jednej studii zistovali hodnoty miR-
208b, miR-499, miR-1 a miR-133a. Zistilo sa, ze expresia tychto mikroRNA bola
vyrazne zvy$ena (Corsten a kol. 2010). Dalia $tadia pacientov so srdcovym zlyhanim
sa zamerala na pozorovanie zmien miR-499, miR-122 a miR-126 vo vzorkach plazmy.
Hodnoty miR-126 boli zvySené ale nezmenené ostali hladiny miR-499 ako aj miR-122
(Fukushima a kol. 2011). Vo vzorkdch plazmy pacientov s chronickym srdcovym
zlyhanim zasiahnutym ischemickou a neischemickou dilatovanou kardiomyopatiou sa

zistili znizené hodnoty miR—107, miR—139 a miR—142-5p (Voellenkle a kol. 2010).

Nasledujtca Studia poukézala na to, Ze vo vzorkach od pacientov so srdcovym zlyhanim
sposobenym neischemickou dilatovanou kardiomyopatiou hodnoty miR—-142-3p a
miR—142-29b vzrastli a vo vzorkdch od pacientov s ischemickou kardiomyopatiou

miR—125b a miR—497 klesli (Voellenkle a kol. 2010).

Zmeny hladin miR-423-5p, miR-18b, miR-129-5p, miR-622 a miR-654-3p boli
pozorované v §tudii, kde sa pouzili vzorky plazmy pacientov so srdcovym zlyhanim
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(Tijsen akol. 2010). Znizené¢ koncentracie miR—361-5p sa zistili u pacientov so
srdcovym zlyhanim (Chen akol. 2010). V tejto Studii hladina miR-361-5p bola
zvySena vo vzorkach pacientov s AIM. Vd’aka ¢omu by v budicnosti mohla byt vyuzita
taito mikroRNA ako biomarker pre AIM a aj pre chronické srdcové zlyhanie (Chen
akol. 2010). Rovnako aj dalsie spominané¢ mikroRNA by mohli byt v budicnosti
vyuzité ako potenciondlne biomarkery (Sandhu a kol. 2014).

2.2.7.3 MikroRNA a ischemicka choroba srdca

V plazme pacientov s ischemickou chorobou srdca sa v studii zistili zvySené hodnoty
miR—-133 a miR-208a. Ale miR—-155 a miR—145, ktoré su spojené so zapalom, mali
zniZené koncentracie rovnako ako aj miR—126, miR—17 a miR—92a (Fichtlscherer a kol.

2010).

Dalsia $tadia vzoriek pacientov s ischemickou chorobou srdca poukazala na zmeny
hladin miR—135, u tejto miRNA doSlo k zvySeniu a u miR—147 k znizeniu. MiR—-134,
miR—198 a miR-370 by mohli byt pontencionalnymi biomarkermi na odliSenie
nestabilnych pacientov trpiacich anginou pectoris od stabilnych pacientov (Hoekstra

a kol. 2010).

2.2.7.4 MikroRNA a arytmia, fibroza, hypertrofia, srdcové zlyhanie

V stadii, kde sa skumali vzorky pacientov trpiacich arytmiami sa zistili zmenené
hodnoty miR—1, miR—133 a miR—208a (Yang a kol. 2007, Luo a kol. 2008, Callis a kol.
2009). Vo vzorkach pacientov s fibrozou srdca boli zmenené hodnoty miR—21 a miR—
29 (Thum a kol. 2008, Van Rooij a kol. 2008). Pri porovnani s§tudii, kde sa skimali
expresie mikroRNA pri infarkte myokardu a pri hypertrofii sa zistilo, Ze expresie miR—
208, miR-214, miR-320 a miR-351 sa zvysili pri hypertrofii a znizili pri infarkte
myokardu. A hodnoty miR—1, miR-29, miR-30 a miR—-181b sa znizili pri hypertrofii a
naopak zvysili pri AIM. (Thum a kol. 2008, Van Rooij a kol. 2006, Perbellini a kol.
2011, Wang a kol. 2012).

Stadia, ktora skiimala zmeny mikroRNA pri srdcovom zlyhani, zistila Ze hodnoty miR—
21, miR-27b, miR-29, miR—-126, miR—195 boli zmenené (Thum a kol. 2008, Van Roojj
a kol. 2006, Perbellini a kol. 2011, Wang a kol. 2012).
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Vsetky tieto potenciondlne mikroRNA biomarkery by mohli v blizkej dobe vyrazne
pomdct’ s diagnostikou ochoreni, avsak na to je nutné d’alej dokladne skiimat’ vlastnosti

a zmeny vSetkych mikroRNA (Sandhu a kol. 2014).

2.2.7.5 MikroRNA a transplantacia srdca

MikroRNA by sa mohli vyuzivat' ako biomarkery aj pri transplantéacii srdca. V prvych
mesiacoch mdze dojst k odmietnutiu Stepu, preto su pacienti Casto sledovani a
podstupuji endomyokardidlnu biopsiu, pomocou ktorej sa hodnoti stupeni rejekcie
(Berry a kol. 2013). Stidie poukazali na to, Ze hladiny uréitych mikroRNA, a to miR-
27a, miR—101, miR-142-3p, miR—-144, miR—-326, miR—424, miR—10a, miR-31, miR-
92a, miR—155 sa odliSuji u pacientov s rejekciou od pacientov bez rejekcie, Co by
mohlo v budtcnosti priniest urcité vyhody (Sukma Dewi a kol. 2013, Duong Van

Huyen a kol. 2014).
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3. ZADANIE — CIEL, PRACE

Hlavnym ciel'om tejto diplomovej prace bolo sledovanie hladin miRNA vo vzorkéach
srdcového tkaniva a plazmy mysi ovplyvnenych doxorubicinom a v kontrolnych
vzorkach, ktoré neboli ovplyviiované. Statisticky vyznamné hladiny miRNA by mohli

slazit' ako biomarkery kardiotoxicity spdsobenej DOX.
Ciele prace:

1. Izolacia miRNA z biologickych vzoriek mySacich stdc a plazmy, reverzna

transkripcia, DNAse treatment, a ich hodnotenie metédou qPCR.

2. Elektroforéza (ELFO), imunobloting a detekcia vybranych proteinov, markerov

kardiotoxicity.

3. Analyza dat, porovnavanie hladin expresie vybranych miRNA a proteinov vo

vzorkach ovplyvnenych DOX a v kontrolnych vzorkach.
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4. EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzité materialy a pristroje

4.1.1 Biologicky material

V tomto experimentne boli pouzité mysi, ktorym boli intravenézne podavané davky
DOX. Davky boli podavané Styrikrat kazdy druhy deni a jedna davka obsahovala DOX
v mnozstve 3 mg/kg. Takto sa DOX podéval poc€as deviatich dni. MySi boli usmrtené
v defi poslednej davky DOX dislokaciou krénej chrbtice. Dalsia skupina mysi, ktoré
boli v experimente pouZité, sluzili ako kontrolnd skupina, ktorej sa podaval solny

roztok.

Krv, ktora sa odobrala z aorty sa uskladnila v skimavkach s K2ZEDTA, nasledovala
centrifugacia po dobu 5 minut pri 2500 g a teplote 4 °C, nasledne sa plazma znovu
centrifugovala pri rovnakych podmienkach. Cielom bolo ziskanie vzoriek bez
pritomnosti buniek. Srdcia z mySi boli odstrdnené a rozrezané¢ na malé¢ kusky a
uskladnili sa v skimavkach, ktoré obsahovali TriReagent alebo lyza¢ny pufer. Vzorky

stdc a plazmy sa skladovali v mraziacom boxe pri teplote — 80 °C.

4.1.2 Chemikalie a roztoky

— Amersham ECL Prime Western Blotting detek¢né ¢inidlo
— Ditiotreitol (DTT) - Sigma Aldrich

— DNAzal - New England BioLabs

— Dodecylsulfat sodny (SDS) - Sigma Aldrich

— Etanol (100%) - Sigma Aldrich

— Etyléndiamintetraoctova kyselina (EDTA) - Sigma Aldrich
— Fenylmethansulfonylfluorid (PMSF) - Sigma Aldrich

— Hovédzi sérovy albumin (BSA) - Sigma Aldrich

— Hydroxid sodny (NaOH) - Sigma Aldrich
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Chloroform - Sigma Aldrich

Izobutanol - Sigma Aldrich

Izopropanol - Sigma Aldrich

Kyselina chlorovodikova (HCI) - Sigma Aldrich
Persiran amonny (APS) - Sigma Aldrich

Primery - Generi Biotech

qPCR kit SYBR Green I - xCEED-Biotech
Redestilovana voda (ddH»0)

Reverzna transkriptaza (RT) - ProtoScript II - New England BioLabs
RNAZza Inhibitor - Sigma Aldrich

RNaza — Free Water

Set na stanovenie bielkovin (s BCA) - Thermo Scientific

Suprava QIAGEN kit — kolony RNeazy MinElute, QIAzol lyza¢né ¢inidlo, pufer
RWT a RPE, Spike — In kontrola - Qiagen

Susené¢ mlieko - Fluka analytical

Tetrametyletylénediamin (TEMED) - Sigma Aldrich
TRIzol (TriReagent) Molecular Research Centre

Zasobny roztok akrylamidu (AA) a bisakrylamidu (bisAA)

Zmes dNTP - Eurogentec
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4.1.3 Pristroje

— Automatické pipety - Research Plus, Eppendorf

— Blotovacie zariadenie Bio — Rad, Trans - Blot Turbo

— Centrifuga — Biofuge Stratos Heraeus, Thermo Scientific

— Detekény pristoj — ChemiDoc MP Imaging System, BioRad

— Digestor

— Gul'6ckovy homogenizator — FastPrep24, M. G. P.

— HIbokomraziaci box — Vxe Series Jouan, Thermo Scientific

— Chladiaci box - Frigera

— Kyvacka - Mythic BLOOD MIXER, Orphée S. A.

— Laminarny box — UVC/T — AR, BioSan

— Magneticka mieSacka - IKA color squid, Sigma Aldrich

— Minicentrifuga — Sprout, Heathrow Scientific

— PCR cyklér — Mj mini, Bio — Rad

— Pristroj pre Real — time PCR QuantStudio6 — Applied Biosystems
— Spektrofotometer a spektrofluorimeter - Tecan NanoQuant infinite M200 pro
— Spektrofotometer NanoDrop 2000 — Thermo Scientific

— Termomixér - Thermomixer comfort eppendorf MTP

— Vortex V — 1 plus — BioSan

— Zdroj energie pre elektroforézu

— Zdroj napétia — Power Pac 200, Bio — Rad
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4.1.4 Pomocky

PCR - Automatické pipety Eppendorf research rézneho rozsahu, pipetovacie Spicky
rézneho rozsahu, mikroskimavky rézneho rozsahu, laboratérne sklo, rukavice, PCR
mikrotitra¢né dosti¢ky, mikrohomogenizatory, davkova¢ gulocok, pinzeta, sklenené
gulocky, sklenené pasteurové pipety hrubSia a tenSia, PCR stripy, kolény RNase

MinElute, stojany na mikroskiimavky, bunicina.

ELFO - nalievaci stojan, sklo so spacerom, spony, hrebefi, gumova podlozka, parafilm,
Spicky na davkovanie vzoriek na elfo, hruby filtra¢ny papier, stojan na elektroforézu,
vanicka, rezatko gélu, plastova krabicka, nitrocelulozovd membrana, plastové nddoby

s vekom (falkonky), noZnice, folia.
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4.2 Metodika

4.2.1 Expresia mikroRNA v srdciach mysi

Zmeny hladin mikroRNA v srdciach mysi boli zistované pomocou kvantitativnej
polymerazovej reakcie (qPCR), postupnymi metédami, od izoldcie RNA, merania
koncentracie RNA, oSetrenia DNAzou, reverznej transkripcie, pri ktorej sa RNA

previedla do cDNA, ktora bola vyuZita pri qPCR.

4.2.1.1 Izolacia RNA zo srdc mysi

RNA je velmi citlivd, a tak jej izoldcia musi prebiehat’ v laminarnom boxe, pretoze
RNazy, ktoré sa nachadzaju vSade okolo nas by mohli poskodit’ vzorky. Pri izolacii je
nutné pouzivat' rukavice, praca musi byt rychla a Cistd. K rozrezanému srdcovému
tkanivu s hmotnost'ou asi 50 az 100 mg sme pridali 1 ml TRIzolu. TRIzol je zmes
fenolu a guanidin izothiokyanatu, slizi na selektivnu izolaciu celkovej RNA z malého
mnozstva tkaniva alebo buniek. Pouzitim gul6ckového homogenizatora prebichala
homogenizacia. Gul'6¢ky sme pridali davkovatom do skumaviek, cielom bolo ¢o
najviac homogenizovat’ tkanivo, behom homogenizicie integrita RNA zostava

zachovana. Vzorky sme priblizne 5 minut nechali stat’ pri laboratdrnej teplote.

Dal§im krokom bolo priddvanie 200 pl chloroformu a pretrepavanie v ruke zhruba 15
sekind. Znovu sme vzorky nechali stat’ pri laboratornej teplote 2 az 3 minaty. Takto
pripravené vzorky sme dali centrifugovat’ po dobu 15 minuat pri 4 °C a pri 12 000 g.
Chloroform a centrifugacia sposobila rozdelenie zmesi na vodnu a organicku fazu, RNA
sa nachadza hlavne v hornej vodnej faze. Tuto fazu sme odpipetovali do novej 1,5 ml
skimavky, iSlo zhruba o 400 pl. Praca musi byt vel'mi opatrnd, Spicka pipety sa nesmie
dotknut’ dolnej organickej fazy ani medzifazy, pretoze by mohla spdsobit’ kontaminaciu

genomovou DNA a proteinmi.

Nasledne sme k odpipetovanej ¢asti pridali 500 pl izopropanolu, premiesali a nechali asi
15 mint stat’ pri laboratornej teplote. Skimavky sme preniesli do centrifugy, kde sme
ich ulozili, tak aby vSetky boli otvaranim ku stredu. Pocas centrifugovania sa vytvori
peleta RNA, ktora moze byt neviditel'nd, a preto je vhodné rovnaké uloZenie vSetkych
vzoriek, aby pri odstraniovani supernatanu nedo$lo aj k jej odstraneniu. Vzorky sme

centrifugovali pri 4 °C po dobu 10 minut a pri 12 000 g. Po centrifugécii sme odstranili

35



supernatant pomocou hrubsej sklenenej pipety, odstranenie supernatanu nemusi byt
uplne do sucha. Pocas centrifugovania sme si zo 100 % etanolu pomocou redestilovanej
vody pripravili 75 % etanol. Tymto etanolom v mnozstve 1 ml umyjeme peletu. Etanol
slizi na precistenie a umytie pelety RNA. MieSame vzorky na vortexe, preklopujeme
vzorky najprv v ruke a potom sto¢ime v chladenej centrifuge 5 mintt, pri 4 °C a pri

7 500 g znovu otvaranim ku stredu.

Po skoncCeni centrifugacie znovu odstranime supernatant tenSou sklenenou pipetou
s vytiahnutym koncom, odstranenie supernatanu musi byt uplne, teda do sucha. Praca
musi byt vel'mi opatrnd, aby nedoSlo k jej odsatiu, pretoZe peleta slabo drzi na dne
skamavky. Priblizne po dobu 10 minit nechame peletu osusit’ na vzduchu, ak by zacala
peleta spriehladnovat musime ju rozpustit' skor. Rozpustame ju v 20 az 100 pl
redestilovanej vody, podla jej velkosti. My sme pouzili 30 pl vody, skimavky sme
premieSali a nechali postat’ asi 5 minut pri laboratornej teplote, potom je vhodné vzorky
premieSat’ eSte raz, aby sa peleta poriadne rozpustila. Ak sa peleta rozpustila ulozime
vzorky na I'ad, a ak eSte nie, m6zme pocas 10 minut pri teplote 60 °C vzorky inkubovat'.
Pocas inkubacie je potrebné vzorky premiesavat’, a nasledne ich mozeme ulozit’ na l'ad.

Takto pripravené vzorky mozeme skladovat’ v mraznicke pri teplote — 70 °C.

4.2.1.2 Meranie koncentracie a ¢istoty RNA

Po skonceni izoldicie RNA nasleduje meranie koncentracie ziskanej RNA
prostrednictvom NanoDrop spektrofotometru. Predpokladali sme, ze koncentracia
ziskanej RNA bude vicsia ako 1 pg/ul, a preto sme si vzorky 10 x nariedili. Pripravili
sme si skimavky, do ktorych sme pipetovali 3 pl rozpustenej RNA a k nej sme pridali

27 ul ddH20, nasledne sme vzorky premiesali.

NanoDrop je potrebné najprv vynulovat pomocou slepej vzorky. Ako slepu vzorku
alebo blank sme pouZili ddH>O v mnozstve 2 pl, s buni¢inou sme otreli horny aj dolny
hrot pristroja, a néasledne sme zmerali koncentraciu vSetkych naSich vzoriek, tiez
v mnozstve 2 pl, po kazdom merani je nutné horny aj dolny hrot pristoja utriet’

buni¢inou.

Vysledky vzoriek z NanoDropu st zobrazené v tabulke 3. Medzi dolezité idaje patri
hlavne &ervenym pismom znizorneny stipec, ktory zobrazuje koncentraciu RNA

v ng/pl, tieto vzorky st zriedené 10 x. Cistotu I a aj kontaminaciu proteinmi znazoriuje
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modry stipec. V tomto stipci by pomer absorbancie A 260 (DNA)/A 280 (proteiny) mal
dosahovat’” hodnoty vidsie ako 1,8. Cistotu II a aj mozni kontaminaciu fenolom

zobrazuje zeleny stipec, tato hodnota by mala byt priblizne 2, ale &astejsie je okolo 1.

Vzorky mézeme nechat’ na l'ade v pripade, Ze s nimi este ten isty deii budeme pracovat’.

Ak planujeme v praci pokracovat iny defi, vzorky ulozime do mraznicky pri — 70 °C.

Tabul’ka 3 Prehlad vysledkov z NanoDropu zo sidc mysi

Sample User Date Time | ng/pl A260 A280 | 260/280 | 260/230 | Constant | Cursor | Cursor | 340
ID

Pos. Abs. Raw

DOX1 | Default | 04.04.2018 | 15:45 | 920,44 | 23,011 | 11,401 2,02 1,82 40 230 12,616 | 0,12
DOX2 | Default | 04.04.2018 | 15:46 | 753,68 | 18,842 | 9,476 1,99 1,23 40 230 15,34 | 0,115
DOX3 | Default | 04.04.2018 | 15:46 | 1378,17 | 34,454 | 17,163 2,01 1,37 40 230 25,227 | 0,105
K1 Default | 04.04.2018 | 15:47 | 1108,81 | 27,72 | 13,651 2,03 1,69 40 230 16,377 | 0,148
K2 Default | 04.04.2018 | 15:48 | 180798 45,2 22,352 2,02 1,69 40 230 26,759 | 0,162
K3 Default | 04.04.2018 | 15:48 | 997.89 | 24,947 | 12,265 2,03 1,49 40 230 16,716 | 0,184

4.2.1.3 OsSetrenie DNAzou

Vzorky po izolacii RNA a zmerani koncentracie podliechaji oSetrovaniu. Tento krok
oSetruje vzorky RNA DNAzou I, ktord sposobuje stiepenie iba DNA, tym dochadza k

odstraneniu méznej kontaminacie vzoriek gendémovou DNA.

Najprv je nutné spocitat’ v kol’kych pl vzorky budeme mat' 5 pg RNA a aké mnoZstvo
vody musime pridat. Pomocou zmeranej koncentracie RNA kazdej vzorky v ng/ul
spravime vypocet. Tabulka 4 zobrazuje aj dopocitané mnozstvo vody do 26 pl

celkového objemu.
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Tabulka 4 Koncentracie RNA, vypocet mnoZstva RNA a vody

Sample ID ng/pl 5 ng RNA ddH;O
DOX1 920,4 5,4 20,6
DOX2 753,7 6,6 19,4
DOX3 1378,2 3,6 22,4

K1 1108,8 4,5 21,5
K2 1808,0 2,8 23,2
K3 997.9 5,0 21,0

Podl'a tabulky sme do skimaviek napipetovali prislusné mnozstvo RNA a ddH-O.
Nasledne sme pripravili zmes DNAzy I s pufrom v pomere 1 : 3, o znamena, Ze pre
naSich 6 vzoriek sme pipetovali 6,5 pl DNAzy a 19,5 ul pufru, zmes sme dokladne
premiesSali na vortexe. Do kazdej skimavky s RNA a ddH>O sme z takto pripravenej
zmesi sme pipetovali 4 pl. Vzorky boli znovu zmiesané na vortexe a nasledne 25 minut
pri 37 °C inkubované v termomixere Eppendorf s trepanim 500 rpm. Po inkubacii bola
k vzorkam pridana 0,1 M EDTA v mnozstve 1,5 ul a potom nasledovala znovu
inkubacia 10 minut ale pri zvysenej teplote pri 75 °C, tento krok spdsobil inaktivaciu
DNAzy. Vzorky sa po inkubdcii umiestnili do I'adu, po ochladeni sme ku kazdej vzorke
pridali 18,5 ul ddH,O a zamiesSali na vortexe. Koncentracia oSetrenej RNA v naSich
takto pripravenych vzorkach bola 0,1 pg/ul. Tato RNA je pripravend na reverzni
transkripciu, ak v reverznej transkripcii nepokracujeme ten isty deni, vzorky ulozime do

mraznicky s teplotou -70 °C.

4.2.1.4 Reverzna transkripcia

Princip reverznej transkripcie spociva v prevedeni RNA na jednoretazovi cDNA
(complementary DNA), vyuziva sa enzym reverznd transkriptiza (RT, RNA
dependentnd DNA polymeraza). Syntéza jednoretazovej cDNA by nemohla prebehnut
bez pouZzitia primerov, teda kratkych oligonukleotidovych retazcov, ktoré su
komplementéarne k ur¢itému tseku templatovej jednoretazovej RNA, a tak prebehne ich
naviazanie na tento usek. Ndhodné hexamery slizia ako primery ak je templatom

mRNA, ale ak je templatom miRNA ako primery sa pouzivaji Specifické RT primery.
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V nasej praci bolo zmieSanych viac primerov naraz, vyuzili sme zmes multiplex, a tak
vzniknutd cDNA bola vpodstate zmes niekolkych sekvencii. Posobenim RT a
naviazanim primerov postupne vznikd hybridnd molekula RNA — DNA, novy retazec

DNA sa nazyva cDNA.
Reverzna transkripcia miRNA:

Mnozstvo multiplexu, teda zmesi 10 RT primerov, sa dopoc¢ita podl'a mnozstva vzoriek,
2 ul st potrebné na kazdu reakciu. Pripravi sa aj zmes 2,5 ul RNA zriedenej na 0,1
pg/ul a priddme 2 pl multiplexu. V PCR cyklére zahrejeme tto zmes na 5 minut pri 65
°C, prebieha denaturdcia RNA, a tak dochadza k nasadnutiu primerov, vzorky sa potom
uloZia na I'ad a po ochladnuti stocCia, na cyklére stla¢ime pauzu. K zmesi sme pridali 5,5
ul mastermixu, ktorého zlozenie zobrazuje tabulka 5. Mnozstvo zloziek mastermixu je
nasobené 13x, rovnako ako pri priprave u reverznej transkripcie mRNA, 6 z nich

obsahuje RT, 6 slizi na kontrolu bez RT a 1 vzorka sa pripravuje naviac.

Tabul’ka S ZloZenie mastermixu pre miRNA:

RT noRT
13x 2 ul pufr 5x 2 ul pufr 5x
13x 1 ul DTT 1 Wl DTT
13x 2 ul dNTPs 2 ul dNTPs
13x 0,3 ul RT 0,3 ul ddH>O
13x 0,2 ul RNAza IN 0,2 pl RNAza IN

Takto pripravené vzorky sa znovu zahrievaju v PCR cyklére pri teplote 16 °C po dobu
30 minut, dochddza k nasadaniu primerov, d’al§i krok trva 30 minut pri teplote 42 °C a
nastava syntéza cDNA a posledny krok trva 5 minut pri 95 °C, kedy dochéadza
k denaturacii RT. Po vybrati, ochladeni a sto¢eni vzoriek sme k nim pridali eSte 190 ul

ddH>O, takto sa cDNA zriedi 20x. Do PCR priddvame 5 ul cDNA.
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4.2.1.5 Kvantitativna polymerazova ret’azova reakcia v realnom ¢ase
(qPCR, real — time PCR)

Polymerazova retazova reakcia (PCR) spociva v mnozeni (amplifikécii) jednej alebo
niekol’kych kopii fragmentov DNA. Amplifikacia moze prebiehat’ aj z malého mnozstva
DNA materialu alebo aj zmalo kvalitného materidlu DNA. Z DNA pomocou
amplifikacie vznikaju najprv dve kopie, potom Styri, osem, a tak sa neustale zmnozuji
(vid. Obrazok 3). MnoZenie produktu umoziiuje pouzitie Specifickych proteinov
polymerdz, ide o enzymy, ktoré predlzuja DNA, a tak vznikaju dlhé molekulové vlakna.
Syntéza  prebicha v sekvencii, ktord je vymedzend pomocou kratkych
oligonukleotidovych syntetickych usekov, ktoré sa nazyvaji primery (Joshi a kol

2011).

Hladany gén

1. cyklus

Templatova DNA

A\

16képii 32 kopi

Obrazok 3 MnozZenie produktov PCR (Hakhverdyan, 2015)

PCR prebieha v troch krokoch, denaturacia, hybridizdcia a polymerizdcia. DNA
podlieha denaturacii pri teplote 90 az 95 °C. Druhd faza prebieha pri nizsej teplote, pri
45 az 65 °C, dochadza k hybridizacii primerov s templatovou DNA na urcenych
usekoch. Pri zvySeni teploty na 72 °C prebieha polymerizacia (vid. Obrazok 4). Taq
polymeraza syntetizuje komplementdrne vldkno DNA z volnych dNTP. Pochadza
z termostabilnej baktérie Thermus aquaticus, tento enzym vydrzi opakované

zahrievanie, teplotné optimum ma priblizne 72 °C (Joshi a kol. 2011).
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: POLYMERAZOVA
Nova templatova RETAZOVA 50-70°C
DNA REAKCIA H}-'IJ ridizacia

primerov

72°C

Polymerizacia

Obrazok 4 Priebeh PCR (Lui a kol. 2009)

Pri polymerazovej retazovej reakcii v redlnom case dochddza k amplifikécii a sticasne;j
kvantifikacii cielového DNA materidlu, pomocou pouzitia réznych florescencnych
farbiv, ktoré interaguju s produktom. Oproti klasickej PCR ma niekol’ko vyhod, je
rychlejsia, pretoze produkt je detekovany pocas reakcie a nie az na konci, ako je to pri
klasickej PCR. Ma vyssiu citlivost’, poskytuje kvantitativne vysledky poctu molekul,
klasickd PCR hodnoti produkty kvalitativne, na zaklade velkosti (Shergill a kol. 2005).

Cyklus reakcie PCR pozostdva zo zaznamov florescencie, ktora moze vznikat pomocou
farbiva alebo sondy. Intenzita florescencie je vdcsia, ¢im je vacSie mnoZstvo produktu
DNA. Zakladna linia (baseline) predstavuje cykly PCR, v ktorych sa stupiiuje
florescencia, ale neprekracuje hranice detekcie pristroja. Signal, ktory sa zaznamenava
nad prahom baseline je definovany ako prahovy cyklus (threshold, Ct) (vid. Obrazok
5). Plati, ze ¢im vicSie je mnoZstvo materidlu DNA, tym je nizSia Ct. Hodnota Ct sa
vyskytuje v exponencionalnej faze amplifikaéného kroku PCR reakcie. Pri linearnej
faze nastdva spomalenie reakcie, spotrebuvavaju sa zlozky reakcie PCR a modZe
dochadzat’ aj k degradécii produktu. Reakcia je zastavend vo faze plateau, produkt sa uz

nesyntetizuje, ale tiez moze dochadzat’ k jeho degradacii (Shergill a kol. 2005).

Na vyhodnocovanie vysledkov slizia dve metody, absolitna a relativna kvantifikécia.

Pri absolutnej kvantifikdcii sa vyuZziva kalibracnd krivka, zostavend z PCR signalu
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vzorky a poctu kopii vybran¢ho Standartu. Pri relativnej kvanifikacii sa sleduju zmeny
expresie cielovych génov a porovnavaju sa s kontrolnymi expresiami referencnych

génov (Shergill a kol. 2005).

2,000,000 —
faza platd
ARn e
vzorka ;'/
/

1,000,000 exponencionalna

) faza

prahovy cyklus ~ Ct a
| \/
01— — o
zakladna linia spotrebovanie templatu
I I
0 20 40
PCR poéet cyklov

ARN = Zdrnam fluorescencie produkin

Ct = Prahovy cyklus

Obrazok 5 Zaznam PCR cyklu (Shergill a kol. 2005)

Priprava vzorkov na PCR reakciu zahfnala zmieSanie MasterMixu s cDNA, ktort sme
ziskali v predchadzajicom kroku reverznou transkripciou pouzitim multiplexu
tvoreného 10 RT primermi. ZloZenie MasterMixu je zobrazené v tabulke 6. SYBR
Green mix obsahuje DNA polymerazu, dNTPs, pufer a flourescencné farbivo Syber
Green I. Forward (F) a reverse (R) primery st riedené na koncentraciu 5 pM.
MasterMix v mnoZzstve 15 pl spolu s 5 pl cDNA sme pipetovali do Specialnych stripov
alebo 96 jamkovych dosticiek pre qPCR.

Vzorky sme znovu pripravili v duplikatoch, pre kazdy primer, a tieZ bola pripravena aj
negativna kontrola, v ktorej sa namiesto cDNA pouzila ddH20. Pripravenych bolo 12
vzoriek a 2 vzorky negativnej kontroly. MasterMix sa vynasobil 14x. Do stripov sme

najprv pipetovali MasterMix, potom cDNA a do dvoch miest stripu voda, takyto postup
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sa opakoval pre kazdu sledovani miRNA. Cely strip sme dali na chvilu stocit’ do

centrifugy a potom nasledovala analyza v pristroji pre gPCR (OuantStudio 6).

Tabul’ka 6 ZloZenie MasterMixu pre PCR reakciu

Komponenty: 1x
voda 4,20 pl
SYBR Green mix 2x koncentrovany 10,00 ul
F Primer 0,4 nl
R Primer 0,4 nl
Spolu 15 pul
cDNA S5ul
Celkom 20 pl
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4.2.2 Expresia mikroRNA v plazme mySi

Sledovanie zmien expresie génov sme pozorovali okrem stdc aj v plazme mysi. Postup
bol rovnaky, lisil sa iba v izolacii RNA. Meranie koncentracie a Cistoty RNA, oSetrenie

DNAZzou, reverzna transkripcia a qPCR prebiehali rovnako ako pri srdciach mysi.

4.2.2.1 Izolacia RNA z plazmy mysi.

Izolacia RNA z plazmy mysi sa liSi postupom aj vyuzitim inych reagencii ako pri
izolacii RNA zo stdc mys$i. Celu izoldciu je potrebné vykonavat’ pri izbovej teplote pri
15 — 25 °C. Praca musi prebiehat’ rychlo a musia sa pouzivat’ rukavice. PouZzivaju sa
reagencie a postup Specidlne od firmy QIAGEN. Suprava QIAGEN kit obsahovala
kolony RNeazy MinElute, ktoré sa musia uskladiiovat’ pri teplote 2 az 8 °C, QIAzol
lyza¢né €inidlo, pufer RWT a pufer RPE sa uskladiiuju pri izbovej teplote.

Vzorky plazmy nechdme pri izbovej teplote rozmrazit. Pridali sme QIAzol lyzaéné
¢inidlo k rozmrazenej plazme v pomere 1 : 5. Plazmy sme pouzili 200 ul, a tak
pridavame 1 ml lyzacného <¢inidla QIAzol. Vzorky s ¢inidlom v skimavkach
premieSame na vortexe alebo pouzitim pipety a nadslednym pipetovanim v smere nahor a
nadol. Tento vzniknuty roztok nechame inkubovat po dobu 5 mintt pri izbovej teplote
15 — 25 °C. K tejto zmesi pridame 3,5 pl Spike — In kontroly. Potom sme pridali
chloroform v pomere 1 : 1, priddme 200 pl chloroformu. Vzniknuty roztok po dobu 15
sekind pretrepeme a potom nechame inkubovat' 2 — 3 minaty pri izbovej teplote.

Nasleduje centrifugacia po dobu 15 minut pri teplote 4 °C pri 12 000 g.

Po centrifugicii sa fazy vo vzorke rozdelili, opatrne odpipetujeme horni vodnu fazu do
mikroskimavky, pri pipetovani nesmieme zasiahnit' do medzifazy. Potom sa pridava
100 % etanol, k 600 pl vodnej fazy pridavame 900 pl etanolu, dokladne premieSame
pipetou.

Do novej skimavky RNeazy MinElute vobjeme 2 ml, ktord obsahuje kolonu,
prepipetujeme 700 pl vzorku a centrifugujeme pri izbovej teplote po dobu 15 sekiind pri
8 000 g, po centrifugacii skimavku vyprazdnime. Potom znovu opakujeme tento krok
so zvySkom vzorky a znovu po centrifugacii vyprazdnime skimavku. V d’alSom kroku
pripipetujeme 700 ul RWT pufru a znovu centrifugujeme 15 sekund pri izbovej teplote
a pri 8 000 g. Po skonceni centrifugcie skimavku vyprazdnime. Pripipetujeme 500 pl

RPE pufru, zatvorime veko centrifugy a znovu centrifugujeme 15 sekind pri izbovej
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teplote pri 8 000 g, po centrifugacii skimavku vyprazdnime. Tymto postupom znovu

premyvame kolonu.

Dalej sa pridava do skamavky s kolonou 500 ul 80 % etanolu, centrifugujeme po dobu
2 minuaty pri 8 000 g, skimavka sa znovu po centrifugacii musi vyprazdnit. Po tomto
kroku premiestnime kolonu do novej 2 ml skimavky. Centrifugujeme pri plnej rychlosti
po dobu 5 minit s otvorenym vekom skumavky, tento krok je doélezity pre vysusSenie
membrany. Po centrifugacii znovu vyprazdnime skiimavku. V poslednom kroku znovu
premiestnime kolonu do novej 1,5 ml skimavky a priddme 14 pl RNaze — Free Water
priamo do stredy kolony, zatvorime veko centrifugy a centrifugujeme pri plnej rychlosti
1 minuatu, aby sa nam uvolnila RNA. Takto pripravené vzorky RNA mézme skladovat

v mraznicke pri teplote — 70 °C.

4.2.2.2 Meranie koncentracie a ¢istoty RNA

Meranie koncentracie a Cistoty RNA ziskanej po izolacii z plazmy mySi prebiehalo
rovnako ako po izolacii zo sftdc mySi. Zmerané koncentracie RNA si zobrazené
v tabulke 7. Ako uZ bolo spomenuté v kapitole 4.2.1.2., &erveny stipec znazoriiuje
koncentraciu RNA, modry stipec zobrazuje Gistotu a kontaminaciu proteinmi, tento
stipec by mal mat’ hodnoty vysie ako 1,8 a zeleny stipec znazoriiuje &istotu a

kontaminaciu fenolom.

4.2.2.3 OSetrenie DNAzou

Tento krok prebieha takisto rovnako ako pri srdciach mysi. Po spocitani v kolkych ul
vzorky budeme mat’ 40 ng RNA, dopocitame aj mnoZzstvo vody potrebné k dosiahnutiu

objemu 3,5 ul. Vypocty st zobrazené v tabul’ke 8.
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Tabul’ka 7 Vysledky koncentracie a ¢istoty z NanoDropu z plazmy mySi

Sample User Date Time ng / pl A260 A280 | 260/280 | 260/230 | Constant | Cursor | Cursor | 340
ID

Pos. Abs. Raw
K1 Default | 19.04.2018 | 14:00 13,97 0,349 0,17 2,05 0,04 40 230 8,492 | 0,188
K2 Default | 19.04.2018 | 14:01 10,97 0,274 0,152 1,8 0,06 40 230 4,422 | 0,181
K3 Default | 19.04.2018 | 14:02 17,16 0,429 0,186 2,31 0,07 40 230 6,34 0,079
DOX1 | Default | 19.04.2018 | 14:03 13,15 0,329 0,193 1,7 0,3 40 230 1,088 0,146
DOX2 | Default | 19.04.2018 | 14:04 71 1,775 1,078 1,65 0,95 40 230 1,862 | 0,376
DOX3 | Default | 19.04.2018 | 14:05 17,36 0,434 0,249 1,74 0,2 40 230 2,216 | 0,159

Tabulka 8 Koncentracie RNA, vypocet mnoZstva RNA a vody z plazmy mysi

Sample ID ng/pl 40 ng RNA ddH>O
K1 14,0 2,5 1,0
K2 11,0 3,2 0,3
K3 17,2 2,0 1,5
DOX1 13,2 2,7 0,8
DOX2 71,0 0,5 3,0
DOX3 17,4 2,0 1,5
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4.2.3 Detekcia proteinov

Medzi metddy, ktoré predchadzaji detekcii proteinov patri stanovenie koncentracie

bielkoviny, elektroforéza proteinov na polyakrylamidovom géle a imunobloting.

4.2.3.1 Stanovenie koncentracie bielkoviny

Na stanovenie koncentracie bielkoviny sme vyuzili spektrofotometricki metodu,
pomocou detekéného ¢inidla kyseliny bicinchoninovej (BCA). Proteiny reaguju s Cu®*
v alkalickom prostredi. Med'naté ionty podliehaji redukcii a prechddzaji na medné
ionty, ktoré v prostredi s pH 10 vytvaraju stabilny modrofialovy komplex s kyselinou
bicinchoninovou (vid. Obrazok 6). Plati, Ze intenzita zafarbenia tohto komplexu je

priamo imerna mnozstvu bielkoviny. Absorbancia sa meria na pristroji NanoQuant pri

562 nm.

) + OH-
1. krok: protein + Cu®* —— = Cu*

ooc \_fl\l\ /\J\_i; coo~

Cu+
“Q0C / \I\/ \NI \ COO~

BCA-Cu™ komplex

2.krok: (Cy* + 2BCA ——=

Obrazok 6 Redukcia med’natych iontov a vznik komplexu med’nych iontov
s kyselinou bicinchoninovou (Brady a kol. 2015)
Najprv je potrebné si pripravit’ roztoky. Roztok A obsahuje NaHCO3, Na>,CO3, BCA
v 0,1 M NaOH, tento roztok je bezfarebny. Roztok B obsahuje 4 % CuSO4 * 6HO a
jeho sfarbenie je modré. Roztok C si pripravime zmieSanim roztoku A a roztoku B

v pomere 50 : 1, tento roztok bude mat zelené sfarbenie.

Nasledne je nutné si pripravit’ kalibraénu krivku, ktord pomohla urcit mnozstvo
bielkoviny v kazdej vzorke. Na vznik kalibra¢nej krivky je potrebny 0,1 % roztok
hovéddzieho sérového albuminu (BSA). MnoZstvo napipetovaného BSA je zobrazené

v tabul’ke 9, na pipetovanie sme pouzili 6 mikroskimaviek.
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Potom sme pouzili vzorky po izolacii RNA zo stdc mysi, tie sme si nariedili 50x,
pipetovali sme 5 pl a 245 pl H>O do mikroskumaviek, roztok sme premiesali na

vortexe.

Tabulka 9 Kalibra¢na krivka BSA

Koncentracia 0,1 % roztok BSA | Destilovana voda
1 0 pg/ml 0 ul 50 ul
2 200 pg/ml 10 ul 40 ul
3 400 pg/ml 20 ul 30 pl
4 600 pg/ml 30 pl 20 ul
5 800 pg/ml 40 pul 10 ul
6 1000 pg/ml 50 pl 0 ul

Do dosticky sme naniesli 10 ul vzorky a kalibra¢nych roztokov a k nim 200 pl roztoku
C. Celu dosticku sme premiesali a dali inkubovat’ pri teplote 37 °C po dobu 30 minnt.
Pripravili sme aj slepu vzorku, kde sme namiesto naSich vzoriek pouzili vodu. Meranie
absorbancie prebiehalo pri 562 nm. Z vysledkov absorbancie sa spravil priemer, priemer
slepych vzoriek bol odpocitany od naSich vzoriek, ndsledne sme spravili priemer
vSetkych vzoriek a z neho pomocou kalibra¢nej priamky urcili koncentracie vzoriek

(vid’. Obrazok 7).

Kalibracna priamka
0,8000

0,7000 ¥=10,0007x B
0,5000 ot

..
0,4000 o

Absorbancia

0,3000 o
0,2000
0,1000 p——

0,0000 &
0 200 400 600 BOO 1000 1200

Koncentracia BSA

0. 1000
=, LU

Obriazok 7 Kalibra¢na priamka

48




4.2.3.2 Priprava vzoriek a roztokov na elektroforézu

Po zisteni koncentracie bielkoviny kazdej vzorky bolo potrebné vzorky nariedit’, tak aby
ich koncentracia mala hodnotu 1 pg/ul. Pre riedenie 10 pl vzoriek sa pouzil lyza¢ny
pufer (vid. Tabulka 10) a 4 x SDS (vid’. Tabulka 11), tak aby SDS tvorilo Y4 celého
objemu, mnozstvo priddvaného SDS je zobrazené v tabulke 12. Tabul'ka 12 obsahuje aj

vypocitané koncentracie vzoriek a mnozstvo pridavanej vody.

Tabul’ka 10 ZloZenie lyza¢ného pufru

Zlozka (finalna Koncentracia zasobného Pipetované mnoZstvo
koncentracia) roztoku
50 mM Tris/HCI1 pH 7,4 1M 50 ml
150 mM NacCl Prasok 8,766 g
10 % glycerol 85 % 117,65 ml
1 % Triton X — 100 100 % 10 ml
2 mM EDTA Prasok 0,58 g
2 mM EGTA Prasok 0,76 g
40 mM B — glycerolfosfat Préasok 8,52¢
50 mM flourid sodny Préasok 2,09¢
10 mM pyrofosfat sodny Préasok 4,46 g
2 mM dithiotreitol Préasok 0,3085 g
200 pM vanadi¢nan sodny Prasok 0,03678 g
H>O Doplnit’ do 1 litra

49




Pred pouzivanim lyza¢ného pufru je potrebné k nemu pridat’ roztoky inhibitorov. K
mnozstvu 13 ml lyza¢ného pufru sme pridali 130 pl zmesi inhibitorov a 130 pl 100 mM
PMSF (fenylmethansulfonylflourid), ktory sa najprv musi rozpustit’ v 17,42 mg/ml

etanole.

Tabulka 11 ZloZenie 4 x SDS

Zlozka (finalna Koncentracia zasobného Pipetované mnoZstvo
koncentracia) roztoku

200 mM Tris/HCI pH 6,8 1M 4 ml

40 % glycerol 85 % 9,41 ml
6 % SDS Prasok 12¢g

0,2M DTT Prasok 0,617 g

0,1 g bromfenolova modt Préasok Kusok
Redestilovana voda 20 ml

Tabul’ka 12 MnoZstvo pridavaného SDS ku vzorkidm po zmerani koncentracie

bielkoviny

Koncentracia 314 37,1 37,8 41,4 43,6 43,1
pg/pl g/l g/l g/l png/ul pg/ul

Celkom 313,6 ul | 3714l | 3779 ul | 4143 ul | 4364 pl | 430,7 ul

4xSDS 784l | 929ul | 945ul | 103,6ul | 109,1pul | 107,7 pl

Voda 2252l | 268,66 ul | 273,4pul | 300,7 pul | 3173 ul | 313,0 ul
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Dalej pouZivané roztoky:

1. 4 M HCI
— 150 ml redestilovanej vody spolu s 88 ml koncentrovanej HCI
— Doplnit’ vodou do 250 ml
— Odporucané uchovavanie v chladnicke

2. Zasobny roztok AA + bisAA
— Pouzili sme predpripravent zmes

3. 1,5 M Tris — HCl pufer, pH 8,8
— Odvazit’ 18,5 g Trisu
— Pridat’ 75 ml redestilovanej vody a rozpustit’ pomocou miesania
— Upravit pH na pH — metre pomocou 4 M HCI (priblizne 5 — 6 ml)
— Doplnit’ v odmernej banke na 100 ml
— Odporucané uchovavanie v chladnicke

4. 0,5M Tris — HCI pufer, pH 6,8
— Odvazit 6 g Trisu
— Pridat’ 75 ml redestilovanej vody a rozpustit’ pomocou mieSania
— Upravit’ pH na pH — metre pomocou 4 M HCI (priblizne 7 — 8 ml)
— Doplnit’ v odmernej banke na 100 ml
— Odporucané uchovavanie v chladnicke

5. 10 % SDS
— Odvazit' 10 g SDS
— Rozpustit’ v 80 ml redestilovanej vody

— Doplnit’ v odmernej banke na 100 ml
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— Skladovat’ pri laboratérnej teplote
6. Koncentrovany elektrodovy pufer
— Odvazit' 72 g glycinu, 15 g Trisu, 5 g SDS
— Rozpustit’ v 900 ml redestilovanej vody
— Upravit’ na pH metru na pH 8,3 s pomocou 4 M HCI
— Doplnit’ v odmernej banke do 1000 ml
— Rozdelit’ po 100 ml do plastovych nddob a zamrazit’
7. Izobutanol
— ZmieSat’ Cisty izobutanol s redestilovanou vodou
— V hornej vrstve sa nachadza izobutanol nasyteny vodou
— Odporucané uchovavanie v chladnicke
8. 10 % APS
— 25 mg persiranu amonného sa rozpusti v 250 ul redestilovanej vody
— Pripravuje sa kratko pred pouzitim
9. Elektrodovy pufer

— Zmiesa sa 70 ml zdsobného elektrodového pufru s 280 ml redestilovane;j

vody
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Priprava gélov: praca musi prebiehat’ v rukaviciach. Postupne si pripravime vsetky
pomdcky, ktoré sa tykaju pripravy gélov. Skla a hrebene je dblezité pred pouzivanim,
ako aj po pouzivani umyt saponatom, oplachnut’ redestilovanou vodou a
lihomethanolom. Skl& k sebe pripevnime pouzitim parafilmu, podlozime na gumovi
podlozku a sponami zopneme do stojana. Nasleduje priprava spodného gélu, zmieSame
vsetky komponenty zobrazené v tabul’ke 13 a opatrne pomaly ho nalievame pipetou
medzi skla do vysky priblizne 4,5 cm od sponého okraja. Na spodny gél pipetou
prilievame izobutanol, v mnozstve zhruba 300 pl. Izobutanol nevystSa, odstranuje
bubliny a vyrovndva povrch spodného gélu. Takto pripraveny spodny gél

s izobutanolom nechdme polymerovat’ po dobu priblizne 30 — 60 mint.

Po uplynuti tejto doby, zlejeme izobutanol a skld vysuSime filtranym papierom, ktory
sa nesmie dotknut’ gélu. Podl'a tabul’ky 14 pripravujeme horny gél, premieSame vSetky
zlozky a pipetou nalievame vrchny gél na spodny gél az po horny okraj. Do vrchného
gélu vlozime hreben az po drazky. Polymeracia vrchného gélu trva priblizne 30 minut.
V priprade pokraCovania v praci nasledujuci den moézmé g¢él nechat v stojane

v chladnicke.

Tabul’ka 13 Separacny gél (spodny)

ZloZenie 12,5 % - 2 gély, 1,5 mm
Redestilovana voda 8,55 ml
Pufer 1,5 M Tris — HCI pH 8,8 5ml
40 % roztok AA + bisAA 6,25 ml
10 % SDS 0,2 ml

Priebeh iniciacie polymeracie

Roztok APS 200 pl

TEMED (pouzivat’ digestor) 16 ul
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Tabul’ka 14 Zaostrovaci gél 4 % (horny)

ZloZenie 2 gély, 1,5 mm
Redestilovana voda 6,42 ml
Pufer 0,5 M Tris — HCI pH 6,8 2,5ml
40 % roztok AA + bisAA 0,98 ml
10 % SDS 0,1 ml

Priebeh iniciacie polymeracie

Roztok APS 200 pl

TEMED (pouZivat’ digestor) 16 ul

4.2.3.3 Priebeh elektroforézy

Princip elektroforézy spocCiva v separacii, identifikacii a pufikacii proteinov. Separacia
sa uskuto¢niuje vd’aka r6znym pohybom proteinov v jednosmernom elektrickom poli.
Proteiny po aplikacii do separaéného gélu a zapojeni prudu putuju ku kladnej elektrode
(anode). Ich rychlost zavisi na ich velkosti a konforméacii, teda priestorovému
usporiadaniu, je im priamo umernd. Vznik polyakrylamidového gélu (PAG) je zalozeny
na polymeréacii akrylamidu a bisakrylamidu za pritomnosti persulfatu amonného, ktory
predstavuje zdroj volI'nych radikalov, a tetrametyléndiaminu, jeho tlohou je stabilizovat’
radikalovll reakciu. Vyhodou polyakrylamidovych gélov je schopnost’ rozliSovat
fragmenty proteinov, ktoré mézu byt rozdielne aj o jednu aminokyselinu (Beranek,

2016).

Stanovovali sme markery srdcového poskodenia, troponin T a troponin I. Ako
referenény protein sme pouzili Pan Aktin. Vzorky sa musia pred elektroforézou zahriat’
v predhriatom termobloku po dobu 5 mintt pri 95 °C. Gély v skle je nutné oplachnut’
pod vodou a vybrat’ z nich hrebeil. Pripravili sme stojan na elektroforézu, skla s gélom
sme pritlacili z kazdej strany na tesnenie, vnutornu Cast’ sme vlozili do vonkajSej Casti
stojanu na elektroforézu a pritiahli sponami. Cely stojan aj s gélmi sme vlozili do
vanicky s l'adom. Elektrodovy pufer sme naliali do vnitorného elektrodového priestoru,

v mnozstve priblizne 125 ml, musi byt ponoreny cely gél. Pufer nesmie pretekat’. Do
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vnutornej Casti elektroforetickej aparatury sme naliali novy elektrodovy pufer. Do
vonkajsej Casti elektrodového priestoru sme naliali elektrodovy pufer, ktory nemusi byt
novy, moze sa pouzivat’ opakovane, jeho hladina musi byt nad drotikom, ide priblizne o
200 ml. Pipetou so Specidlnymi Spickami sme do kazdej jamky naniesli 25 pl vzorky,
ktory obsahuje 25 pug proteinu. Jedna jamka obsahovala 5 pl molekulového Standartu.
Poslednéa krajna jamka bola uréena pre 1 x SDS pufer zriedeny vodou, poslednad jamka
by nemala ostat’ prazdna, vyuziva sa na to, aby proteiny v elektroforéze neputovali

Sikmo (vid’. Obrazok 8).

Takto poskladanu elektroforeticku aparaturu sme po zakryti vekom pripojili ku zdroji.
Nastavili sme konStantné napétie 90 V a spustili. Po prestupe do separacné¢ho gélu zo
zaostrovacieho, moézeme zvysit’ napétie na 150 V. Ak sa Celo vzoriek presunie az na

spodny okraj gélu mozeme vypnut zdroj.

Rozlozime aparattru, stojan vyberieme z vanicky, elektrodovy pufer z vnutornej Casti sa
vylieva do vylevky a elektrodovy pufer z vonkajSej Casti sa uchovava na d’alSie pouzitie.
Vyberieme skla s gélom, roztvorime skla a odrezeme gél od spacerov a celi Cast’
zaostrovacieho gélu, zo separatného gélu je potrebné odrezat’ spodnu Cast’ s modrym

farbivom.

vzorka pipetovana do géln

ol

.'k}- 4 plastova nadoba

NS

NS ‘

" \\“QJ ——— —

Obrazok 8 Zostavenie elektroforézy, nanasanie vzoriek (Hartfelder a kol. 2013)
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4.2.3.4 Imunobloting

Princip imunoblotingu spociva vo vyuziti protilatok alebo inych ligandov na
identifikaciu cielovych proteinov, ktoré sa mozu nachddzat vzmesi s dal§imi
proteinmi. Identifikdcia tychto proteinov prebicha vdaka spojeniu protilatky

s antigénom (Beranek, 2016).

Nitrocelul6zova membrana je priepustna pre pufer vd’aka kapilarnym silam a slazi na
zachytavanie vSetkych proteinov. Pri sprdvnom zostaveni aparatury membrana presne

kopiruje vysledok elektroforézy proteinov (Beranek, 2016).

Imunobloting nasleduje hned’ po elektroforéze. Pri praci je nutné pouzivat’ rukavice, ako

zasobny roztok sa vyuZziva blotovaci pufer.
Zasobné roztoky:

1. Blotovaci pufer
— Navazit 6,06 g TRIS (25 mM), 28,8 g glycinu (192 mM)
— Rozpustit’ v priblizne 500 ml redestilovanej vody
— Pridat’ 400 ml methanolu
— Doplnit’ v odmernej banke do 2000 ml
— Preliat’ do 1000 ml fTase
— Odporucané uchovavanie v chladnicke

Do pripravenych plastovych nédob, ktoré obsahovali blotovaci pufer sme vlozili
separacny gél, do dalsich plastovych nadob s blotovacim pufrom sme ponorili
nitrocelul6zovu membranu a hruby filtraény papier. Pre jeden gél sa vyuzivaji dva kusy
filtracného papiera. Pred ponorenim membrany a filtranych papierov do pufru bolo
potrebné ich nastrihat’ podla rozmerov gélu. Takto sa vSetky tieto zloZky imunoblotingu

inkubovali v blotovacom pufre po dobu 20 mintt.

Na blotovanie sme vyuzili blotovaciu kazetu pristroja Bio Trans Blot Turbo.
Do blotovacej kazety sa uklada najprv jeden filtra¢ny papier, na fiho sa uloZi membréna,
nasleduje gél, ktory je potrebné rukami uhladit’, aby medzi membrénou a gélom neboli

ziadne bubliny a nakoniec druhy filtracny papier, ktory je tiezZ nutné kvoli bublindm
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uhladit’ rukami, bubliny by mohli rusit’ proces prenosu (vid’. Obrazok 9). Takyto sposob
ukladania zloziek imunoblotingu je ddlezity, pretoze prud smeruje zhora smerom dole, a
tak dojde k prenosu separovanych proteinov z gélu na membranu. Blotovacia kazeta sa

vlozi do zasuvky a spusti sa pristroj, blotovanie prebieha po dobu 20 mint.

Po skonceni sa znovu vyberie blotovacia kazeta a opatrne sa nadvihne filtracny papier
s gélom a skontroluje sa, ¢i sa farba z markeru preniesla na membranu. Na membranu je
vhodné si vyznalit' najvyraznejSie pruzky markeru, to si hlavne 25, 50 a 75 kDa,

pripadne eSte 37 kDa.

:

filtracny papier

blotovacia
membrana

filtratny papier

Obrazok 9 Usporiadanie imunoblotingu (Mahmood a kol. 2012)

4.2.3.5 Detekcia proteinov
Zasobné roztoky:
1. 0,1 M TRIS pufer, pH 8,0
— Odvazit 12,11 g TRIS
— Toto mnozstvo rozpustit’ v 800 ml redestilovanej vody
— Upravit pH na 8,0 s pomocou 4 M HCI
— Doplnit’ redestilovanou vodou v odmernej banke do 1000 ml

— Odporucané uchovavanie v chladnicke
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2. TBST
— Odvazit’ 8,77 g NaCl
— Rozpustit’ v priblizne 300 ml redestilovanej vody
— Pridat’ 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru, pH 8,0

— Doplnit’ redestilovanou vodou v odmernej banke do 1000 ml

— Odporucané uchovavanie v chladnicke

3. Primarna protilatka: zasobna protilatka sa musi nariedit’ v pomere 1 : 2 000
pomocou 2 % roztoku BSA alebo mlieka v TBST pufre. Pre potrebné mnozstvo
15 ml riedenej protilatky pipetujeme 7,5 ul zdsobnej protilatky a 15 ml 2 %
roztoku BSA.

4. Sekundérna protilatka: zasobna protilatka sa musi nariedit’ 2 % roztokom BSA

alebo mlieka, podl'a odporu¢ani vyrobcov.

Princip detekcie spociva v reakcii primarnej protilatky s proteinmi, a tiez v reakcii

primarnej protilatky so sekundarnou protilatkou.

Membranu po imunoblotingu je nutné trikrat oplachnut’ redestilovanou vodou. Po
oplachovani sa membrana, ktori sme si nastrihali, inkubuje vo falkonkach, do ktorych
sa naleje 5 % roztok mlieka v TBST pufre. Blokovanie prebiecha za neustdleho
premieSavania v kyvacke po dobu 2 hodin. Po uplynuti tejto doby sa mlieko zleje,
membréana oplachne redestilovanou vodou. Dal§im krokom je inkubacia membrany
s primarnou protilatkou. Inkubacia prebiehla v tych istych falkonkach. Inkubécia
s primarnou protildtkou prebieha cez noc, protildtka sa musi naviazat’ na pozadovany

protein.

Na druhy den sa zleju primarne protilatky spdt’ do falkoniek pre opakované pouZitie a
nasleduje oplachovanie membrany TBST pufrom Styrikrat po dobu 10 minat. Po tomto
kroku sa membrana necha inkubovat’ so sekunddrnou protilatkou pocas 1 hodiny. Po
uplynuti tejto doby sa znovu oplachuje membrana TBST pufrom Styrikrat po dobu 10

minut.
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Nasledovala vizualizacia, pouziva sa Amesham ECL Prime Western Blotting detekéné
¢inidlo. Na jeho pripravu bolo potrebné zmiesat' roztok A (luminol solution) a B
(peroxide solution) z detek¢ného systému v pomere 1 : 1. Na vizualizaciu sa pouzil
detekény pristroj ChemiDoc MP Imaging System, BioRad. Membrana sa vlozila do
toho pristroja, pipetou sa na fiu namiesol zmiesany detekény roztok, prebehla pat
minutova inkubdcia. Membrana sa potom prikryla foliou, pristoj sa zavrel a spustil.

Takto prebehla vizualizacia kazdej nastrihanej membrany.

4.2.4 Vyhodnotie dat

Déta, ktoré¢ sme ziskali metodou qPCR boli hodnotené v programe Excel. Nasledne
prebehlo ich Statistické vyhodnotenie doc. Ing. Petrou MatouSkovou, Ph.D., pomocou
programu GraphPad Prism v8 (GraphPad Software, Inc.) a na zdklade neparametrického
testu Kruskal-Wallis test a potom Dunn’s post hoc testu. Data pri P < 0,05 boli

povazované za Statisticky vyznamné.
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5. VYSLEDKY

Tato diplomova praca je zamerana na sledovanie zmien miRNA v srdciach a plazme
mysi, ktoré boli vystavené kardiotoxickému ucinku DOX. Zmeny hladin expresie
miRNA boli zmerané pomocou metdody qPCR. Vzorky stdc a plazmy museli byt najprv

podrobené izolacii RNA, oSetreniu DNAzou a reverznej transkripcii.

Druha cCast’ prace je zamerana na sledovanie hladin koncentracie proteinovych markerov
poSkodenia srdca. Vo vzorkach stdc mysi, ktoré boli ovplyvnené¢ DOX sa sledoval
troponin T a troponin [ pomocou imunoblotingu. Takisto koncentracie troponinu T boli

zmerané aj v plazme mysi.

5.1 Pozorovanie expresie mikroRNA

5.1.1 Pozorovanie expresie mikroRNA v srdciach mySi pomocou

qPCR
Vzorky stdc mySi boli pouzité k detekcii vybranych mikroRNA. Ako kontrolna

mikroRNA sa pri vzorkdch stfdc mySi pouzila miR-16. Sledovanie zmien hladin
expresie mikroRNA prebiehalo vo vzorkach kontrolnych a vo vzorkdch ovplyvnenych
DOX. V kapitole 4.2.1. je opisana priprava vzoriek zo stdc myS$i. Princip pouzitej

metody qPCR bol spomenuty v kapitole 4.2.1.5.

V tomto hodnoteni vysledkov bola vyuzita relativna kvantifikacia. Hodnoty hladin
expresic miRNA sa pocitali pomocou Ct, ktora je pouzivand v metode qPCR. Ct je
hodnota, v ktorej sa fluorescencia pretina s liniou detekcie. Ako bolo spominané plati,
7ze ¢im ma Ct nizSiu hodnotu, tym viac mnozstva cDNA sa vo vzorkach vyskytuje.
Kontrolnd miR-16 bola pouzitd ako vnutorny Standart, ktory neovplyviiuji Ziadne iné
faktory, jeho hodnoty su stale. Pomocou tohto vnitorného Standartu boli uréené hladiny
ostanych miRNA. Vysledok sa poéita pomocou rovnice 2 ¢ ACt sa vypoé&ita ako

rozdiel Ct zistovanych génov a Ct referenéného génu.

Vsetky vysledné hodnoty hladin expresie miRNA zo vzoriek stdc boli zavedené do
grafu (vid. Obrazok 10). Porovnavané boli vzorky kontrolné aj vzorky ovplyvnené
DOX, hviezdi¢kou sii vyznacené Statisticky vyznamné zmeny expresii. V tomto grafe
bolo signifikantne zvySené miR-34 a naopak signifikantne zniZzené miR-205. Ostatné

testované miRNA neboli zmenené.
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Obrazok 10 Expresia vybranych mikroRNA zo srdc mySi
DOX — vzorky stdc mysi ovplyvnené doxorubicinom, K — kontrolné vzorky stdc mysi,

oznacenie * - Statisticky signifikantné zmeny P < 0,05

5.1.2 Pozorovanie expresie mikroRNA v plazme mysi pomocou qPCR

Stanovenie expresie vybranych mikroRNA plazme mySi prebichalo vo vzorkach
kontrolnych a vo vzorkéach ovplyvnenych DOX. Postup pripravy vzoriek z plazmy mysi
bol opisany v kapitole 4.2.2. Princip pouzitej metdody qPCR bol spomenuty v kapitole
4.2.1.5. Ako kontroly sluzili miR-16 a C. elegans miR-39.

Vsetky hodnoty vzoriek ovplyvnenych DOX a kontrolnych vzoriek boli spracované
v obrazku (vid. Obrazok 11). Statisticky signifikantné zmeny su v grafe oznadené
hviezdickou. Vyznamné zvySenie hladin génovej expresie nastalo u vzoriek miR-205,
miR-34a, miR-133 a aj miR-1. Vyskyt miR-367 a miR-208a, ktoré boli tiez testované,
vykazuju hodnoty pod hranicu detekcie.

61



9,00 "
8,00 '
7,00
6,00 .

3,00

4,00

3,00

2,00 Ji
< gl ul al Wl AR Wi
0,00

miR-205 miR-34a miR-133 miR-1 miR-459a miR-146

EK mDOX

Obrazok 11 Expresia vybranych mikroRNA z plazmy mySi

DOX — vzorky plazmy mysi ovplyvnené doxorubicinom, K — kontrolné vzorky plazmy

mysi, oznacenie * - Statisticky signifikantné zmeny P < 0,05

5.1.3 Pozorovanie expresie mikroRNA v plazme mySi pomocou

microarray
Vyznamné vysledky hodndt expresie mikroRNA v plazme mys$i ndm poskytla najprv
technologia microarray. Vysledky sme ziskali s pomocou Statniho zdravotniho ustavu.
Pouzitim ¢ipu (SurePrint G3 Mouse miRNA Microarrays (8x60k, Release 21.0, Design
ID 070155; Agilent Technologies, Santa Clara, CA) sa vySetrovali zmeny expresie
kontrolnych vzoriek a aj vzoriek ovplyvnenych DOX, ziskanych z plazmy mysi.

Na obrazku 12 mdézeme vidiet’ vybrané zmenené hodnoty, ktoré boli overené¢ metddou

qPCR v plazme, napriklad u miR-133a, miR-133b alebo aj u miR-1.
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Obrazok 12 PrehPad zmien expresie miRNA z plazmy mysi

DOX - vzorky plazmy mys$i ovplyvnené doxorubicinom, CTRL — kontrolné¢ vzorky

plazmy mysi

5.2 Pozorovanie hladin troponinu T a troponinu I

5.2.1 Pozorovanie zmien troponinu T v plazme mysi

Troponin T je dolezity marker poSkodenia srdca. Zmerané hladiny troponinu T
zobrazuje tabulka 15. Hladina troponinu T bola spriemerovand zo ziskanych hodnot

troponinu T z plazmy mysi z kontrolnych vzoriek a vzoriek ovplyvnenych DOX.

Koncentracie troponinu T boli zmerané Ustavom klinickej biochémie a diagnostiky vo

fakultnej nemocnici v Hradci Kralové.
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Tabul’ka 15 Priemerné hladiny troponinu T v plazme mysi

K DOX
Hladina troponinu T 4,53 ng/l 12,23 ng/l
Smerodajna odchylka 0,79 4,54

Vzorky, ktoré boli pouzité pri zistovani hodnoty troponinu T v plazme mysi, a ktoré
boli rozdelené¢ na kontrolné vzorky a na vzorky ovplyvnené DOX su zobrazené
v obrazku 13. Z obrazka vyplyva, Ze vicsia variabilita u vzoriek ovplyvnenych DOX

mdze byt’ sposobend roznou reakciou mysi na DOX.

Troponin T
25-
20+
_ 15-
D
c
10-
57 é;
0 . .
+ s+
00

Obrazok 13 Hodnoty troponinu T vo vzorkach plazmy mysSi

DOX — vzorky plazmy mysi ovplyvnené doxorubicinom, K — kontrolné vzorky plazmy

mysi, oznafenie * - Statisticky signifikantné zmeny P < 0,05

5.2.2 Pozorovanie zmien troponinu T a troponinu I v srdciach mysi

Detekcia troponinov prebiehala od elektroforézy po imunobloting. Pomocou protilatok
a detek¢éného ¢inidla prebehla detekcia a kvantifikacia proteinov prenesenych z gélu na

nitrocelulozovi membranu. Podrobny postup a princip metdéd je uz spomenuty
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v kapitole 4.2.3. Proteiny, teda troponiny pochadzali zo srdcového tkaniva mysi.
Troponin T a troponin I boli stanovované vo vzorkach kontrolnych a vo vzorkach
ovplyvnenych DOX. Na relativnhu kvantifikdciu, a teda ako referen¢ny protein bol
pouzity Pan Aktin. Detekcia pritomnych proteinov vo vzorkach kontrolnych a vo

vzorkach ovplyvnenych DOX je zobrazena na obrazku 14.

T— — — — ——
DOX1 DOX2 DOX3 ki K2 K3

— — W — e —
DOX1 DOX2 DOX3 K1 K2 K3

-h-‘“_."‘

DOX1 DOX2 DOX3 Kl K2 K3

Obrazok 14 Vysledok imunoblotingu Pan Aktinu, Troponinu I a Troponinu T
(zhora nadol)
Priemer vyhodnotenia denzity detekovanych proteinov odpovedajuci koncentracii
troponinu I vo vzorkach kontrolnych a vzorkach ovplyvnenych DOX zobrazuje graf
(vid. Obrazok 15). Vzorky ovplyvnené DOX maji signifikantne vysSie hodnoty

troponinu I ako vzorky kontrolné.

Rovnako ako vo vysledkoch troponinu I, tak aj zmeranie hladin koncetracii troponinu T
vo vzorkach kontrolnych a vzorkach ovplyvnenych DOX, zobrazilo vySSie hodnoty
troponinu T vo vzorkdch ovplyvnenych DOX, ako vo vzorkdch kontrolnych (vid'.

Obrazok 16).
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Troponin |
250,0

200,0
150,0

100,0

0,0
Kontrola Dox

Obrazok 15 Hladiny troponinu I v kontrolnych vzorkach a vzorkach ovplyvnenych
DOX
DOX — vzorky stdc mysi ovplyvnené doxorubicinom, K — kontrolné vzorky stdc mysi,

oznacenie * - Statisticky signifikantné zmeny P < 0,05

Troponin T

20,0
200,0
150,0

100,0

0,0
Kontrola Dox

Obrazok 16 Hladiny troponinu T v kontrolnych vzorkach a vzorkach
ovplyvnenych DOX
DOX — vzorky stde mysi ovplyvnené doxorubicinom, K — kontrolné vzorky stdc mysi,

oznacenie * - Statisticky signifikantné zmeny P < 0,05

66



6. DISKUSIA

Ochorenia srdca patria medzi zavazné civilizaéné ochorenia. V tejto praci sa skuma
vplyv uzivania lieCiv, urCenych na liecbu nddorovych ochoreni, na poskodzovanie
srdca. Rovnako ako pri niektorych inych ochoreniach, tak aj pri ochoreniach srdca je

vel'mi dolezita vcasna diagnostika a zahajenie lieCby.

Tato diplomova praca je zamerana na nov€é potenciondlne diagnostické markery,
mikroRNA. Tieto kritke nekodujice tiseky RNA maji mnoho ro6znych funkcii,
podielajii sa na vyvoji, proliferdcii, diferenciacii, regulacii, ¢i apoptéze. Cirkuluja
v krvi, odolavaju vysokym teplotam, extremnému pH, si citlivé, Specifické,
prognostickeé, diagnostické, 'ahko sa kvantifikuja, rychlo zachytia r6zne ochorenia. Na
ich odber sa vyuzivaji neinvazivne metddy, a tak sa povazuju za nové, pravdepodobne
vhodné markery ochorenia srdca. Su predmetom mnohych stadii a ich vyuzitie musi byt

nad’alej skimané.

V tejto praci bolo pozorované lie¢ivo doxorubicin, ktoré sa vyuziva na lieCbu
nadorovych ochoreni, ale jeho neziadicim u¢inkom je vznik kardiotoxicity. Prognoza
vzniku posSkodenia srdca zdvisi na jej v€asnom odhaleni, a tak si mnohé vyskumy
zamerané na miRNA, ako potencionalne vyhovujice biomarkery poskodenia srdca. Na
vyskum boli pouzité mysi, ktorym sa podaval DOX a druhu skupinu tvorili mysi, ktoré
neboli ovplyvilované DOX. Nasledne sa z nich vyizolovali srdcové tkaniva a odobrala

sa plazma.

V prvej Casti prace sme skiimali hladiny vybranych mikroRNA pomocou metody qPCR.
Sledovali sme tieto mikroRNA: miR-205, miR- 34a, miR-133, miR-1, miR-146, miR-
499, miR-367 a miR-208a.

NaSe vysledky poukazuju na vysSSie hladiny miR-133 a miR-1 v plazme mySi vo
vzorkach ovplyvnenych DOX oproti vzorkdm kontrolnym. Vys$$iu hodnotu tychto
mikroRNA potvrdili aj vysledky ziskané technikou microarray. V stadii podl'a Wanga a
jeho kolektivu sa takisto potvrdili zvySené hladiny expresie tychto mikroRNA (Wang a
kol. 2010).

Hladiny expresie miR-34a boli v naSej stadii zvySené aj v plazme aj v srdcovych

tkanivach mys$i. Téato mikroRNA vykazovala vysSie hodnoty aj vo vysledkoch
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poskytnutych technikou microarray. A taktiez vysoké hodnoty miR-34a potvrdila aj

Studia, ktord skimala plazmu a srdcia mysi (Gioffré a kol. 2019).

Hladiny expresic miR-146 v naSich vzorkdch sfdc a plazmy mysi neboli zvySené,
potvrdili to aj vysledky ziskane pomocou microarray. Avsak v studii, kde sa skimala
plazma pacientov, ktori wuzivali DOX, sa zistili zvySené hladiny miR-146

(D’Alessandra, Y. 2017).

Sledovanie miR-205 v naSich vzorkach poukazalo na zvySené expresie tejto mikroRNA
v plazme mysi ale naopak jej hladiny boli zniZené v srdciach myS$i. ZvySenie hladin
miR-205 potvrdili aj vysledky plazmy ziskané z €ipu. Toto zistenie by bolo vhodné
d’alej preskumat’, pretoze moze ist’ o zvySenie tejto mikroRNA v plazme v dosledku jej
vyliatia zo srdcového tkaniva v dosledku poskodenia srdcového tkaniva alebo cielenym

exportom do krvného riecistia.

V studii podl'a Corstena a jeho kolektivu vysli zvySené hodnoty expresie miR-499, miR-
367, miR-208a v plazme pacientov (Corsten a kol. 2010). Dalsia $tadia potvrdila
vysledok predchadzajiacej Studie zvySenymi hodnotami miR-499 v plazme pacientov
s AIM (Adachi a kol. 2010). Stadia podl'a Wanga a jeho koletivu potvrdila vysledky
Studie Corsten, obe tieto Studie mali zvySené hladiny miR-208a v plazme pacientov
(Wang a kol. 2010, Corsten a kol. 2010). Avsak Studia podl'a D Alessandra poukazala
na nizke hodnoty expresie miR-208a v plazme pacientov (D’ Alessandra a kol. 2010).
Nase vysledky zvySené hladiny v srdci ani v plazme mys$i posébenim DOX nepotvrdili.

Dalej miR- 208a a rovnako aj miR-367 boli v plazme mysi pod hranicou detekcie.

Okrem mikroRNA sme sa v experimentdlnej Casti prace zamerali aj na proteiny,
troponiny. Troponiny su povazované za tradicné markery poskodenia srdca. Ako bolo
spominané v teoretickej ¢asti medzi vyhody tychto proteinov patria hlavne skusenosti
s ich pouzivanim a ich overend G¢innost. Vyznacuju sa aj negativnymi vlastnostami,
ako st napriklad nizka senzitivita a Specifita, kratky pol¢as rozpadu, neskord detekcia,

ktorda moze sposobit’ rychlej$i vyvoj ochorenia a invazivnostou ich odberu.

Zistovanie hladin troponinu T a troponinu I pomocou imunoblotingu, v srdcovych
tkanivaich myS$i v naSich vzorkéch, ktoré boli ovplyvnené DOX, poukazalo na ich

zvySené hladiny, oproti vzorkdm kontrolnym. Hladiny troponinu T boli zvySené aj vo
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vzorkach plazmy mys$i ovplyvnenych DOX, ktoré nam boli zmerané¢ na UKBD vo

FNHK.

V stadii, kde sa pozorovali hladiny troponinov zvierat lieCenych antracyklinmi zistili, Ze
troponin I je citlivej$i na nizSie hladiny antracyklinov ako troponin T (Wang a kol.
2017). Dalsia $tadia, ktora pozorovala hladiny troponinu I a hladiny miR-208a a miR-
499, zistila, ze tieto biomarkery maji rovnako vysoké hodnoty expresie (Corsten a kol.
2010). Stadia, v ktorej sa skamal troponin T a miR-1 u pacientov s akiitnym infarktom
myokardu, taktiez poukdzala na ich rovnako vysoké hladiny expresie. AvSak miR-1
mohli diagnostikovat’ skor ako troponin T, kedZe troponiny sa v tele ¢loveka uvolnuju
az po patologickych zmenach spdsobenych pociatocnymi Stadiami AIM (Li — ming a

kol. 2014).

MikroRNA by v buducnosti mohli byt” vyuzité ako potencionalne diagnostické markery
pre detekciu kardiotoxicity, nasvedcuju tomu vysledky tejto diplomovej prace a
mnohych dal§ich experimentalnych prac. AvSak v buducnosti je eSte nutné overovat
mnoho vysledkov, opakovat' pokusy, sktisat nové experimenty, a predovsetkym

zhromazd'ovat’ vysledky meranim klinickych vzoriek.
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7. ZAVER

V tejto diplomovej praci sme pozorovali hladiny expresie vybranych miRNA vo
vzorkach stdc a plazmy mysi. MySiam bol davkovany DOX, ktory patri medzi

antracyklinové antibiotika.

Zaoberali sme sa tymito miRNA: miR-1, miR-133, miR-205, miR-34a, miR-499a, miR-
146, miR-367 a miR- 208a vybranych na zdklade Studia literatary a vysledkov
hodnotenia hladin mikroRNA v plazme pomocou microarray. Hladiny expresie tychto
miRNA sa merali metodou qPCR. Vysledky zo vzoriek sftdc mySi poukéazali na
Statisticky vyznamne zvysené hladiny miR-34 a na znizené hladiny miR-205. Statisticky
signifikantné zvySenie hladin vzoriek z plazmy mys$i nastalo u miR-205, miR-34a, miR-
133, miR-1. Tieto vysledky potvrdili zmeny v hladindich mikroRNA, ktoré boli

spracované metodou microarray.

Okrem sledovania hladin vybranych miRNA, sme sa zamerali aj na hladiny klasickych
markerov poskodenia srdca, troponinov. Vzorky stdc mysi, ktoré boli ovplyvnené DOX
a kontrolnych vzoriek stdc mysi, boli spracovavané elektroforézou a imunoblotingom.
Hladiny koncentracie troponinu I a troponinu T boli Statisticky signifikantne zvySené
oproti vzorkdm kontrolnym. Koncentracie troponinu T v plazme mysi boli rovnako

Statisticky vyznamne zvySené.
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8. POUZITE SKRATKY

VYZNAM SKRATKY SLOVENSKY VYZNAM

A Absorbance Absorbancia
AA Acrylamide Akrylamid
Ago Argonaute protein Argonautovy protein

protein

AIM Acute myocardial infarction Akttny infarkt myokardu
ANP Atrial natriuretic peptide Atrialny natriureticky peptid
APS Ammonium Persulfate Persulfat amonny
ATP Adenosin triphosphate Adenosintrifosfat

B Brain Mozog
BCA Bicinchoninic acid Bicinchoninova kyselina
BNP Brain natriuretic peptide Mozgovy natriureticky peptid
BSA Bovine serum albumin Hovidzi sérovy albumin

cDNA Complementary DNA Komplementarna DNA
CK Creatine kinase Kreatinkiniza
CK-BB Creatine kinase brain band Kreatinkindza — mozog

CK - Creatine kinase myocardial band Kreatinkindza — myokard
MB
CK - Creatine kinase muscle band Kreatinkindza — sval
MM

ct

Cycle threshold

Prahovy cyklus
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https://en.wikipedia.org/wiki/Atrial_natriuretic_peptide
https://en.wikipedia.org/wiki/Brain_natriuretic_peptide

Cu2+

Cuprum Med
CuSO4 Copper sulfate Siran med’naty
ddH-O Double - distilled water Redestilovana voda
DNA Deoxyribonucleic acid Deoxyribonukleova kyselina
DNR Daunorubicin Daunorubicin
DOX Doxorubicin Doxorubicin
DTT Dithiothreitol Ditiotreitol
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid Etyléndiamintetraoctova kyselina
EGTA Ethyleneglycoltetraacetic acid Etylénglykoltetraoctova kyselina
ELFO Electrophoresis Elektroforéza
EPI Epirubicin Epirubicin
F primer Forward primer Forward primer
FNHK Fakultni nemocnice Hradec Kralové
HCl Hydrochloric acid Kyselina chlorovodikova
IDA Idarubicin Idarubicin
K/CTRL Control sample Kontrolné vzorka
K>:EDTA Dipotassium Didraselna sol kyselina
Ethylenediaminetetraacetic acid etyléndiamin tetraoctove;j
M Muscle Sval
miR MircoRNA MikroRNA
mRNA Messenger RNA Mediatorova RNA
NaxCOs Sodium carbonate Uhli¢itan sodny

72



https://webslovnik.zoznam.sk/anglicko-slovensky/?s=control-sample

NADH Nicotinamideadeninedinucleotide Nikotinamidadenindinukleotid
NADPH Nicotinamideadeninedinucleotide Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
phosphate
NaHCO;s Sodium bicarbonate Hydrogénuhli¢itan sodny
NaOH Sodium Hydroxide Hydroxid sodny
NGS Next-Generation Sequencing Sekvenovanie novej generacie
NP Natriuretic peptide Natriuretické peptidy
NT —pro N - terminal fragment in N — terminédlny fragment
BNP the prohormone BNP prohormoénu BNP
PAG Polyacrylamide gel Polyakrylamidovy gél
PCR Polymerase chain reaction Polymeréazova retazova reakcia
pH Potential of hydrogen Potencial vodiku
piRNA Piwi — interacting RNA RNA interferujace s PIWI
proteinmy
PIWI P — element induced wimpy testis in | P — elementom indukované wimpy
Drosophila semeniky u Drosophila
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride Fenylmetansulfonylfluorid
qPCR Quantitative polymerase chain Kvantitativna polymerazova
reaction retazova reakcia
R primer Reverse primer Reverse primer
Rn Emission fluorescence Zaznam florescencie
RNA Ribonucleic acid Ribonukleova kyselina
RT

Reverse transcriptase

Reverzna transkriptaza
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https://en.wikipedia.org/wiki/N-terminus
https://en.wikipedia.org/wiki/Prohormone

SDS

Sodium dodecyl sulphate

Dodecylsulfat sodny

siRNA Small — interfering RNA Malé¢ interferujuce RNA
snRNA Small nuclear RNA Nuklearne (jadrové) RNA
TBST Tris buffered saline with Tween-20 | Tris pufrovany fyziologicky roztok
s Tween-20
TEMED Tetramethylethylenediamine Tetrametyletyléndiamin
TnC Troponin C Troponin C
Tnl Troponin I Troponin I
TnT Troponin T Troponin I
\ Volt Volt
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