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Abstrakt
MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici molekuly RNA, které post-transkripcné reguluji

genovou expresi. Cela fada miRNA se podili na patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni,
coz je asociovano se zmeénou jejich genové exprese. Cilem této prace bylo zjistit, jak se lisi
genova exprese miRNA mezi jednotlivymi biologickymi zdroji - plnou periferni zilni krvi (plna
PK), plazmou a plazmatickymi exozémy. U celého souboru zen byly expresni hladiny miRNA
nejvyssi v plné PK v porovnani s plazmou ¢i plazmatickymi exozémy. U celého souboru Zen
byly expresni hladiny miRNA vyssi v plazmé v porovnani s plazmatickymi exozémy, kromé
miR-126-3p, kde byla detekovana vyssi hladina v plazmatickych exozémech ve srovnani
s plazmou. V této praci byly také porovnany expresni hladiny kardiovaskularnich miRNA mezi
Zenami s anamnézou gestacniho diabetu mellitu (GDM) a Zenami s anamnézou fyziologické
gravidity (FG) v obdobi 3-11 let postpartum v plné PK, plazmé a plazmatickych exozomech.
V plné PK bylo 12 z29 testovanych miRNA up-regulovano u Zen s anamnézou GDM.
V plazmatickych exozoémech byla up-regulovana miR-181a-5p a v plazmé miR-499a-5p u Zen
s anamnézou GDM. Zmény v plné PK zfejmé odrdzeji komplexni systémovou reakci na zmeény,
které nastaly v dusledku klinické manifestace GDM. U zen s aberantnim epigenetickym
profilem by bylo vhodné zavést primdrni preventivni péci z divodu potenciondlné zvySeného

rizika pozd¢jsiho rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni.

Kli¢ova slova: mikroRNA, plna periferni Zilni krev, plazma, plazmatické exozoémy, gestacni

diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni



Abstract

MicroRNA (miRNA) are short non-coding RNA molecules that regulate gene expression
at the post-transcriptional level. Many miRNAs are involved in the pathogenesis
of cardiovascular diseases, which is associated with altered gene expression. This work
compares miRNA gene expression profiles among various biological sources — whole
peripheral venous blood (whole PB), plasma and plasma exosomes. For all tested groups
combined, the expression levels of miRNA were maximal in whole PB and lowered in plasma
and plasma exosomes, and the expression levels of miRNA were higher in plasma than
in plasma exosomes, except miR-126-3p, which had a higher level detected in plasma exosomes
compared to plasma. This work also compares expression levels of cardiovascular miRNA
between women with anamnesis of gestational diabetes mellitus (GDM) and physiological
gravidity 3-11 years postpartum in whole PB, plasma and plasma exosomes. In whole PB,
12 0of 29 tested miRNAs were up-regulated in women with prior exposure to GDM.
MiR-181a-5p was up-regulated in plasma exosomes and miR-499a-5p in plasma in women
with prior exposure to GDM. The changes in whole peripheral venous blood seem to reflect
the complex systemic response to the changes that occurred during the onset of GDM. Women
with aberrant epigenetic profiles may have an increased risk of later development
of cardiovascular disease and therefore may benefit from early implementation of primary

prevention strategies.

Keywords: microRNA, whole peripheral venous blood, plasma, plasma exosome, gestational

diabetes mellitus, cardiovascular disease
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Seznam zkratek:

ADAM22 — disentigrin a metaloproteaza-22

Ago2 — argonaut 2

AMPKal - AMP-aktivovana proteinkindza ol

BMPR2 —receptor typu II pro kostni morfogeneticky protein
CI9MC — mikroRNA klastr lokalizovany na chromozomou 19
CACNAIC - podjednotka alfal C pro vapnikovy napétove fizeny kanal
CD38 — klastr diferenciace 38

Dcpl — exonukleaza

Dcp2 — exonukleaza

DGCRS — gen 8 kritické oblasti DiGeorgeova syndromu

DM — diabetes mellitus

......

......

Exp-5 — exportin-5

FG — fyziologicka gravidita

FGF — fibroblastovy rustovy faktor

GDM - gestacni diabetes mellitus

GWAS — celogenomov4 asociacni studie

HDL — lipoprotein s vysokou hustotou

hnRNPAT - heterogenni jaderny ribonukleoprotein Al
hnRNPA2BI - heterogenni jaderny ribonukleoprotein A2B1
hnRNPC - heterogenni jaderny ribonukleoprotein C
ILV — intra-luminérni vezikuly

LDH - laktatova dehydrogenaza

miRNA - mikroRNA

mRNA — mediatorovda RNA

MVB — multivezikularni téliska

NAP — nestabilni angina pectoris

ncRNA — nekodujici RNA



NGS - sekvenovani nové generace

NPMI — nukleofosmin-1

P bodies — processing bodies

PACT — proteinkinazu R aktivujici protein
PAZ — piwi/argonaut/zwilli

PIK3 — fosfatidylinositol-3-kinaza

piRNA — piwi-interagujici RNA

pre-miRNA — prekurzorovd miRNA
pri-miRNA — primarni miRNA

RISC — RNA-indukovany uml¢ovaci komplex
RLC — RISC-loading komplex

RNA pol. I - RNA polymeraza II

RNA pol. Il - RNA polymeraza III

rRNA — ribozomélni RNA

siRNA — mald interferujici RNA

snoRNA — malé jadérkova RNA

snRNA — mala jaderna RNA

SRP — signdl rozpoznavajici ¢astice

TGF-P — transformujici rastovy faktor 8
TRBP — trans-aktivaéni RNA vazebny protein
tRNA — transferovda RNA

ULK1 — kinaza aktivujici autofagii jako unc-51
UTR — netranslatovana oblast

Xrn 1p — exonukleaza



1 Uvod

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici RNA. Vyznamné se podileji na post-transkripéni
regulaci genové exprese, ¢imz zabranuji translaci specifické cilové mediatorové RNA (mRNA).
Potencidlnim cilem miRNA je nékolik tisic genti, coz predstavuje az jednu tietinu lidského
genomu (Jackson a Standart 2007). Ucastni se tedy mnoha fyziologickych i patologickych
procest v buiice. Jako ptiklad lze uvést diferenciaci, proliferaci, tumorigenezi i programovanou

bunécnou smrt (Hwang a Mendell 2006).

v

I kdyz doslo k velkému posunu v diagnostice, prognostice i [éCb¢, je zde snaha o sniZzeni vysoké
umrtnosti. Z tohoto diivodu se vyzkum orientuje na identifikaci diagnostickych biomarkert,
které by zjednodusily, zefektivnily a rozsitily jiz zazité postupy. MiRNA ptedstavuji vhodné
kandidaty, jelikoZ jsou asociovany s vyskytem nékterych kardiovaskularnich onemocnéni

(Zhou a kol. 2018).

U nékterych miRNA (napf. miR-29a) byly nalezeny rozdily v expresnich profilech mezi
zenami s fyziologickym pribéhem téhotenstvi a Zenami s diagnostikovanym gestacnim
diabetem mellitem (GDM) (Hromadnikova a kol. 2020). GDM je dnes béznou téhotenskou
komplikaci, kterd ma zpravidla kratkodobé i dlouhodobé nasledky jak pro matku, tak pro dité.
Zeny s anamnézou GDM maji zvysené riziko rozvoje diabetu mellitu 2. typu a 2-3x zvysené

riziko pozdéjsiho vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni (Kramer a kol. 2019).

Ve své praci jsem se zamcfila na zdroje miRNA jako potencidlni biomarkery
kardiovaskularnich onemocnéni a GDM. Porovnala jsem a zhodnotila expresni profily

kardiovaskularnich miRNA v plné periferni Zilni krvi, plazmé a plazmatickych exozémech.



2 Nekodujici RNA

Na rozdil od kédujicich mRNA, které zprostfedkovavaji ptenos informace z DNA do proteinu,
rozliSujeme také rozsahlou skupinu nekodujicich RNA (ncRNA). NcRNA délime na kratké a
dlouhé. Kratké maji méné nez 200 nukleotidii a patii mezi né transferové RNA (tRNA),
ribozomalni RNA (rRNA), mal¢é jaderné RNA (snRNA), malé jadérkové RNA (snoRNA), malé
interferujici RNA (siRNA), miRNA, piRNA (piwi-intergujici RNA), gRNA (guide RNA) a
introny typu I a II. Dlouhé ncRNA (IncRNA) maji vice nez 200 nukleotidli a patii sem
napt. XIST RNA (Zhou a kol. 2010, Amin a kol. 2019).

NcRNA plni rozmanité funkce:

a) strukturni funkci - rRNA v ribozomu, snRNA, které jsou soucasti spliceozomu, nebo
7SL RNA, ktera je soucasti SRP (signal rozpoznavajici Castice) slouzi jako leSeni
(tzv. scaffold);

b) rozpoznavaci funkci - transferovda RNA (tRNA) rozeznava kodony v mRNA a nese
k nim pfisluSnou aminokyselinu, 16S rRNA rozeznava ShineDalgarno sekvenci
u bakterii;

c) funkcitemplatu — RNA v telomeraze slouzi jako templat k prodluzovani koncti telomer;

d) katalytickou funkci - introny typu I a II;

e) regulacni funkci - miRNA reguluji genovou expresi na post-transkripéni urovni, XIST
RNA u samic savcll umlcéuje X chromozom, ¢imZ kompenzuje genovou davku a dalsi

(Zhou a kol. 2010).
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3 MikroRNA

3.1 Historie miRNA

Prvni miRNA byla objevena u modelového organismu Ceanorhabditis elegans (C. elegans)
roku 1993. Byly popsany dva transkripty genu /in-4, 22 nukleotidi dlouhy [/in-4S a
61 nukleotidt dlouhy /in-4L. Lin-4S je nejspis soucasti /in-4L a je komplementarni k 7 kopiim
repetitivniho elementu v 3 neptekladané oblasti (UTR) mRNA genu /in-74 (Lee a kol. 1993).
Mutanti C. elegans deficientni v genu /in-4 maji vysoké hladiny proteinu LIN-14 a je u nich
narusen normalni larvalni vyvoj (Ambros 1989). Pfedpokladalo se tedy, ze pomoci RNA-RNA
antisense interakce transkripty genu /in-4 negativné reguluji translaci mRNA /in-14 a tim

i mnozstvi proteinu LIN-14 (Lee a kol. 1993).

V roce 2000 byla u téhoz organismu popsand 21 nukleotidi dlouhd RNA /et-7. Tato RNA
funguje na stejném principu jako /in-4 s tim rozdilem, ze ovlivituje pozd€jsi larvalni stadia.
Let-7 je komplementarni k 3’UTR gent lin-14, lin-28, lin-41, lin-42 a daf-12, ¢imz je muze
negativné regulovat (Reinhart a kol. 2000). Lin-4 a let-7 ovliviiuji nejenom spravné nacasovani
larvalniho vyvoje u C. elegans, ale reguluji genovou expresi u Sirokého mnoZstvi organismi
(Pasquinelli a kol. 2000). Nasledné bylo popsano velké mnozstvi malych regula¢nich RNA a
byl ustanoven termin mikroRNA (Lagos-Quintana a kol. 2001, Lau a kol. 2001). K dne$nimu
dni je znamo u Homo sapiens vice nez 2600 maturovanych miRNA (www.mirbase.org,

10.5.2021)

3.2 Definice a nazvoslovi

MiRNA, siRNA a kratké fragmenty RNA jsou mnohdy od sebe téZko rozlisitelné. Aby miRNA
byla spravné oznacena jako miRNA, musi splnit nésledujici kritéria jeji exprese (a,b) a

biogeneze (c,d,e):

a) Detekce ~22 nukleotidi dlouhého RNA transkriptu pomoci hybridizace RNA.

b) Identifikace ~22 nukleotidd dlouhé sekvence v knihovné cDNA, piesn¢ odpovidajici
sekvenci organizmu, z néhoz byla ziskéna.

c) Predikce mozné prekurzorové struktury obsahujici ~22 nukleotidi dlouhou sekvenci uvnitf

jednoho raménka vlasenky. U zivocichil byvaji potencialni prekurzorové struktury dlouhé
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60-80 nukleotidt. VEtsi variabilita je u rostlin, které mohou dosdhnout délky nékolika set
nukleotidd.

d) Fylogeneticka konzervace ~22 nukleotidl dlouhé sekvence a jeji predikované prekursorové
sekundarni struktury.

e) Detekce zvyseného mnozstvi prekurzorové struktury u organismi se sniZzenou funkci

Diceru.

Aby byl kandidéatni gen oznacen jako nova miRNA, musi spliovat alespon jedno z kritérii

exprese (a, b) a jedno z kritérii biogeneze (c, d, ) (Ambros a kol. 2003).

Maturovana miRNA je oznafena piedponou ,miR“ a unikatnim identifikaénim ¢islem
(napt. miR-1, miR-2...miR-499, atd.). Identifikac¢ni Cislo je pfifazovano postupné¢ podle toho, jak
jsou miRNA objevovany. Tomuto pravidlu se vymykaji lin-4 a let-7, jejichz pojmenovani bylo jiz
ustaleno. Geny kodujici miRNA a pre-miRNA jsou u zivocichl ve vétSin¢ piipadii oznaCeny
kurzivou a stejnou ttipismennou piedponou s identifika¢nim ¢islem s tim rozdilem, Ze r je malé
(napt. mir-1). Takto tomu je napt. u Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster a Homo
sapiens. Pojmenovani miRNA se mirné lisi u rostlin a virti. ZaleZi 1 na tom, jak jsou u konkrétniho
organismu geny oznacovany napi. u Arabidopsis thaliana je ptedpona genu kodujici miRNA
velkymi pismeny (napi. MIR1). Pro rozliSeni, ze kterého organismu dand miRNA pochazi, je
pouzita 3-4 pismennd predpona oznacujici druh — u Homo sapiens se jednd o zkratku ,hsa®,
u Drosofila melanogaster o zkratku ,,dme* apod. Ortology miRNA se li§i pouze touto zkratkou.
Paralogy miRNA, rozdilné v jednom ¢i dvou nukleotidech, jsou odliSeny pfidanim malého pismene
(napf. miR-20a a miR20b). V ptipadé, Ze jsou geny pre-miRNA lokalizovany na jiném misté
v genomu, ale davaji vznik identické maturované miRNA, jsou odliSeny pfidanim ¢iselné ptipony
(napt. dme-mir-281-1 ¢i dme-mir-1 déavaji vznik miR-125b). Pokud pochazi dvé miRNA z jedné
vlasenkové struktury, je k jejich jménu ptidana piipona ,,-3p* nebo ,,-5p* dle toho, z kterého tetézce

prekurzoru dand miRNA pochazi (Griffiths-Jones a kol. 2006, Ambros a kol. 2003).

3.3 Lokalizace miRNA genii

Geny koédujici miRNA najdeme rozmistény po celém genomu daného organismu. Pocty téchto
gent a i prekurzorii miRNA se vSak velmi lisi na zdkladé chromozomu, na némz se nachdzeji,
a konkrétnim organismu. Napiiklad u clovéka najdeme nejvice prekurzori miRNA na
chromozomu 1 (161), zatimco na'Y chromozomu byly pozorovany pouze 2 miRNA prekurzory.

U zivoCichl s ur¢enim pohlavi XY lze konstatovat, ze se na Y chromozomech nachézi
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zanedbatelné mnoZstvi, ne-li zddné, oproti nému X chromozom byva na tyto prekurzory hojny.
U vétSiny druhil (55 %) neexistuje korelace mezi délkou chromozomu a poctem miRNA gentl,
ale existuje pozitivni korelace mezi poctem protein kodujicich gent na daném chromozomu a
poctem miRNA geni. Nejvice miRNA asociovanych s malignimi a kardiovaskularnimi

onemocnénimi je lokalizovano na chromozomech 19, 14, 1 a X. (Ghorai a Ghosh, 2014).

Distribuce na chromozomech neni ndhodnd, jelikoz vice nez 50 % znamych gent
miRNA se nachazi v klastrech. V daném klastru najdeme piibuzné i nepiibuzné miRNA.
Ptibuzné miRNA v klastrech jsou pravdépodobné vysledkem genové duplikace, ale ne vSechny
pfibuzné miRNA se vyskytuji pouze v jediném klastru. Naptiklad let-7 rodina se objevuje
v 6 klastrech (Lau a kol. 2001, Guo a kol. 2013). U ¢lovéka bylo objeveno vice nez 150 miRNA
klastri (www.mirbase.org), nejvice klastrii najdeme na chromozomech 8, 17 a X. Klastry
obsahuji 2 - 8 miRNA genil (v 68, 49 % jsou to pouze 2 miRNA geny), vyjimkou jsou klastry
CI19MC (miRNA Kklastr lokalizovany na chromozomu 19) a miR-379/miR-656 (Guo a kol.
2013).

Nejvetsim miRNA klastrem je C19MC, ktery obsahuje 46 miRNA gend, a nalezneme
jej pouze u primati. Geny na tomto klastru hraji roli ve vyvoji primatt, jsou preferencné
exprimovany v placenté a mozku plodu (Zhang a kol. 2008, Guo a kol. 2013). Geny v klastrech
jsou transkribovany jako polycistronni transkript pod vlivem stejnych regulacnich faktori a
vétSinou se podileji na regulaci stejné signalizani kaskady. Klastr miR-379/miR-656
obsahujici 42  miRNA je  downregulovin u  neuroepitelidlniho  néadoru
mozku - oligodendrogliomu, coz Usti v aktivaci genii spojenych s migraci bun¢k a obohacenim
PIK3 (fosfatidylinositol-3-kindza) a gliomové signalizacni kaskddy (Kumar a kol. 2018).
Obecné lze fici, Ze miRNA klastry arodiny jsou uzce funkéné a evoluéné propojeny

(Baskerville a Bartel, 2005).

MiRNA mizeme rozd¢lit na intergenni a intragenni. Pivodné se véfilo, Ze jsou miRNA
geny lokalizovany v intergennich oblastech, avSak vétSina je lokalizovana v oblastech
intragennich. Bylo zjiSténo, ze 161 z232 zkoumanych miRNA geni je lokalizovano
v definovanych transkripénich jednotkach, 117 ztéchto 161 miRNA genil je v intronech
v sense orientaci, 90 z nich je v intronech protein koédujicich genit a 27 v intronech jinych
ncRNA. V nékterych ptipadech byly miRNA geny nalezeny jak v exonech, tak v intronech
(alternativni splicing) nebo zasahovaly do oblasti dvou a vice transkrip¢nich jednotek. MiRNA
geny rozd€lujeme do 4 subtypl: intergenni, exonové, intronové a ostatni. U poslednich
3 subtypti se jedna o intragenni miRNA geny (Rodriguez a kol. 2004).
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Nejvice intergennich miRNA genti nalezneme u ¢lovéka na chromozomech 19, poté na
chromozomech X, 14 a 1, zatimco intronovych miRNA genl je nejvice zastoupeno na
chromozomech 1, 2, 11 a 3. Pocty exonovych miRNA genl jsou vyrazné mens$i nez pocty

intergennich a intronovych miRNA gent (Ghorai a Ghosh 2014).

Jak lze ptedpokladat, u geni sdilejicich stejny promotor, intragenni miRNA vykazuji
podobny expresni profil jako transkript genu, ve kterém lezi (Baskerville a Bartel 2005). Znamé
miRNA promotory obsahuji obecné transkripcni regulacni elementy RNA polymerazy I1 (RNA
pol. II), které nachdzime v protein kddujicich genech (Lee a kol. 2004), a odhaduje se, Zze 10 %
exprese miRNA je regulovano pomoci DNA metylace (Han a kol. 2007).

3.4 Biogeneze miRNA

Biogeneze miRNA u eukaryot probihd ve dvou krocich nejdiive v jadie a poté v cytoplazme.
Stejné€ jako u kodujici mRNA, transkripce miRNA genll je zprostfedkovand RNA pol. IL
Primarni transkript je opatien 7- metylguanosinovou cepickou a poly(A) koncem. Tyto dva
atributy jsou typické pro transkripty této polymerazy a plni ochrannou funkci. Mezi dalsi
dikazy transkripce pomoci RNA pol. II patii, Ze transkripce miRNA je senzitivni na a-amanitin
a fyzicka asociace RNA pol. II s miRNA promotorem. Navic u vétSiny miRNA promotort byly
identifikovany RNA pol. II elementy, napt. TATA box (Lee a kol. 2004, Xie a kol. 2005).

Borchert a kol. (2006), ptisli s tvrzenim, Ze miRNA z C19MC klastru jsou rozmistény
mezi Alu repeticemi a jsou stejné jako Alu repetice transkribovany pomoci
RNA polymerazy III (RNA pol. III). Tato polymeraza piepisuje pifedevsim malé nekodujici
RNA — tRNA a 5S rRNA (Weinmann a Roeder 1974). Poté se ukazalo, ze miRNA z C19MC
klastru jsou intronové a transkribované RNA pol. II (Bortolin-Cavaillé a kol. 2009). Zapojeni
RNA pol. III u mensi ¢asti miRNA gent nelze vSak tplné vyloucit. Zastupce herpesvird, virus
Epstein-Barrové, koéduje 2 klastry miRNA a ty jsou pravdépodobné transkribovany jak
RNA pol. II, tak RNA pol. III. Prvni klastr je lokalizovany v genu kodujicim homolog Bcl-2
(lymfom B bunék) a druhy v intragennim regionu BART genu (Pfeffer a kol. 2005).

Prepis miRNA gent davd vznik primarnimu prekurzoru miRNA. Tento i n€kolik
kilobazi dlouhy transkript, sbaleny do jedné ¢i vice vldsenkovych struktur (,,hairpin‘), opatieny
5’Cepickou, 3’polyA koncem a jednovldknovymi piesahy, je oznacovan jako pri-miRNA (Lee

a kol. 2002, 2003, 2004). Prekurzorové vlasenka miize dat vznik vice rozdilnym izoformam
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(isomiRs), které se mohou lisit délkou i sekvenci (Lee a kol. 2010). V jadie je pri-miRNA
Stépena mikroprocesorem na ~70 nukleotidit dlouhé vlasenkové prekurzory tzv. pre-miRNA.
Mikroprocesor je multiproteinovy komplex. Jeho hlavnimi komponenty jsou enzym RNaza III
Drosha a protein s doménou vazajici dvouvlaknovou RNA DGCRS neboli Pasha. DGCRS (gen
8 kritické oblasti DiGeorgeova syndromu) je produktem genu deletovaného u DiGeorgeova
syndromu a nejspise hraje roli v identifikaci a zaujmuti prostorové orientace pri-miRNA, ¢imz
umoziuje St€peni enzymem Drosha. Mikroprocesor déle sestava z rizného mnozstvi kofaktorti
jako DEAD box RNA helikdza p68 (DDXS5) a p72 (DDX17) a heterogennich jadernych
ribonukleoproteinti (hnRNP) (Denli a kol. 2004, Gregory a kol. 2004). Zajimava je vzajemna
regulace mezi DGCRS8 a Droshou. DGCRS8 stabilizuje pomoci protein-proteinové interakce
Droshu a podili se na kontrole jeho mnozstvi. Drosha $tépi 88 nukleotidovou vlasenku
lokalizovanou v 5’UTR mRNA DGCRS, ¢imZ negativné reguluje enzym na post-transkripéni
urovni (Han a kol. 2009). Zatimco vétSina miRNA je generovana vySe popsanou cestou, existuji
také kratké RNA, vzniklé z intronovych vlasenek tzv. ,,mirtrons*, do jejichz biogeneze §tépeni
Droshou neni zapojeno. Mirtrony prochézi splicingem a vyuzivaji enzymy odstépujici lariat;

jsou alternativnim zdrojem regulacnich RNA typu miRNA (Okamura a kol. 2007).

Aby se z pre-miRNA mohla stdit maturovana miRNA, musi byt exportovana z jadra
do cytoplazmy. Tento transport je zprostfedkovan exportinem-5 (Exp-5), coz je
Ran-dependentni jaderny transportni receptor. Exp-5 rozpoznavé 2 nukleotidovy pfesah na
3’konci a dvouvldknovou ¢ast vlasenky pre-miRNA pomoci vodikovych a iontovych interakci.
Nezalezi na sekvenci RNA, a tim padem Exp-5 rozpoznava rozmanité mnoZstvi pre-miRNA
(Y1 a kol. 2003, Bohnsack a kol. 2004, Okada a kol. 2009). Yi a kol. (2003) zjistili, Ze pokud
je Exp-5 vycerpan RNA interferenci, dojde k poklesu mnoZstvi maturovanych miRNA, ale
nedochézi k akumulaci pre-miRNA v jadie. Domnivali se tedy, ze pre-miRNA jsou relativné
nestabilni a jsou stabilizovany interakci pravé s Exp-5. Tuto domnénku potvrdili Zheng a

Cullen (2006).

Cely proces déle pokracuje v cytoplazmé, kde je pre-miRNA §tépena na ~22 nukleotida
dlouhé miRNA duplexy pomoci Diceru. Dicer je vysoce konzervovany multidoménovy protein
(~200kDa) s endonukledzovou aktivitou, enzym RNdaza tfidy III (Grishok a kol. 2001,
Hutvéanger a kol. 2001, Lau a kol. 2012). Sestava se z N-termindlni ATP vazajici, helikalni
domény, DUF283 domény neznamé funkce, PAZ domény (Piwi/Argonaut/Zwilli), dvou RNA
nukledazovych domén (RNéza Illa a RNaza IlIb) lokalizovanych na C-termindlnim konci,

a nakonec nasleduje doména vazajici dvouvlaknovou RNA (dsRBD). Izolovand DUF283
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doména je schopna vazat jednovlaknovou RNA a urychluje parovani bazi mezi komplementarni
RNA/DNA molekulami in vitro. Dicer pravdépodobné usnadiiuje hybridizaci mezi kratkymi
RNA a jejich cilem (Provost a kol. 2002, Kurzynska-Kokorniak a kol. 2016). Doména PAZ
rozpoznava 2 nukleotidy dlouhy presah na 3’konci pre-miRNA a zahajuje navazani RNA (Song
a kol. 2003). RNaza Illa/b domény S§tépi pre-miRNA a vznika dvouvlaknovy miRNA duplex
s 3’presahujicimi konci (Zhang a kol. 2004). Sav¢i Dicer nejspiSe jesté kooperuje s dal§imi
dvéma proteiny - TRBP (trans-aktivacni RNA vazebny protein) a PACT (protein aktivujici
proteinkinazu R) (Kok a kol. 2007). Kofaktory Diceru vSak nejsou pravdépodobné esencidlni
pii Stépeni RNA. Spise se zda, Ze stabilizuji a napomahaji formovat efektorovy komplex
(Chendrimada a kol. 2005, Zhang a kol. 2002, 2004). Pozd¢ji bylo popsano i zpracovani
pre-miRNA nezavislé na Diceru s pomoci proteinu Argonaut 2 (Ago2), ktery obsahuje Piwi a

PAZ doménu s endonukledzovou aktivitou (Cifuentes a kol. 2010).

Dicer, TRBP, PACT a Ago2 tvoii RISC-loading komplex (RLC). Dicer-TRBP komplex
asociuje s Ago2 a miRNA duplexy jsou do n¢j inkorporovany. Jedna se o ATP-dependentni
proces, zatimco nésledné rozvinuti duplexu je uz ptekvapivé proces nezavisly na ATP. Poté
dochazi k disociaci Dicer-TRBP komplexu a vznika tzv. pre-RISC komplex (RNA-induced
silencing complex) (Chendrimada o kol. 2005, Maniataki a kol. 2005, MacRae a kol. 2007).
Po rozvinuti duplexu je pre-RISC schopny ponechat si jakékoliv z obou vldken a vznika
multiproteinovy efektorovy RISC komplex. To, které vladkno nakonec zlstane, zalezi
na asymetrii v relativni termodynamické stabilité¢ 5’koncii vlaken. Ménég stabilni vldkno se
piednostné vaze s RISC komplexem a oznacuje se jako ,,guide* vldkno, pficemz druh¢ vldkno
tzv. ,,passenger vldkno je vétSinou degradovano. Nekdy se RISC komplex utvaii nezavisle
na Diceru. AvSak pro jeho utvofeni, at’ uz jde o Dicer dependentni ¢i independentni cestu,
je esencialni pfitomnost 5 chaperonovych proteini (Hsp90, Hsc70, Hop, Hsp40 a p23)
a ATPazova aktivita Hsp90 a Hsc70. Zda se, Ze je proces inkorporovani miRNA duplexu velmi

konzervovany (Khvorova a kol. 2003, Naruse a kol.2018).

Ago tvofi jadro RISC, vaZe na sebe ,,guide* vlakno miRNA, podporuje stabilitu vlakna
a udrzuje ho v prostorové konformaci vhodné k navazani na cilovou mRNA. Jejich pocet se
u jednotlivych organismi 1isi. U ¢lovéka najdeme 8 typl proteinu Ago, 4 znich (hAgol-
hAgo4) jsou exprimovany v riiznych tkanich a bun&nych typech. Clenové Ago rodiny maji
PAZ, MID a PIWI doménu. PAZ doména vaze 3’konec a MID vaze 5’konec vlakna miRNA.
PIWI doména u Ago 2 napomaha Stépeni cilové mRNA (Azuma-Mukai a kol. 2008, Wang a
kol. 2008).
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3.5 Funkce miRNA

,»Guide” vlakno miRNA se v aktivovaném RISC komplexu vaze Watson-Crickovym
parovanim k 3°’UTR cilové mRNA a negativné reguluje jeji expresi (Wightman a kol. 1993).
Jedna miRNA muze regulovat vice mRNA a vice miRNA miize regulovat tu samou mRNA.
Dysregulace exprese miRNA miize vést k rozvoji onemocnéni (Bartel a kol. 2004, Kuhn a kol.
2007). RISC je schopen volné ptidruzovat potencialni cilové mRNA a provést ,,scan® cilovych
vazebnych mist. Toto umoznuje najit spravnou mRNA rychleji, nez kdyby miRNA nebyla
navazand na RISC. K vyhledavani a vazbé na cilovou mRNA je pouzita volna Cast vlakna
tzv. ,seed region“. Tento region se nachdzi mezi 2.-7. bdzi na 5’konci miRNA. Mira
komplementarity mezi ,,seed region a mRNA urcuje, jakym zpiisobem bude gen umlcen.
MiRNA miuze byt ireverzibilné Sté€pena, anebo miiZze byt pouze reverzibilné uml€ena translace

(Ameres a kol. 2007, Bartel a kol. 2004, 2009).

Pokud je témér perfektni komplementarita mezi ,,seed region miRNA a mRNA, Ago2
St€épi mRNA. Pii degradaci mRNA je odstranén polyA konec a poté pomoci enzymi Dcpl
a Dcp2 5’Cepicka, coz umozni degradaci mRNA exoribonukledzou Xrnlp. V piipadée, ze
parovani neni perfektni, objevuji se pfi ném strukturni nerovnosti, které inhibuji aktivitu Ago2.
faktorem elF6 vedou k blokovani translace. K inhibici translace mtize také dojit lokalizaci
mRNA v ,,processing bodies” (,,P bodies). Jednd se o cytoplazmaticka granula obsahujici 1

Ago proteiny, které chrani mRNA pted degradaci (Wu a Belasco 2007).

3.6 Kardiovaskularni miRNA

Kardiovaskularni miRNA se podileji na patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni tim, Ze
ovliviiuji expresi genil hrajicich roli ve vyvoji a spravném fungovani srdce a cév. Do skupiny
onemocnéni kardiovaskularniho systému spadd napf. ischemicka choroba srdecni,
infarkt myokardu a srde¢ni selhani, chlopenni vady, arteridlni hypertenze, cévni mozkova
piihoda, ateroskler6za, arytmie, aneurysma velkych tepen, trombodza, chronicka zilni

insuficience, plicni embolie atd.

Kardiovaskularni onemocnéni ptedstavuji dlouhodobé nejCastéjsi pfi¢inu Gamrti.

Kazdoro¢né na tato onemocnéni umird ~17,9 miliont lidi, z toho 85 % na infarkt myokardu a
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cévni mozkovou piihodu, ackoli vétSin¢ znich Ize predejit prevenci behaviordlnich a
environmentalnich rizikovych faktora (Libby a kol. 2002, Kumar a kol. 2014, Nouraee a Mowla

2015, www.who.int).

Je dtlezité pochopit, jak a co vSe jednotlivé miRNA reguluji. Stejné miRNA maji ¢asto
odlisné expresni profily v riznych tkanich a télnich tekutinach. Je nezbytné porovnat jejich
expresni profily za fyziologickych podminek a patologickych stavli v riznych biologickych
materidlech a nasledné¢ je vyuzit jako neinvazivni biomarkery. Problémem u nékterych miRNA
je, ze jejich exprese je ovlivnéna vnéjSimi vlivy nebo stavy piimo nesouvisejicimi
s kardiovaskularnimi onemocnénimi (napt. maligni onemocnéni, infekce a 1éky). AvSak aby
byly pouzity jako neinvazivni biomarkery, mély by byt jednak pfevazné exprimovany
v kardiovaskularnim systému nebo by mély byt esencialni pro vyvoj srdce, také je nezbytné
provést studie na velkém souboru jedincii riiznych etnik a standardizovat metodologické

postupy (Zhou a kol. 2018).

Jako pfiklad bych rdda uvedla miR-1. MiR-1 moduluje aktivitu WNT a FGF
(fibroblastovy rustovy faktor) signalizacnich drah. WNT a FGF signaliza¢ni drahy hraji
vyznamnou roli vraném stadiu vyvoje srdce. Kdyz dochazi k nadmémé expresi miR-1
v lidskych indukovanych pluripotentnich buiikach, dochazi k snizené expresi FZD7, coz vede
k potlaceni WNT signaliza¢ni drahy. Mutanti FZD7 maji strukturni defekty srdce. Pfi nadmérné
expresi miR-1 dochézi rovnéz ke snizené expresi FRS2, ktery napoméha prenosu signalu z FGF
receptord smérem do bunky, coz vede k deformacim srdce (Lu a kol. 2013). V tabulce €.1 je
vyobrazen souhrn vSech kardiovaskuldrnich miRNA, jejichz expresni profil jsem zkoumala

ve své diplomové praci.

Tabulka ¢ 1: Vybrané kardiovaskuldrni miRNA, jejich lokalizace a role v patogenezi

kardiovaskularnich onemocnéni

Kardiovaskularni | Lokalizace

. na
miRNA . . _— « s
chromozo rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni

mu

Kardiovaskularni onemocnéni a rizikové faktory pro

Aterosklerdza (Satrauskiené a kol. 2021)
Infarkt myokardu (Pinchi a kol. 2019)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-1-3p 20q13.33

Angiogeneze (Wang a kol. 2012)
Ischemické choroba srde¢ni (Wakabayashi a kol. 2020)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-16-5p 13ql14.2
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hsa-miR-17-5p

13¢31.3

Angiogeneze (Wang a kol. 2012)

Infarkt myokardu (Boon a Dimeler 2014)
Srdecni selhani (Boon a Dimeler 2014)
Diftzni fibr6za myokardu (Fang a kol. 2015)
Ischemicka chororba srde¢ni (Du a kol. 2014)
GDM (Cao a kol. 2017, Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-20a-5p

13g31.3

Angiogeneze (Wang a kol. 2012)
Plicni arteridlni hypertenze (Brock a kol. 2012)
Vaskulitida (Skoglund a kol. 2015)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-20b-5p

X26.2

Angiogeneze (Wang a kol. 2012)
Diabeticka retinopatie (Zhu a kol. 2019)
Srdec¢ni selhani (Dickinson a kol. 2013)

GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-21-5p

17q23.1

Dyslipidémie (Flowers a kol. 2013)
Hypertenze (Kan a kol. 2019)

Srdec¢ni selhhani (Kan a kol. 2019)
Srdecni fibroza a hypertrofie (Zhang a kol. 2017)
Diabetes mellitus 2. typu (Olivieri a kol. 2015,
Jiang a kol. 2017)

Angiogeneze (Olivieri a kol. 2015)
Ischemicka choroba srde¢ni (Kura a kol. 2020)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-23a-3p

19p13.12

Infarkt myokardu (Bukauskas a kol. 2019)
GDM (Hromadnikové a kol. 2020)

hsa-miR-24-3p

19p13.12

Infarkt myokardu (Boon a Dimeler 2014)
Srde¢ni selhani (Boon a Dimeler 2014)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-26a-5p

3p22.2

Diabetes mellitus 1. typu (Stefan-Lifshitz a kol. 2019)
Srde¢ni fibroza (Zheng a kol. 2018)
Infarkt myokardu (Velle-Forbord a kol. 2019)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-29a-3p

7932.3

Vaskulitida (Skoglund a kol. 2015)
Diabetes mellitus 2. typu (Massart a kol. 2017)
Fibrilace sini (Zhao a kol. 2016)
Infarkt myokardu (Boon a Dimeler 2014)
Srde¢ni selhani (Boon a Dimeler 2014)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-92a-3p

13¢31.3

Angiogeneze (Zhang a kol. 2014)
Ischemické choroba srde¢ni (Wakabayashi a kol. 2020)
Vaskulitida (Skoglund a kol. 2015)

Infarkt myokardu (Boon a Dimeler 2014)
Srde¢ni selhéni (Boon a Dimeler 2014)
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hsa-miR-100-5p

11g24.1

Angiogeneze (Pakravan a kol. 2017)
Diabetes mellitus 2. typu (Pek a kol. 2016)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-103a-3p

20p13

Inzulinova rezistence (Cohen a kol. 2003)
Diabetes mellitus 2. typu (Luo a kol. 2019)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-125b-5p

21q21.1

Infarkt myokardu (Tiedt a kol. 2017)
Srde¢ni selhani (Tiedt a kol. 2017)
Akutni ischemicka cévni ptihoda (Tiedt a kol. 2017)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-126-3p

9934.3

Diabetes mellitus 2. typu (Olivieri a kol. 2015)
Angiogeneze (Olivieri a kol. 2015)
Ischemicka choroba srde¢ni (Jiang a kol. 2017)
Infarkt myokardu (Hsu a kol. 2014)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-130b-3p

22q11.21

GDM (Tryggestad a kol. 2016,
Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-133a-3p

20q13.33

Diabetes mellitus 2. typu (Ghasemi a kol. 2019)
GDM (Hromadnikové a kol. 2020)

hsa-miR-143-3p

5q32

Hypertenze (Holmberg a kol. 2018)
Akutni ischemicka srde¢ni ptihoda (Tiedt a kol. 2017)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-145-5p

5q32

Hypertenze (Holmberg a kol. 2018)
Ischemicka choroba srde¢ni (Faccini a kol. 2017)
GDM (Hromadnikové a kol. 2020)

hsa-miR-146a-5p

533.3

Infarkt myokardu (Xue a kol. 2019)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-155-5p

21q21.1

Dyslipidémie (Mahdavi a kol. 2018)
Ateroskler6za (Bruen a kol. 2019)
Srde¢ni selhani (Wang a kol. 2019)

hsa-miR-181a-5p

9933.3

Nestabilni angina pectoris (Magenta a kol. 2016)
Infarkt myokardu (Zhu a kol. 2015, Magenta a kol. 2016)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-195-5p

17p13.1

Vaskulitida (Bras a kol. 2017)
Ischemicka choroba srde¢ni (Caroli a kol. 2013)
Infarkt myokardu (Boon a Dimeler 2014)
Srde¢ni selhdni (Boon a Dimeler 2014)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-199a-5p

19p13.2

Infarkt myokardu (Xue a kol. 2019)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-210-3p

11pl15.5

Angiogeneze (Lou a kol. 2012)
Infarkt myokardu (Boon a Dimeler 2014)
Srdecni selhdni (Boon a Dimeler 2014)
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hsa-miR-221-3p

Xpll.3

Vaskulitida (Skoglund a kol. 2015)
Ateroskler6za (Zhuang a kol. 2019)
Angiogeneze (Yang a kol. 2015)
Srdec¢ni selhédni (Li a kol. 2021)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-342-3p

14932.2

GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-499a-5p

20q11.22

Infarkt myokardu (Pinchi a kol. 2019)
Ischemicko-reperfuzni
poskozeni myokardu (Zhao a kol. 2020)
GDM (Hromadnikova a kol. 2020)

hsa-miR-574-3p

4pl4

GDM (Hromadnikova a kol. 2020)
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4 Zdroje miRNA

MiRNA se jednak lokalizuji v buiikach — nazyvame je intracelularni, ale nalézt je l1ze i volné
v ruznych télnich tekutindch — v takovém piipad€ se jedna o extracelularni miRNA. Poprvé
byly extracelularni miRNA popsany v plné periferni zilni krvi a plazmé u pacientl s lymfomy
(Lawrie a kol. 2008), rovnéz byly objeveny placentarni miRNA v plazmé matky (Chim a kol,
2008). Poté nasledovaly objevy ve slindch, moci, matefském mléce a spermatu (Park a kol.
2009, Hanke a kol. 2010, Pigati a kol. 2010, Li a kol. 2012). Ve své diplomové praci jsem
porovnavala expresni profily mezi plnou periferni zilni krvi, krevni plazmou a plazmatickymi

exozomy.

4.1 Plna periferni Zilni krev

Krev se skladd ze dvou slozek — krevni plazmy a krevnich elementli. Vzhledem k tomu, ze
periferni zilni krev je nejcastéji odebiranou télni tekutinou, vétsina studii o vyuziti miRNA jako
neinvazivnich biomarkerti se v sou¢asné dobé zamétuje pravé na méfeni expresnich profild
miRNA v periferni Zilni krvi. Intracelularni miRNA lze detekovat v leukocytech (NK butikach,
B lymfocytech, cytotoxickych T lymfocytech, pomocnych T lymfocytech, monocytech,
neutrofilech) a erytrocytech (Juzenas a kol. 2017).

Juzenas a kol. (2017) zjistili, Ze vétSina miRNA se objevuje ve vice néZ jednom bunééném
typu. K tomuto napomohlo pouZiti sekvenovani nové generace (NGS) a provedeni studie na
veétsSim poctu pacientd. Zajimavé bylo také zjisténi, Ze vice nez polovina isomiRNA,
specifickych pro urcity typ bunck, pochédzela z bunétné nespecifickych ramen vlasenkovych

prekurzorii (Juzenas a kol. 2017).

4.2 Krevni plazma

Krevni plazma ptedstavuje nejobjemnéjsi cast krve. Plazmu tvoii z 90-92 % voda, zbylych
8-9 % tvoii organické a anorganické latky v ni rozpusténé. Jeji pH je pomé&rné stabilni (7,36-
7,44). Nukleové kyseliny se v plazmé vyskytuji v extracelularnich vezikulech. Existuji 4 hlavni
subtypy extracelularnich vezikulll - mikrovezikuly, velké onkozoémy, exozémy a apoptoticka

téliska.
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Velké onkozomy transportuji bioaktivni molekuly a podili se tak na vytvareni
mikroprostiedi tumoru (Morello a kol. 2013). Pfi programované bunééné smrti neboli apoptoze
dochazi ke kontrolovanému smrStovani buniky a nasledné fragmentaci na apoptoticka t¢liska.
Hladina extracelularnich miRNA se tim padem zvySuje s vyssi Cetnosti bunécné smrti. (Reed
2000, Kosaka a kol. 2010). Pii nekroze dochazi k uvoliiovani nukleovych kyselin ptimo do

krevniho fecisté, kde jsou nasledné Stépeny exonukledzami (Jahr a kol. 2001).

Pro extracelularni prostiedi je typicky vysoky obsah RNaz, které slouzi jako obrana
organismu proti cizorodym RNA. MiRNA lokalizované v extracelularnich vezikulech nebo
extracelularné stabilizované jsou v tomto prostiedi hojné a stabilni, tim padem je lze snadno
detekovat (Park a kol. 2009). Nejdfive se predpokladalo, Ze jsou stabilni, protoze jsou chranény
membranovymi strukturami (Hunter a kol. 2008). Nakonec se ale zjistilo, ze vétSinu
extracelularnich miRNA najdeme voln¢ v komplexu s Ago2, nukleofosminem-1 (NPM1) nebo
s lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL), které je stabilizuji a zvysuji jejich odolnost vici
RNazam (Arroyo a kol. 2011, Turchinovich a kol. 2011, Tabet a kol. 2014). Byla popsana i

jejich rezistence k extrémnim pH hodnotadm (Chen a kol. 2008).

NPM1, multifunkéni jaderny protein, chrani pied agregaci jadernych proteint, podili se
na regulaci aktivity transkripéniho faktoru p53 (Borer a kol. 1989, Yang a kol. 2016) a vaze
s vysokou afinitou jednovldknové nukleové kyseliny. Pii stresu se snizuje hladina
intracelularnich miRNA a zvySuje se hladina extracelularnich miRNA asociovanych s NPM1

(Wang a kol. 2010).

4.3 Plazmatické exozomy

Extracelularni vezikuly rozdélujeme na zaklad¢ jejich biogeneze, funkce, velikosti, ptivodu
aslozeni do 3 subpopulaci — exozomy, mikrovezikuly a apotickd téliska. Mikrovezikuly
(100 nm — 1 um) jsou pomérné heterogenni skupinou, pokud jde o tvar a velikost, a vznikaji

exocytozou z plazmatické membrany (Heijnen a kol. 1999).

Exozémy byly objeveny nezavisle na sobé dvéma skupinami (Harding a kol. 1983, Pan
a Johnston, 1983). Jméno vSak dostaly az nasledné (Johnston a kol. 1987). Plazmatické
exozomy jsou 40-100 nm velké a maji endocyticky pivod. Nejdfive se endocytdozou vytvori
¢asny endozom z bunééného membranového kompartmentu. Z ¢asného endozému vznikaji

riznymi cestami multivezikuldrni téliska (MVB) neboli pozdni endozém. B&hem tohoto
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procesu dochazi k invaginaci endozomalni membrany a formuji se tzv. intra-lumindlni vezikuly
(ILV) (Huotari a Helenius, 2011). Ve vétsiné bun¢k fuzuji MVB s lyzozémy a degraduje se
jejich obsah, avsak organely obsahujici MVB mohou také fuzovat s membranou a uvolnit ILV

do extracelularniho prostoru (Edgar a kol. 2014).

Byla popséna sekrece plazmatickych exozému vétsinou bunék (napt. T i B lymfocyty,
neurony a buitkami hladké svaloviny) a Ize je detekovat ve vSech télnich tekutinach, tudiz
1 v krevnim ob¢hu (Fauré a kol. 2006, Valadi a kol. 2007, Hunter a kol. 2008, Comelli a kol.
2014). Pivodné se myslelo, ze slouzi jako prostfedek, jakym se buitka miize zbavit odpadnich
latek. Pozdé&ji bylo prokazano, ze hraji dillezitou roli v komunikaci a signalizaci mezi buikami
(Hessvik a Llorente 2018). Krom¢ proteini mohou exozdémy slouzit jako dopravci mRNA,
miRNA a dalSich malych RNA (neobsahuji DNA). Jeden exozém nese ~121 miRNA. Chréni
RNA pted exonukledzami a po fuzi s cilovou buiikou tyto RNA plni svoji funkci. MiRNA
reguluji genovou expresi a mRNA jsou translatovany (Valadi a kol. 2007). Obsah exozomt se
1i$1 v zavislosti na tom, z jaké buiikky pochéazi a mohou ovlivnit sousedni nebo i velmi vzdalené
buitky. Expresni profil miRNA se tedy mulze liSit v zavislosti na fyziologickych podminkach.
U rlznych patologii byly zjistény odliSné hladiny miRNA oproti zdravym
jedincim - napt. hladina exozomalni miR-21 byla nizsi u zdravych jedinct nez u téch, u kterych

byl diagnostikovén s glioblastom (Skog a kol. 2008).

U pacientt s diabetem mellitem (DM) je prokdzana souvislost mezi hladinou cukru
v krvi a obranyschopnosti organismu vuci infekcim. Rizné rany se proto hoji pomaleji nez
u zdravych jedinct. U téchto pacientl jsou exozoémy silné obohaceny o miR-20b-5p, ktera je
pomoci nich transferovana do bun¢k cévniho endotelu. Je tak schopné potladit angiogenezi
pomoci regulace Wnt9b/B-katenin signaliza¢ni kaskady. Tento fakt podporuji i nasledujici
zjisténi. Aplikace miR-20b-5p nebo diabetickych exozéml do mista rany zpomaluje hojeni a
delece miR-20b-5p genu u mysi s diabetem vede k lepSimu hojeni a podpofe angiogeneze

v misté rany (McMurry 1984, Xiong a kol. 2019).

Ukazalo se, Ze ne€které exozomy jsou obohacené o specifické RNA, coZ naznacuje, Ze
jsou RNA kontrolované vybirany do exozému. Pfesny mechanismus zatim neni znamy. Byla
popséana asociace a kolokalizace RISC s MVB (Gibbings a kol. 2010). Prvni molekulou
spojovanou s vybérem miRNA do exozomi byla neurdlni sfingomyelindza 2 (nSMaza2).
Nadmeérné exprese nSMazy?2 zvysila mnozstvi miRNA v exozdmech a inhibice naopak snizila
jejich mnozstvi (Kosaka a kol. 2013). Villarroya-Beltri a kol. zjistili, Ze sumoylovany
heterogenni jaderny ribonukleoprotein A2B1 (hnRNPA2B1) rozeznava specificky motiv na
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3‘konci miRNA a zpusobi tak zabaleni do exozému. Obdobn¢ 1 hnRNPA1 nebo hnRNPC se
dokazi vazat na miRNA (Villarroya-Beltri a kol. 2013). Obecné se zd4, Ze 3 konec hraje velkou
roli v sortingu miRNA do exozomti. MiRNA s uridylovanym 3’koncem se hojn¢ vyskytovaly
v exozomech derivovanych z B lymfocyti, zatimco miRNA s adenylovanym 3’koncem byly

pievazné ptritomny v B lymfocytech (Koppers-Lalic a kol. 2014).
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5 Gestacéni diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) patii k chronickym onemocnénim s vysokou morbiditou. Jeho hlavnim
a spoleénym projevem je hyperglykémie, vznikajici v disledku absolutniho ¢i relativniho
nedostatku inzulinu. RozliSujeme tfi typy diabetu mellitu, diabetes mellitus 1. typu, diabetes

mellitus 2. typu a gestacni diabetes mellitus (GDM) (DeFronzo a kol. 2015).

Diabetes mellitus 1. typu je jednim =z nejcastéjSich chronickych onemocnéni
pocinajicich v détstvi. Zpravidla okolo 5-7 let nebo kolem puberty. Jedna se o autoimunitni
onemocnéni. Ackoli vétSina autoimunitnich onemocnéni postihuje vice zeny, DM 1. typu
postihuje naopak vice muze. U tohoto onemocnéni dochazi pomoci vlastniho imunitniho
systému k destrukci f bun¢k Langerhansovych ostravki slinivky bfisni, které sekretuji hormon

inzulin (Atkinson a kol. 2013).

Diabetes mellitus 2. typu je charakterizovan dysregulaci metabolismu karbohydratu,
lipidii a proteinti, coz vede ke zhorSené sekreci inzulinu (dysfunkce B bungk), inzulinové
rezistenci, chronickému zanétu nebo kombinaci téchto projevil. Inzulinova rezistence je stav,
kdy fyziologické mnozstvi inzulinu nevyvold adekvatni odpovéd. Jednd se o komplexni
chronické onemocnéni, které je nejcastéjsi ze vSech 3 typi DM. Mezi hlavni rizikové faktory
patii nadvaha/obezita, Spatné stravovaci navyky, koufeni a predevsim nedostatek pohybu. DM

vvvvvv

zivotni styl (DeFronzo a kol. 2015).

Pod pojmem gestaéni diabetes mellitus (GDM) se rozumi gluk6zova intolerance, ktera
je poprvé detekovand v prubchu te¢hotenstvi, odpovida kritériim pro DM nebo pro porusenou
glukézovou toleranci a po porodu sama od sebe odezni. (Metzger a Cousten 1998). Zeny
s GDM maji hyperglykémii jako nasledek inzulinové rezistence. Jedna se o béZnou t€hotenskou
komplikaci. GDM rocné celosvétove postihuje ~16,5 % téhotenstvi a toto ¢islo neustale roste.
Mezi rizikové faktory patii nadvaha/obezita, Spatné stravovaci ndvyky, zvySeny reprodukéni

veék matek a rodinnd historie inzulinové rezistence/diabetu (Plows a kol. 2018).

U zdravych osob se koncentrace glukézy v plazmé (glykémie) udrzuje v izkém rozmezi
(5,6-7,0 mmol/l). Glykémie je regulovana pfedevSim inzulinem a glukagonem. Pfi la¢néni se
glukoza tvoii v jatrech. Po jidle pfichazi do krevniho obéhu monosacharidy. Jidlem je

stimulovana sekrece inzulinu, ktery tlumi produkci glukézy v jatrech a stimuluje piijem
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glukozy perifernimi tkanémi, svaly a tukovou tkani. Glukagon naopak v jatrech pii laénéni

stimuluje tvorbu glukézy (Gerich 2000).

Béhem téhotenstvi télo matky prochdzi mnoha fyziologickymi zménami pro zajisténi
ristu a vyvoje plodu. Jednou z diilezitych metabolickych zmén je schopnost tkani reagovat na
produkovany inzulin. Na zacatku téhotenstvi se zvySuje, coz zpusobuje zvySeni absorpce
glukozy do tukové tkané€. Timto se télo pfipravuje na obdobi pokrocilejsiho t€¢hotenstvi, kdy je
vysSi spotieba energie (Di Cianni a kol. 2003). Jak t€hotenstvi postupuje, nartst lokalnich a
placentarnich hormona (estrogen, progesteron, leptin, kortizol, placentarni laktogen a
placentarni riistovy hormon) podnécuje stav inzulinové rezistence (Catalano a kol. 1991).
Dochazi ke zvyseni glukézy v krvi, kterd je transportovana pies placentu, kde je ji potieba pro
rast plodu. Stav mirné inzulinové rezistence také zvySuje endogenni produkci glukézy a

dochazi k jeste vétsimu zvyseni glukozy v krvi (Phelps a kol. 1981).

GDM ma vliv rovnéz na plod, zvySena glukdza stimuluje endogenni produkci inzulinu
a IGF-1 (insulin-like growth factor 1) u plodu. Castym vysledkem jsou déti s makrosomii
(porodni vaha vice nez 4000 gramt) (Schwartz a kol. 1994). Déti narozené matkam, které
prodélaly GDM, maji dvojnasobné riziko vzniku obezity nez déti zdravych matek (Vohr a

Boney 2008).

Na vzniku GDM se pravdépodobné podileji jak genetické, epigenetické, tak
1 environmentalni faktory a zapojené mechanismy jsou komplexni. GDM zvySuje riziko dalSich

t€hotenskych komplikaci - napt. preeklampsie (Hedderson a kol. 2003, Lee a kol. 2017).
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6 Cile prace

Je potvrzeno, ze cela fada miRNA hraje roli v patogenezi diabetu mellitu a kardiovaskularnich
onemocnéni. Domnivame se, Ze u zen s anamnézou GDM, by mohlo dochézet k modifikaci
epigenetického profilu kardiovaskularnich miRNA, coz by je mohlo predisponovat

k pozd¢jsimu vyskytu DM 2. typu a kardiovaskularnich onemocnéni.
Cilem mé prace je:

e zjistit, jaky je rozdil v genové expresi miRNA mezi jednotlivymi biologickymi
zdroji - plnou periferni zilni krvi, plazmou a plazmatickymi exozomy.

e zjistit, jak se lisi genova exprese miRNA mezi pacientkami s anamnézou patologické a
fyziologické gravidity postpartum v obdobi 3-11 let po porodu. V ptipadé€ patologické
gravidity se jednalo o pacientky s anamnézou GDM.

e zjistit, zda jsou pacientky s anamnézou GDM ohrozeny potencidlnim rozvojem
kardiovaskularnich onemocnéni na zékladé¢ pfitomnosti aberantniho expresniho profilu

miRNA asociovanych s kardiovaskularnimi onemocnénimi.
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7 Biologicky material

Zpracovavanym biologickym materidlem byla nesrazliva plna periferni zilni krev odebrana
postpartum 3-11 let po porodu do EDTA zkumavek (kyselina ethylendiamintetraoctova).
Vsechny vzorky byly ziskény s informovanym souhlasem pacientek i se souhlasem etické
komise 3. 1ékatské fakulty UK a UPMD a pochézely z Ustavu pro pééi o matku a dité v Podoli.
Celkem bylo zpracovano 52 vzorkll plné periferni zilni krve. Z toho 25 pochéazelo od Zen
s fyziologickym priib&hem téhotenstvi a 27 od Zen s anamnézou GDM. Zeny s fyziologickym
prubéhem teéhotenstvi nemély zadné 1ékarské, t€hotenské ani chirurgické komplikace a porodily

zdravé dité s vahou 2500-4000 gramt po ukon¢eném 37. tydnu gravidity.
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8 Metody

Vzorky plné periferni zilni krve byly odebrany postpartum 3-11 let po porodu do 9ml zkumavek

s protisrazlivym ¢inidlem EDTA. Po pfijmu do laboratote byly ihned zpracovany.

Pti prvotnim zpracovani vzorku pro izolaci RNA obohacené o kratké RNA z plné
periferni zilni krve bylo k 200 pl plné periferni zilni krve pfidano 1000 pl pufru EL a vzorek
byl inkubovan na ledu po dobu 10 minut. Nasledné byl vzorek stacen po dobu 10 minut
v centrifuze vychlazené na 4 °C pti 400 x g. Poté byl odstranén supernatant a opét piidan
pufr EL o objemu 400 pl. Nasledovala druhé centrifugace a odstranéni supernatantu. Nakonec
se k peleté bunék pridala smés pufru RLT a B-merkaptoethanolu (347:3). Vzorek byl zamrazen
pfi teplote -80 °C do doby dalsiho zpracovani.

Pfi prvotnim zpracovani vzorku pro izolaci RNA z plazmy a plazmatickych exozému
byla zbyvajici plna periferni zilni krev 2x stoCena pii 1200 X g po dobu 10 minut za pokojové

teploty a zmrazena pfi teploté -20°C do doby dalSiho zpracovani.

8.1 Izolace RNA obohacené o kratké RNA z pIné periferni Zilni krve

K izolaci byl pouZzit mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion). Vzorky byly rozmrazeny pfti
37 °C po dobu 4 minut, nasledn¢ bylo ptidano 600 pl pufru (Lysis/Binding Buffer) a vzorek
s pufrem byl promichan. Poté byla pfidana 1/10 objemu homogeniza¢niho roztoku (miRNA
Homogenate Additive), vzorek byl fadn€ promichan a nasledovala inkubovace na ledu po dobu
10 minut. Po inkubaci byl ptfidan 1 pl 0,InM syntetické miRNA C. elegans cel-miR-39 (vnitini
kontrola). Vzorek byl opét promichdn a byl pfidan Acid-Phenol-Chloroform v objemu
odpovidajicim pivodnimu lyzatu. Tuto smés bylo nutné promichat minimalné po dobu 30s. Pro
odd¢leni vodné a organické faze byla smés néasledné centrifugovana 5 minut pii 10000 x g.
Vodné faze (faze obsahujici pouze RNA) byla odebrana do ¢isté zkumavky a podle objemu
natfedéna 100% ethanolem (tfetina piivodniho objemu) a promichana. Smés s ethanolem byla
aplikovana na kolonku pro odstranéni necistot a dlouhych RNA molekul a centrifugovana po
dobu 15 sekund pii 10000 x g. Vznikly filtrat byl sbiran do nové zkumavky a natfedén
100% ethanolem (2/3 ptvodniho objemu) a promichén. Vzorek byl aplikovan na novou

kolonku a centrifugovan 15 sekund pii 10000 x g. Na kolonce doslo k zachyceni kratkych RNA
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molekul. Posléze byla kolonka promyta promyvacimi roztoky (miRNA Wash Solution 1 a
miRNA Wash Solution 2/3) a zbavena rezidudlni tekutiny. V poslednim kroku byla kolonka
promyta 100 pl eluéniho roztoku ohtatého na 95 °C, ¢imz doslo k uvolnéni RNA molekul do
roztoku, ke kterému bylo ptidéno jest¢ 5 ul pufru a 5 ul DNazy pro odstranéni kontaminujici
DNA (Thermo Fisher Scientific, California, USA). Nasledovala inkubace pti 37 °C po dobu
30 minut. Nakonec bylo ptfidano 5 pl EDTA a vzorek byl inkubovan dalSich 10 minut pfi teploté
65 °C.

8.2 Izolace RNA z plazmy

Pro izolaci RNA z plazmy byl pouzit mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion). Plazma byla
rozmrazena za pokojové teploty. K 500 pl plazmy bylo pfidano 1,50 ml Trizol LS Reagentu a
promichéano. Tato smés byla inkubovéna po dobu 5 minut za pokojové teploty. Nasledné byl
ptidan 1 pl 0,1nM syntetické cel-miR-39 (vnitini kontrola) a 0,40 ml chloroformu, to celé bylo
promichéno a inkubovano 2-15 minut za pokojové teploty. Pro oddéleni vodné a organické faze
byla smés nasledné centrifugovana pii 12000 g a 4°C po dobu 15 minut. Vodna faze (faze
obsahujici pouze RNA) byla odebrana do cisté zkumavky a podle objemu nafedéna
100% ethanolem (2/3 pivodniho objemu) a promichana. Smés s ethanolem byla aplikovana na
kolonku, centrifugovana po dobu 15 sekund pti 10000 x g a filtrat byl odstranén. Na kolonce
doslo k zachyceni RNA molekul. Posléze byla kolonka promyta promyvacimi roztoky (miRNA
Wash Solution 1 a miRNA Wash Solution 2/3) a zbavena reziduélni tekutiny. V poslednim
kroku byla kolonka promyta 100 pl elu¢niho roztoku ohtatého na 95 °C, ¢imz doslo k uvolnéni
RNA molekul do roztoku, ke kterému bylo pfidano jesté 5 pl pufru a 5 ul DNazy pro odtsranéni
kontaminujici DNA (Thermo Fisher Scientific, California, USA). Nésledovala inkubace pfii
37 °C po dobu 30 minut. Nakonec bylo pfidano 5 ul EDTA a vzorek byl inkubovén dalSich
10 minut pii teploté 65 °C.

8.3 Izolace RNA z plazmatickych exozémii

Pro izolaci RNA z plazmatickych exozéml byl pouzit Total Exosome Isolation kit (Invitrogen).
Plazma byla rozmrazena za pokojové teploty. K 500 ul plazmy bylo pfiddno 250 pl 1xPBS,

promichano, poté bylo pfidano 25 pl proteinazy K, opét promichédno a smés byla inkubovéana

31



10 minut pfi teploté 37°C. Po inkubaci bylo pfidano 150ul Exosome Precipitation Reagentu,
promichano a opét inkubovano 45 minut pii teploté 2-8 °C. Nasledovala centrifugace pfi
10000g po dobu 5 minut za pokojové teploty. Exozomy byly obsazeny ve vzniklé peleté, proto
byl odstranén supernatant a peleta resuspendovana ve 200 pl 1xPBS. Ke smési bylo ptidano
200 pl 2x Denaturing Solution a promichano. Poté byl ptidan 1 pl 0,1nM syntetické cel-miR-39
(vnitini kontrola). Vzorek byl opét promichan a bylo pfiddno 400 pl Acid-Phenol-Chloroform.
Tuto smés bylo nutné promichat minimalné po dobu 30s. Pro oddéleni vodné a organické faze
byla smés nasledn¢ centrifugovana 5 minut pii 10000 x g. Vodna faze (faze obsahujici pouze
RNA) byla odebréana do ¢isté zkumavky a nafedéna 100% ethanolem (1,25x piivodni objem) a
promichéna. Smés s ethanolem byla aplikovéana na kolonku, centrifugovana po dobu 15 sekund
pfi 10000 x g a filtrat byl odstranén. Posléze byla kolonka promyta promyvacimi roztoky
(miRNA Wash Solution 1 a miRNA Wash Solution 2/3) a zbavena rezidudlni tekutiny.
V poslednim kroku byla kolonka promyta 100 pl elué¢niho roztoku ohtatého na 95 °C, ¢imz
doslo k uvolnéni RNA molekul do roztoku, ke kterému bylo pfidéno jeste¢ 5 pl pufru a 5 pl
DNazy pro odstranéni kontaminujici DNA (Thermo Fisher Scientific, California, USA).
Naésledovala inkubace pti 37 °C po dobu 30 minut. Nakonec bylo pfiddno 5 ul EDTA a vzorek
byl inkubovan dalSich 10 minut pfi teploté 65 °C.

8.4 Reverzni transkripce

Jesté tentyz den byly RNA vzorky pfepsany pomoci reverzni transkripce do cDNA. Reverzni
transkripce byla provedena na pfistroji 7500 Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems,
Branchburg, USA). K transkripci byl pouZit TagMan Reverse Transcription Kit a TagMan
MicroRNA Assay. Soucasti TagMan MicroRNA Assay byly specifické RT primery
s vlasenkou (tzv. stem-loop primery). Reakéni objem pro vSechny vzorky byl 7 ul a slozeni
reakéni smési pro jednu jamku je zobrazeno v tabulce €. 2. Teplotni profil je uveden

v tabulce €. 3.

32



Tabulka €. 2: SloZeni rekéni smési

SloZeni reakéni smési MHOiitVl v
100 mM dNTPs 0,07
Reverzni transkriptaza 0,49
pufr 0,70
Inhibitor RNazy 0,07
voda 1,89
celkovy objem 3,22
RT primer 1,40
vzorek 2,38
celkovy reakéni objem 7,00

Tabulka ¢€.3: Teplotni profil reverzni transkripce

Cas (min) | Teplota (°C)
30 16
30 42
5 85
0 4

8.5 Kbvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case

Po reverzni transkripci néasledovala kvantitativni polymerazova fetézova reakce (qPCR)
v realném case. Tato metoda je zaloZend na principu sledovani amplifikace DNA v redlném

Case a je tedy mozné urcit absolutni a relativni mnoZzstvi detekovanych molekul.

MiRNA vykazuji vysoké mnozstvi sekvenéni homologie v rdmci rodin a jsou zhruba
stejné velikosti jako bézny primer pro PCR, proto existuji modifikované formy PCR specialné
pro miRNA. V této studii probihala analyza exprese miRNA za pouziti tzv. stem-loop primert
pfi reverzni transkripci. Tyto primery se vazi na 3’konec miRNA a diky nim dojde
k prodlouzeni maturované miRNA a vys8i specifity reakce. TagMan sondy jsou vysoce
specifické pro maturované miRNA (s pfesnosti na 1 nukleotid). Pii amplifikaci se jesté
vyuzivaji dva druhy primert — zpétny a pfimy. Béhem reakce dochézi ke $tépeni TagMan sondy
Taq DNA polymerazou. Taqg DNA polymerdza je stabilni za vysokych teplot a ma
mj. 5°—3° exonukledzovou aktivitu. TagMan sonda se sklada z fluoforu kovalentné

navazaného na 5’konec, oligonukleotidu a zhédSee na 3’konci, jejim Stépenim dochézi
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k uvolnéni fluorescence, coz umoziuje metit mnozstvi detekovaného templatu. Slozeni reakéni

smési a objemy jednotlivych komponent jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka €. 4: SloZeni reakéni smési (QPCR v realném case)

SloZeni reakéni smési Mnozstvi v pl
TagMan univerzalni PCR master mix 7,50

Voda (bez nukleaz) 3,75

TagMan miRNA sm¢s primert + sondy | 0,75

cDNA 3,00

Celkovy objem 15,00

Soucasti kazdé analyzy byl referencéni vzorek (izolace miRNA z placentarni tkéné
fedénd na koncentraci 3 ng/ml) a vzorek nahrazeny vodou - negativni kontrola (NTC). PCR
byla provedena na pfistroji 7500 Real-Time PCR system (Applied Biosystems), nastavena na

50 cykla (denaturace a anelace + elongace) a teplotni profil reakce je uveden v tabulce €. 5.

Tabulka €. 5: Teplotni profil PCR v redlném Case

Cas Teplota (°C) | Reakce

2 min 50 Aktivace enzymi
10 min 95 Aktivace enzymi
I5s 95 Denaturace

60 s 60 Anelace + elongace

8.6 Relativni kvantifikace

Relativni kvantifikace genové exprese 29 vybranych kardiovaskuldrnich miRNA byla
provedena pomoci tzv. komparativni Ct metody (Ct — prahova hodnota). Tato metoda
porovnavd mnozstvi templatu v testovaném vzorku a referenénim vzorku. Referen¢nim
vzorkem pro vSechny biologické zdroje byla izolace miRNA z placentarni tkané fedéna na
koncentraci 3 ng/ml. Dale je hodnota Ct normalizovdna na genovou expresi stabilnich
endogennich kontrol. V ptipad¢ plné periferni zilni krve byly endogenni kontrolou dvé malé
jadérkové RNA - RNU38B a RNUS8A, vybrané po piedchozim otestovani panelu endogennich
kontrol. V pfipad¢ plazmy a plazmatickych exozémil byla pouzita jako endogenni kontrola

synteticka miRNA C. elegans cel-miR-39. Pro kazdy vzorek byl vypocten rozdil Ct hodnoty
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piislusné miRNA a geometrického priméru Ct hodnot dvou endogennich kontrol (RNU38B a
RNUS58A) nebo Ct hodnoty cel-miR-39, totéz bylo spocteno pro referencni vzorek. Vysledna
ACt referencniho vzorku byla odectena od ACt konkrétniho testovaného vzorku, ¢imz jsme
ziskali vyslednou hodnotu AACt, ktera byla pfepoéitana dle vzorce 2724 s touto finalni

hodnotou byla provedena statistické analyza.

8.7 Statisticka analyza dat

Pro statistickou analyzu dat byl pouzit software Statistica (verze 11.0; StatSoft, Inc., USA).
Ovéteni normality dat bylo provedeno pomoci Shapiro-Wilkova testu (Shapiro a Wilk, 1965),
jelikoz byla data nenormalné rozd¢€lena, byly poté pouzity neparametrické testy. Pro porovnani
3 biologickych zdroji byly provedeny testy pro zavislé vzorky. Nejprve Friedmaniiv test pro
vSechny tfi biologické zdroje, a jelikoZ se jednotlivé vzorky lisily, byl poté byl pro porovnani
jednotlivych dvojic biologickych zdroji pouzit Wilcoxoniiv parovy test (Friedman 1937,
Wilcoxon 1992). Pro porovnani dvou skupin zen (FG a GDM) v ramci stejnych biologickych
zdrojii byl pouzit dvouvybérovy test pro nezavislé vzorky — Mann-Whitnetv U test (Mann a
Whitney 1947). Za signifikantni byly povazovany vysledky s p-hodnotou niz§i nez 0,05
(p<0,05). Korelace mezi dvéma proménnymi byl vypocitdna pomoci Spearmanova korela¢niho
koeficientu (p) (Spearman 1904). Pokud je hodnota Spearmanova korela¢niho koeficientu
p=0,5-1,0 jedna se o silnou pozitivni korelaci, pokud je p=0-0,5 hovofime o slabé pozitivni
korelaci. V ptipadé, Ze je Spearmaniiv korelacni koeficient p=-0,5-(-1), jednd se o silnou
negativni korelaci a pokud je p =-0,5-0, hovofime o slabé negativni korelaci. Hladina

vyznamnosti byla stanovena na p<0,05.

Vysledkem grafického zpracovani byly krabicové grafy. Tmava horizontalni linie znacila
median, horni a dolni linie znazornovaly hodnoty, které neptesahly 1,5nasobek
interkvartilového rozpéti (25.-75. percentil). Odlehlé hodnoty byly oznacCeny krouzkem a

extrémni hodnoty kiizkem.
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9 Vysledky

V této praci byl na souboru 52 Zen studovan expresni profil 29 kardiovaskularnich miRNA.
Expresni profil téchto miRNA byl porovnan mezi tfemi biologickymi zdroji — plné periferni
zilni krev (plna PK), plazma a plazmatické exozomy. Zaroven byly porovnany 2 skupiny Zen.
Prvni skupina citala 25 Zen, které meély fyziologicky prabeh té€hotenstvi. Druhou skupinu
predstavovalo 27 zZen, které prodélaly GDM. Obé tyto skupiny tvofily zeny 3-11 let po porodu,
ktery probéhl v 37. - 41. gesta¢nim tydnu. V praci byla soucasn¢ zkoumana korelace expresnich
profili mezi plnou periferni Zilni krvi, plazmou a plazmatickymi exozoémy. Signifikantni

vysledky jsou v tabulkach vyznaceny Cervené.

9.1 Srovnani expresnich hladin kardiovaskuldrnich miRNA ve tfech biologickych
zdrojich ve skupiné Zen s anamnézou fyziologické gravidity

Tabulka ¢. 6 zaznamenava srovnani expresnich hladin 29 kardiovaskularnich miRNA
ve 3 biologickych zdrojich — v pIné periferni Zilni krvi (plnd PK), plazmé a plazmatickych
exozomech ve skupiné zen s anamnézou fyziologické gravidity (FG). VSech 29 testovanych
miRNA mélo signifikantn¢ vyssi hladiny v plné periferni zilni krvi v porovnéni
s plazmatickymi exozémy. Krom¢& miR-23a-3p byla zjiSténa signifikantné vyssi hladina vSech
testovanych miRNA v plné periferni Zilni krvi v porovnani s plazmou. Signifikantné vyssi
hladina byla detekovdna v plazmé v porovnani s plazmatickymi exozémy pro miR-21-5p,
miR-92a-3p, miR-130b-3p, miR-133a-3p a miR-181a-5p. Ukazka signifikantniho rozdilu v
hladinach exprese kardiovaskularnich miRNA mezi plnou periferni Zilni krvi a plazmou, plnou
periferni Zilni krvi a plazmatickymi exozomy a plazmou a plazmatickymi exozomy
viz grafy ¢. 1 —¢€. 6.

Tabulka €. 6: Srovnani expresnich hladin kardiovaskularnich miRNA ve ttech biologickych zdrojich
ve skupiné FG

miRNA  biologicky material pocet (n) p-hodnota
plnd PK vs plazma 23 <0,001
miR-1-3p |pln4 PK vs plazmatické exozomy 24 0,002
plazma vs plazmatické exozomy 22 0,465
plnd PK vs plazma 25 <0,001
miR-16-5p |plna PK vs plazmatické exozomy 25 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 25 0,051
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miR-17-5p

miR-20a-5p

miR-20b-5p

miR-21-5p

miR-23a-3p

miR-24-3p

miR-26a-5p

miR-29a-3p

miR-92a-3p

miR-100-5p

miR-103a-3p

miR-125b-5p

miR-126-3p

miR-130b-3p

plna PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plnd PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
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25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
24
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

<0,001
<0,001
0,088
<0,001
<0,001
0,104
<0,001
<0,001
0,150
0,007
<0,001
0,046
0,221
<0,001
0,058
<0,001
<0,001
0,904
<0,001
<0,001
0,510
<0,001
<0,001
0,840
0,025
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,061
<0,001
<0,001
0,397
<0,001
<0,001
0,353
<0,001
<0,001
0,183
<0,001
<0,001



miR-133a-3p

miR-143-3p

miR-145-5p

miR-146a-5p

miR-155-5p

miR-181a-5p

miR-195-5p

miR-199a-5p

miR-210-3p

miR-221-3p

miR-342-3p

miR-499a-5p

miR-574-3p

plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozémy
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25
25
25
25
25
25
25
25
25
22
25
22
25
25
25
25
25
25
25
25
25
19
21
18
25
25
25

0,048
<0,001
<0,001

0,025
<0,001
<0,001

0,510
<0,001
<0,001

0,061
<0,001
<0,001

0,563
<0,001
<0,001

0,412
<0,001
<0,001

0,009
<0,001
<0,001

0,143
<0,001
<0,001

0,355
<0,001
<0,001

0,051
<0,001
<0,001

0,510
<0,001
<0,001

0,192

0,001
<0,001

0,616
<0,001
<0,001

0,276



Graf €. 1: Srovnani expresnich hladin miR-1-3p ve tiech biologickych zdrojich ve skupiné FG
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Ukazka signifikantniho rozdilu v hladin€ exprese miR-1-3p mezi plnou periferni zZilni krvi a plazmou a
plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozomy.

Graf €. 2: Srovnani expresnich hladin miR-21-5p ve tiech biologickych zdrojich ve skupiné FG
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Ukazka signifikantniho rozdilu v hladin€ exprese miR-21-5p mezi plnou periferni zZilni krvi a plazmou,
plnou periferni Zilni krvi a plazmatickymi exozomy a plazmou a plazmatickymi exozoémy.
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Graf €. 3: Srovnani expresnich hladin miR-92a-3p ve tfech biologickych zdrojich ve skupiné FG
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Ukéazka signifikantniho rozdilu v hladin€ exprese miR-92a-3p mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou,
plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozomy a plazmou a plazmatickymi exozémy.

Graf €. 4: Srovnani expresnich hladin miR-130b-3p ve tiech biologickych zdrojich ve skupiné FG
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Ukazka signifikantniho rozdilu v hladiné exprese miR-130b-3p mezi plnou periferni Zilni krvi a
plazmou, plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozoémy a plazmou a plazmatickymi exozomy.
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Graf €. 5: Srovnani expresnich hladin miR-133a-3p ve tfech biologickych zdrojich ve skupiné FG
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Ukazka signifikantniho rozdilu v hladiné exprese miR-133a-3p mezi plnou periferni zilni krvi a
plazmou, plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozémy a plazmou a plazmatickymi exozomy.

Graf €. 6: Srovnani expresnich hladin miR-181a-5p ve tfech biologickych zdrojich ve skupiné FG

miR-181a-5p
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Ukazka signifikantniho rozdilu v hladiné exprese miR-181a-5p mezi plnou periferni Zilni krvi a
plazmou, plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozoémy a plazmou a plazmatickymi exozomy.
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9.2 Srovnani expresnich hladin kardiovaskularnich miRNA ve tiech biologickych
zdrojich ve skupiné Zen s anamnézou GDM

Tabulka €. 7 zaznamenava srovnani expresnich hladin 29 kardiovaskuldrnich miRNA
ve 3 biologickych zdrojich — v pIné periferni zilni krvi (plnd PK), plazmé a plazmatickych
exozoémech ve skupin€ Zen s anamnézou GDM. Kromé¢ miR-199a-5p a miR-499a-5p byla
zjisténa signifikantné vyssi hladina vSech testovanych miRNA v plné periferni zilni krvi
v porovnani s plazmou. S vyjimkou miR-499a-5p byla zjisténa signifikantn¢ vyssi hladina
vsSech testovanych miRNA v plné periferni zilni krvi v porovnéani s plazmatickymi exozomy.
Signifikantn¢ vyssi hladina byla detekovana v plazmatickych exozémech ve srovnani
s plazmou u miR-199a-5p. Signifikantn€ vyssi hladina byla detekovana v plazmé ve srovnani
s plazmatickymi exozémy u miR-16-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-92a-3p,
miR-130b-3p, miR-133a-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-210-3p, miR-342-3p,
a miR-574-3p. Ukazka signifikantniho rozdilu v hladinach exprese kardiovaskularnich miRNA
mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou, plnou periferni Zilni krvi a plazmatickymi exozomy

a plazmou a plazmatickymi exozoémy ve skupiné GDM viz grafy €. 7 —¢. 10.

Tabulka €. 7: Srovnani expresnich hladin kardiovaskularnich miRNA ve tiech biologickych zdrojich
ve skupin¢ GDM

miRNA | biologicky material pocet (n) p-hodnota
pln4 PK vs plazma 23 <0,001
miR-1-3p | plnd PK vs plazmatické exozémy 27 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 23 0,073
pln4 PK vs plazma 27 <0,001
miR-16-5p |plna PK vs plazmatické exozomy 27 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 27 0,010
pln4 PK vs plazma 27 <0,001
miR-17-5p |plna PK vs plazmatické exozoémy 27 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 27 0,061
pln4 PK vs plazma 27 <0,001
miR-20a-5p | plna PK vs plazmatické exozomy 27 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 27 0,003
plna PK vs plazma 27 <0,001
miR-20b-5p | plna PK vs plazmatické exozomy 27 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 27 0,005
) plna PK vs plazma 27 <0,001

miR-21-5p - A ;

plnéd PK vs plazmatické exozémy 27 <0,001

42



miR-23a-3p

miR-24-3p

miR-26a-5p

miR-29a-3p

miR-92a-3p

miR-100-5p

miR-103a-3p

miR-125b-5p

miR-126-3p

miR-130b-3p

miR-133a-3p

miR-143-3p

miR-145-5p

miR-146a-5p

plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnéd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma
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0,008
<0,001
<0,001

0,904
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<0,001

0,683
<0,001
<0,001

0,084
<0,001
<0,001

0,792

0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
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<0,001
<0,001
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0,075
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<0,001

0,013
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0,075
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0,002
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miR-155-5p

miR-181a-5p

miR-195-5p

miR-199a-5p

miR-210-3p

miR-221-3p

miR-342-3p

miR-499a-5p

miR-574-3p

plna PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozoémy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozomy
plna PK vs plazma

plna PK vs plazmatické exozomy
plazma vs plazmatické exozémy
plnd PK vs plazma

plnd PK vs plazmatické exozémy
plazma vs plazmatické exozémy
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Graf €. 7: Srovnani expresnich hladin miR-1-3p ve tfech biologickych zdrojich ve skupiné GDM
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Graf €. 8: Srovnani expresnich hladin miR-16-5p ve tfech biologickych zdrojich ve skupiné GDM
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Graf €. 9: Srovnani expresnich hladin miR-20a-5p ve tfech biologickvch zdrojich ve skupiné GDM
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Graf €. 10: Srovnani expresnich hladin miR-199a-5p ve tfech biologickych zdrojich ve skupiné GDM
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Ukézka signifikantniho rozdilu v hladiné exprese miR-199a-5p mezi plnou periferni Zilni krvi a
plazmatickymi exozémy a plazmou a plazmatickymi exozomy.
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9.3 Srovnani expresnich hladin kardiovaskularnich miRNA ve tiech biologickych
zdrojich u Zen s anamnézou FG a GDM dohromady

Tabulka ¢. 8 zaznamenava srovnani expresnich hladin 29 kardiovaskularnich miRNA
ve 3 biologickych zdrojich — v pIné periferni zilni krvi (plnd PK), plazmé a plazmatickych
exozomech v celkové skupiné zen s fyziologickym a patologickym prabéhem téhotenstvi.
Vsech 29 testovanych miRNA mélo signifikantné vyssi hladiny v plné periferni zilni krvi
v porovnani s plazmou i v porovnani s plazmatickymi exozomy. Signifikantné vyssi hladina
byla detekovdna v plazmatickych exozémech ve srovnani splazmou u miR-126-3p.
Signifikantn¢ vyssi hladina byla detekovana v plazmé ve srovnani s plazmatickymi exozoémy
u miR-16-5p, miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-92a-3p, miR-130b-3p,
miR-133a-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-181a-5p, miR-195-5p, miR-210-3p,
miR-342-3p, amiR-574-3p. Ukdzka signifikantniho rozdilu v hladindch exprese
kardiovaskularnich miRNA mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou, plnou periferni zilni krvi
a plazmatickymi exozomy a plazmou a plazmatickymi exozémy u Zen s anamnézou FG a GDM

dohromady viz grafy ¢. 11 —¢. 14.

Tabulka €. 8: Srovnani expresnich hladin kardiovaskularnich miRNA ve tfech biologickych zdrojich
u zen s anamnézou FG a GDM dohromady

miRNA | biologicky material pocet (n) p-hodnota

plnd PK vs plazma 46 <0,001

miR-1-3p |plnd PK vs plazmatické exozoémy 51 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 45 0,584

plnd PK vs plazma 52 <0,001

miR-16-5p |plnad PK vs plazmatické exozémy 52 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 52 0,001

plnd PK vs plazma 52 <0,001

miR-17-5p |plna PK vs plazmatické exozémy 52 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 52 0,016

plnd PK vs plazma 52 <0,001

miR-20a-5p | plna PK vs plazmatické exozomy 52 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 52 0,002

plnd PK vs plazma 52 <0,001

miR-20b-5p | plna PK vs plazmatické exozomy 52 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 52 0,002

plnd PK vs plazma 52 <0,001

miR-21-5p |plnad PK vs plazmatické exozémy 52 <0,001
plazma vs plazmatické exozomy 51 0,002
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Graf €. 11: Srovnani expresnich hladin miR-1-3p ve tfech biologickych zdrojich u Zen s anamnézou
fyziologické a patologické gravidity dohromady
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Ukazka signifikantniho rozdilu v hladiné exprese miR-1-3p mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou
a plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozomy.

Graf €. 12: Srovnani expresnich hladin miR-16-5p ve tfech biologickych zdrojich u Zen s anamnézou
fyziologické a patologické gravidity dohromady
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Graf €. 13: Srovnani expresnich hladin miR-17-5p ve tfech biologickych zdrojich u Zen s anamnézou
fyziologické a patologické gravidity dohromady
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plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozomy a plazmou a plazmatickymi exozomy.

Graf ¢. 14: Srovnani expresnich hladin miR-126-3p ve tfech biologickych zdrojich u Zen s anamnézou
fyziologické a patologické gravidity dohromady
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Ukazka signifikantniho rozdilu v hlading exprese miR-126-3p mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou,
plnou periferni Zilni krvi a plazmatickymi exozomy a plazmou a plazmatickymi exozomy.

51



9.4 Korelace genové exprese mezi plnou periferni Zilni krvi a plazmou

Naésledujici tabulka €. 9 zaznamendva korelaci genové exprese mezi plnou periferni zilni krvi a

plazmou u 29 kardiovaskularnich miRNA na celém souboru Zen s anamnézou FG a GDM.

Tabulka €. 9: Korelace genové exprese mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou (FG a GDM)

Kardiovaskularni miRNA Pocet (n) | Spearmantv korela¢ni koeficient | p-hodnota

miR-1-3p 46 0,019 0,903
miR-16-5p 52 -0,249 0,075
miR-17-5p 52 -0,113 0,424
miR-20a-5p 52 -0,143 0,313
miR-20b-5p 52 -0,082 0,565
miR-21-5p 52 -0,243 0,082
miR-23a-3p 52 -0,312 0,024
miR-24-3p 52 0,035 0,803
miR-26a-5p 52 -0,063 0,658
miR-29a-3p 52 -0,291 0,036
miR-92a-3p 52 -0,228 0,104
miR-100-5p 52 0,083 0,559
miR-103a-3p 52 -0,099 0,486
miR-125b-5p 52 0,031 0,829
miR-126-3p 52 -0,206 0,143
miR-130b-3p 52 -0,168 0,233
miR-133a-3p 52 -0,251 0,073
miR-143-3p 52 -0,263 0,060
miR-145-5p 52 -0,091 0,521
miR-146a-5p 52 -0,015 0,913
miR-155-5p 52 0,056 0,693
miR-181a-5p 52 -0,220 0,118
miR-195-5p 52 -0,065 0,648
miR-199a-5p 49 -0,237 0,101
miR-210-3p 52 -0,043 0,763
miR-221-3p 52 -0,142 0,315
miR-342-3p 52 -0,145 0,304
miR-499a-5p 44 -0,091 0,557
miR-574-3p 52 0,045 0,750
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Genova exprese v plné periferni zilni krvi korelovala slabé s genovou expresi v plazmé
u mir-23a-3p a miR-29a-3p viz grafy ¢. 15 a 16.

Graf €. 15: Korelace genové exprese mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou u miR-23a-3p u Zen
s anamnézou FG a GDM
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Graf €. 16: Korelace genové exprese mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou u miR-29a-3p u Zen
s anamnézou FG a GDM
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9.5 Korelace genové exprese mezi plnou periferni Zilni krvi a plazmatickymi exozomy

Nasledujici tabulka ¢. 10 zaznamenava korelaci genové exprese mezi plnou periferni zilni krvi

a plazmatickymi exozomy u 29 kardiovaskularnich miRNA na celém souboru zen s anamnézou

FG a GDM.

Tabulka €. 10: Korelace genové exprese mezi plnou periferni Zilni krvi a plazmatickymi exozémy (FG

a GDM)

Kardiovaskularni miRNA

miR-1-3p
miR-16-5p
miR-17-5p
miR-20a-5p
miR-20b-5p
miR-21-5p
miR-23a-3p
miR-24-3p
miR-26a-5p
miR-29a-3p
miR-92a-3p
miR-100-5p
miR-103a-3p
miR-125b-5p
miR-126-3p
miR-130b-3p
miR-133a-3p
miR-143-3p
miR-145-5p
miR-146a-5p
miR-155-5p
miR-181a-5p
miR-195-5p
miR-199a-5p
miR-210-3p
miR-221-3p
miR-342-3p
miR-499a-5p
miR-574-3p

Pocet (n)

51
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
52
48
52

54

Spearmantiv korela¢ni koeficient

-0,016
-0,239
-0,192
-0,255
-0,140
-0,039
-0,142
-0,024
0,109
-0,044
0,020
-0,290
0,146
-0,125
-0,159
-0,125
-0,071
0,061
0,050
0,084
0,050
-0,098
-0,327
-0,170
-0,108
-0,052
-0,232
-0,235
0,013

p-hodnota

0,912
0,089
0,172
0,068
0,322
0,785
0,314
0,864
0,442
0,753
0,889
0,037
0,302
0,376
0,259
0,377
0,619
0,666
0,724
0,552
0,724
0,488
0,018
0,226
0,446
0,714
0,097
0,108
0,927



Genova exprese v plné periferni zilni krvi korelovala slabé s genovou expresi v plazmatickych
exozoémech u mir-100-5p a miR-195-5p viz grafy ¢. 17 a 18.

Graf ¢. 17: Korelace genové exprese mezi plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozomy
umiR-100-5p u zen s anamnézou FG a GDM
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Graf ¢. 18: Korelace genové exprese mezi plnou periferni zilni krvi a plazmatickymi exozomy
umiR-195-5p u Zen s anamnézou FG a GDM
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9.6 Korelace genové exprese mezi plazmou a plazmatickymi exozomy

Nasledujici tabulka €. 11 zaznamenava korelaci genové exprese mezi plazmou a plazmatickymi

exozomy u 29 kardiovaskularnich miRNA na celém souboru Zen s anamnézou FG a GDM.

Tabulka €. 11: Korelace genové exprese mezi plazmou a plazmatickymi exozomy (FG a GDM)

Kardiovaskularni miRNA Pocet (n) = Spearmantv korelaéni koeficient = p-hodnota

miR-1-3p 45 -0,196 0,198
miR-16-5p 52 0,276 0,048
miR-17-5p 52 0,312 0,024
miR-20a-5p 52 0,226 0,108
miR-20b-5p 52 0,343 0,013
miR-21-5p 52 -0,026 0,853
miR-23a-3p 52 0,181 0,200
miR-24-3p 52 0,204 0,147
miR-26a-5p 52 0,069 0,629
miR-29a-3p 52 0,146 0,301
miR-92a-3p 52 0,340 0,014
miR-100-5p 52 0,093 0,511
miR-103a-3p 52 0,113 0,424
miR-125b-5p 52 0,144 0,310
miR-126-3p 52 0,068 0,631
miR-130b-3p 52 0,123 0,386
miR-133a-3p 52 0,120 0,398
miR-143-3p 52 0,011 0,939
miR-145-5p 52 0,203 0,148
miR-146a-5p 52 0,107 0,450
miR-155-5p 52 -0,072 0,610
miR-181a-5p 52 0,272 0,051
miR-195-5p 52 -0,047 0,740
miR-199a-5p 49 0,161 0,269
miR-210-3p 52 0,171 0,225
miR-221-3p 52 0,208 0,140
miR-342-3p 52 0,173 0,220
miR-499a-5p 43 -0,148 0,344
miR-574-3p 52 0,145 0,306
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Genova exprese v plazmé korelovala slabé s genovou expresi v plazmatickych exozdémech
u mir-16-5p, miR-17-5p, miR-20b-5p, miR-92-3p viz grafy ¢. 19-22.

Graf ¢&. 19: Korelace genové exprese mezi plazmou a plazmatickymi exozoOmy u miR-16-5p u Zen
s anamnézou FG a GDM

Q
w
o
—
[=h
]
[:¥]
. D
-
-~

o ="
[=11]
cug. >

(o]
ERCIS
74
& E
=
£
< -25 o p=0,276, p=0,048
2 (n=52)

-3.0
=30 25 -20 -15 -1.0 05 0,0 05

Relativni kvantifikace genové exprese (log;n2™“*")
miR-16-5p v plazmatickych exozomech

Graf €. 20: Korelace genové exprese mezi plazmou a plazmatickymi exozémy u miR-17-5p u Zen
s anamnézou FG a GDM
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Graf €. 21: Korelace genové exprese mezi plazmou a plazmatickymi exozémy u miR-20b-5p u zen
s anamnézou FG a GDM
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9.7 Srovnani expresnich hladin kardiovaskularnich miRNA mezi skupinami FG a
GDM ve tiech biologickych zdrojich

Nasledujici tabulka ¢. 12 zaznamenava srovnani expresnich hladin 29 kardiovaskularnich
miRNA u dvou skupin Zen (FG a GDM), a to ve 3 biologickych zdrojich — v pIné periferni zilni
krvi (plnd PK), plazmé¢ a plazmatickych exozémech. Zvysend exprese miR-17-5p, miR-20a-5p,
miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-26a-5p, miR-29a-3p, miR-103a-3p, miR-125b-5p,
miR-130b-3p, miR-181a-5p, miR-221-3p a miR-499a-5p byla pozorovana v plné periferni zilni
krvi u zen s anamnézou GDM ve srovnani s Zenami s anamnézou fyziologického pribéhu
téhotenstvi. Zvysena exprese miR-499a-5p byla pozorovana v plazmé u Zen s anamnézou GDM
ve srovnani s Zenami s anamnézou fyziologického pribchu téhotenstvi. ZvySend exprese
miR-181a-5p byla pozorovéna v plazmatickych exozémech u Zen sanamnézou GDM

ve srovnani s zenami s anamnézou fyziologického prubéhu té¢hotenstvi.

Tabulka €. 12: Srovnani expresnich hladin kardiovaskularnich miRNAmezi skupinami FG a GDM ve

ttech zdrojich

miRNA biologicky zdroj pocet (n) FG pocet (n) GDM  p-hodnota

_ plna PK 25 27 0,054

miR-1-3p plazma 23 23 0,147

plazmatické exozomy 24 27 0,685

plna PK 25 27 0,070

el plazma 25 27 0,288

plazmatické exozomy 25 27 0,360

plnéd PK 25 27 0,005

miR-17-5p plazma 25 27 0,798

plazmatické exozomy 25 27 0,812

plnéd PK 25 27 0,022

miR-20a-5p plazma 25 27 0,898

plazmatické exozomy 25 27 0,714

plnéd PK 25 27 0,009

miR-20b-5p plazma 25 27 0,559

plazmatické exozomy 25 27 0,256

plnéd PK 25 27 0,009

miR-21-5p plazma 25 27 0,079

plazmatické exozomy 25 27 0,133
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miR-23a-3p

miR-24-3p

miR-26a-5p

miR-29a-3p

miR-92a-3p

miR-100-5p

miR-103a-3p

miR-125b-5p

miR-126-3p

miR-130b-3p

miR-133a-3p

miR-143-3p

miR-145-5p

plna PK
plazma
plazmatické exozomy
plnéd PK
plazma
plazmatické exozomy
plnd PK
plazma
plazmatické exozomy
plnd PK
plazma
plazmatické exozomy
plna PK
plazma
plazmatické exozémy
plna PK
plazma
plazmatické exozémy
plnéd PK
plazma
plazmatické exozomy
plnéd PK
plazma
plazmatické exozomy
plna PK
plazma
plazmatické exozomy
plna PK
plazma
plazmatické exozomy
plna PK
plazma
plazmatické exozomy
plna PK
plazma
plazmatické exozomy
plna PK
plazma

plazmatické exozomy
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25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27

0,280
0,052
0,971
0,128
0,621
0,927
0,010
0,971
0,062
0,032
0,985
0,798
0,400
0,410
0,111
0,070
0,227
0,884
0,009
0,370
0,442
0,044
0,533
0,985
0,193
1,000
0,714
0,022
0,621
0,884
0,784
0,350
0,840
0,546
0,784
0,687
0,583
0,942
0,971



plna PK 25 27 0,082

miR-146a-5p plazma 25 27 0,898
plazmatické exozomy 25 27 0,498

plnéd PK 25 27 0,187

miR-155-5p plazma 25 27 0,769
plazmatické exozomy 25 27 0,798

plna PK 25 27 0,042

miR-181a-5p plazma 25 27 0,927
plazmatické exozomy 25 27 0,040

plna PK 25 27 0,111

miR-195-5p plazma 25 27 0,660
plazmatické exozomy 25 27 0,985

plna PK 25 27 0,170

miR-199a-5p plazma 22 27 0,062
plazmatické exozémy 25 27 0,264

plna PK 25 27 0,769

miR-210-3p plazma 25 27 1,000
plazmatické exozémy 25 27 0,869

plnéd PK 25 27 0,027

miR-221-3p plazma 25 27 0,742
plazmatické exozomy 25 27 0,608

plnéd PK 25 27 0,234

miR-342-3p plazma 25 27 0,963
plazmatické exozomy 25 27 0,826

plnéd PK 23 27 0,031

miR-499a-5p plazma 20 25 0,010
plazmatické exozomy 23 27 0,640

plna PK 25 27 0,621

miR-574-3p plazma 25 27 1,000
plazmatické exozomy 25 27 0,360

Grafy €. 23-34 zaznamenavaji zvySenou expresi kardiovaskularnich miRNA v plné perfierni
krvi u zen, které prodélaly GDM, v porovnani s Zenami s fyziologickym pribéhem téhotenstvi.
Na grafu ¢. 32 je zaznamenina rovnéZ zvySena exprese kardiovaskuldrnich miRNA
v plazmatickych exozomech a na grafu €. 34 zvySena exprese kardiovaskularnich miRNA

v plazmé.
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Graf €. 23: Genova exprese miR-17-5p u zen s anamnézou FG a GDM
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Up-regulace miR-17-5p v plné periferni zilni krvi u Zen s anamnézou GDM v porovnani s Zenami

s anamnézou fyziologického pribehu téhotenstvi.

Graf €. 24: Genova exprese miR-20a-5p u Zen s anamnézou FG a GDM
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Up-regulace miR-20a-5p v plné periferni Zilni krvi u Zen s anamnézou GDM v porovnéni s Zenami

s anamnézou fyziologického prubehu t€hotenstvi.
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Graf €. 25: Genova exprese miR-20b-5p u Zen s anamnézou FG a GDM
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Graf €. 26: Genova exprese miR-21-5p u zen s anamnézou FG a GDM
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s anamnézou fyziologického prubehu t€hotenstvi.
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Graf €. 27: Genova exprese miR-26a-5p u Zen s anamnézou FG a GDM
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Graf €. 28: Genova exprese miR-29a-3p u Zen s anamnézou FG a GDM
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s anamnézou fyziologického priibéhu téhotenstvi.
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Graf ¢. 29: Genova exprese miR-103a-3p u Zen s anamnézou FG a GDM
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Graf ¢. 30: Genova exprese miR-125b-5p u zen s anamnézou FG a GDM
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s anamnézou fyziologického pribéhu téhotenstvi.
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Graf €. 31: Genova exprese miR-130b-3p u zen s anamnézou FG a GDM
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Graf €. 32: Genova exprese miR-181a-5p u Zen s anamnézou FG a GDM
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GDM v porovnani s Zenami s anamnézou fyziologického pribehu t€hotenstvi.
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Graf €. 33: Genova exprese miR-221-3p u Zen s anamnézou FG a GDM
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Graf €. 34: Genova exprese miR-499a-5p u Zen s anamnézou FG a GDM
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10 Diskuze

Ve své diplomové praci jsem analyzovala a porovnéavala expresni profil 29 kardiovaskularnich
miRNA (miR-1-3p, miR-16-5p, miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p,
miR-23a-3p, miR-24-3p, miR-26a-5p, miR-29a-3p, miR-92a-3p, miR-100-5p, miR-103a-3p,
miR-125b-5p, miR-126-3p, miR-130b-3p, miR-133a-3p, miR-143-3p, miR-145-5p,
miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-181a-5p, miR-195-5p, miR-199a-5p, miR-210-3p,
miR-221-3p, miR-342-3p, miR-499a-5p, miR-574-3p) ve 3 vybranych biologickych
zdrojich — pIné periferni zilni krvi, plazmé a plazmatickych exozémech. Poté jsem zjiStovala,
zda existuje korelace mezi expresnimi hladinami kardiovaskuldrnich miRNA mezi plnou
periferni zilni krvi, plazmou a plazmatickymi exozémy. Nésledné jsem v ramci téchto
biologickych zdrojti srovnavala expresni profil kardiovaskularnich miRNA u zen s anamnézou

GDM a FG.

Ve skupin¢ Zen sanamnézou FG jsem porovnavala expresni hladiny
29 kardiovaskularnich miRNA ve 3 biologickych zdrojich — v plné periferni zilni krvi, plazmé
a plazmatickych exozomech. VSech 29 testovanych miRNA m¢lo signifikantn¢ vyssi hladiny
v plné periferni zilni krvi v porovnani s plazmatickymi exozémy. Krom¢ miR-23a-3p byla
zjisténa signifikantn¢ vyssi hladina vSech testovanych miRNA v plné periferni zilni krvi
v porovnani s plazmou. Signifikantné¢ vyssi hladina byla detekovana v plazmé v porovnani
s plazmatickymi exozomy u miR-21-5p, miR-92a-3p, miR-130b-3p, miR-133a-3p a
miR-181a-5p.

Ve skupiné zen sanamnézou GDM jsem porovnavala expresni hladiny
29 kardiovaskularnich miRNA ve 3 biologickych zdrojich — v pIné periferni Zilni krvi, plazmé
a plazmatickych exozémech. Kromé& miR-199a-5p a miR-499a-5p byla zjisténa signifikantné
vyssi hladina vSech testovanych miRNA v plné periferni zilni krvi v porovnani s plazmou.
S vyjimkou miR-499a-5p byla zjisténa signifikantné vyssi hladina vSech testovanych miRNA
v plné periferni zilni krvi v porovnani s plazmatickymi exozémy. Signifikantné vys§i hladina
byla detekovana v plazmatickych exozémech ve srovnani splazmou u miR-199a-5p.
Signifikantné vys$si hladina byla detekovana v plazmé v porovnani s plazmatickymi exozoémy
u miR-16-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-92a-3p, miR-130b-3p, miR-133a-3p,
miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-210-3p, miR-342-3p, a miR-574-3p.
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Déle jsem srovnavala expresni hladiny 29 kardiovaskularnich miRNA
ve 3 biologickych zdrojich — v plné periferni zilni krvi, plazmé a plazmatickych exozomech
v celkové skupin€ Zen s fyziologickym a patologickym pribéhem téhotenstvi (FG a GDM).
Vsech 29 testovanych miRNA mélo signifikantné vyssi hladiny v plné periferni zilni krvi
v porovnani s plazmou ¢i plazmatickymi exozémy. Signifikantné vyssi hladina byla
detekovéana v plazmatickych exozémech ve srovnani s plazmou u miR-126-3p. Signifikantné
vy$si hladina byla detekovéna v plazmé ve srovnani s plazmatickymi exozémy u miR-16-5p,
miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-92a-3p, miR-130b-3p, miR-133a-3p,
miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-181a-5p, miR-195-5p, miR-210-3p, miR-342-3p,
a miR-574-3p.

Rozdil v expresi mezi jednotlivymi zkoumanymi biologickymi zdroji je ziejmé
zpusoben tim, Ze se jednd o intracelularni a extracelularni miRNA. V ptipad¢ plné periferni
zilni krve (intraceluldrni miRNA) vychdzely obecné vyssi hladiny exprese miRNA oproti
plazm¢ a plazmatickym exozémim (extraceluldrni miRNA). Jednak se mirné lisil zptsob
izolace miRNA u plné periferni zilni krve (izolace miRNA obohacenych o kratké miRNA),
jednak se v obou pfipadech jednalo o extracelularni miRNA, které jsou nejspiSe specialnim
zpusobem vybirany do extraceluldrniho prostoru. Kromé miR-199a-5p u Zen s anamnézou
GDM a miR-126-3p u celého souboru zen byly v plazmé detekovany vyssi hladiny exprese
miRNA v porovnani s plazmatickymi exozomy. Pfi¢inou tohoto rozdilu je pravdépodobné
skutecnost, Ze zplazmy byly izoloviny miRNA z extracelularnich vezikuld (EV)
véetné plazmatickych exozéml (subtyp EV), zatimco zplazmatickych exozoml byly

izolovany pouze miRNA z tohoto subtypu EV.

Nasledné jsem zkoumala korelace expresnich profilh mezi plnou periferni zilni krvi,
plazmou a plazmatickymi exozémy v celkové skupiné zen s fyziologickym a patologickym
priabéhem téhotenstvi (FG a GDM). U miR-23a-3p a miR-29a-3p byla zaznamenana slaba
negativni korelace mezi plnou periferni Zilni krvi a plazmou. U miR-100-5p a miR-195-5p byla
zaznamenana rovnéz slabd negativni korelace, ale mezi plnou periferni Zilni krvi a
plazmatickymi exozémy. U miR-16-5p, miR-17-5p, miR-20b-5p a miR-92a-3p byla naopak
zaznamenana slaba pozitivni korelace mezi plazmatickymi exozémy a plazmou.

cvwr

hladina extracelularnich miRNA v plazmé ¢i plazmatickych exozomech. A ¢im vyssi je

expresni hladina extraceluldrnich miRNA v plazmé, tim vyS$$i je expresni hladina
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extracelularnich miRNA v plazmatickych exozdémech. V bunikdch jsou pravdépodobné
intracelularni miRNA, alespon ¢asteCnym zpiisobem, specificky vybirany do extracelularnich
vezikull. U karcinomu prsu byla naopak popsana silnd pozitivni korelace expresnich profila
miR-21, miR-126 a miR-199a mezi krevnim sérem a malignim nadorem (Wang a kol. 2010).
Mikrovezikuly a plazmatické exozémy obsahuji extracelularni miRNA, které mohou byt
uvolnovany z bunék periferni zilni krve. Smés extracelularnich vezikula cirkulujicich v krvi
muze vSak pochazet z riiznych typli bunck, nelze tedy jednoznaéné konstatovat, zda profil
miRNA v extracelularnich vezikulech opravdu odrazi profil pozorovany v plné periferni zilni

krvi.

V této préci byly porovnany expresni hladiny 29 kardiovaskuldrnich miRNA u dvou
skupin Zen s anamnézou FG a GDM, a to ve 3 biologickych zdrojich — v plné periferni Zilni
krvi, plazmé a plazmatickych exozémech. Nejvice signifikantnich rozdilti v genové expresi
miRNA mezi pacientkami s anamnézou GDM a FG bylo zaznamenano v plné periferni zilni
krvi. V plné periferni zilni krvi bylo up-regulovano 12 miRNA (miR-17-5p, miR-20a-5p,
miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-26a-5p, miR-29a-3p, miR-103a-3p, miR-125b-5p,
miR-130b-3p, miR-181a-5p, miR-221-3p a miR-499a-5p) z 29 testovanych u Zen s anamnézou
GDM. MiR-181a-5p byla up-regulovana v plazmatickych exozomech a miR-499a-5p v plazmé
u zen s anamnézou GDM. VSech 12 kardiovaskularnich miRNA je signifikantné up-regulovano
u zen s anamnézou GDM a jejich expresni profil je zvySen v plné periferni Zilni krvi nékolik

let po patologickém pribéhu téhotenstvi (Hromadnikova a kol. 2020).

Nekolik studii potvrdilo, Ze miR-17-5p ma spojitost s ischemickou chorobou srdecni.
Béhem tohoto kardiovaskularniho onemocnéni jsou aktivované rGzné signaliza¢ni drahy
(napt. v disledku oxidativniho stresu). MiR-17-5p byla up-regulovdna v kardiomyocytech
u mysi s ischemickou chorobou srde¢ni po oxidativnim stresu. Nadmérna exprese miR-17-5p
snizovala Zivotaschopnost kardiomyocytd, zvySovala miru jejich poskozeni a wvyskyt
programované bunééné smrti, coz vyrazné piispiva k rozvoji tohoto onemocnéni (Du a kol.
2014). Bylo zjisténo, Ze miR-17-5p je up-regulovana v plazmé u pacientd s diftizni fibrézou
myokardu (Fang a kol. 2015). U pacientek s diagnostikovanym GDM je miR-17-5p
signifikantné up-regulovana v plné periferni Zilni krvi v pritbéhu téhotenstvi, ale 1 postpartum

3-11 let po porodu (Cao a kol. 2017, Hromadnikové a kol. 2020)

U pacientt s plicni arteridlni hypertenzi je popsana mutace v BMPR2 (receptor typu II
pro kostni morfogeneticky protein). BMPR2 je ¢lenem rodiny TGF-B (transformujici rlstovy
faktor) exprimované na povrchu endotelialnich bun¢k a bunék cévni hladké svaloviny v plicich.
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Lécba pomoci antagomiR-20a, které specificky vyvazuji miR-20a, méla za nasledek obnoveni

hladin BMPR?2 v plicnich cévach a zabranéni vaskularni remodelace (Brock a kol. 2012).

Diabeticka retinopatie je onemocnéni ocni sitnice, které je disledkem celkového
postizeni cév vyzivujicich sitnici a je zdroveil jednou z nejcastéjSich pficin slepoty. Pii diabetu
dochazi k up-regulaci miR-20b-5p, coz ma za nasledek proliferaci, migraci a formaci lidskych
mikrovaskularnich endotelidlnich bun¢k retiny. Nékteré molekuly se mohou chovat jako
,»houby* a vychytavat specifické miRNA. Pii diabetu je v mikrovaskuldrnich endotelidlnich
bunkach retiny down-regulovan circDNMT3B, ktery vychytava pravé miR-20b-5p. Pokud ale

dochazi k jeho nadmérné expresi, jsou Skody na zraku zmirnény (Zhu a kol. 2019).

Vedle Zen s anamnézou GDM (Hromadnikovd a kol. 2020), je miR-21-5p
up-regulovana i u pacientii se srde¢nim selhanim a hraje roli v dalSich kardiovaskularnich
onemocnénich jako je srde¢ni fibréza, hypertrofie a ischemicka choroba srde¢ni (Zhang a kol.
2017, Kura a kol. 2020). U miR-21 koreluji hladiny v plné periferni zilni krvi a koronarnich
zildch s mirou zévaznosti progndzy u pacientli se srdecnim selhdnim. Datilo se rovnéz

predpovidat, zda bude pacient znovu hospitalizovan s identickou diagnézou (Zhang a kol.

2017).

MiR-21-5p a miR-26a-5p jsou up-regulovany v krevnim séru u infarktu myokardu
(Velle-Forbord a kol. 2019). Bylo zjisténo, ze miR-26a-5p také reguluje expresi genu ULK1
(kindza aktivujici autofagii jako unc-51), ktery je klicovym komponentem signaliza¢ni drahy
autofagie. Pokud dochazi k nadmérné expresi miR-26a-5p v srde¢nich fibroblastech, je snizena
exprese ULK1 a naopak. MiR-26a-5p se taktéZ vaze piimo na 3’UTR mRNA ULKI, ¢imz
muze dand miRNA regulovat autofagii u srde¢nich fibroblastli, coz mize hrat roli v srde¢ni

fibroze (Zheng a kol. 2018).

Nadmeérna exprese miR-29a-3p v atridlnich myocytech zplsobuje sniZenou expresi
genu CACNAI1C (podjednotka alfal C pro vapnikovy napétove tizeny kanal) tim, Ze se vaze
na jeho 3’UTR mRNA. Protein CaV1.2 kdédovany CACNA1C je al-podjednotka vapnikového
kanalu L-typu, ktery se nachazi priméarné€ na T-tubulech ve svalech. Dysregulace CACNAI1C je
zodpovédna za vznik fibrilace sini, jelikoZ snizend denzita téchto vapnikovych kanali je

pozorovana u pacientl s touto diagnézou (Zhao a kol. 2016).

MiR-103a je up-regulovana v plazmé a hraje dualezitou roli v regulaci homeostazy
glukoézy u pacientli s DM 2. typu. MiR-103a se vaze na 3°’UTR mRNA kaveolinu-1, tim padem

hladiny miR-103a negativné koreluji s hladinami plazmatického membranového proteinu
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kaveolinu-1. Kaveolin je jeden ze strukturnich a regulac¢nich proteinii kaveol. Kaveoly jsou
znamé tim, ze se Uc€astni signalni transdukce mnoha molekul, metabolismu lipidti a endocytozy.
Nekteré studie popsaly, ze Cav-1 participuje na vyvoji DM 2. typu u obéznich jedincti (Cohen
a kol. 2003, Briand a kol. 2011, Luo a kol. 2019).

U pacientd s akutni ischemickou cévni mozkovou pithodou je signifikantné
up-regulovana miR-125a-5p, miR-125b-5p a miR-143-3p v plazm¢. Hladina miR-125b-5p a
miR-143-3p se navraci do normalnich hodnot jiz béhem dvou dnii po akutni ischemické cévni
mozkové piihod¢, avSak hladina miR-125a-5p zGstava zvysSend po delsi dobu. Expresni profil
kombinace téchto 3 miRNA je specificky pro toto onemocnéni a epigenetické profily téchto
3 kardiovaskularnich miRNA se lisi od epigenetickych profili pacientii s cévni mozkovou
ptihodou a infarktem myokardu, ¢imz maji vysoky potencial jako kardiovaskularni biomarkery

(Tiedt a kol. 2017).

Mezi 8 miRNA (miR-30c-5p, miR-452-5p, miR-452-5p, miR-126-3p, miR-130b-3p,
miR-148a-3p, miR-let-7a-5p, miR-let-7g-5p), které byly up-regulovany u pacientek s GDM
v endotelidlnich buikidch v pupecniku, najdeme i miR-130b-3p. U bunék transfekovanych
miR-130b byl deficit katalytickych podjednotek AMP-aktivované proteinkinazy ol
(AMPKal). AMPKal je také sniZzena v placenté a v bunécné linii trofoblastu u pacientek
s GDM. Zajimavé je, ze i u déti zen s GDM byla pozménéna exprese téchto miRNA in utero, a
tyto déti maji sniZenou B-oxidaci mastnych kyselin. Pokles AMPKal, zprostfedkovany
miR-130b, je tedy potencialnim mechanismem, jakym miiZze byt ovlivnéna metabolicka aktivita

u déti z t€¢hotenstvi, ve kterych matka byla diagnostikovana s GDM (Tryggestad a kol. 2016).

Hladiny miR-181a-5p, detekované v plazm¢ ihned po pifijmu do nemocnice, byly
zvysSené u pacientli, diagnostikovanych s akutnim infarktem myokardu, oproti skupiné
s nestabilni anginou pectoris (NAP). NAP povazujeme za nové vzniklou bolest na hrudi nebo
zhorSeni stdvajicich bolesti. MiR-181a-5p se zapojuje do regulace oxidativniho stresu
(nadbytek kyslikovych radikalt), ktery hraje dtlezitou roli v remodelaci bun¢k myokardu
(v€etné bunétné smrti), coz vyusti v neschopnost kontrakce béhem infarktu myokardu (Zhu a

kol. 2015, Magenta a kol. 2016).

V nékolika studiich jiz byla miR-221-3p dana do souvislosti s aterosklerdzou, ale presny
mechanismus zustdval neobjasnén. Zhuang a kol. (2019) zjistili, Zze cilem této miRNA je
disintegrin a metaloprotedza-22 (ADAM22). Umlc¢eni ADAM22 u makrofagi vedlo ke snizené

tvorbé pénovych bunck a apoptdze a pfi transfekci miR-221-3p byla vyrazné snizena tvorba
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pénovych bunck a exprese lipidovych biomarkert; po piidani inhibitoru nastal opacny efekt.
Na patogenezi aterosklerdzy se podili vice po sobé jdoucich udélosti, vedoucich k rozvoji
chronického zanétlivého procesu stény arterii, coz je odpovéd’ na hemodynamické poskozovani
cévni stény v nejvice namahanych mistech. Aktivované endotelové buiiky pfitahuji do mista
1éze monocyty/makrofagy a T-lymfocyty z krevni cirkulace apod. Subendotelovy prostor
se postupné zvétSuje a souCasne¢ dochazi ke zvySeni permeability endotelové vystelky,
coz umoznuje pronikani lipoproteinovych ¢astic do tohoto prostoru. Uvolnény cholesterol je
pohlcovan makrofagy za vzniku pénovych bunék. Sténa cév se v misté poSkozeni ztlustuje
a dostava prokoagulacni vlastnosti. Cely proces kon¢i tvorbou aterdémového platu.

U miR-221-3p bylo navic zjisténo, Ze inhibuje i apoptézu u makrofagh (Zhuang a kol. 2019).

Je mozné, ze miR-499a-5p ma protektivni ucinky pii ischemicko-reperfiuznim
poskozeni myokardu. MiR-499a-5p m4 nizké hladiny u kardiomyocyti za stavu hypoxie
iutéch reoxygenovanych. Jeji nadmémé exprese vede k poklesu aktivity laktatové
dehydrogenédzy (LDH) a apoptdzy tim, ze dochdzi k inhibici CD38 (klastr diferenciace 38) a
potazmo k redukci rozsahu poSkozeni bunék myokardu zptisobené¢ho anoxii nebo reoxygenaci

(Zhao a kol. 2020).

Pozménény expresni profil kardiovaskularnich miRNA, které byly up-regulovany u Zen
s anamnézou GDM, je spojovan i s dal§imi kardiovaskularnimi patologiemi. Je tedy ziejmé, Ze
zeny, které vminulosti prodélaly GDM, maji pozménény epigeneticky profil
kardiovaskularnich miRNA, a tim padem mohou mit zvySené riziko kardiovaskularnich

onemocnéni.

Navic byla jiz zjiSténa up-regulace kardiovaskularnich miRNA v plné periferni zilni
krvi u26 z29 vtéto praci zkoumanych miRNA (miR-1-3p, miR-16-5p, miR-17-5p,
miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-24-3p, miR-26a-5p, miR-29a-3p,
miR-100-5p, miR-103a-3p, miR-125b-5p, miR-126-3p, miR-130b-3p, miR-133a-3p,
miR-143-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-181a-5p, miR-195-5p, miR-199a-5p,
miR-221-3p, miR-342-3p, miR-499a-5p, miR-574-3p) u pacientek s anamnézou GDM na
vétsim souboru Zen (Hromadnikova a kol. 2020). Je ziejmé, Ze kdyby byla moje diplomova
prace provedena na vétSim souboru Zen, projevil by se rozdil mezi pacientkami s anamnézou
GDM a fyziologickym priibéhem téhotenstvi u vice miRNA, a to nejen v plné periferni zilni

krvi, ale ziejmé 1 v plazmatickych exozomech a plazmé.
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Je mozné, Ze zména expresnich profili v plné periferni zilni krvi odrézi systémovou
komplexni reakci jedince na zmény, odehravajici se v organismu, a ty jsou pak pfitomny i u Zen
s anamnézou té¢hotenskych komplikaci postpartum. Plna periferni zilni krev proto piedstavuje
vyborny biologicky material pro monitoring zmén genové exprese intracelularnich miRNA,
zatimco v plazmé a plazmatickych exozoémech se mohou 1épe projevit zmény genové exprese
extracelularnich miRNA z dalSich orgéant, které je secernuji do krevniho ob¢hu (plice,

srdce atd.).

Identifikace rizikovych faktorti kardiovaskuldrnich onemocnéni vyrazné napomaha
predikci kardiovaskuldrnich onemocnéni. I kdyZ v posledni dekadé, predevsim diky GWAS
(celogenomové asociacni studie), doslo kidentifikovani novych genti a jejich variant
asociovanych s témito kardiovaskularnimi onemocnénimi, stale existuji rizikovi jedinci, které
tento systém nezachyti (Vrablik a kol. 2021). Vé&tSinou také neni dysregulovana pouze jedina
miRNA, coZ souvisi s tim, Ze je vétsina onemocnéni multifaktorialné podminéna. Casto je proto
lepsi pouzit jako biomarker sérii miRNA dysregulovanych pii dané diagndze napft. jeste

v kombinaci s dal§imi markery (Fang a kol. 2015, Velle-Forbord a kol. 2019).
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11 Souhrn

Ve své diplomové praci jsem analyzovala expresni profil 29 kardiovaskularnich miRNA
ve 3 biologickych zdrojich — v plné periferni zilni krvi, plazmé a plazmatickych exozémech.
Nasledné jsem zkoumala korelace mezi hladinami vybranych miRNA v plné periferni zilni
krvi, plazmé a plazmatickych exozdémech. V ramci téchto zdrojii jsem porovnavala 2 skupiny
zen. Obé skupiny tvorily mladé Zeny a zeny stfedniho véku, které byly 3-11 let po porodu. Prvni
a kontrolni skupinou byly Zeny, u nichz t€hotenstvi probihalo fyziologicky. Druhou skupinou

byly Zeny, které¢ prodélaly GDM.

Na celém souboru zen s anamnézou FG a GDM byla zaznamenana zvySena genova exprese
vétSiny testovanych kardiovaskuldrnich miRNA v plné periferni zilni krvi v porovnéni
s plazmou ¢i plazmatickymi exozémy, kromé miR-23a-3p v plazmé ve skupiné s anamnézou
FG, miR-199a-5p a miR-499a-5p v plazmé a miR-499a-5p v plazmatickych exozémech
ve skupiné s anamnézou GDM. Na celém souboru zen sanamnézou FG a GDM byly
zaznamenany vyS$si expresni hladiny vétSiny miRNA v plazmé v porovnéni s plazmatickymi
exozomy, s vyjimkou miR-126-3p (cely soubor FG a GDM dohromady) a miR-199a-5p
(skupina s anamnézou GDM), kde byla detekovéana vyssi hladina v plazmatickych exozomech
ve srovnani s plazmou. Je tedy patrné, ze se hladiny miRNA mezi zkoumanymi biologickymi
v ptipad€ plné periferni Zilni krve a v pfipad¢ plazmy a plazmatickych exozémi o miRNA

extracelularni.

Na celém souboru Zen s anamnézou FG a GDM byla zaznamenana slaba negativni
korelace mezi plnou periferni zilni krvi a plazmou pouze u miR-23a-3p a miR-29a-3p.
U miR-100-5p a miR-195-5p byla zaznamenéna rovnéZ slabd negativni korelace, avSak mezi
plnou periferni Zilni krvi a plazmatickymi exozémy. U miR-16-5p, miR-17-5p, miR-20b-5p a
miR-92a-3p byla naopak zaznamenana slaba pozitivni korelace mezi plazmatickymi exozomy
a plazmou. MiRNA jsou pravdépodobné specificky vybirdny do extracelularnich vezikuld.
Expresni hladiny extracelularnich miRNA v plazmé& v§ak nemusi nutné odrazet expresni profil
intracelularnich miRNA v plné periferni Zilni krvi, nebot’ extracelularni vezikuly v plazmé

mohou byt secernovany riznymi organy.

Ze vSech 3 zdroji miRNA bylo zachyceno nejvice zmén expresnich profilit v plné

periferni Zilni krvi u pacientek s anamnézou GDM v porovnani s Zenami s anamnézou FG, coZ
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ziejm¢e odrazi komplexni systémovou reakci organismu na zmény, které nastaly v disledku
klinické manifestace GDM. U 12 miRNA (miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p,
miR-26a-5p, miR-29a-3p, miR-103a-3p, miR-125b-5p, miR-130b-3p, miR-181a-5p,
miR-221-3p, miR-499a-5p) z 29 testovanych byla zjiSténa up-regulace u Zen s anamnézou
GDM. U plazmatickych exozému byla up-regulovana pouze miR-181a-5p a v ptipad¢ plazmy

pouze miR-499a-5p u pacientek s anamnézou GDM.

Zvysené¢ hladiny miRNA jsou asociovany scelou fadou kardiovaskularnich
onemocnéni, a proto je zfejmé, ze existuje u Zen s anamnézou GDM zvysSené kardiovaskularni
riziko a bylo by vhodné tyto Zeny zatadit do programu primarni preventivni péce. Epigenetické
zmeény, navozené klinickou manifestaci GDM, ziejm¢ pretrvavaji i nékolik let po porodu a je

otazkou, zda jsou pfenaSeny napiic¢ generacemi.
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