Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Antropologie a genetika ¢lovéka

Bc. Veronika Marvanova

Postpartalni expresni profil kardiovaskuldrnich microRNA ve vztahu
k tehotenskym komplikacim — studie matek 3-10 let po porodu

Postpartal expression profile of cardiovascular microRNAs with regard to
occurrence of pregnancy-related complications — study on mothers 3-10 years
after the delivery

Diplomova prace

Vedouci prace: prof. RNDr. Ilona Hromadnikova, PhD.
Praha, 2018



Cestné prohlasenf

Prohlasuji, Ze jsem svou diplomovou praci na téma: ,,Postpartalni expresni
profil kardiovaskuldrnich miRNA ve vztahu k té¢hotenskym komplikacim — studie
matek 3-10 let po porodu* zpracovavala samostatné¢ pod dohledem vedouciho
prace. K vypracovani byla pouZzita dostupna odborna literatura, kterd je ve vSech
ptipadech fadné citovana a v zavéru shrnuta do seznamu literatury. Dale prohlasuji,
Ze pii zpracovavani nebyla porusena autorska prava tietich osob. Tato prace, ani
jeji podstatnd cast také nebyla predloZzena k ziskani stejného, ani jiného

akademického titulu.
V Praze dne 23. 4. 2018

Podpis:




Podékovani:

Réda bych touto cestou podekovala vedouci mé prace prof. RNDr. Iloné
Hromadnikové, Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady a pfipominky a cas, ktery mi
vénovala pfi vypracovavani mé diplomové prace. Stejné tak bych rada podékovala i
kolegynim z laboratofe, a to zvlast¢ Mgr. Katefin€é Kotlabové, PhD. za trpélivost a

ochotnou pomoc pii praci v laboratofi i zpracovavani dat a vysledkd.



Abstrakt

Tato studie se zabyva genovou expresi kardiovaskuldrnich microRNA
v periferni krvi matek po porodu. MiRNA jsou kratké nekddujici RNA, které se
vyznamné podileji na posttranskripénich tpravach mRNA a tim reguluji expresi
genti napfi¢ biologickymi procesy. Dysregulace miRNA provazeji rtzné
patologické d¢je, diky ¢emuz se otevira cesta ke snazsi diagnostice a potencialné i

1é¢bé onemocnéni pomoci manipulace s genovou expresi miRNA.

Cilem této prace bylo vysledovat, jak zavisi exprese cirkulujicich miRNA
asociovanych s kardiovaskularnim rizikem na pribéhu téhotenstvi a manifestaci
riznych téhotenskych komplikaci. Za timto Gcelem byla zkouména periferni krev
221 matek s odstupem 3-10 let od porodu, pficemz pacientky se shodnou
téhotenskou komplikaci byly vzdy porovnavany se skupinou pacientek
s fyziologickym pribéhem gravidity. Genova exprese 29 kardiovaskularnich
miRNA v periferni krvi byla stanovena pomoci reverzni transkripce a kvantitativni

PCR v realném case.

Bylo potvrzeno, ze profil genové exprese miRNA se u jednotlivych diagnéz
t€hotenskych komplikaci 1i$i od expresniho profilu fyziologickych kontrol. Také
jsme prokazali, Ze profil miRNA matek s odstupem 3-10 let od porodu je odlisny
od profilu pravé tehotnych Zen s totoznou diagnézou tchotenské komplikace, a
tudiz se s odstupem od porodu méni i1 mira rizika vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni. Té&hotenské komplikace skrze dysregulaci profilu miRNA tedy

ovlivityji kardiovaskularni systém matek i s odstupem od porodu.

Zjisténé udaje maji velky potencial pro budouci diagnosticko/prognostické
vyuziti. MiRNA by se mohly stit novymi markery pro kardiovaskularni
onemocnéni. Matkdm s prodélanou téhotenskou komplikaci pak mohou hladiny
genove exprese téchto miRNA poskytnout cennou informaci o tom, jak prabéh
téhotenstvi ovlivnil jejich kardiovaskularni systém a jaké maji riziko vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni.
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Abstract

The aim of this study was to investigate gene expression of cardiovascular
miRNAs in peripheral blood of mothers after delivery. MiRNAs are small non-
coding RNAs, which significantly modulate posttranscriptional adjustments of
mRNA and thus regulate gene expression across biological processess.
Dysregulation of miRNAs is associated with many pathological phenomena, thanks
that we can use them for diagnosis and potentionaly we can treat these diseases by

the manipulation of miRNA gene expression.

We examined gene expression of circulating miRNAs associated with
cardiovascular diseases, and we investigated, how the expression profile depends
on pregnancy course and manifestation of pregnancy-related complications. For
this purpose we examined material from 221 mothers 3-10 years after delivery. A
group with identical pregnancy-related complication was always compared with a
group of mothers after physiological pregnancy. Gene expression of 29
cardiovascular miRNAs in peripheral blood was studied using reverse transcription

and quantitative real-time PCR.

It was confirmed, that the expression profile of miRNAs differed between
pregnancy-related complications and physiological controls. We also confirmed,
that the profile of gene expression discovered at mothers 3-10 years after delivery
was different from that found in pregnant women with the same diagnosis. As the
expression profile is changing, the risk of the development of cardiovascular
disease alsochanges after the delivery. Therefore, pregnancy related complications,
due to dysregulation of miRNA profile, highly affect mothers cardiovascular

system even years after delivery.

The experimental data we have acquired have enormous potential for future
diagnostic and prognostic utilization. MiRNAs may become a modern diagnostic
markers of cardiovascular diseases. For mothers after pregnancy-related
complications the information concerning the cardiovascular state based on miRNA

expression profile can be very valuable. This could reveal, how pregnancy course



influences mothers cardiovascular system, and how high is their own risk of later

development of cardiovascular diseases.
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hypertension, preeclampsia, fetal growth restriction
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka plné znéni v ceském jazyce plné znéni v anglickém jazyce
Ago Argonaut protein Argonaute protein
BCL6 B-cell lymphoma 6 protein B-cell lymphoma 6 protein
BMI index télesné hmotnosti body mass index
CAD onemocnéni koronarnich tepen coronary arthery disease
cDNA komplementarni DNA complementary DNA
CNS centralni nervovy systém central nervous system
CRP C-reaktivni protein C-reactive protein
CcT vypocetni tomografie computed tomography
Ct prahova hodnota threshold
diseminovana intravaskularni
DIK koagulace disseminated intravascular coagulation
DM diabetes mellitus diabetes mellitus
DNA deoxyribonukleova kyselina deoxyribonucleid acid
DNTP deoxyribonukleotid trifosfat deoxyribonucleotide triphosphate
DVT hluboka Zilni trombdza deep venous thrombosis
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova ethylenediaminetetraacetic acid
EFW vahovy odhad plodu estimated fetal weight
EKG elektrokardiogram electrocardiogram
EL buffer erytrocytovy lyzacni pufr erythrocyte lysis buffer
EPC endotelova progenitorova burika endothlial progenitor cell
FG fyziologicka gravidita physiological gravidity
FGR fetdlni rlstova restrikce fetal growth restriction
GDM gestacni diabetes mellitus gestational diabetes mellitus
GH gestacni hypertenze gestational hypertension
HAK hormonalni antikoncepce hormonal contraception
hemolyza, zvySené jaterni enzymy, | hemolysis, elevated liver enzymes, low
HELLP snizené krevni desticky plateletes
ICMP ischemickd cévni mozkova prihoda acute ischemic stroke
IHD ischemickd choroba srdecni ischemic hearth disease
IUGR intrauterinni rlstova restrikce intrauterine growth restriction

kreatinkinaza
MB

myokardialni izoenzym

myocardial isoenzyme

LDL

lipoprotein s nizkou hustotou

low density lipoproteine
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MGB minor groove binder minor groove binder

ICAM mezibunécna adhezni molekula intercelluar adhesion molecule

IM infarkt myokardu myocardial infarction

MEF myocyte enhancer factor myocyte enhancer factor

MmRNA messenger RNA messenger RNA

miRNA mikroRNA microRNA

NFQ ne fluorescentni zhasec non-fluorescent quencher

NTC negativni kontrola bez templatu no template controll

PE preeklampsie preeclampsia

poly (A) poly(A) konec poly(A) tail

PCR polymerazova fetézova reakce polymerase chain reaction

RNA ribonukleova kyselina ribonucleide acid

RNAI RNA interference RNA interference

RISC RNA induced silencing complex RNA induced silencing complex

RLT RNA lyzacni pufr RNA lysis buffer

RT reverzni transkripce reverse transcription

SGA maly ke gestaénimu véku short to gestational age

single-photon emission computed

SPECT jedno-fotonova vypocetni tomografie | tomography

SRF serum responsive factor serum responsive factor

TNF tumor nekrdzni faktor tumor necrosis factor

UNG uracil — N — glykosylaza uracil — N — glykosylase

UTR nepreklddana oblast untranslated region

uv ultrafialové svétlo utraviolet light

VCAM vaskularni adhezni molekula vascular cell adhesion molecule

VEGF vaskularni endotelialni rGstovy faktor |vascular endothelial growth factor
burika/y hladkého svalstva cévni

VSMC stény vascular smooth muscle cell

VTE Zilni tromboembolismus venous thromboembolism
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1. Teoreticky Uvod

1.1 MicroRNA

1.1.1. Obecné informace

MicroRNA, zkracené ,, miRNA®“ jsou jednovldknové nekodujici tseky
RNA, jejichz délka se pohybuje v rozmezi 20-24 nukleotidi (Bartel et al., 2004),
ale u jednotlivych miRNA muze jejich délka vykazovat i mirnou heterogenitu
(Starega-Roslan et al., 2010). Prekurzory miRNA vznikaji transkripci z DNA
v jadfe bunék, ve finalni podobé se pak miRNA vyskytuji v cytoplasmé (Bartel et
al., 2009; Dangwal et al., 2011; Calin et Croce, 2006; Elton et al., 2011). Jejich
hlavni znama funkce je regulace genové exprese pres vazbu na mRNA (messenger
RNA), coz uréuje roli miRNA ve vétSin€ biologickych procest, jako je diferenciace
a proliferace bunék, jejich vyvoj, migrace, apoptdza (Bartel et al., 2009), odpoveéd
na stresové situace, nebo tumorigeneze (Cordes et Srivastava, 2009). Studie na
zvitecich modelech dokonce prokazaly, ze nékteré fundamentélni procesy jsou na

miRNA absolutné zavislé (Small et Olson, 2011).

Jako prvni byly objeveny miRNA lin-4 a let-7 u Caenorhabditis elegans
(Lee et al., 1993), dnes jsou jich popsany tisice u obratlovcl, much, cervi, rostlin i
vird. Pro vys§i efektivitu vyzkumu, zabranéni piekryvu vyzkumid ridznych
védeckych tyml a zachovani unikatnich pojmenovani jednotlivych miRNA je od
roku 2004 vytvotfena vefejné ptistupna aktualni databaze (Griffiths-Jones, 2004).
Mnozstvi informaci stale nartistd. Napiiklad v této databazi ,,miRBase™ dostupné
z odkazu http://www.mirbase.org/ je mozné nalézt vSechny publikované sekvence
jednotlivych miRNA u rGznych organismu, dale pfesné pojmenovani miRNA,
jejich prekurzory, lokaci na chromozomu a anotace. Pro lidské miRNA se pouziva
oznaceni ,.hsa* (Homo sapiens) a kazda miRNA ma své piifazené Cislo, zapisujeme
napt. ,.hsa-miR-1% (Griffiths-Jones et al., 2006). Podle chromozomu, ze kterého
byly miRNA transkribovany se také rozd¢luji do klastrt. Naptiklad zkratka
CI9MC znaci klastr miRNA nachdzejici se na chromozomu 19 (chromosome 19
miRNA cluster), ktery je 100 kilobasi dlouhy a transkripci z této oblasti vznika 46
pre-miRNA (Bentwich et al., 2005).
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Jelikoz jsou miRNA distribuovany pravdépodobné ve vSech tkanich, mohou
potencidln¢ hrat klicovou roli ve fyziologii a patofyziologii téméef vSech
organovych soustav (Dangwal et al., 2011) a proto jsou v poslednich letech velmi
diskutovanym tématem (Elton et al., 2011). Jednim z hlavnich proudi je zkoumani
funkce riznych miRNA v kardiovaskularnim systému clovéka (Cordes et
Srivastava, 2009; Dangwal et al., 2011; Ono et al., 2011; Nishiguchi et al., 2015;
Fernandes-Hernando et Baldan, 2013; Elton et al., 2011). Dnes je jiz prokazan
jejich vliv jak pii vyvoji kardiovaskularni soustavy, tak pii vzniku nékterych
onemocnéni, naptiklad fibrozy srdce, nebo arytmie (Lin et al., 2009; Van Rooij et

al., 2008 b).

Existuje vSak mnoho ptekazek, které limituji aplikacni potencial miRNA.
Za prvé se u lidského genomu piedpoklada, ze koduje vice nez 2 700 riznych
miRNA (http://www.miRbase.org/). Druhym problémem hned za mnoZzstvim
miRNA je fakt, ze kazda z t€chto miRNA miize ovliviiovat Siroké spektrum mRNA
a zaroven vetsi mnozstvi riznych miRNA muze cilit na tutéZ mRNA. Regulace je
tedy natolik komplexni, ze navzdory intenzivnimu vyzkumu je velice tézké objasnit
mechanismy fungovani konkrétnich miRNA v konkrétnich procesech (Cordes et

Srivastava, 2009; Dangwal et al., 2011; Nishiguchi et al., 2015).

1.1.2. Biogeneze miRNA

Vznik miRNA zacina transkripci z DNA pomoci RNA polymeréazy II, ¢imz
vznikd primarni transkript, jako prvni prekurzor. Sekvence pro vznik miRNA ma
bud’ vlastni promotor a ostatni regulacni oblasti a miRNA pak vznikd nezavisle,
nebo se nachdzi v intronech protein-kodujicich genti. Post-transkripénimi Gpravami
vysttizené introny jsou pak v téchto pfipadech pouzity jako zdklad pro miRNA
(Bartel et al., 2004). Tyto miRNA transkribované spolecné¢ s mRNA kodujici
protein pak Casto ovliviiuji expresi pravé t€ mRNA, ktera vznikla prfepisem ze

stejného genu (Fernandes-Hernando et Baldan, 2013, Small et Olson, 2011).

Prvni prekurzor miRNA vznikly pfepisem z DNA se nazyva pri-miRNA.
Pri-miRNA je dlouhd v rozmezi stovek nukleotidii az po n€kolik kilobasi, byva

typicky usporadana do struktury zvané ,,stem-loop* (stonek a smycka) a na 5" konci
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je krytd poly-(A) koncem (Cordes et Srivastava, 2009). Neni vyjimkou, ze jedna

pri-miRNA da findln¢ vzniknout vice funkénim miRNA (Siomi et Siomi, 2010).

Dalsi Gpravy miRNA odehrévajici se v jadfe bunky se ucastni takzvany
»Microprocessing complex®. Ten se skladd z enzymu DROSHA, proteinu PASHA
a dalsich kofaktori. DROSHA je enzym z III. fady RNaz a specificky reaguje s
dvouvlaknovymi molekulami RNA. Gen pro tuto nukledzu se nazyva DROSHA
(dtive RNASEN) a u ¢lovéka je lokalizovan na 5. chromozomu. PASHA (jinak také
DGCRS8 — Di George syndrome critical region 8) je proteinova doména, kterd je
schopna vazat dvouvlaknové molekuly RNA. Na ptitomnosti obou hlavnich domén
je funkce ,,Microprocessing complexu* absolutné zavisld. Tento komplex navaze
molekulu pri-miRNA a sestfihne ji, ¢imz vznika pre-miRNA. Pre-miRNA byva
dlouha okolo 70 nukleotidd a stale ji zistdva struktura stem-loop (Denli et al.,

2004).

V podobé pre-miRNA je budouci miRNA transportovana skrz jadernou
membranu do cytoplasmy. K tomu je vyuzivan transportni receptor exportin-5,
ktery rozpozna pre-miRNA pomoci 2-3 basi, které ziistavaji jako ,,pfevis® na konci
molekuly po sestfihu enzymem DROSHA. Pre-miRNA se skrz exportin-5 dostava

ven z jadra a v cytosolu pokracuje jeji Gprava (Siomi et Siomi, 2010).

Posledni upravu tykajici se délky vznikajici miRNA ma na starosti dalsi
komplex enzymu a vazebného proteinu. Jedna se o Dicer — enzym z III. fady RNéz,
ve spolupraci s proteinem TRBP/PACT. Tento komplex zkracuje molekulu na
finalni délku, tedy 20-24 nukleotidi, s dvou-nukleotidovym ptesahem na
3’koncich. Tim vznikd finalni dvouvldknovd miRNA, mezi jejimi vlakny vSak

nemusi byt plnd komplementarita (Carthew et Sontheimer, 2009).

Dvouvlaknova miRNA jesté neplni svoji funkci regulace genové exprese.
Asymetrie v relativni termodynamické stabilit¢ 5” konct vldken vede k tomu, Ze
méng¢ stabilni vldkno (guide strand) se prednostné vaze s RISC komplexem (RNA
Induced Silencing Complex) a druhé vlakno (passenger strand) vétSinou degraduje,
v nékterych piipadech se vSak také muize vazat na RISC (Cordes et Srivastava,

2009; Siomi et Siomi, 2010). Potom se za ndzev miRNA ptidava ,,5p* pro vlakno,
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které obsahuje 5 konec plvodni struktury stem-loop a ,,3p“ pokud obsahuje
ptvodni 3" konec. Teprve komplex RISC s navazanym vlaknem miRNA (miRISC)

je funkénim nastrojem regulace genové exprese (Fabian et Sonenberg, 2012).

Zakladem RISC je Argonaut protein (Ago), ktery tvofi jadro komplexu a
vaze na sebe finalni vldkno miRNA, napomdhd stabilit¢ vldkna a udrzuje ho
v konformaci vhodné k navazani na cilovou mRNA. V lidském téle se nachazi 8
typt proteinu Ago, pfiCemz k expresi Ctyf znich (hAgol — hAgo4) dochazi
v Sirokém spektru tkani a bunéénych typli (Azuma-Mukai et al.,, 2008).
Nejdulezitéjsimi castmi Ago jsou domény PAZ, MID a PIWI. PAZ doména je blize
N-terminalnimu konci proteinu a vaze 3 ’konec vedouciho vlakna miRNA, doména
MID véze 5'konec vldkna. PIWI doména tvoifi C-terminalni konec proteinu Ago,
interaguje s 5'fosfatovym koncem vldkna a u Ago2 pomaha hydrolyticky S$tépit
cilovou mRNA. Zvlastnosti je, ze baze 11-18 navazané miRNA nejsou k Ago
proteinu pevné navazany, ¢imz pravé Ago protein pravdépodobné ovlivituje délku
pfistupné ¢asti miRNA. Mimo protein z rodiny Argonautli obsahuje RISC 1 dalsi
pomocné molekuly, ale Ago je pro jeho funkci naprosto zdsadni (Wang et al.,

2008).
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VIdkno miRNA jako soucast komplexu RISC je pIn¢ funkéni nastroj
k regulaci genové exprese, ktery dokdze zasadné modulovat miru syntézy fady
proteind a tim zasahovat do biologickych procesti v celém lidském téle (Nishiguchi
et al.,, 2015; Dangwal et al., 2011). Cely proces biogeneze miRNA je pro

prehlednost zndzornén na obrazku 1.

Obrazek 1: Schéma biogeneze miRNA a pouzivanych vyzkumnych metod

miRNA biogenesis and function miRNA research tools
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Obrézek 1: Syntéza miRNA, zdroj Dangwal et al., 2011
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1.1.3. Mechanismus RNA interference

RNA interference (RNAi) je post-transkriptnim regulatorem genové
exprese, ktery funguje na Watson-Crickovském principu parovani basi mezi
vlaknem RNA v komplexu RISC a vlaknem cilové mRNA. Nésledkem RNAI je
zabranéni translace konkrétni molekuly mRNA bud’ pomoci destrukce messenger
RNA, nebo inhibici procesu translace kviili vazbé samotné (Cordes et Srivastava,

2009; Nishiguchi et al., 2015).

Pro navazani cilové kompatibilni molekuly mRNA je klicovy komplex
RISC, ktery vyuZiva hned dva systémy pro zvySeni u¢innosti. Za prvé pouziva
vy€nivajici budouci pérovaci oblast své miRNA jako iniciaéni sondu
k rozpoznavani cilii, zatimco cestuje prostiedim cytosolu buiky. Zaroven je
schopen pouze volné ptidruzovat potencialni cilové kratké RNA molekuly, provést
»scan“ cilovych vazebnych mist a tim ve velkém mnozstvi nevhodnych mRNA
rozpoznat specifické cilové mRNA vldkno. Diky témto mechanismim je lidska

miRNA navazana na komplex RISC schopna najit a navéazat svoji cilovou mRNA

témer 10x rychleji, nez by bylo mozné bez vazby na RISC (Ameres et al., 2007).

K vyhledani a vazbé na cilovou mRNA je pouzita jen volnd ¢ast vlakna
miRNA zvand ,,seed region®, kterd je pfichycena k proteinu Ago téméf vylucné
pomoci své fosfodiesterové opory a baze jsou z prostoru volné pfistupné (Ameres
2.-7.(8.) bazi (Bartel et al., 2009). Na tuto sekvenci se principem komplementarity
bazi navaze nejcastéji 3'UTR (3 'neptekladana oblast) cilové mRNA, ale k navazani
muze dojit i vjiném mist¢ (Siomi et Siomi, 2010). Je vSak typické, ze
komplementarita vldken miRNA a cilové mRNA nebyva tplnad. Pokud je shoda
absolutni a vazba vykazuje plnou komplementaritu, dochazi k destrukci molekuly
komplementarita bazi, kde dochézi k inhibici translace, ale nikoli k destrukci cilové

mRNA (Dangwal et al., 2011).
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Po navazani cilového vldkna mRNA je dal§im krokem mechanismus
inhibice translace. Pokud vykazuji vldkna plnou kompatibilitu v centralni casti
miRNA (nukleotid 9-11), pak muze byt cilova mRNA rozstépena endonukleazovou
aktivitou Ago2 proteinu. VétSina lidskych miRNA vSak postrada plnou
komplementaritu s mRNA v centrdlni oblasti a S$tépeni je mnohem
komplikovanéjsi. Ago protein je pak zaclenén do komplexu cytoplasmatickych P
télisek, kde dochazi k odstranéni poly(A) konce mRNA. Bez poly(A) konce je
mRNA méné stabilni a eventudlné muize dojit 1 k jejimu rozpadu. I pokud vSak
zlstane nerozstépena, nemiize mRNA bez poly(A) konce nasednout na ribozom, a

tudiz nemiize dojit k jeji translaci v protein (Fabian et Sonenberg, 2012).

Mechanismus RNA interference za ucasti miRNA utlumuje translaci a
snizuje genovou expresi napfi¢ lidskym organismem. Existuje fada vyzkumu, které
prokazuji, ze expresni profil urcitych miRNA v periferni krvi je specificky pro
rizna onemocnéni (Calin et Croce, 2006; Chan et al., 2010). Mezi jinymi je
naptiklad popsany i profil kardiovaskularnich miRNA exprimovanych v periferni
krvi t€hotnych zen s riznymi t€hotenskymi komplikacemi (Hromadnikové et al.,

2016).
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1.1.4. Vybrané miRNA a jejich mechanismy plsobeni v organismu

Je obecné znamo, ze rizné miRNA vykazuji zvySenou ¢i snizenou hladinu
v periferni krvi pacientd s riznymi kardiovaskuldrnimi onemocnénimi. Kazda z 29
miRNA zkoumanych v této praci ma sviij vlastni profil vyskytu snizenych ¢i
zvySenych hladin u riznych onemocnéni kardiovaskularniho systému, jako je
aterosklerdza, arytmie, srdecni hypertrofie, infarkt myokardu, trombotické stavy
nebo ischemicka choroba srde¢ni (Zhao et al., 2007; Wu et al., 2015; Pueyo et al,
2000; Tatsuguchi et al., 2007). Nize jsou uvedeny detailni informace o funkcich
vybranych miRNA a vyznamu jejich dysregulaci. Zakladni informace o vSech

miRNA zkoumanych v této studii pak shrnuje tabulka 1 (str. 23-24).

MiR-1 specificky exprimovana ve svalové tkani ma velky vyznam ve vyvoji
srdce a kardiovaskularniho systému. Experimenty na mysich modelech potvrdily,
ze dysregulace genové exprese miR-1 obéma sméry (down-regulace i up-regulace)
jsou neslucitelné se spravnym vyvojem kardiovaskuldrni soustavy. Pfi zvySené
expresi této miRNA v embryonalni fazi vyvoje se u mysi vyvinuly srdecni komory
se ztenCenymi sténami a tato vada vyustila v srde¢ni selhani (Zhao et al., 2005). U
modell s kompletné zablokovanou genovou expresi miR-1 se vyskytly dva odlisné
fenotypy. U poloviny téchto modelti byly pozorovany vazné defekty piepazky
odd¢lujici srde¢ni komory. U druhé poloviny modelt bez strukturdlnich abnormalit
srdce dochazelo k nahlym umrtim kviili chybné repolarizaci srdce a nedokonalému
vedeni vzruchil pfevodnim systémem srde¢nim (Zhao et al., 2007). Stejné&, jako ve
vyvoji kardiovaskularniho systému, miR-1 hraje roli pfi rozvoji fady
kardiovaskularnich onemocnéni. Jelikoz tato miRNA reguluje geny pro iontoveé
kanaly a geny pro proteiny klicové k mezibunécné komunikaci (KCNJ2 a GJAI),
genova exprese miR-1 limituje potencidl vzniku srde¢ni arytmie. Nadmérna genova
exprese této miRNA je mimo to pozorovdna u pacientdi s onemocnénim
korondrnich tepen a u zvifecich modeli s experimentdlné vyvolanym infarktem
myokardu (Yang et al., 2007), u lidskych pacientti s infarktem myokardu je také
pozorovana vyraznd up-regulace (Ai et al.,, 2010). U mySich modell je dale
prokazana souvislost genové exprese miR-1 s hypertrofii srdce. Mir-1 negativné
ovlivituje geny spojené s hypertrofii, jako je napiiklad gen pro cyklin-dependentni

kinazu 9. Proto byla u modela s hypertrofii pozorovana down-regulace miR-1
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(Sayed et al., 2007). Dalsi pozorovanou funkci miR-1 je naptiklad i regulace
genové exprese lidského genu EDN-1, ktery kéduje endotelin 1. Tento protein je
produkovan bunkami endotelu a mé& vasokonstrikéni ucinky, miR-1 zpusobuje

snizeni produkce tohoto endotelinu (Jacobs et al., 2013).

MiR-17 je miRNA pisobici jako regulator exprese fady gent v lidském
organismu. Jednou z klicovych funkci této miRNA je regulace bunécného cyklu, a
to pomoci usmérnovani exprese vice nez 20 gend, které fidi pfechod bunky z G1 do
S faze bunééného cyklu (Cloonan et al., 2008). Up-regulace miR-17 v lidskych
endotelovych bunkach také souvisi se zvySenou hladinou cytokinu TNF (tumor
nekrotizujici faktor) (Sudrez et al., 2010). MiR-17-5p je mimo to prokazateln¢ up-
regulovana u pacientl s akutni ischemickou cévni mozkovou piihodou, a to tak
vyrazné a stabilng, Ze je zvazovano jeji vyuziti jako biomarkeru tohoto onemocnéni
(Wu et al., 2015). Také je prokazana zvySena genova exprese miR-17 u pacientl
s hepatocelularnim karcinomem, u kterych je nadmérnd genova exprese miR-17
spojena se zhorSenou prognozou pieziti (Zheng et al., 2013). Oproti tomu snizeni
genové exprese miR-17 je pozorovano u pacient s onemocnénim koronarnich
tepen (Fichtlscherer et al., 2010). Down-regulace miR-17 je pozorovana naptiklad i
s vékem, coz pravdépodobné souvisi s jednou z cilovych molekul miR-17, kterou je
mRNA vznikajici transkripci genu pro inhibitor cyklin-dependentni kinazy
p21/CDKNI4. Cim méné je exprimovana miR-17, tim vice se tvofi tento inhibitor,
ktery zpomaluje bunéény cyklus (Hackl et al., 2010). MiR-17 m4 tedy rozporuplné
funkce, jelikoZ reguluje jak geny zplsobujici proliferaci, tak geny utlumujici
proliferaci. Stejné tak se uCastni regulace onkogenli i genil suprimujicich

tumorigenezi (Cloonan et al., 2008).
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MiR-155-5p je miRNA s mnoha funkcemi, kterd je exprimovana v buiikdch
endotelu, cévnich hladkosvalovych butikach, dendritickych buiikach, lymfocytech,
neutrofilech a makrofazich. Tato miRNA ma kontroverzni ulohu pfi aterosklerdze.
Nekteti autoti uvadéji, ze pusobi proti hromadéni plaku v cévach a tlumi zanétlivou
reakci organismu (Ma et al., 2013), jini uvadéji, ze piimo podporuje vznik
aterosklerdzy represi tvorby proteinu BCL6 v makrofazich (Nazari-Jahantigh et al.,
2012). Dysregulace genové exprese miR-155 je také popsana u pacientl
s hypertenzi. V systému renin-angiotenzin-aldosteron regulujicim krevni tlak je
hlavnim aktérem angiotenzin II, ktery mé velky vliv na vlastnosti endotelovych
bun¢k. Naptiklad u nich indukuje produkci adheznich molekul, jako jsou VCAM a
ICAM (vaskularni adhezni molekuly a intercelularni adhezni molekuly), a to tak, Ze
aktivuje transkripéni faktor, protein Ets-1 (Pueyo et al., 2000). Pravée tvorba faktoru
Ets-1 je vSak regulovana pomoci miR-155, nebo také miR-221 a miR-222, které
jsou exprimovany v buiikach endotelu. Nadmérna exprese miR-155 proto snizuje
tvorbu adheznich molekul a na endotelové bunky mé protektivni vliv (Zhu et al.,
2011). To muze byt divod, pro¢ je u pacientl s onemocnénim koronarnich tepen
pozorovana down-regulace miR-155 (Fichtlscherer et al., 2010). Oproti tomu ale
nektefi autofi uvadeji, ze up-regulace miR-155 je markerem endotelové dysfunkce.
MiR-155 totiz tlumi tvorbu endotelidlniho enzymu eNOS, ktery je klicovy pro
tvorbu oxidu dusnatého v endotelovych bunkach. Oxid dusnaty (NO) je dilezity
pro spravny tonus cév, a obecné pro spravnou funkci endotelu, jeho nedostatek je
proto bradn za negativni jev provazejici dysfunkci endotelové tkané (Sun et al.,

2012).

miR-499 je miRNA vznikajici z intronu lidského genu Myh7b, ktery nese
informaci pro tvorbu tézkého fetézce myosinu. MiR-499 je velice konzervativni
proliferace progenitorovych bunék kardiomyocytid a podpora diferenciace téchto
bunék (Chen et al., 2014). Obecné¢ miR-499 podporuje diferenciaci kmenovych
bunék srdce v maturované kardiomyocyty a tim napomahé zotaveni myokardu a
napravé piipadného poskozeni (Hosoda et al., 2011). Také je znadmo, Ze tato
miRNA svou ¢innosti zvySuje produkei transkripénich faktort, jako jsou naptiklad

SRF a MEF2. Tim zpuasobi v kardiomyocytech zvySeni exprese gent kodujicich
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kontraktilni proteiny cytoskeletu, jako jsou napiiklad aktinova filamenta, coz také
napomaha regeneraci (Wang et al.,, 2011). Je prokdzdno, Ze hladiny miR-499
cirkulujici v periferni krvi prudce nartstaji v souvislosti s infarktem myokardu. Jiz
jednu hodinu po prvnich ptiznacich bolesti na hrudi byla v krevni plasm¢ pacienti
s ndslednym akutnim infarktem myokardu vyznamné zvySena exprese této miRNA
a v pribéhu nasledujicich 9 hodin genova exprese stale postupné stoupala (Zhang et
al., 2015). Také je prokazano, Ze u nestabilni anginy pectoris nedochazi k elevaci
hladin miR-499. Nestabilni angina pectoris ma obdobné klinické symptomy jako
infarkt myokardu, ale nedochdzi pfi ni k Gplné obstrukci tepen, a tudiz ani k
nekroze srdecni tkané. Z periferni krve pacientd je tedy mozné analyzou genové
exprese miR-499 nestabilni anginu pectoris od infarktu myokardu rozeznat.
V neposledni fadé mnozstvi miR-499 v periferni krvi odrazi i miru poskozeni
myokardu. Expresni profil této miRNA tedy miize podat cennou informaci o
zavaznosti a rozsahu nekrdzy srde¢niho svalu pii infarktu myokardu, ale tieba i o
mife obstrukce korondrnich tepen pii onemocnéni koronarnich tepen (CAD) (Chen

etal., 2015).

Je klicové pochopit slozitou funkci, kterou kazdd miRNA ma, aby bylo
mozno vyuZzit jejich hladiny genové exprese jako neinvazivniho biomarkeru pro
rizna onemocnéni kardiovasularniho systému. MiRNA obecné maji v tomto sméru
obrovsky potencial vyuziti. V tabulce 1 je zndzornén souhrn vSech miRNA, jejichz
exprese byla v této studii zkoumdna. U kazdé z nich jsou rozvedené dopliujici
informace o funkci konkrétnich miRNA v lidském téle, které tkan€ a bunky je

exprimuji a jiz objevené konsekvence s kardiovaskularnimi onemocnénimi.
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Tabulka 1 (1. éast): Zkoumané kardiovaskularni miRNA a jejich funkce

Kardio-
vaskularni |Informace o funkcich a interakcich miRNA
miRNA
exprese ve svalovych builkach, experimentalni up-regulace u
onemocnéni  koronarnich cév a infarktu myokardu, anti-
miR-1-3p ateroskleroticky ucinek, zamezuje hypertrofii (Nishiguchi et al.,
2015); prodluzuje repolarizaci membrany builky
(Ono et al., 2011)
miR-16-5p |anti-angiogenni Gc¢inek, indukuje apoptézu (Cimmino et al., 2005)
exprese v buiikkach endotelu; reguluje angiogenezi (Suarez et al.,
miR-17-5p |2008) up-regulace u ischemické cévni mozkové piihody (Wu et al.,
2015), up-regulace u nadorovych onemocnéni (Zheng et al., 2013)
miR-20a-5p potlacuje angiogenezi, down-regulace pii hypoxii (Hua et al., 2006),
up-regulace u tumort (Dews et al., 2006)
kontroverzni role v nadorovych procesech, up-regulace u karcinomu
. zaludku (Xue et al., 2015), tumorsupresor pro karcinom ledvin (Li et
miR-20b-5p . . . ” .
al., 2016), suprimuje angiogenezi, down-regulace pii hypoxii (Hua et
al., 2006)
zvySuje proliferaci hladkosvalovych cévnich bunck; snizuje
miR-21-5p apoptdzu u vsech bunék cévni stény (Ji et al., 2007), snizuje rozsah
nekrézy u infarktu myokardu, up-regulace pii selhani srdce (Thum et
al., 2008)
miR-23a-3p |indukuje srdecni hypertrofii (Lin et al., 2009)
miR-24-3p exprese v endotelovych builkdch, reguluje jejich proliferaci,
diferenciaci, apoptozu a zanétlivou odpoveéd’ (Chen et Ou, 2016)
pfedpokladana tumor-supresorova miRNA, down-regulace u infarktu
miR-26a-5p |myokardu a u atrialni fibrilace, pozitivni t¢inek na kardiovaskularni
systém (Hsu et al., 2014; Liu et al., 2014)
exprese v cévnich hladkosvalovych bunikach, snizuje tvorbu elastinu
miR-29a-3p a kolagenu, up-regulace vékem a pii ateroskler6ze (Boon et al.,
2011), inhibice fibrézy okraji oblasti zasaZenych infarktem
myokardu (Van Rooij et al., 2008b)
exprese Vv endotelovych bunkach, reguluje angiogenezi a rlst
miR-92a-3p |endotelu, down-regulace v cévach slaminarnim proudénim
(Fernandes-Hernando et Balddn, 2013)
miR-100-5p ggirlet;gulace u aterosklerdzy, destabilizuje plak (Cipollone et al.,
miR-103-3p ;r(l)ilige reakci na inzulin, up-regulace u obéznich (Trajkovski et al.,
miR-125b- | down-regulace pii kalcifikaci cév, inhibovdna pifi formovani
Sp aterosklerotického plaku (Goettsch et al., 2011)
exprese v endotelovych bunkach, kontroluje zanétlivé procesy,
miR-126a- |snizuje produkci adheznich molekul, snizuje propustnost endotelu
3p pro leukocyty, vyskytuje se v apoptotickych téliskach, limituje

aterosklerdzu (Harris et al., 2008)
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Tabulka 1 (2. éast): Zkoumané kardiovaskularni miRNA a jejich funkce

Kardio-
vaskularni | Informace o funkcich a interakcich miRNA
miRNA
miR-130b- [tlumi zanétlivé procesy v cévni sténé, tlumi tumorigenni faktory
3p (Wang et al., 2017)
miR-133- [inhibuje cyklickou aktivitu hladkosvalovych bunck, zabraiuje vzniku
3p srdecni hypertrofie (Liu et al., 2008)
miR-143- |urcCuje plasticitu a kontraktilni schopnost cévnich hladkosvalovych
3p bun¢k, down-regulace pii aterosklerdze (Cordes et al., 2009)
miR-145- urcuje diferenciaci, plasticitu a kontraktilni schopnost cévnich bunck
hladkého svalstva, down-regulace pii ateroskleréze (Cordes et al.,
Sp
2009)

) exprese v bunikach endotelu, snizuje pocet endotelovych bunék
miR-146a- o , N
5 vykazujicich zndmky senescence, down-regulace vékem (Vasa-

P Nicotera et al., 2011), protizanétlivé u¢inky (Cheng et al., 2013)

exprese v endotelovych buiikach a cévnich hladkosvalovych buiikéch;

miR-155- [snizuje u€inky angiotenzinu II, piisobi na uvedené buiiky protektivné,

5p podporuje rast plaku, down-regulace u pacientl s onemocnénim
koronarnich tepen (Nishiguchi et al., 2015)

miR-181a- [reguluje aktivaci endotelovych buné€k, snizuje zéanétlivou reakci

Sp (Fernandes-Hernando et Baldan, 2013)

miR-195- [up-regulace pfi hypertrofii, zpisobuje patologicky narist srde¢niho

5p svalu (Van Rooij et al., 2006)

. up-regulace pii hypertrofii, inhibuje apoptézu u infarktu myokardu,
miR-199a- o . . . ;
s down-regulace pii hypoxii (Rane et al., 2009), snizuje proliferaci

P hladkosvalovych bun¢k (Gheinani et al., 2015)
miR-210- ovlivituje endotelové buiky, reguluje novotvorbu kapilar, up-regulace
pti hypoxii (Chan et Loscalzo, 2010), nebo pfi selhani srdce (Ono et
3p
al., 2011)

. exprese v bunkach endotelu, inhibuje jejich proliferaci (Liu et al.,
miR-221- o . . , . , N
3 2009), snizuje migraci endotelovych progenitorovych bunéck, pro-

P ateroskleroticky ucinek (Nishiguchi et al., 2015)
miR-342- [tlumi rist, proliferaci a migraci bun€k v nddorovych procesech (Xue
3p et al., 2018)
miR-499- [up-regulace pii infarktu myokardu, zvaZzovany diagnosticky ndstroj
Sp (Zhang et al., 2015)

. in vitro tlumi rist bun€k (Ishikawa et al., 2014), reguluje kontraktilitu
miR-574- o .- vt xix
3p myokardu, up-regulace v myokardu po zasazeni infarkem (BoStjancic¢

et al., 2012)
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1.2 Onemocnéni kardiovaskularniho systému a konsekvence s dysregulovanym

expresnim profilem miRNA

Kardiovaskularni systém v lidském organismu komunikuje se vSemi
tkani a odvodu Skodlivin. Jeho zdravi je proto pro organismus naprosto zasadni.
V dnesni dobé jsou vSak vcivilizovaném svét€ pravé onemocnéni
kardiovaskularniho systému v Cele s ateroskler6zou hlavni pfi¢inou morbidity a
mortality (Kumar et al., 2014). Na vin¢ je zivotni styl zépadnich zemi, ktery
zpusobuje az pandemii obezity, diabetu mellitu 2. typu, hypercholesterolémie a
hypertenze, tedy jevl vyznamné zvySujicich pravdépodobnost patologickych zmén

srdecné-cévniho systému (Kumar et al. 2014; Tabas et al., 2015)

1.2.1. Aterosklerdza

Ateroskler6za je chronické zéanétlivé onemocnéni cévni stény, které je
zakladni pficinou dalSich kardiovaskuldrnich patologii. Principem vzniku
ateroskler6zy je postupné hromadéni lipoproteinového plaku v sub-endotelidlnim
prostoru intimy cév, na coZ imunitni systém reaguje zanétlivou odpovédi (Libby et

al., 2002).

Je prokézéno, Ze aterosklerotické plaky se nejcastéji tvoii ve stfedné
velkych cévach v mistech s vifivym proudénim krve, tedy v mistech, kde se cévy
vétvi a zataceji, pficemz rovné Useky s lamindrnim proudénim zlstavaji bez
patologickych zmén (Tabas et al., 2015). V pocatecni fazi se v predispozi¢nich
mistech s dysfunkci endotelu dostavaji do intimy cév lipoproteiny, hlavné v podobé
cholesterolu. Jejich pfitomnost stimuluje vstup monocytd, které se diferencuji
v makrofagy a cholesterol pohlcuji. Stavaji se z nich takzvané ,pénové bunky®,
které zlstavaji v intimé cévy a intracelularné hromadi cholesterol. Zanétlivou
reakci pak podporuji sekretované cytokiny a chemokiny, které ovliviiuji ostatni
imunitni buiiky a pfispivaji k chronickému nartstani plaku (Hartmann et al., 2015;
Feinberg et Moore, 2016). V dalsi fazi zanétlivé agens stimuluji buiiky hladké
svaloviny v cévni stén¢ (VSMC- ,,vascular smooth muscle cell®), které podléhaji
fenotypovym zménam a zacnou tvofit kolagenni a elasticka vldkna. Zaroven

nariistd mnoZstvi tukové tkdné zadrzované extracelularné v prostoru mezi
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pénovymi bunkami, az vznika lipidové jadro plaku. Ve findlni podobé& patologicky
utvar obsahuje rozsahlé lipidové jadro, velké mnozstvi pénovych bunék,
pozménéné VSMC a mnozstvi bun¢k imunitnich, to vSe zpevnéné pouzdrem
z kolagennich a elastickych vlaken, kterymi VSMC buiiky plak obaluji (Tabas et
al., 2015). V zavaznych pfipadech mize mit plak i nekrotizované jadro
z odumfelych buné¢k. Jako takova ale jakakoli 1éze v lumen cév ptekazi toku krve a
muze zpusobit ischemii riznych organt. NejvétSim nebezpeCim vsak vzdy byla
(Fuster et al., 1990) a stale je ruptura plaku, uvolnéni obsahu a nasledna trombdza

(Bennett et al., 2016).

Endotelové bunky u zdravého kardiovaskuldrniho systému vytvaii
dynamické rozhrani, které¢ komunikuje s krvi, reaguje na humoralni i mechanické
stimuly a pfispivd k homeostdze cévniho systému (Tabas et al., 2015). Odolava
delsimu kontaktu s leukocyty, produkuje endogenni vasodilataéni molekuly, ptisobi
preventivné vii€i tromboze a napomaha fibrinolyze (Libby et al., 2010). Jakékoli
fenotypové zmény endotelovych bunék proto predstavuji potencidlni riziko vzniku
ruznych kardiovaskularnich chorob, vcetn¢ aterosklerdzy. V predispozi¢nich
mistech krevniho fecist¢ jsou endotelové bunky vystaveny rozdilnym
biomechanickym sildm a snadnéji v pribéhu ¢asu podléhaji pravé patologickym
fenotypovym zménam, ztraci své protektivni vlastnosti, a naopak vykazuji znaky
senescence az apoptozy (Tabas et al., 2015; Bennett et al., 2016). Nasledkem toho

je LDL (,,low-density lipoprotein®) cholesterol sndze propoustén do sub-

endotelového prostoru (Tabas et al., 2015).

Zvysené mnozstvi LDL cholesterolu pod vrstvou endotelu iniciuje tvorbu
monocytl v kostni dfeni, jejich zrani ve slezin¢ a nasledné vstup do cévni stény
v mistech 1ézi. Zde se diferencuji v makrofagy, které pohlcuji a zadrzuji
lipoproteiny. Nejnovéj§i  studie pfedpokladaji, Ze navzdory plvodnim
pfedpokladiim jsou makrofagy v aterosklerotickych 1ézich schopny proliferace.
ZvétSujici se mnozstvi zadrzovaného cholesterolu provokuje vstup dalSich
monocytll a spolecné s prostupem dalSich lipoproteinti nartsta i ateroskleroticka
léze (Tabas et al., 2015). SniZend obranyschopnost plakl také umozniuje osidleni
bakteriemi a viry, nebo jinymi infekénimi agens, jako je naptiklad Chlamydia

pneumoniae. To vSe zhorSuje prubéh aterosklerdézy. Kromé pocatecnich fazi a
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vytvareni plaku se monocyty také uplatiuji v akutni fazi aterosklerdzy, po které
nasleduje destabilizace plaku, ruptura a formace trombu. V piipade, ze dojde
k trombodze korondrnich cév, monocyty se ve fazi hypoxie usazuji v misté poranéni
do myokardu. Zde pak pravdépodobné podporuji akumulaci myofibroblastu,

angiogenezi, remodelaci a uzdraveni myokardu (Ghattas et al., 2013).

Na vzniku ateroskler6zy maji podil i cévni bunky hladkého svalstva
(VSMC) a jejich fenotypové zmény. Prestavaji produkovat markery typické pro
zdravé VSMC, jako je tézky fetézec myozinu, nebo takzvany ,,smoothelin®, protein
specificky pro cytoskelet bun¢k hladkého svalstva (Van Der Loop et al., 1996).
Oproti tomu vykazuji vy$§i miru migrace, proliferace a syntézu extracelularni
matrix, proteint a cytokind. Pozménéné VSMC také mohou nabyt takové
vlastnosti, které pfipominaji aktivitu makrofagi. Maji vSak snizenou kapacitu
fagocytozy a od monocytd, makrofagl a dendritickych bun¢k se stale zadsadné 1isi.
Tyto VSMC mohou byt diivodem, pro¢ je v pokrocilé aterosklerotické 1ézi sniZzena
fagocytoza a dochazi k nekroze jadra. Pozitivné ale na plak plisobi migracni
schopnost VSMC, kterym je umoznén piestup z medie do intimy cévy, kde

pomahaji vytvaret fibrilarni pouzdro a udrzet stabilitu plaku (Bennett et al., 2016).

Ateroskleroza je béznym onemocnénim cévni stény, které narlistd s vékem a
vyznamné prispiva ke vzniku ischemické choroby srdecni, infarktu myokardu a
cévni mozkové piihody. Dnes béZzné metody lécby zahrnuji sniZzeni LDL
cholesterolu v krvi nebo odhalovani kritickych 1ézi pomoci zobrazovacich metod
(CT, SPECT) (Khawaja et al., 2015). Vzhledem k pokrokiim na poli vyzkumu je
vSak pravdépodobné, ze bude brzy mozno vyuzivat cirkulujicich miRNA jako
neinvazivnich biomarkeri pro diagnostiku aterosklerézy a piipadné i 1écCit toto

onemocnéni pomoci regulace jejich genové exprese (Feinberg et Moore, 2016).
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Obrazek 2: Schéma vzniku aterosklerotického plaku a tloha miRNA
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Obrazek 2: Formovani aterosklerotického plaku v cévni sténé, uloha jednotlivych
bunék a viiv miRNA, zdroj Nishiguchi et al., 2014
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Na vznik aterosklerézy a na prubeh tohoto onemocnéni u pacientli maji

miRNA cirkulujici v periferni krvi vyznamny vliv. Proto je u zvifecich modeld a

aterosklerotickych pacientli prokazdno Siroké spektrum miRNA vykazujicich

dysregulaci v periferni krvi. Jednd se o miRNA exprimované v endotelovych

bunikach, cévnich hladkosvalovych bunkéch, imunitnich buiikach, nebo naptiklad

v kardiomyocytech a adipocytech (Cordes et al., 2009; Tatsuguchi et al, 2007).

V endotelovych buiikach exprimované miRNA ptsobici protektivné proti vzniku

ateroskler6zy, maji protizanétlivy u¢inek a snizuji migraci endotelovych bunék.

V zbénach s vifivym proudénim krve nékteré tyto protektivni miRNA vykazuji

down-regulaci, v cévach s laminarnim proudénim up-regulaci. Do této kategorie

spada naptiklad miR-10a, miR-23b a miR-101 (Fang et al., 2010; Wang et al., 2010

b; Chen et al., 2012). Naopak dysfunkci endotelu zpisobuji miRNA potlacujici
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angiogenezi nebo miRNA s prozanétlivym plsobenim. In vitro 1 in vivo jsou
v oblastech s vifivym proudénim krve pozorovany up-regulace téchto rizikovych
miRNA. Jedna se naptiklad o miR-17, miR-19a/b, miR-20a, miR-92a, miR-663
(Wang et al., 2010 b; Wu et al., 2011; Ni et al., 2011). Dalsi miRNA ovliviiuji
funkci endotelu a cévnich hladkosvalovych bunék bez ohledu na mechanické
pusobeni proudu krve v cévach. Protektivni vliv na funkci endotelové bariéry maji
miR-1, miR-146 a miR-181 (Wang et al., 2013; Cheng et al., 2013; Sun et al.,
2013), protektivné na cévni builkky hladkého svalstva ptusobi naptiklad miR-195
(Wang et al., 2012). Rizikova pro rozvoj aterosklerdzy je oproti tomu up-regulace
miR-342-5p stimulujici zanétlivou reakci makrofagl, nebo up-regulace miR-33,
kterd také hraje vyznamnou roli pii zanétlivé reakci v cévni sténé (Rayner et al.,

2011).

1.2.2. Trombdza

Tromboza je stav, kdy dochdzi k obstrukci arterii nebo vén srazeninou
rizného pivodu a slozeni, ¢imz dochazi k nedostatecnému krevnimu zasobeni

ruznych ¢asti téla.

Arterialni trombodza vznikd za ucasti aktivovanych trombocytl a fibrinu
casto ve spojeni se zanétlivym procesem v cévni sténé, coz vysvétluje, pro¢ maji
pacienti se zvySenym CRP (C-reaktivni protein) nebo hladinou leukocytd,
neutrofili a monocytlh v&tsi riziko vzniku ischemie zplsobené trombdzou.
Vyznamnou roli hraje také aktivovany koagulacni faktor II (trombin), ktery je
klicovy pro aktivaci trombocytti a formaci fibrinu. Pfitomnost plaku v arteriich
zvySuje produkci trombinu a tim 1 riziko vzniku arteridlni srazeniny (Sexton et
Smyth, 2014). Finaln€ arteridlni tromboza vétSinou vede k ischemii organt, jejich
nekroze a dysfunkci. To predstavuje velké zdravotni riziko obzvlasté pfi zasaZeni
srdce, kdy muizZe dojit aZ k méstnavému srdecnimu selhani, nebo pii obstrukei

cerebralni arterioly, kdy vznik4 cévni mozkova ptihoda (Levi et al., 2011).

Venozni tromboembolismus (VTE) také piredstavuje riziko poskozeni
organd, které je ale zptusobeno hromadénim odkysli¢ené krve, coz vede k pietizeni,
otokiim a bolestem (Levi et al., 2011). K obstrukci miize dojit témet ve kterékoli

véng. NejcCastéji jsou postizeny hluboké zily dolnich koncetin (DVT), ale
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tromboembolicky stav miiZze postihnout i plicni Zily, vénu portae, Zily ledvin, jater a
mesenteria, povrchové Zily, nebo Zily cerebralni (Heit et al., 2016). Pfi¢inou vzniku
tromboembolie miize byt vrozena trombofilie, imobilita pacienta, zmény ve slozeni
krve, nebo trauma cévni stény v disledku chirurgickych intervenci. Také je
prokdzano zvysené riziko vzniku pfi soucasném vyskytu malignich onemocnéni
(Sexton et Smyth, 2014; Heit et al., 2016). Lécba je mozna pomoci antikoagulacni
terapie, statinii nebo podanim aspirinu, ktery ma protizanétlivé uc¢inky. Zanétliva
reakce vedouci k poskozeni cévni stény miize provazet i zilni trombozu (Sexton et

Smyth, 2014).

Navzdory rozdilnostem existuje né€kolik konsekvenci spojujicich arteridlni a
vendzni trombozu. UZ v roce 2003 byl popsan zvySeny vyskyt aterosklerozy a
jinych arteridlnich komplikaci u pacientti s VTE (Prandoni et al., 2003). Také je
prokézano, ze trombofilni mutace mimo zvysené riziko tromboembolie napomaha i
rozvoji aterosklerézy, a naopak mikroalbuminurie typicky fazenad k rizikovym

faktoriim arteridlni tromb6zy soucasné zptisobuje i VTE (Levi et al., 2011).

Vzhledem k tomu, ze arteridlni trombodza vznikd nejCastéji na podkladé
aterosklerdzy, dysregulacni profil miRNA je zde pravdépodobné shodny (Bennett
et al., 2016). Napiiklad miR-100-5p, ktera destabilizuje ateroskleroticky plak a
byva up-regulovana u aterosklerdzy (Cipollone et al., 2011), mlize predstavovat
riziko i pro vznik arteridlni trombozy. U pacienti s ven6znim tromboembolismem
je oproti tomu prokazana napiiklad up-regulace miR-582, miR-195 a miR-532,
které maji potencidl vyuziti jako neinvazivni biomarkery pro VTE (Qin et al.,

2015).

1.2.3. Onemocnéni koronarnich tepen (CAD) a ischemicka choroba srdecni

(IHD)

Onemocnéni koronarnich tepen (CAD) spociva ve sniZeni pritoku
korondrnich tepen nej€astéji na podklad€ ptitomnosti aterosklerotického plaku.
Jedné se o jednu z hlavnich pfi¢in Umrti v zdpadnich zemich (Libby et al., 2002).
Pokud je pritok koronarnimi tepnami snizen natolik, Ze dochdzi k nedostatecnému
zasobeni kardiomyocytl, jednd se o ischemickou chorobu srde¢ni (IHD)

(Rosenman, 1982). Ischemie srde¢niho svalu je stav, kdy je kviili nedostatecnému
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zasobeni kyslikem snizend schopnost kontrakce srde¢niho svalu, ktery tak neni
schopen dostatecné zasobit krvi ostatni tkané. Intenzita ischemie se muize ruznit,
nejzavaznéjsi je absolutni obstrukce koronarnich tepen a nekréza srdecni tkané

neboli infarkt myokardu (Meade et al., 1986).

Snizeny pritok koronarnich cév mize mit rizné pii¢iny. Casto je pii
ischemii pozorovana sten6za nebo aterosklerdza a néslednd trombodza véncitych
tepen. Jsou ale také ptipady ischemii, pfi kterych neni pozorovédna obstrukce,
zuzeni cév, ani jind patrnd pricina snizujici prutok krve. V téchto ptipadech je
pfiina patrné na urovni korondrni kapilarni sité¢ (Petersen et Pepine, 2015). Mezi
ischemické poruchy srde¢ni se fadi 1 angina pectoris charakteristickd sviravou
bolesti na hrudi. Obecné angina pectoris 1 jakakoli ischemicka porucha miize mit
stabilni, nebo akutni charakter. Stabilni forma se zpravidla projevuje pii zvySené
zatézi organismu a po snizeni zatéze odezniva. Akutni forma se objevuje nahle a

wewvr

umrti (Stecker et al., 2014).

U pacientd s onemocnénim koronarnich tepen a ischemickou chorobou
srde¢ni je také prokdzan specificky dysregulovany profil genové exprese miRNA
cirkulujicich v periferni krvi. Vétsinou se jedna o miRNA exprimované v buiikach
cévni stény a nejcastéji v endotelovych builkkach. Down-regulace u pacientll
s onemocnénim koronarnich tepen byly nalezeny napiiklad u miR-126, miR-17,
miR-20a, miR-92, miR-21 a miR-221. Oproti tomu byly v porovnani se zdravymi
kontrolami nalezeny up-regulace miR-133a a miR-208a, které jsou typicky
exprimovany ve svalech. (Fichtlscherer et al., 2010). Jako spole¢ny fenomén
ischemickych onemocnéni, u kterych jiz dochédzi k zasaZeni tkané myokardu
(ischemickd kardiomyopatie, dilatacni kardiomyopatie, aortdlni stendza) je
oznacena vyrazna up-regulace miR-214 souvisejici s hypertrofii a down-regulace

miR-19 (Ikeda et al., 2007).
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1.2.4. Infarkt myokardu (IM)

Akutni infarkt myokardu je zivot ohrozujici stav dysfunkce koronarniho
zasobeni a nekrdzy srde¢ni tkan€. K ptiznaklim se tadi bolesti na hrudi vystrelujici
do levého ramene a ruky, zvySend kreatinkindza v séru a typické zmény kiivek na
EKG. V roce 2007 byla definice upravena a k diagndze byla misto kreatinkinazy
doporucena hladina troponind, jako markerd nekrézy myocyti (Yasuda et

Shimokawa, 2009).

Pokud je infarkt myokardu zaznamenan vcas, lze jej 1éCit reperfuzni terapii.
Ta spociva v obnoveni priatoku korondrnich cév bud’ pomoci trombolyzy (Anzai et
Ogawa, 2002), nebo perkutdnni intervenci a mechanickym uvolnénim cév. Jako
prevence proti vzniku infarktu, nebo jeho recidivé, je mozné rizikovy plak
v koronarnich cévach chirurgicky odstranit, zavést stent (Yasuda et Shimokawa,
2009), nebo aplikovat antiagrega¢ni 1écbu spocivajici v blokaci shlukovani
trombocytll (Antiplatelet trialists' collaboration, et al., 1994). Obecnad prevence
vzniku infarktu je v praxi totozna s prevenci vzniku jakéhokoli kardiovaskularniho
onemocnéni, patii sem pravidelna fyzicka aktivita, normalni hladina cholesterolu
v krvi a zdrava zivotosprava. Naopak riziko pfedstavuje obezita, stafi a metabolické

syndromy.

Expresni profil miRNA u pacientl s infarktem myokardu se zasadné li§i od
expresniho profilu zdravych lidi. Studie 93 pacientl s akutnim infarktem myokardu
ukdzala vyrazné zvySené hladiny genové exprese miR-1 v porovnani s kontrolni
skupinou (Ai et al., 2010). Tato studie také potvrdila korelaci mezi expresnim
profilem miR-1 a abnormalnim prodlouZzenim QRS intervalu, ktery znaci
prodlouzenou repolarizaci srdecnich komor. Oproti tomu s fazi plateau (segment
ST na elektrokardiogramu), ani s hladinou kreatinkindzzy MB (myokardialni
izoenzym) dle této studie hladiny miR-1 nekoreluji (Ai et al., 2010). Jiné studie
potvrzuji souvislost hladin genové exprese miR-1 a akutnim infarktem myokardu,
ale oproti Ai et al., 2010 tvrdi, Ze existuje pozitivni korelace mezi hladinou genové
exprese miR-1 a hladinou enzymu kreatinkindzy MB (Cheng et al., 2010). Dale
existuji studie prokazujici dysregulaci hladin dalSich miRNA u pacient s infarktem

myokardu a elevaci v ST segmentu. Up-regulace byly u téchto pacienti objeveny u
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miR-133a, miR-208b a miR-499 (Wang et al., 2010 a), oproti tomu miR-122, miR-
223 a miR-375 vykazovaly v periferni krvi téchto pacientd snizeni hladin genové

exprese (d"Alessandra et al., 2010; Corsten et al., 2010).

1.2.5. Srdecni hypertrofie

Hypertrofie srde¢niho svalu mize byt fyziologicka, nebo na podkladu
pfitomné patologie. Fyziologickd forma se vyskytuje napiiklad u vykonnostnich
sportovcl. Patologicka srde¢ni hypertrofie vznika kvili kompenzaci poskozeni
srdecni tkan€, ale v kone¢ném dusledku zpusobuje dysfunkci levé komory srdecni
(Levy et al., 1990). Hypertrofie je tak priivodnim jevem mnoha forem onemocnéni
srdce, jako je hypertenze, nebo ischemicka choroba srde¢ni (Rajabi et al., 2007). Je
prokazano, ze rizné miRNA vykazuji dysregulaci v periferni krvi pacientil
s hypertrofii srde¢ni tkdn¢ v porovnani s fyziologickymi kontrolami. Napftiklad je u
pacientli 1 mySich modell s hypertrofii v srde¢ni tkani pozorovéana up-regulace
miR-21, miR-23a, miR-125, miR-195, miR-199 a miR-208 (Van Rooijj et al., 2006;
Cheng et al., 2007; Tatsuguchi et al., 2007) a down-regulace miR-1, miR-29, miR-
133 a miR-181a (Sayed et al., 2007; Van Rooij et al., 2006; Ikeda et al., 2007).
Navic je prokazano, Ze navozena over-exprese miR-195 je u mySiho modelu
dostacujici k navozeni hypertrofie. Oproti tomu zvySeni genové exprese miR-181b,
ktera byva v hypertrofovanych kardiomyocytech down-regulovand, vyustilo
v redukci velikosti kardiomyocytli u mySiho modelu (Van Rooij et al., 2006).
Vzhledem k tomu, Ze manipulace s hladinami genové exprese jednotlivych miRNA
byla dostacujici ke zméné fenotypu, predpoklada se u nich intenzivni ovliviiovani

srdecnich funkeci.

1.2.6. Srdecni arytmie

Zéakladem rytmickych kontrakci srdce jsou zmény akcéniho potencidlu na
povrchu bunék, ktery je modulovan pomoci fady kandll a transporterti
kontrolujicich pohyb K*, Na™ a Ca®" iontll ptes membranu. To uréuje &tyii faze
elektrické aktivity srdce. Klidovou fazi stfidd prudkd repolarizace nasledkem
vstupu Na® do buiky, ve fazi plateau je potencial balancovan vstupem Ca®" a
vystupem K. Po vhodné ¢asové prodlevé, kterd je usmérfiovana aktivitou kanali

dochdzi k dalsirepolarizaci, po které opét nastava klidova faze. Jednd se o
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vyladény systém, ktery ale kardiovaskularni onemocnéni silné ovliviiuji a zptisobuji
takzvany ,,arytmogenni proces* zahrnujici zmény exprese gent kodujicich klicové
proteinové struktury (Nattel et al., 2007). Dysfunkci iontovych kanala ale
zpusobuje 1 fada geneticky podminénych dédicnych onemocnéni, jako je napiiklad

syndrom dlouhého QT intervalu, nebo Brugadtiiv syndrom (Delisle et al., 2004).

Srde¢ni arytmie vznikd nepravidelnou ¢innosti srdecniho svalu, nebo jeho
gasti. Casto je arytmie disledkem infarktu myokardu, nebo ischemické choroby
srdecni a vyskytuje se soucasné s témito onemocnénimi (Janse et Wit, 1989).
Oproti normélnimu sinusovému rytmu rozliSujeme spektrum arytmii, jako je
predCasna atridlni kontrakce, pfedCasnd ventrikularni kontrakce, ventrikularni
tachykardie nebo bradykardie a fibrilace komor. Obzvlasté¢ tachykardie a
ventrikularni fibrilace vyznamné zhorSuji hemodynamiku a jsou zivot ohrozujicim

stavem (Ge et al., 2002).

Podobné jako u ostatnich kardiovaskularnich onemocnéni je i u arytmie
prokazan vliv miRNA a jejich dysregulovany profil genové exprese. Napiiklad
molekuly mRNA vznikajici transkripci genu GJAI (kéduje protein mezerového
vodivého spoje ,,gap-junction) a genu KCNJ2 (kéduje podjednotku draslikového
kanalu) jsou cilem pro miR-1. Jedna se o klicové molekuly pro excitaci a fizeni
membranového potencialu. U zvifecich modelll byla pfi navozeni zvySené exprese
miR-1 pozorovana vyznamné sniZzena rychlost vedeni, prodlouzena repolarizace
membrany a arytmogenni sklony. Vyvolana down-regulace miR-1 vedla
k optimalizaci genové exprese cilovych gent a piisobila proti prolongaci QTS a QT

intervald na elektrokardiogramu (Yang et al., 2007).

1.2.7. Cévni mozkova prihoda (CMP)

Cévni mozkova prihoda (cerebralni ictus), je akutni porucha ¢asti mozkové
tkané, ktera vznikd selhdnim cévniho zésobeni. Bud’ je zasobeni pferuseno
obstrukci dotéené piivodni tepny a nastava ischemie ¢asti mozkové tkané, nebo
nasledkem ruptury ptivodni tepny dojde k vnitinimu krvaceni a degradaci nervové
tkdn€ zasazené hemoragii (Mackay et al., 2004). Ictus se rocn¢ vyskytne u 15 mil.
lidi po celém svéte, pficemz se z 87 % jedna o obstruktivni ischemickou formu.

Kazdopadné, pokud je mozkova tkan pfipravena o dodavky kysliku a glukézy a
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neni odplavovéan oxid uhli¢ity a odpadni produkty, nervové buiky velice rychle
degraduji. Nasledky ictu pak mohou byt trvald postiZeni a invalidita, i smrt (Lloyd-
Jones et al., 2010; Dahwan et al., 2010).

Mezi nejcastejsi priCiny ictu patii v prvni fad¢ aterosklerdza, kterd tvori
plaky mimo jiné i v krénich a mozkovych arteriich. Omezenym pratokem cévy
vznika cerebralni ischemie. Pokud se plak odtrhne a zplisobi obstrukci mensi cévy
v jiném misté, jedna se o cerebralni embolii. K ateroskleroze se Casto ptidava i
hyperlipidemie a hypertenze, které nejen zhorSuji ateroskleroticky stav cév, ale i

samy napomahaji vzniku mozkové ptihody (Rink et Khanna, 2011).

Stejné jako ostatni uvedena kardiovaskuldrni onemocnéni ovliviiuji miRNA
cirkulujici v periferni krvi i centralni nervovou soustavu a jsou prokazanymi
biomarkery riznych neurologickych onemocnéni (Liu et al., 2010). Mohou tedy
pfispivat 1 ke vzniku cévni mozkové piihody, nebo naopak plsobit protektivné.
Patii mezi né¢ takové, které ovliviiuji ¢innost a vlastnosti endotelidlnich bun¢k a
VSMC, ale i ty miRNA regulujici aktivaci imunitniho systému, formaci trombu a
extravazaci leukocytli. Pro akutni i chronicky ictus je spolecnym fenoménem
napiiklad down-regulace miR-19a a miR-320d a up-regulace miR-363 a miR-487b,
které se pravé téchto procest ucastni (Jickling et al., 2014). V manipulaci
s expresnim profilem rizikovych miRNA vidi nékteti autofi budoucnost genové

terapie cévni mozkové piihody (Rink et Khanna, 2011).
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1.3 Téhotenské komplikace

1.3.1. Gestacni hypertenze

Gestacni hypertenze (GH) je jednou z nejcastéjSich zdravotnich komplikaci
vyskytujicich se v téhotenstvi. Je charakteristickd de novo zvySenym krevnim
tlakem u matky, ktery byl pfed nastupem téhotenstvi normotensivni. Mezni hodnota
krevniho tlaku pro diagnozu je uvadéna takto: systolicky tlak > 140 mm Hg a/nebo
diastolicky tlak > 90 mm Hg (Sibai et al., 2003; Brown et al., 2001). ZvysSeny
krevni tlak musi byt naméten opakované, a to po 20. gesta¢nim tydnu. Kromé
zvyseni krevniho tlaku se vSak pfi gestacni hypertenzi nevyskytuji zadné dalsi

komplikace (Brown et al., 2001).

Do zvlastni kategorie hypertenze v t€hotenstvi se fadi matky, které jiz diive
mely krevni tlak zvySeny (Rath et Fischer, 2009; Brown et al., 2001). Takzvana
chronickd hypertenze vznikd, pokud se zvySeni tlaku objevi bud jesté¢ pied
oté¢hotnénim, nebo v prvni poloviné tehotenstvi. Pokud je pfi¢ina hypertenze
znama, oznacujeme ji jako ,,sekundarni hypertenzi“, pokud je vSak etiologie

nezndma, nazyvame takovou hypertenzi jako ,,esencidlni* (Brown et al., 2001).

Déti narozené z t¢hotenstvi s gestani hypertenzi u matky se obvykle rodi
v terminu a jejich porodni parametry nijak nevybocuji z norem (Valensise et al.,
2001). Gestacni hypertenze jako takova vSak ovliviluje kardiovaskuldrni systém
matky a je prokdzédno, zZe pritomnost hypertenze v t¢hotenstvi zvySuje
pravdépodobnost vzniku ischemické choroby srde¢ni, cévni mozkové piihody,
infarktu myokardu, nebo selhani srdce v pozdé&j$im véku matky (Ménnisto et al.,

2013).
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1.3.2. Preeklampsie

Preeklampsie (PE) je multisystétmové onemocnéni s velice variabilnimi
projevy. Jde o téhotenskou komplikaci s individualni mirou zévaznosti, ktera
obzvlasté v tézsich ptipadech mize i v dnesni dobé znamenat znacné riziko pro
matku i plod (Redman et Sargent, 2005). O preeklampsii se jednd, pokud se ve
druhé poloviné téhotenstvi vyskytuje u pacientky zvysSeny krevni tlak zaroven
s proteinurii, tedy s pfitomnosti nadmérného mnozstvi bilkovin v mo¢i (Levine et
al., 2004; Powe et al., 2011; Backes et al., 2011; Uzan et al., 2011).

V rozvinutych zemich se procento vyskytu preeklampsie pohybuje mezi 3—
5 % a fadi se mezi nejcastéjSi priCiny jak materndlni, tak fetdlni morbidity a
mortality (Levine et al., 2004; Powe et al., 2011; Uzan et al., 2011). Sibai et al.,
2005 uvadi, ze 15-20 % umrti matek souvisejicich s t¢hotenstvim a porodem
zpusobuje preeklampsie. Také se statisticky znacnou mérou podili na morbiditeé déti
narozenych matkdm s PE, jelikoZz miiZze zplsobit jak pfedCasny porod, tak i

intrauterinni riistovou restrikci (IUGR), nebo perinatalni smrt.

Pric¢iny vzniku a rizikové faktory

Klinické symptomy asociované s preeklampsii jsou pravdépodobné
zpiisobeny reakci téla matky na placentarni faktory, které se uvoliuji z placenty do
krevniho ob&hu matky. Nésledné dochazi k endotelidlni dysfunkci vedouci k
hypertenzi a proteinurii (Levine et al., 2004). Hypertenze je pritomna z divodu
periferni vasokonstrikce a snizené plasticity cév. S proteinurii pak souvisi jev zvany
glomeruldrni endotelidza, ktery je charakteristicky mohutnénim a otékanim
endotelové tkané. V glomerulech néasledkem toho dochézi ke ztraté fenestrace a
snizeni glomerularni filtrace, coz mize v zavaznych ptipadech vést az k selhdni

ledvin matky (Levine et al., 2004; Powe et al., 2011).

Vzhledem k dysfunkci placenty je onemocnénim samoziejmé ovlivnén i
plod. Pii preeklampsii je do stény délohy cytotrofoblast nedostate¢né zanotfen a
jeho buniky se nachézeji jen v povrchovych vrstvach deciduy, oproti fyziologicky
probihajicimu t&hotenstvi, kdy pronikaji az do myometria. Pfi PE pak nedojde ke

kontaktu bun€k cytotrofoblastu s endotelem matefskych decidudlnich arterii, které
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se v dusledku toho nepfizplisobi plodu svoji kapacitou. Jejich pritok ztistavad maly
a nedostaCuje pottebam vyvijejiciho se plodu (Powe et al., 2011). Vysledkem je

mimo jiné i malnutrice plodu, hypoxie a fetalni riistova restrikce.

Bylo objeveno nékolik faktorti, které zvysSuji riziko vzniku preeklampsie.
Zejména se jedna o pritomnost preeklampsie pii pfedchozim téhotenstvi, genetické
faktory, vicecetna tchotenstvi, primiparitu, odliSnou paternitu u dalSiho ditéte,
dlouhy interval mezi t€hotenstvimi, pfitomnost hypertenze jesté pied ot¢hotnénim,
obezitu a vék matky nad 40 let. Naopak je dokazano, ze naptiklad koufeni piisobi
preventivné proti vzniku preeklampsie (Levine et al., 2004; Powe et. al., 2011).
Mnoho zrizikovych faktort pro vznik PE je 1 samo o sobé spojovéano
s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi, viz dale (Powe et al., 2011; Levine et al.,

2004; Rath et Fischer, 2009).

Klasifikace zdvaznosti

Preeklampsie se rozdé€luje podle miry zavaznosti klinickych projevii na
formu mirnou a zévaznou. Klasifikace je zaloZzena na hodnoté tlaku krve a na
mnozstvi bilkovin pfitomnych v moci. Aby se jednalo o preeklampsii, musi se
vSechny symptomy manifestovat po 20. gestatnim tydnu (Levine et al., 2004; Powe
et al., 2011; Backes et al., 2011). Déle jsou shrnuty zdkladni podminky klasifikace.
K ur€eni zavaznosti se pouziva jak systolicky tlak krve, tak tlak diastolicky a mira

proteinurie (Levine et al., 2004; Backes et al., 2011).

Mirna preeklampsie je definovana jako krevni tlak >140/90 mmHg
naméfeny dvakrat s odstupem 4 hodin spojeny s proteinurii nad 300mg/24 h.
Zavaznou formu PE pak podminuje vyskyt jednoho nebo vice nasledujicich jevi:
systolicky tlak nad 160 mmHg, diastolicky tlak >110 mmHg, oligurie s exkreci
moc¢i pod 500ml/24h, proteinurie nad 500mg/24 h, trombocytopenie, pfitomnost
pulmonalniho edému nebo cyanozy plic, narusena funkce jater, t€zké bolesti hlavy
a poruchy zraku, bolest v epigastru ¢i v pravém hornim kvadrantu, nebo zavazna

rustova restrikce plodu (ACOG practice bulletein, 2002).
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Priznaky a pribéh nemoci

Protoze je preeklampsie systémové zanétlivé onemocnéni, jsou projevy
velmi variabilni. Jak je uvedeno vyse, kromé zvysSeni krevniho tlaku a proteinurie
neni u té€z8ich ptipadl vyjimkou, Ze jsou zasazena i jatra a centralni nervovy systém
(CNS) matky. V ptipad¢ zasazeni jater mize byt pfiznakem i nauzea az zvraceni a
zvysena hladina jaternich enzymua v krvi. Silnd bolest hlavy, poruchy zraku a
hyperreflexiec mohou signalizovat zasazeni CNS, jako naptiklad pfitomnost
cerebralniho edému. Pulmonalni edémy nebo cyandza a nésledné dychaci obtize
s HELLP syndromem (viz nize) (Powe et al., 2011; Rath et Fischer, 2009).

Je vSak tfeba dodat, Ze ne vzdy se vyskytuji vSechny piiznaky, proto je
nutno brat vysledky vySetfeni v kontextu ostatnich. Naptiklad 12—-18 % pacientek
s HELLP syndromem ma krevni tlak v normé a az u 34 % ptipadi preeklampsie
nemusi byt pfitomna proteinurie (Rath et Fischer, 2009). Tato variabilita pak miize

byt ptekazkou pro spravné urceni diagnozy.

HELLP syndrom

Zavazné formy preeklampsie mohou byt provdzeny takzvanym HELLP
syndromem (Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelets), kdy se ke vSem
vySe popsanym piiznaklim pfipojuji hematologické problémy, jako je pravé
hemolyza a snizeny pocet krevnich destic¢ek (Levine et al., 2004; Powe et al., 2011;
Uzan et al., 2011). HELLP syndrom provazi piiblizné¢ 20 % téhotenstvi s t€zkou
preeklampsii. Maze pii ném také dojit k diseminované intravaskularni koagulaci
(DIK), ktera je velice zdvaznym stavem. Dal§i vaZné komplikace né&kdy
doprovazejici HELLP syndrom jako ascites, abrupce (odlouceni) placenty, nebo

vnitini krvaceni do dutiny bfi$ni, mohou zptisobit i imrti matky (Sibai et al., 1993).
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Eklampsie

Prakticky nejobavanéjsi komplikaci preeklampsie je eklampsie samotna. Je
charakteristicka pfitomnosti zachvati a tonicko-klonickych kieci a zménénych
neurologickych stavii (Powe et al., 2011; Uzan et al., 2011). Eklampsii casto
doprovazeji cerebro-vaskularni problémy. Naptiklad mrtvice a krvaceni do mozku

maji nejvetsi podil na poctu timrti matek s eklampsii (Powe et al., 2011).

Kvili kie¢im je nékdy u tézSich forem preeklampsie doporuceno uzivani

magnesium sulfatu (MgSQOs) jako prevence nastupu eklampsie (Uzan et al., 2011).

Lécba

Optimalni strategie 1é¢by a univerzalni postup nelze z divodu variabilnich
projevit u preeklampsie definovat (Backes et al., 2011). Jedinym definitivnim
zpusobem 1éc¢by je porod, kdy se odstrani primarni pfi¢ina preeklampsie, a to
kontakt matky s placentou. VSechny ptiznaky PE pak vétSinou vymizi v fadu dni od
porodu (Powe et al., 2011; Backes et al., 2011; Uzan et al., 2011; Rath et Fischer,
2009).

Nacasovani porodu u preeklamptického téhotenstvi je zde nejdulezitéjSim
bodem. Casto se totiz dostavéa do konfliktu potieba in utero maturace plodu a riziko
rozvoje a zhorSeni pfiznakli preeklampsie, jako rozvinuti HELLP syndromu,
eklampsie nebo abrupce placenty. Pokud je to mozné, je v dneSni dobé u kazdého
téhotenstvi s mirnou zévaznosti doporuc¢ovan porod v 37. gestacnim tydnu, coz je
preeklampsie se k porodu pfikraCuje mezi 24. a 34. gestatnim tydnem Cisté
v zavislosti na zavaznosti projevil onemocnéni (Backes et al., 2011; Uzan et al.,
2011). Uzan et al. 2011 dale uvadi, Ze okamzity porod je nutny, pokud se vyskytuje
néktery z nasledujicich pfiznakt: nekontrolovatelnd tézka hypertenze, eklampsie,
akutni edém plic, abrupce placenty, jaterni hematom nebo pocet trombocytii pod
50 000/mm?.

Pokud to podminky dovoli, je také moZné pomoci kortikoid stimulovat

vyzrani plic ditéte, aby bylo po porodu Zivotaschopné a teprve nasledné piistoupit
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k porodu. U nejvaznéjsich piipadi je vSak srodi¢i diskutovana i moznost

interrupce (Uzan et al., 2011).

Preeklampsie a eklampsie mohou rovnéz trvale ovlivnit kardiovaskularni
systém matky. Je znamo, ze vyskyt PE a/nebo eklampsie v téhotenstvi zvysuje
pravdépodobnost vzniku trvalé hypertenze, aterosklerdzy, ischemické choroby
srdecni, cévni mozkové piihody, hluboké Zilni trombdzy, srde¢niho selhani nebo

metabolickych syndromii (Craici et al., 2008; McDonald et al., 2013).

1.3.3. Fetalni rdstova restrikce

Ristova restrikce je velice Siroky pojem, ktery zahrnuje vSechny plody i
novorozence s nizkou hmotnosti ve vztahu ke gesta¢nimu veéku. Tento jev se
vyskytuje u 10 % populace (Albu et al. 2014; Lausman et al., 2013), n€ktefi autoii
zde pouzivaji termin ,,SGA plody“- plody malé ke gestacnimu véku, které
nevykazuji krom¢ malého vzristu zadnou dalsi patologii (Albu et al., 2014;
Clausson et al., 2001). Obecné platna hranice pro diagnézu ristové restrikce je 10.
centil a spadaji sem vSechny plody nachazejici se pod touto hranici, pod 3. centilem
et al., 2011). Oznaceni FGR (fetal growth restriction) se vSak pouzivé pro ptipady,
kdy k rastové restrikci doSlo z riznych patologickych pfi€in. Nespadaji sem proto
plody konstitu¢né malého vzrlstu, prestoZze svou hmotnosti jsou pod hranici 10.

centilu (Clausson et al., 2001).

Mezi patologické pfi¢iny FGR se fadi fetalni infekce, chromosomalni
aberace, aneuploidie nebo vrozené malformace a v neposledni fad¢ i riistova
restrikce s riznou etiologii. Pokud je ale FGR zpusobena placentarnimi
abnormalitami nebo onemocnénim matky, byva riistova deprivace zpusobena

vvvvvv

vzniklé hypoxie (Resnik, 2002).
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Obecné se dnes pro diagnostiku pouzivd vahovy odhad plodu (EFW-
estimated fetal weight) urceny pfi ultrazvukovém vySetfeni matky. K diagnostice
FGR je potteba, aby hmotnost plodu byla pod 10. centilem a zaroven byl pfitomen
nektery z dalSich patologickych jevi: abnormalni index pulsality umbilikalni
arterie, znamky centralizace ob&hu plodu jako obranného mechanismu plodu vici
hypoxii, nebo snizené mnozstvi plodové vody (anhydramnion, pfipadné
oligohydramnion). Co se tyCe rozliSeni Casné a pozdni formy FGR dle doby
klinické manifestace je stanovenou hranici 32. gestacni tyden (Figueras et Gratacos,

2014).

Nejcastéjsi pfi¢inou fetdlni ristové retardace jinak zdravého plodu je
preeklampsie. Témét vSechny projevy PE zpisobuje dysfunkce placenty, ktera
mimo jiné¢ nedokaze zajistit dostate¢né¢ zasobeni plodu krvi. Vysledkem je az
hypoxie plodu a jeho rastové retardace (Backes et al., 2011). Fetalni ristova
retardace mé samoziejmé vliv 1 na organismus matky. Mimo jiné je prokazano, ze u
matefského organismu muize vyznamné zvySovat riziko vzniku ischemické choroby

srdecni (Borna et al., 2012).
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2. Cil prace

Cilem této prace je vyhodnotit genovou expresi kardiovaskularnich miRNA
v periferni krvi matek po porodu a na zéklad¢ téchto dat odhadnout riziko
pozdéjsiho vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni u zen s patologickym
prabéhem téhotenstvi. U preeklampsie a fetalni rGstové restrikce je cilem také
zhodnotit vliv zdvaznosti t¢hotenské komplikace na pozdni postpartalni expresni
profil kardiovaskuldrnich miRNA v krevnim ob&hu matky. V neposledni fadé ma
tato prace za cil porovnat epigeneticky profil kardiovaskularnich miRNA u matek
s Casovym odstupem 3-10 let po porodu s expresi miRNA v periferni krvi matek
v pribéhu téhotenstvi v dobé vyskytu té¢hotenskych komplikaci. Diky informacim
z diiveéjsich vyzkumt vyskytu danych miRNA u kardiovaskularnich onemocnéni
(viz. kapitola 1.2. shrnujici problematiku téchto onemocnéni) je mozné ze zmén
expresnich profilii vyvozovat riziko vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni.
Idedlem je nalézt takové miRNA, které vykazuji statisticky vyznamnou a stabilni
odchylku od zdravych kontrol a mohly by byt do budoucna vyuzity

k diagnosticko/prognostickym tuceliim.
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3. Material a metody
3.1 Material

Pro stanoveni genové exprese kardiovaskularnich miRNA byla pouzita
periferni Zilni krev matek odebrana 3-10 let po porodu. Material byl odebran na
zékladé informovaného souhlasu od 221 pacientek, které porodily v Ustavu pro
pé&i o matku a dit¢ (UPMD) v Praze Podoli. Z t&chto pacientek 76 mé&lo pribéh
téhotenstvi fyziologicky a 145 vykazovalo v rozdilném zastoupeni rizné téhotenské
patologie. Za fyziologickou kontrolu byly povazovany pacientky bez jakychkoli
téhotenskych komplikaci a kardiovaskularnich obtizi, které porodily po 37.
gestacnim tydnu a jejich plod ze sledovaného téhotenstvi piesahoval svou porodni
hmotnosti 2,5 kg. Skupinu té¢hotenskych komplikaci tvofily Zeny, u kterych se

vyskytovala nékterd z nasledujicich diagnéz:

1. Preeklampsie (PE n=86) (kritéria viz. str. 38)
2. Gestacni hypertenze (GH n=31) (kritéria viz. str. 36)
3. Fetalni rGstovoa restrikce (FGR n=28) (kritéria viz. str. 42)

V ramci popsanych diagn6z byly jesté rozliSovany nésledujici podskupiny.
Dle zavazZnosti byly Zeny s preeklampsii rozdéleny na pacientky s mirnou formou
PE (n=22) a zavaznou formou PE (n=64) a dle tydne porodu na pacientky, které
porodily pted 34. tydnem (n=31) a po 34. tydnu (n=55). Pacientky s FGR byly
rozdéleny podle vyskytu anhydramnionu/oligohydramnionu (15 ano/13 ne) a podle
tydne porodu, kdy 8 pacientek rodilo pted 32. tydnem (Casnd forma FGR) a 16

rodilo po tomto terminu (pozdni forma FGR).

Dalsi sledované parametry byly rozdéleny do dvou skupin podle toho, zda
se jednalo o udaje o aktudlnim stavu matek, nebo o pribéhu jejich gravidity. Mezi
parametry o matkach byl zatfazen jejich aktudlni v€k, pocet gravidit, status koufeni
cigaret, primiparita (zda bylo sledované té¢hotenstvi prvni, ¢i nikoliv), glukézovy
status (vyskyt diabetu mellitu, nebo gesta¢niho diabetu mellitu-GDM) a status
ptedchoziho uzivani hormondlni antikoncepce (HAK). Jako parametry tykajici se
té¢hotenstvi byly zafazeny krevni tlak (systolicky a diastolicky) zaznamenany v

téhotenstvi, vék matky pii porodu, gestacni tyden porodu, vdha novorozence,
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zptisob porodu, pohlavi ditéte a pfitomnost anhydramnionu/oligohydramnionu a

proteinurie. VSechny tyto informace shrnuji nasledujici tabulky. U c¢iselnych

hodnot je uveden medidn a rozsah (range), u ostatnich hodnot pocetni a

procentualni zastoupeni jevii v daném souboru.

Tabulka 2: Vstupni idaje o matkéch podle jednotlivych diagnéz

UDAJE O MATKACH
PODLE DIAGNOZ

FG (n=76)
median a rozpéti
hodnot

PE (n=86)
median a rozpéti
hodnot

FGR (n=28)
median a rozpéti
hodnot

GH (n=31)
median a rozpéti
hodnot

Vék (r)

38 (29-50)

38 (28-51)

38,5 (26-45)

39 (34-58)

Pocet gravidit

2(1-6)

2 (1-9)

2 (1-5)

2 (1-6)

Koufreni cigaret

Ano: 13 (17,1%)
Ex: 19 (25%)
Ne: 44 (57,9%)

Ano: 15 (17,4%)
Ex: 21 (24,4%)
Ne: 50 (58,2%)

Ano: 2 (7,1%)
Ex: 5 (17,9%)
Ne: 21 (75%)

Ano: 5 (16,1%)
Ex: 4 (12,9%)
Ne: 22 (80%)

Primiparita

Ano: 35 (46%)
Ne: 41 (54%)

Ano: 71 (82,6%)
Ne: 15 (17,4%)

Ano: 27 (96,4%)
Ne: 1 (3,6%)

Ano: 19 (61,3%)
Ne: 12 (38,7%)

Glukdézovy status
GDM/DM

DM: 1 (1,3%)
GDM: 3 (3,9%)
Ne: 72 (94,8%)

DM: 1 (1,2%)
GDM: 5 (5,8%)
Ne: 80 (93%)

DM: 1 (3,6 %)
GDM: 4 (14,3%)
Ne: 23 (82,1%)

DM: 1 (3,2%)
GDM: 3 (9,8%)
Ne: 27 (87%)

Pfedchozi uzivani
HAK

Ne: 30 (39,5%)
Ex: 24 (31,6%)
Ano: 22 (28,9%)

Ne: 21 (24,4%)
Ex: 45 (52,3%)
Ano: 20 (23,3%)

Ne: 8 (28,6%)
Ex: 14 (50%)
Ano: 6 (21,4%)

Ne: 13 (42%)
Ex: 13 (42%)
Ano: 5 (16,1%)

Tabulka 2: u ciselnych hodnot uveden median a rozpéti hodnot (,,range*); neciselné hodnoty:
,Ano “= uziva prave ted, ,, Ex “= uzivala v minulosti, nyni ne, ,, Ne “= neuzivala nikdy,
DM=diabetes mellitus, GDM= gestacni diabetes mellitus, HAK=hormondalni antikoncepce
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Tabulka 3: Vstupni udaje o prabéhu t€hotenstvi dle jednotlivych diagnoz

] FG (n=76) PE (n=86) FGR (n=28) GH (n=31)
UDAIE O median a median a median a median a
TEHOTENSTVICH ‘. v r v s -
rozpéti hodnot |rozpéti hodnot |rozpéti hodnot | rozpéti hodnot
Tlak systolicky (mm/Hg) |120 (100-140) |160 (122-190) |130 (100-165) 1;1(6)')5 (120-
Tlak diastolicky (mm/Hg) | 76,5 (60-90) 100 (62-130) 80 (60-101) 95 (70-120)
Vék matky pfi porodu (r) |33 (25-43) 33 (21-44) 32 (22-44) 35 (28-51)
v s 39,93 (29,14 - 37,43 (27,56- 38,71 (33,43-
Gestacni tyden porodu 41.86) 41.72) 36,5 (28-40,14) 41.28)
Viha novorozence (g) 3435(2530-4 2530(610-4 2 095 (650-2 3195 (1940-4
8| 4s50) 110) 690) 310)
Ano: 72
Ano: 9 Ano: 1 9 Ano: 9
Proteinurie no: 0 (0%) (83,7%) no: 1 (3,6%) no: 0 (0%)
Ne: 76 (100%) |Ne: 14 (16,3%) |Ne: 27 (96,4%) |Ne: 31 (100%)
Ano: 16 Ano: 15
i Ano: 9 Ano: 9
st O 15 N (T
gony Ne: 76 (100%) | Ne: 70 (81,4%) |Ne: 13 (46,4%) |Ne: 28 (90,2%)
Vaginalni: 69 Vagindlni: 15 Vagindlni: 6 Vagindlni: 12
9 17,49 21,49 79
Zpiisob porodu (90,8%) (17,4%) (21,4%) (38,7%)
Sekce: 7 (9,2%) Sekce: 71 Sekce: 22 Sekce: 19
) ! (82,6%) (78,6%) (61,3%)
Chlapec: 41 Chlapec: 38 Chlapec: 15 Chlapec: 14
49 44,29 9 45,29
Pohlavi ditéte (54%) ( L %) (5,3’66) ( > %)
Divka: 35 (46%) Divka: 48 Divka: 13 Divka: 17
' (55,8%) (46,4%) (54,8%)

Tabulka 3: neciselné hodnoty. ,, Ano “= jev v téhotenstvi pritomen, ,,Ne “= jev v tehotenstvi
nepritomen
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U vyse uvedenych tabulkovych hodnot byly vypocteny p-hondoty pro ovéreni, ze
distribuce zakladnich parametri vykazuje ve vSech skupinach dostate¢nou shodu a skupiny
jsou tudiz porovnatelné. U Ciselnych parametrti, jako je vek, vaha novorozence nebo krevni
tlak byla p-hodnota spocitdna metodou dle Kruskal-Wallise, p-hodnota u parametri
neciselnych, jako je naptiklad gluk6zovy status nebo pohlavi ditéte, byl pouzit chi-
kvadratovy test. Pro oba testy plati, ze pokud vychéazi p > 0,05, skupiny se v daném
parametru zasadné nelisi a jsou porovnatelné. Nize uvedené tabulky potvrzuji, Ze matky se
vSemi diagndézami jsou, co se tyCe veéku, poctu gravidit, koufeni cigaret, glukdézového
statusu a uzivani HAK, srovnatelné. Jedinou vyc¢nivajici hodnotou je primiparita, ktera je
sama o sob¢ rizikovym faktorem pro vznik PE a FGR a u skupin s touto diagnozou tedy

pfevazuje.

U parametrii t¢hotenstvi je samoziejmosti, ze nékteré vykazuji p-hodnotu mensi
nez 0,05, tedy jejich distribuce zavisi na diagndéze. Mezi né patii zvySeny systolicky a
diastolicky tlak uPE a GH, vyskyt proteinurie u PE,  vyskyt
anhyramnionu/oligohydramnionu u PE a FGR t&€hotenstvi a zplisob vedeni porodu a tyden
porodu u vSech téhotenstvi. Tyto hodnoty jsou v tabulkach vyznaceny cervené. Oproti
tomu veék matky pti porodu a pohlavi ditéte jsou parametry napii¢ skupinami shodné.
Statistické vyhodnoceni parametri matek shrnuje tabulka 4, zpracovani udaji o

t&hotenstvich je v tabulce 5.

Tabulka 4: Statistické vyhodnoceni vstupnich udajti o matkach

] i Kruskal-Wallis

UDAJE O MATKACH PODLE

DIAGNOZ Celkova p-hodnota FGxPE |FGxFGR |FGxGH

VEk (r) p=0,37 p=1 p=1 p=1

Potet gravidit p=0,58 p=0,063 |p=1 p=1
Chi-kvadrat test

Koufeni cigaret p=0,538 p=0,995 |p=0,244 | p=0,346

Primiparita p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,152

Glukézovy status GDM/DM p=0,506 p=0,858 |p=0,125 |[p=0,394

HAK p=0,132 p=0,023 |p=0,223 |p=0,341

Tabulka 4: p>0,05 — distribuce v souboru nezavisi na diagnoze, p<0,05 — distribuce jevii je zavisla
na diagnoze (znaceno cervene), primiparita je rizikovym faktorem pro vznik PE a FGR, u téchto
skupin se proto vyskytuje castéji, ostatni parametry jsou kontinudlné rozlozené a diagnoza je
neovlivituje
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Tabulka 5: Statistické vyhodnoceni vstupnich tdaji o t€hotenstvich

Kruskal-Wallis

UDAJE O TEHOTENSTVi Celkova p-hodnota FGxPE | FGxFGR | FGxGH
Tlak systolicky (mm/Hg) p=0,00 p=0,00 p=0,35 p=0,00
Tlak diastolicky (mm/Hg) p=0,00 p=0,00 p=1 p=0,00
Vék matky p#i porodu (r) p=0,1 p=1 p=1 p=0,24
Gestacni tyden porodu p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,008
Vaha novorozence (g) p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,85
Chi-kvadrit test

Proteinurie p=0,00 p=0,00 p=0,097 |p=1
Anhydramnion/Oligohydramnion p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,005
Zpisob vedeni porodu p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,00
Pohlavi ditéte p=0,58 p=0,214 |p=0,974 |p=0,409

Tabulka 5: p>0,05 — distribuce v souboru nezavisi na diagnoze, p<0,05 — distribuce jevii je zavisla
na diagnoze (znaceno cervené), jevy souvisejici s patologii na diagnoze zavisi, vypovidajici
hodnota vypoctii jimi ale neni narusena,; pohlavi ditéte a vek matky pri porodu jsou u vSech skupin

srovnatelné
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3.2 Metody

Periferni nesrazliva krev pacientek (odebrana do zkumavek s EDTA) byla
dopravena do laboratofe, uchovdna v chladu a zpracovana co nejdfive, aby
nedochazelo k degradaci RNA. Veskeré pouzivané nastroje a pomucky byly urcené
ke zpracovavani biologickych vzorki za ucelem ziskdni genetického materilu.
Veskera manipulace se vzorky byla provadéna v boxu s laminarnim proudénim po

vyzateni UV svétlem za dodrzovani vSech potiebnych opatteni.

Kvantifikace konkrétnich miRNA v periferni krvi matek byla provadéna ve
3 krocich: izolace RNA obohacené o kratké RNA, nasledné se jednotlivé miRNA
reverzni transkripei piepisovaly do cDNA a pomoci kvantitativni PCR v redlném
case bylo stanoveno mnozstvi miRNA, které se ve vzorku vyskytovalo. K relativni
kvantifikaci miRNA byla pouzita komparativni delta Ct (224°Y) metoda. Vsechny
tyto kroky jsou podrobné popsany v dalsich kapitolach.

3.2.1. Zpracovani vzorku

Po prijeti do laboratofe byl kazdy vzorek =zaevidovan a spolu
s identifika¢nimi Gdaji a informovanym souhlasem zatazen. Vzorku bylo ptidéleno

specifické kodové oznaceni, pod kterym byl dale v laboratofi zpracovavan.

Pro naslednou izolaci RNA bylo pouZzito 200ul periferni krve, kterd byla
promichana s 1 000ul pufru EL (erythrocyte lysis buffer) a pro ucinnéjsi lyzu
erytrocytt 15 minut inkubovana na ledu. Déle byl vzorek 10 min stacen
v centrifuze vychlazené na 4 °C pii 400 g, kdy zbytky erytrocytt s pufrem zlstaly
rozptylené v supernatantu a ostatni krevni bunky vytvofily na dné zkumavky
peletu. Supernatant byl odstranén a k peleté bylo ptidano 400 pl pufru EL, vzorek
byl opét 10 minut za stejnych podminek staCen a supernatant podruhé odsat.
K peleté jadernych krevnich bunék bylo ptfiddno 350 pl pufru RLT fedéného 99:1
s B-mercaptoethanolem, ktery umoznil vzorek uchovavat pied dal§im zpracovanim

zamrazeny na -80 °C.
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3.2.2. lzolace RNA obohacené o kratké RNA molekuly

Pro izolaci RNA obohacené o kratké RNA molekuly ze vzorku byl pouzit

M miRNA Isolation Kit firmy Ambion® life technologies™, ktery

mirVana®
kombinuje fenol-chloroformovou extrakci RNA a izolaci na pevny nosic. Izolace

byla provedena dle ndvodu vyrobce.

Vzorek bylo nutné rozmrazit 4 min v termobloku pii 37 °C, déale byly
pouzivany chemikdlie zizolacniho kitu. Ke vzorku bylo pfidano 600 pnl
Lysis/Binding buffer, ktery lyzuje bunky, stabilizuje RNA, inaktivuje RNazy a
v dal$ich krocich napomahd RNA navazat se na kolonku. Po pufru bylo pfidano 95
ul miRNA Homogenate Additive pro podporu lyzy bun€k. Smés byla dikladné
promichéana na vortexu a 10 minut byla inkubovéna na ledu. V dal$im kroku byl do
smesi piidan 1 pl syntetické miRNA cel-miR-39 v koncentraci 0,1 nM (bézn¢ se
vyskytuje u Caenorhabditis elegans), aby bylo pozdé€ji moZzno zkontrolovat
uspésnost izolace miRNA. Nasledné byla ke vzorku ptidana 1/10 objemu (950 pl)
Acid-Phenol:Chloroformu, ktery se déli na organickou a vodnou fazi. Po
dikladném zvortexovani trvajicim 30-40 s a Sminutovém sto¢eni pii 10,000g se
faze oddélily, ve spodni organické c¢asti se nachéazely odpadni zbytky bunék,
proteiny a vétSina DNA, pficemZ ve vrchni vodné fazi ziistala RNA. Vodna faze
byla odebrana a v poméru 1:3 byla nafedéna 100 % ethanolem. Tato smés byla dale
v centrifuze béhem 15s pfi 10,000g piefiltrovana pies specidlni kolonku se
skelnymi vlakny, kde pii této koncentraci ethanolu zlstaly imobilizovany velké
molekuly RNA (nad 200bp), ale krats$i molekuly prosly s filtratem skrz. Filtrat byl
odebran do zkumavky a zfedén v poméru 2:3 100 % ethanolem. Tim se
koncentrace ethanolu zvysila na 66 % a pfi filtrovani pfes druhou kolonku za
stejnych podminek byly do skelnych vldken zachyceny Zzadané malé molekuly
RNA, filtrat byl odstranén.

V ptedposledni fazi izolace byl filtr proplachnut promyvacimi roztoky.
Nejdiive bylo ptidano 700 pl nafedéného Wash Solution 1, vzorek byl stocen 5-10
spii 10,000g a filtrat odstranén. Druhé a tfeti promyti se stejnymi parametry

centrifugace a snaslednym odstranénim filtraitu bylo provedeno pomoci
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nafedéného Wash Solution 2/3. Poslednim krokem promyvaci faze bylo Iminutové

sto¢eni na maximalni otacky (14,500g) kvuli vysuSeni filtru.

Na zavér byl filtr pfenesen do nové zkumavky (Collection Tube) a na néj
bylo aplikovano 100 ul Elution Solution ohiatého na 95 °C. Zkumavka byla
centrifugovana 20-30 s na maximalni otacky, aby doslo k uvolnéni RNA obohacené
o kratké tiseky RNA z kolonky do zkumavky. Pro definitivni vycisténi vzorku od
DNA bylo nasledné ptidano 5 pl Dnase pufru a 5 ul DNazy I a smés byla 30 min
inkubovana v termobloku pii 37 °C. Nasledné bylo pro stabilizaci RNA ptidano 5
ul EDTA, s niz byl vzorek inkubovan 10 minut pii 65 °C. Takto izolovanou RNA
bylo mozno kratkodob¢ skladovat pii -20 °C.

(Vyrobcem doporuéeny postup izolace: mirVana™ miRNA Isolation Kit protocol,

dostupny z: https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/fm_1560.pdf)

3.2.3. Reverzni transkripce

K piepisu miRNA do ¢cDNA byl pouzit Taq Man® Reverse Transcription
Kit spolecnosti Applied Biosystems, u reverzni transkripce byl taktéZz dodrzen
vyrobcem doporuceny postup. Kvuli rychlému procesu degradace byla reverzni
transkripce provedena ihned po izolaci, tedy tyZ den. Ptepis probihal v reakénim
objemu 7 ul. Do kazdé jamky byl pipetovan namichany Master mix, esej pro piepis
konkrétni miRNA a RNA templat. Zarovei byl vkazdé analyze kromé
zkoumanych vzorkl analyzovan i vzorek referencni, a to RNA izolovana vyse
uvedenym zptsobem z vybrané fyziologické placenty fedéna na 3 ng/ul. V panelu
29 vybranych miRNA byly v kazdém vzorku také analyzovany i dvé endogenni
kontroly (RNU58A a RNU38B), které v plné krvi matek vykazovaly nejvétsi

stabilitu exprese napfic¢ diagnézami.
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RT Master mix byl namichan z jednotlivych ptisad pro kazdou analyzu
vzdy Cerstvy. Na jednu jamku v reakénim stripu pfipadlo 3,22 namichaného RT

Master mixu. Konkrétni slozky Master mixu a jejich mnozstvi shrnuje nésledujici

tabulka 6:

Tabulka 6: Slozeni Master Mixu pro reverzni transkripci

Komponenta MnozZstvi na jamku (ul) | Koncentrace
volné DNTPs (deoxynukleotid trifosfat) 0,07 100 nM
MultiScribe reverzni transkriptaza 0,49 50 U/ul
Puft pro reverzni transkriptazu 0,7

inhibitor Rnaz 0,07 20 U/ul
Cisténa autoklavovana voda bez DNaz a RNaz 1,89

Dale bylo do reak¢nich jamek ptidano 1,4 pl miRNA Assay (koncentrace
5X), kterd obsahuje RT primer pro konkrétni miRNA. Kvili malé velikosti byly
miRNA RT primery stabilizovany pomoci struktury stem-loop pfidané na 5" konec
molekuly. Jako posledni byl do jamky pfidan vzorek RNA v mnozstvi 2,38 pul.
Strip byl uzavien, promichan, sto¢en a umistén do cycleru. Parametry reakce

shrnuje nasledujici tabulka 7.

Tabulka 7: Teplotni profil a priibéh reverzni transkripce

Délka trvani | Teplota

(min) (°O) Pribéh reakce
30 16 navazani specifického stem-loop primeru k vybranému
typu miRNA

aktivace reverzni transkriptazy, syntéza jednovlaknové

30 42 cDNA podle konkrétniho templatu miRNA

5 25 inaktivace reverzni transkriptdzy, denaturace (cDNA
od RNA)

00 4 konecna stabilizace cDNA

Po skonceni RT piepisu byly vzorky cDNA zamrazeny na -20 °C a druhy

den pouzity pro kvantitativni PCR v redlném case.

(Vyrobcem doporuéeny postup: TagMan® MicroRNA Assays protocol dostupny z:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms_042167.pdf)
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3.2.4. Kvantitativni PCR v redlném cCase

Relativni kvantifikace miRNA ve zkoumaném vzorku byla provedena
pomoci systému 7 500 Fast Real-time PCR spole¢nosti Applied Biosystems®, celd
analyza byla provedena dle pokynii vyrobce. Pro kazdou miRNA byl v této analyze
pfipraven vlastni Master mix (TagMan® Universal PCR Master Mix II), ktery
obsahoval esej pro konkrétni miRNA (TagMan® miRNA Assay, oboje Applied
Biosystems®). Nésledné byl takto namichany PCR Master Mix s eseji pipetovan do
stript a k nému byl pfidan ptepsany vzorek cDNA odpovidajici konkrétni miRNA.
V kazdé analyze byly u zkoumanych vzorkl analyzovany i dvé endogenni kontroly
(RNUS8A a RNU38B) a synteticka cel-miR-39 z C. elegans. Zaroven byly
zafazeny negativni kontroly (NTC), kde analyzovany vzorek nahrazovala CiSténa

autoklavovana voda bez DN4az a RNaz.

Postup analyzy

Analyza byla provedena v reakénim objemu 15 pl. Ztoho 12 pul

ptedstavoval PCR Master Mix, jehoz slozeni je shrnuto v tabulce 8:

Tabulka 8: Slozeni PCR Master Mixu

Komponenta MnoZstvi na jamku (ul)

TaqMan® 2X Universal PCR Master Mix
(termostabilni AmpiTaq Gold® DNA polymeraza,

volné dNTPs s uracilem, ROXTM Passive Reference, 7,5
Uracil-N-glykosylaza (UNG) a optimalizované pufrové

prostiedi)

20X TagMan® miRNA Assay mix

(doptedny a reverzni primer, TagMan® MGB 0,75

fluorescen¢ni sonda)

Cisténa autoklavovana voda bez DN4az a RNéaz 3,75

Tato smés byla 3x promichana a sto€ena s odstupem 3 minut odlezeni mezi
cykly. Do kazdé jamky byly ke 12 pl Master Mixu pfidany 3 pl rozmrazeného a
promichané¢ho vzorku cDNA. Uzaviené stripy byly pied analyzou opét 3x
vortexovany a stoceny s 3minutovym odstupem mezi cykly. Teplotni profil reakce

je shrnut v tabulce 9.
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Tabulka 9: Teplotni profil a priibéh kvantitativni PCR v redlném case

Délka trvani | Teplota (°C) | Prubéh

2 min. 50 Optimalni pro aktivaci UNG (vysvétleno nize)
10 min. 95 Aktivace enzymu Taq DNA polymerazy |
15 s 95 Denaturace, rozvolnéni dvouvlaknové molekuly DNA,

nasednuti primerti

10 s 60 Elongace molekuly Taq DNA polymerazou I, vytvareni
komplementéarniho vlakna

Prvni faze probihajici pfi teploté 50 °C je zatazena kvili aktivaci uracil-N-
glykosylazy (UNG). V zivém organismu tento enzym S$t€pi DNA se zafazenym
uracilem v sekvenci a tim chrani genetickou informaci pied mutacemi (Hatahet et
al., 1994). Pritomny templat cDNA maé v sekvenci zafazovan thymin, tudiz je pred
degradaci ochranén. V nésledné PCR reakci je ale zafazovan uracil. Pfipadna
kontaminace z ptfedchozich reakci je tedy pomoci UNG odstranéna a nové
amplikony s uracilem vznikaji az v dal§ich fazich reakce, kdyz je jiz UNG

neaktivni.

Ve fazich denaturace a anelace se mirné lisil pribéh prvniho cyklu a dalSich
49 cykli. V prvnim cyklu nasedl pii 95 °C na 3konec jednovlaknového templatu
cDNA dopfedny primer a doslo k aktivaci Taq DNA polymerazy I. Nasledné pti 60
°C smérem k 5konci templatu polymerdza vytvarela prvni komplementarni vlakno.
Ve druhém a vSech dalSich cyklech probihala amplifikace totozné, ale jelikoz jiz
byla k dispozici dvé templatova vldkna, nejdiive doSlo k denaturaci vlaken a
nasledné reakce se UCastnil i reverzni primer a MGB sonda. Faze denaturace a

anelace byly provedeny v 50 cyklech.

Uloha sondy a mira fluorescence

TagMan® MGB fluorescenéni sonda byla kli¢ovou &asti, kterd umoznila
méfit narlstajici mnozstvi kopii pomoci fluorescence. Sonda obsahovala na 5 konci
reporterové barvivo (R) a na 3’konci MGB (minor groove binder) a NFQ (non-

fluorescent quencher), takzvany ,,zhasec¢*. Sonda byla navrzena tak, aby svou ,,seed
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— oblasti* mezi 5’a 3 ’koncem specificky nasedala na templat cDNA mezi doptedny

a zpétny primer, a to k vlaknu, které bylo templatem pro zpétny primer.

Dokud byla sonda intaktni, vzdalenost mezi reporterovym barvivem a
zhaSeCem dostacovala k tomu, aby zhéase¢ (quencher) potlacoval fluorescenci
reporteru (viz. obr. 3a). Na reverzni primer ale nasedla DNA polymeraza (P) a
prodluzovala nové vznikajici vlakno az k mistu, kde byla hybridizovana sonda.
Aby mohla pokracovat, DNA polymeraza rozstépila télo sondy, ¢imz byl reporter

odd¢len od quencheru a vyznamné se zvysila fluorescence reporteru (viz obr. 3b).

Obrazek 3a: Uloha quencheru (NFQ) v potlatovani fluorescence
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Obrazek 3a: DNA polymerdaza prodluzuje viakno
podle templatu, hybridizovand sonda nevykazuje
Sfluorescenci

Obrizek 3b: Uloha reporterového barviva (R)
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Obrazek 3b: DNA polymeradza pii syntetizovani vidkna
rozstépila sondu, doslo k oddaleni quencheru od
reporteru, vyrazne se zvysila fluorescence reporteru
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Protoze fluorescencni signal se objevil pouze kdyz byla sonda plné
kompatibilni s templatem, bylo pfi tomto systému zabranéno nespecifické
amplifikaci. Navic byl pomoci MGB zablokovan 3 konec sondy, takze béhem PCR

nedochazelo k elongaci sond.

(Vyrobcem doporuceny postup pro kvantitativni PCR v realném ¢ase: TaqMan®
MicroRNA Assays protocol dostupny z:
https://tools.thermofisher.com/content/stfs/manuals/cms 042167.pdf)

Vyse popsanym principem byl pii kvantitativni PCR v redlném cCase
amplifikovan pozadovany usek cDNA a umérné s tim stoupala mira fluorescence.
Tu detekoval pfistroj, fluorescenci kazdé sondy normalizoval podle ROX™ Passive
Reference obsazené v PCR Master Mixu a data zaznamenaval v podobé
amplifikaéniho diagramu. Pro dal$i zpracovani byly zaznamenané kiivky
korigovany na Ct (,.threshold®), ktery pfedstavuje prahovou hodnotu. Kli¢ovou
informaci odrazejici piivodni mnozstvi miRNA ve vzorku je, ve kterém cyklu

presahla mira fluorescence tento threshold.
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3.2.5. Relativni kvantifikace

Relativni kvantifikace byla provedena pomoci komparativni delta Ct
metody (2742¢Y). Tato metoda umoznila korigovat vysledek podle endogennich
kontrol a vztdhnout ho k referencnimu vzorku, pfi¢emz vyslednd hodnota pfi
nasledném zpracovani vykazuje vysokou ptesnost. V prvnim kroku se od Ct
vzorku odeéita geometricky primér Ct endogennich kontrol (Ct RNU 384 5 Ct RNU
388 vznika ACt vzorku. Od této hodnoty je odeéten rozdil Ct referenéniho vzorku
a geometrického priméru endogennich kontrol (ACt reference). Vznika hodnota

AACt, kterou pro lepsi zpracovatelnost prevadime do tvaru 244t (Livak et

Schmittgen, 2001).
AACt :[Ct vzorek — (3 (Ct RNU 58A, Ct RNU 388)] - [Ct reference — (3 (Ct RNU 58A’ Ct RNU 38B)]

(Livak et Schmittgen, 2001)

kde G (Ct RNUS8A Ct RNU38B) = 3/Ct RNU 58A x Ct RNU 38B

(Vandesompele et al., 2002)
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3.3 Statistické zpracovani dat

Vysledné data byla zpracovana v softwaru Statistica, verze 12 spolecnosti
®StatSoft. Zakladni porovnatelnost skupin byla ovéiena vypoétem p-hodnot u
¢iselnych hodnot dle Kruskal-Wallise a u stavovych hondot chi-kvadratovym
testem. Normalita dat byla ovéfena Shapiro-Wilkovym testem a hlavni statisticka
analyza byla provedena s vyuzitim metody dle Kruskal-Wallise. Na vysledné

hodnoty byla aplikovana Bonferoniho korekce.

3.3.1. Shapiro-Wilkdyv test normality dat

Data ziskand pomoci relativni kvantifikace genové exprese byla nejprve
otestovana Shapiro-Wilkovym testem. Jedna se o test normality dat, ktery ovéfuje,
zda data odpovidaji normalnimu rozdéleni dle Gaussovy ktivky, ¢i nikoliv (Shapiro
et Wilk, 1965). Tato analyza pracuje s hrani¢ni p-hodnotou o velikosti 0,05. Pokud
vyjde p-hodnota pro danou miRNA vétsi nez 0,05, normalita dat neni zamitnuta.
V ptipadé€ p-hodnoty nizsi nez 0,05 zamitdme normalni rozd¢€leni dat. Jako grafické
znazornéni analyzy dobfe slouzi histogram, kde jsou ve sloupcich znazornény
Cetnosti jednotlivych hladin genové exprese a Cervend linie znazoriuje kiivku
normalniho rozdéleni. Pro ilustraci jsou nize uvedeny piiklady histogramt
zpracovanych pro miR-23a-3p a vyskytu hladin genové exprese této miRNA u
fyziologickych gravidit, pacientek s GH, PE a FGR. VSechny C¢&iselné udaje
Shapiro-Wilkova testu o ostatnich miRNA u jednotlivych diagn6z shrnuje tabulka

10, ukdzkové hodnoty u miR-23a-3p jsou v ni zvyraznény modfe.
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Graf 1: Histogram Cetnosti genové exprese miR-23a-3p u FG
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Graf 1: Z rozlozeni histogramu a z hodnot W=0,653 a p<0,05 vyvozujeme, Ze miR-
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Graf 2: Histogram Cetnosti genové exprese miR-23a-3p u GH

Shapiro-Wilk W=0,852, p=0,00
— Qéekavang normalni

-0.1

0.0 01 0.2 03 0.4 05 06
Relativni kvantifikace genové exprese

Graf'2: Z rozlozeni histogramu a z hodnot W=0,852 a p<0,05 vyvozujeme, Ze

miR-23a-3p nema u skupiny s GH normalni rozdéleni
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Graf 3: Histogram Cetnosti genové exprese miR-23a-3p u PE
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Graf 4: Histogram Cetnosti genové exprese miR-23a-3p u FGR
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Tabulka 10: Shrnuti Shapiro-Wilkovy analyzy pro jednotlivé miRNA u

konkrétnich diagnéz

Shapiro- FG PE FGR GH

WilkGv test | w p- w p- w p- w p-

pro miRNA | hodnota | hodnota | hodnota | hodnota | hodnota | hodnota | hodnota | hodnota
miR-1-3p 0,556 0 0,843 0 0,551 0 0,512 0
miR-16-5p 0,905 0 0,875 0 0,511 0 0,964 0,381
miR-17-5p 0,786 0 0,886 0 0,846 0 0,77 0
miR-20a-5p 0,799 0 0,734 0 0,798 0 0,929 0,041
miR-20b-5p 0,837 0 0,835 0 0,792 0 0,857 0
miR-21-5p 0,821 0 0,861 0 0,551 0 0,958 0,265
miR-23a-3p 0,653 0 0,512 0 0,694 0 0,852 0
miR-24-3p 0,748 0 0,701 0 0,66 0 0,796 0
miR-26a-5p 0,783 0 0,889 0 0,655 0 0,951 0,176
miR-29a-3p 0,614 0 0,907 0 0,553 0 0,944 0,111
miR-92-3p 0,625 0 0,531 0 0,521 0 0,918 0,021
miR-100-5p 0,168 0 0,772 0 0,583 0 0,905 0
miR-103-3p 0,774 0 0,756 0 0,694 0 0,934 0,059
miR-125b-5p 0,124 0 0,759 0 0,79 0 0,625 0
miR-126-3p 0,762 0 0,869 0 0,461 0 0,911 0,014
miR-130b-3p 0,729 0 0,502 0 0,788 0 0,939 0,082
miR-133-3p 0,703 0 0,095 0 0,562 0 0,736 0
miR-143-3p 0,618 0 0,464 0 0,705 0 0,865 0,001
miR-145-5p 0,896 0 0,756 0 0,823 0 0,891 0,004
miR-146a-5p 0,672 0 0,791 0 0,749 0 0,853 0
miR-155-5p 0,474 0 0,797 0 0,98 0,864 0,894 0,005
miR-181a-5p 0,852 0 0,651 0 0,732 0 0,847 0
miR-195-5p 0,555 0 0,541 0 0,526 0 0,832 0
miR-199a-5p 0,454 0 0,476 0 0,574 0 0,823 0
miR-210-3p 0,805 0 0,718 0 0,875 0,003 0,819 0
miR-221-3p 0,707 0 0,706 0 0,648 0 0,953 0,19
miR-342-3p 0,76 0 0,696 0 0,847 0 0,751 0
miR-499a-5p 0,675 0 0,697 0 0,643 0 0,927 0,037
miR-574-3p 0,778 0 0,616 0 0,747 0 0,952 0,184

Tabulka 10: p<0,05 — zamitnuto normalni rozdéleni dat; p>0,05 — data vykazuji normalni
rozdeéleni (vyznaceno cervené), hodnoty u miR-23a-3p vyse zndzornené v grafech zde oznaceny
modre; vétsina dat nevykazuje normdlni rozdeéleni
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Vyhodnoceni Shapiro-Wilkovy analyzy svédCilo pro fakt, Ze naprosta
vétSina experimentalnich dat nevykazovala normalni rozd€leni. U nékterych
miRNA, zvlasté u skupiny s gestacni hypertenzi, byly objeveny ptipady, kdy p-
hodnota je vétsi nez 0,05 a normalni rozdéleni zde nezamitadme. Dalsi kroky vSak
bylo nutné¢ podridit vétSin€é ostatnich vysledk s rozdélenim neodpovidajicim
Gaussové kfivce. Vzhledem ktomu, Ze exprese jednotlivych miRNA byly
nezavislé jevy, data nevykazovala normalni rozdéleni a byl patrny podobny tvar
rozdéleni ve zkoumanych skupinach, byly dale aplikovany neparametrické testy
porovnavajici vice proménnych. Jako hlavni nastroj pro statistické zpracovani byla
zvolena neparametrickd Kruskal-Wallisova analyza, pro kterou byly splnény

vSechny pfedpoklady.

3.3.2. Kruskal-Wallisova analyza

Prvnim krokem pro Kruskal-Wallisovu analyzu bylo stanoveni nulové
hypotézy (Ho), jejiz platnost bylo tfeba ovéfit, a alternativni hypotézy (Hi), ktera
byla dopliikovou hypotézou k Ho. V tomto ptipadé Ho predpokladala, ze genova
exprese jednotlivych kardiovaskuldrnich miRNA je stejna v periferni krvi zdravych
pacientek, i u vSech pacientek s piedchozim vyskytem téhotenskych komplikaci.
Alternativni hypotéza Hi oproti tomu ptedpokladala, Ze alespont jedna skupina
(pacientky se shodnou diagnozou) se od ostatnich 1i8i, tedy méa vyznamné rozdilnou
hladinu genové exprese. Kruskal-Wallistiv test proto mohl mit pouze dva odlisné
vysledky. Pokud se neukazal Zadny vyznamny rozdil mezi skupinami, vyvodili
jsme, Ze Ho nelze zamitnout, genova exprese je tedy u vSech skupin podobna.
Pokud vSak alespon jedna skupina vykazovala vyraznou odchylku, hypotézu Ho
jsme zamitli a pfijali jsme hypotézu Hi. Pak je prokazano, Ze genova exprese

microRNA je u dané skupiny ovlivnéna diagnézou (Kruskal et Wallis, 1952).

Timto testem nebyla zkoumana shoda jednotlivych parametrt,
ale nahodnych vybérii primérného potfadi hodnot. Obor hodnot, ktery obsahl
vSechny vysledky, byl rozdélen na dvé ¢asti, a to obor hodnot pfijeti (V) a kriticky
obor (W). Pokud vysledek nahodného vybéru spadal do oboru hodnot V, nezamitli
jsme hypotézu Ho. Pokud vysledek spadal do kritického oboru hodnot W, pfijali
jsme hypotézu Hi. (Kruskal et Wallis, 1952). Tyto dva obory hodnot rozd€lovala
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hladina spolehlivosti a, kterd byla stanovena na a=0,05 (Fisher, 1925). Vysledkem
analyzy byla konkrétni p-hodnota, ktera vyjadfovala, s jakou pravdépodobnosti
zamitneme hypotézu Ho, piestoze je ve skuteCnosti pravdiva. Jinymi slovy p-
hodnota znacila miru pravdépodobnosti vzniku chyby I. druhu. Pokud tedy p-
hodnota pro porovnani souborti genové exprese konkrétni miRNA vysla nizsi, nez
hladina spolehlivosti a (0,05), rozdil mezi soubory byl povazovéan za statisticky

signifikantni a pfijali jsme hypotézu H1 (Kruskal et Wallis, 1952).

S ndsobnym testovanim hypotéz se vSak zvysovala pravdépodobnost falesné
pozitivniho vysledku, proto byla na data z Kruskal-Wallisovy analyzy pouzita
Bonferoniho korekce. Timto zpiisobem poprvé popsanym C. E. Bonferronim byla
upravena hladina vyznamnosti testu podle po¢tu provedenych testl. Z vysledkl
s patrnou odchylkou Bonferroniho korekce odddélila ty skutecné statisticky
signifikantni, jejichz p-hodnota musela byt mensi, nez a/pocet skupin (Bonferroni,
1939). O vysledcich nachazejicich se mezi touto korigovanou hodnotou a samotnou
hodnotou a o stanovené hladin€ 0,05 jsme uvadéli, Ze vykazuji trend. V této praci
byla pomoci Bonferroniho korekce v pfipadé srovnavani tfi skupin hrani¢ni p-

hodnota stanovena na p<0,017, v ptipad€ porovnavani ¢ty skupin na p<0,013.

63



4. Vysledky

Byla studovana postpartdlni (s odstupem 3-10 let od porodu) genova
exprese kardiovaskularnich miRNA v periferni krvi u matek s fyziologickym a
patologickym prabéhem tc¢hotenstvi. Z celkového poctu 221 pacientek bylo 76
fyziologickych kontrol (fyziologicky prib¢h gravidity). V 86 ptipadech se jednalo
o preeklampsii, kde mirnou formu mélo 22 pacientek a zavaznou formu 64
pacientek, 31 pacientek s PE rodilo pred 34. tydnem a 55 pacientek s PE rodilo po
34. tydnu. Ptipadt gestacni hypertenze bylo celkem 31, zadna z pacientek netrpéla
primarni, nebo sekundarni hypertenzi. Fetalni riistova restrikce byla pfitomna u 28
matek, pficemz u 15 téhotenstvi s FGR se vyskytoval anhydramnion nebo
oligohydramnion a u 13 té€hotenstvi s FGR nikoliv. Pouze 5 matek s FGR rodilo
pfed 32. tydnem (Casnd forma FGR), zbylych 23 Zen rodilo po 32. tydnu (pozdni
forma FGR).

Vysledky statistickych analyz jsou graficky zpracovany v podobé
krabicovych grafli neboli boxplotii. Stfedni linie v kazdém boxplotu zna¢i median,
samotné krabicové ohraniceni pfedstavuje dole 25. a nahote 75. centil. Prodlouzené
linie predstavuji hodnoty do velikosti 1,5nasobku rozpéti boxplotu, krouzky jsou
oznaceny odlehlé hodnoty a hvézdickami extrémni hodnoty. P-hodnoty zndzornéné

v grafech jsou pro piehlednost zaokrouhleny na tfi desetinnd mista.

Nejprve  byly  srovnavany  vysledky analyz  genové  exprese
kardiovaskularnich miRNA v periferni krvi fyziologickych kontrol a t€hotenskych
patologii, tedy PE, GH a FGR. Dale pak byly vysledky pacientek s PE zkoumany
s ohledem na zavaZnost onemocnéni a také s ohledem na dobu porodu. Porod pied
34. tydnem byl oznacen za ¢asnou formu PE, porod po 34. tydnu za pozdni formu
PE. U pacientek s FGR byl v pokrocilejSich analyzach zohlediiovan vyskyt
anhydramnionu/oligohydramnionu a doba porodu (pfed a po 32. tydnu — ¢asna a
pozdni forma FGR). Dale jsou rozvedeny a diskutovany pouze ty vysledky, které
vykazovaly statisticky vyznamnou dysregulaci, nebo trend ke zvySeni ¢i snizeni
genové exprese. JelikoZ u FGR, ani u Zadné podskupiny FGR nebyl zaznamenan

statisticky signifikantni vysledek, nejsou vysledky této skupiny dale rozebirany.
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4.1 Genova exprese kardiovaskularnich miRNA v periferni krvi fyziologickych

kontrol a téhotenskych patologii

V ramci rozdéleni do Ctyi zakladnich skupin (FG, GH, PE a FGR) byly
zaznamenany vyznamné rozdily v genové expresi riznych miRNA. Analyza podle
Kruskal-Wallise po aplikaci Bonferroniho korekce ukazala ve ctyfech ptipadech

statistickou signifikanci a v Sesti ptipadech trend k dysregulaci genové exprese.

4.1.1. Up-regulace miR-17-5p u GH

Testovani genové exprese miR-17-5p u ¢ty zakladnich skupin ukéazalo i po
Bonferroniho korekci na hladinu vyznamnosti 0=0,013 hned dvé¢ zavislosti. Za prvé
je patrna statisticky vyznamna up-regulace miR-17-5p (p=0,003) u skupiny gravidit
s GH oproti zdravym kontroldm. Zaroven vykazuje trend k upregulaci miR-17-5p

(p=0,043) skupina pacientek s PE (viz. Graf 5).

Graf 5: Genova exprese miR-17-5p u FG (n=76), GH (n=31), PE (n=86) a
FGR (n=28)
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Graf 5. Signifikantni up-regulace miR-17-5p (p=0,003) u pacientek s GH v porovnani s FG,
trend k up-regulaci miR-17-5p (p=0,043) u pacientek s PE v porovnani s FG
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4.1.2. Statisticky signifikantni up-regulace miR-20a-5p, miR-143-3p a miR-
499-5p u GH

Dalsi statisticky vyznamné dysregulace v ramci rozdéleni do zakladnich
skupin byly objeveny pouze u skupiny pacientek s gestacni hypertenzi. Jedna se o
miR-20a-5p (p=0,007) (viz. Graf 6), miR-143-3p (p=0,013) (viz. Graf 7) a miR-
499-5p (p=0,012) (viz. Graf 8). U vSech tii ptipadu lze potvrdit siginifikantni up-

regulaci i po aplikaci Bonferroniho korekce na p<0,013.

Graf 6: Genova exprese miR-20a-5p u u FG (n=76), GH (n=31), PE (n=86)
a FGR (n=28)
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Graf 6. Signifikantni up-regulace miR-20a-5p (p=0,007) u pacientek s GH
v porovnani s FG
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Graf 7: Genova exprese miR-143-3p u u FG (n=76), GH (n=31), PE (n=86) a FGR
(n=28)
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Graf'7: Signifikantni up-regulace miR-143-3p (p=0,013) u skupiny s GH v porovnani s FG

Graf 8: Genova exprese miR-499a-5p u FG (n=76), GH (n=31), PE (n=86)
a FGR (n=28)
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Graf 8. Signifikantni up-regulace miR-499-5p (p=0,012) u skupiny s GH
v porovndni s FG 67



4.1.3. Trend k up-regulaci miR-29a-3p, miR-20b-5p, miR-146a-5p a miR-
199a-5p u GH a trend k up-regulaci miR-29a-3p u PE

Dalsi soubor vysledkli z analyzy genové exprese Ctyi zakladnich skupin
diagnoz predstavuji ty vysledky, jejichZ p-hodnota se nachézi pod zadanou 0=0,05,
ale zaroven piesahuje korigovanou p-hodnotu pro 4 skupiny (p=0,013). V této
skupiné jsou Ctyfi kardiovaskularni miRNA, které vykazuji trend k up-regulaci u
gestacni hypertenze: miR-29a-3p (p=0,047) (viz. Graf 9), miR-20b-5p (p=0,03)
(viz. Graf 10), miR-146a-5p (p=0,028) (viz. Graf 11) a miR-199a-5p (p=0,027)
(viz. Graf 12), pficemz miR-29a-3p (p=0,034) vykazuje zaroven trend k up-

regulaci u preeklampsie.

Graf 9: Genova exprese miR-29a-3p u FG (n=76), GH (n=31), PE (n=86) a
FGR (n=28)
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Graf 9: Trend k up-regulaci miR-29a-3p (p=0,047) u skupiny s GH v porovnani s FG a
trend k up-regulaci miR29a-3p (p=0,034) u skupiny s PE v porovnani s FG
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Relativni kvantifikace genove exprese

Graf 10: Genova exprese miR-20b-5p u FG (n=76), GH (n=31), PE (n=86)

a FGR (n=28)
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Graf 10: Trend k up-regulaci miR-20b-5p (p=0,03) u pacientek s GH v porovnani

s FG

Graf 11: Genova exprese miR-146a-5p u FG (n=76), GH (n=31), PE (n=86) a
FGR (n=28)
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Graf 11: Trend k up-regulaci miR-146a-5p (p=0,028) u skupiny s GH

v porovndni s FG
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Graf 12: Genova exprese miR-199a-5p u FG (n=76), GH (n=31), PE
(n=86) a FGR (n=28)
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Graf 12: Trend k up-regulaci miR-199a-5p (p=0,027) u pacinentek s GH
v porovnani s FG
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4.2 Genova exprese kardiovaskularnich miRNA v periferni krvi matek s ohledem na

zavaznost PE

Pfi porovnani genové exprese kardiovaskularnich miRNA fyziologickych
gravidit s graviditami s mirnou a zdvaznou formou preeklampsie byly zaznamenany
statisticky signifikantni vysledky, které spadaly do této kategorie i po Bonferroniho
korekci hladiny vyznamnosti na hodnotu p=0,017. Také byly objeveny takové
miRNA, jejichZ p-hodnota spadala do intervalu mezi 0,017 a 0,05, a které tudiz

vykazuji pouze trend k up-regulaci v periferni krvi matek v postpartalnim obdobi.

4.2.1. Signifikantni up-regulace miR-17-5p a miR-29a-3p u zdvazné PE

Vsechny vysledky v ramci tfi vySe uvedenych skupin pacientek jsou up-
regulace zaznamenané u zavazné formy PE v porovnani s fyziologickymi
graviditami. Statisticky signifikantni up-regulace byly zaznamenany u miR-17-5p

(p=0,009) (viz. Graf 13) a u miR-29a-3p (p=0,009) (viz. Graf 14).

Graf 13: Genova exprese miR-17-5p u FG (n=76), mirn¢ PE (n=22) a
zavazné PE (n=64)
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Graf 13: Signifikantni up-regulace miR-17-5p u skupiny se zavaznou PE
v porovnani s FG
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Graf 14: Genova exprese miR-29a-3p u FG (n=76), mirné PE (n=22) a
zavazné PE (n=64)
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Graf 14: Signifikantni up-regulace miR-29a-3p (p=0,009) u pacientek se zavaznou PE
v porovnani s FG

4.2.2 Trend k up-regulaci miR-133-3p a miR-195-5p u zavazné PE

U dalsich dvou kardiovaskularnich miRNA byla pfi srovnani FG se
zavaznou PE zjiSt€na up-regulace, ale po aplikaci Bonferroniho korekce ji lze
oznacovat pouze jako trend k up-regulaci. Jedna se o miR-195-5p (p=0,037) (viz.
Graf 15) a miR-133-3p (p=0,023) (viz. Graf 16).

72



Graf 15: Genova exprese miR-195-5p u FG (n=76), mirné PE (n=22) a
zavazné PE (n=64)
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Graf'15: Trend k up-regulaci miR-195-5p (p=0,037) u skupiny se zavaznou PE
v porovnani s FG

Graf 16: Genova exprese miR-133-3p u FG (n=76), mirné PE (n=22) a
zavazné PE (n=64)
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Graf 16: Trend k up-regulaci miR-133-3p (p=0,023) u pacientek se zavaznou PE
v porovnani s FG
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4.3 Genova exprese kardiovaskularnich miRNA v periferni krvi matek s preeklampsii

s ohledem na dobu ukonceni gravidity (pfed a po 34. gestacnim tydnu)

Stejné jako pii analyze genové exprese miRNA fyziologickych gravidit a
piipadii mirné a zavazné preeklampsie, i v rozdéleni do skupin podle tydne porodu
na Casnou a pozdni PE (pfed 34. a po 34. gesta¢nim tydnu), byly zaznamenany
signifikantni vysledky. S FG skupinou ¢itajici 76 matek byly porovnavany dvé
skupiny pacientek s preeklampsii, a to skupina s ¢asnou formou PE (31 matek),
které rodily pfed 34. gestacnim tydnem a skupina s pozdni formou PE (55 matek),
které rodily po 34. tydnu. Shodn¢ s analyzou podle zavaznosti onemocnéni se i
v tomto piipad€ jedna o porovnavani 3 skupin, vysledky proto byly korigovany dle

Bonferroniho na p-hodnotu 0,017.

4.3.1. Signifikantni up-regulace miR-133-3p u pacientek s ¢asnou

formou PE (porod pfed 34. gestacnim tydnem)

Signifikantni zvySeni genové exprese miR-133-3p (p=0,006) oproti
fyziologickym kontroldm bylo zjisténo u skupiny pacientek s PE, které porodily
pted 34. tydnem (viz. Graf 17).

Graf 17: Genova exprese miR-133-3p u FG (n=76), PE s porodem pied 34.
tydnem (n=31) a PE s porodem po 34. tydnu (n=55)
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Graf 17: Signifikantni up-regulace miR-133-3p (p=0,006) u skupiny s PE

a porodem pred 34. tydnem v porovnani s FG 74



4.3.2 Trend k up-regulaci miR-29a-3p u pacientek s pozdni formou PE
(porod po 34. gestacnim tydnu)
Trend kup-regulaci byl u miR-29a-3p (p=0,03) oproti fyziologickym
graviditdm zaznamenan u skupiny matek s pozdni formou PE, které rodily az po

34. gestacnim tydnu (viz. Graf 18).

Graf 18: Genova exprese miR-29a-3p u FG (n=76), PE s porodem pted 34.
tydnem (n=31) a PE s porodem po 34. tydnu (n=55)
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Graf 18: Trend k up-regulaci miR-29a-3p (p=0,03) u skupiny s PE a porodem po 34.
tydnu v porovnani s FG
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5. Diskuse

V této praci byla studovdna genova exprese 29 miRNA, u kterych je
prokézan jejich vliv na funkci kardiovaskularniho systému. Jednalo se o 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-92-3p, miR-100-5p, miR-103-3p, miR-125b-
5p, miR-126-3p, miR-130b-3p, miR-133-3p, 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 a miR-574-3p. O téchto miRNA je obecné znamo,
ze vykazuji dysregulaci u rlznych kardiovaskuldrnich  onemocnéni.
Posttranskripéni regulaci exprese riznych geni bud napomahaji vzniku a rozvoji
kardiovaskularnich onemocnéni (Zhao et al., 2005; Suarez et al., 2010), nebo
pusobi proti témto onemocnénim protektivné (Chen et al., 2014; Harris et al., 2008;

Cheng et al., 2013).

Kardiovaskularni systém je klicovym nastrojem homeostazy lidského
organismu a jeho spravna funkce je pro zdravi clovéka nezbytnd. V posledni dobé
nariistaji pocty pacientll s riznymi kardiovaskularnimi onemocnénimi, které jsou
Casto asociovany s civilizaénimi chorobami. Jedna se o ateroskler6zu, ischemickou
chorobu srdecni, infarkt myokardu, cerebralni ictus, srdecni arytmii a trombotické
stavy (Ge et al., 2002; Kumar et al., 2014). Je prokdzano, ze u riznych onemocnéni
kardiovaskularniho systému je odliSny profil genové exprese rtiznych miRNA.
Vzhledem k tomu, Ze miRNA jsou vyznamnym ndstrojem posttranskripénich tprav
mRNA, zasadn€ svou ¢innosti reguluji genovou expresi a tvorbu proteinli v buiice

(Cordes et Srivastava, 2009).

Tehotenstvi predstavuje pro matku a jeji kardiovaskularni systém zatéz, a to
1 v piipadé, kdy téhotenstvi probihd naprosto fyziologicky a bez komplikaci.
Vznikd novy organ v podobé placenty a plod vyzaduje dostateCné zasobeni
kyslikem a zivinami. Pokud jest¢ navic nékteré mechanismy selhdvaji a nastoupi
téhotenské komplikace jako PE, GH nebo FGR, kardiovaskularni systém matky je
jeste  vice zatézovan a profil genové exprese miRNA asociovanych
s kardiovaskuldrnim systémem se méni (Hromadnikova et al., 2016). Existuji i

studie o expresnim profilu miRNA v placent¢ (Hromadnikova et al., 2015)
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a pupecnikové krvi (Hromadnikova et al., 2017), ale hlavnim bodem je srovnani
nasich vysledkii s vyzkumem periferni krve pravé teéhotnych zen se shodnou
diagnozou téhotenské komplikace (Hromadnikova et al., 2016). Pfedmétem diskuse
se stava, zda dysregulovany epigeneticky profil v fadu let od porodu v periferni
krvi matek zlstavd, nebo se opét zméni. Objasnéni zmén expresniho profilu
miRNA mé velky potencial pro odhad kardiovaskularniho rizika pozdé¢jSiho
vyskytu konkrétnich kardiovaskuldrnich onemocnéni v zavislosti na prib¢hu

predchozich té¢hotenstvi.

5.1 Nové objevené dysregulace expresniho profilu miRNA

MiR-17-5p vykazuje zajimavé zmény v expresi v periferni krvi matek
v t¢hotenstvi a po porodu. Jednd se o miRNA exprimovanou v endotelovych
bunkach, ktera reguluje angiogenezi (Suarez et al., 2008), urychluje bunéény cyklus
(Cloonan et al., 2008) a je up-regulovand u pacienti s kardiovaskuldrnimi
onemocnénimi, jako je naptiklad ischemickd cévni mozkova piihoda (Wu et al.,
téhotnych zen s FGR, u kterych bylo nutné pfistoupit k porodu pied 34. tydnem
(Hromadnikova et al., 2016). V periferni krvi matek s odstupem od porodu ale
analyza ukdzala vyznamnou zménu genové exprese. Zatimco pacientky po
prodélané FGR maji s odstupem od porodu hladinu miR-17-5p v normé&, matky po
PE vykazuji trend k up-regulaci a matky po GH dokonce statisticky vyznamné
zvySeni hladiny genové exprese. Pfi rozliSeni zavaznosti navic matky po zavazné
preeklampsii vykazuji také vyznamnou up-regulaci a po zohlednéni tydne porodu
se trend ke zvySeni genové exprese miR-17-5p ukazuje u matek s porodem po 34.
tydnu. Pro matky po prodélané gestacni hypertenzi, zdvazné preeklampsii a
preeklampsii s porodem po 34. tydnu to muze znamenat vétsi riziko vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni asociovanych s up-regulaci mir-17-5p. Vzhledem
k funkcim této miRNA popsanym na str. 20 mohou tyto pacientky mit zvySené
riziko vzniku napftiklad ischemické cévni mozkové piihody a riiznych nadorovych

onemocnéni.
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MiR-20a-5p a miR-20b-5p pisobi jako regulatory angiogeneze.
Pravdépodobné suprimuji tvorbu VEGF (vaskularni endotelialni rastovy faktor),
ktery podporuje rist cév. Proto je pod vlivem hypoxie prokazano snizeni miR-
20a/b-5p a nésledné zvyseni hladin VEGF, aby dochézelo k neovaskularizaci. (Hua
et al., 2006). V krvi t€hotnych Zen pii onsetu vSech zkoumanych komplikaci nebyla
nalezena z&dna dysregulace miR-20a-5p ani miR-20b-5p (Hromadnikova et al.,
2016). Nase prace ale odhalila u obou zminénych miRNA up-regulaci (miR-20a-5p
signifikantn€, miR-20b-5p v trendu) v periferni krvi matek po porodu s prodélanou
gestacni hypertenzi. Je tedy mozné, ze s odstupem od porodu télo matky zvysuje
expresi miR-20a-5p a miR-20b-5p a tim intenzivné¢ suprimuje angiogenezi. Up-
regulace miR-20a-5p 1 miR-20b-5p je ale mimo jiné asociovana se zvySenym
rizikem tumorigeneze (Dews et al., 2006), je tedy mozné, Ze gestani hypertenze

predisponuje matky i ke vzniku nddorovych onemocnéni.

MiR-29a-3p je exprimovana v cévnich hladkosvalovinovych buiikach, kde
sniZzuje tvorbu elastinu a kolagenu a napomahd i apoptdéze myocytd. Byva up-
regulovana vékem a pfi aterosklerdze, muze ale i zabranovat postupu fibrézy (Boon
et al., 2011). U pravé t€hotnych Zen s riznymi patologiemi nebyla prokézana zadna
dysregulace miR-29a-3p (Hromadnikova et al., 2016), ale u matek s prodélanou PE
a GH sodstupem od porodu byl objeven trend k up-regulaci této miRNA.
S odliSenim mirné a zadvazné preeklampsie se objevuje signifikantni up-regulace u
zavaznych ptipadi PE a po rozdé¢leni skupin s PE dle tydne porodu vykazuji trend
k up-regulaci pacientky, které rodily po 34. tydnu. ZvySena genova exprese miR-
29a-3p umociiyje snizeni hladin kolagenu a elastinu a miize znamenat vétsi riziko

vzniku kardiovaskularnich chorob, jako je naptiklad ateroskleroza.

MiR-133-3p je spolu smiR-1-3p exprimovdna v myocytech a
kardiomyocytech (Van Rooij et al., 2008 a). Tato miRNA je dulezita pro spravnou
funkci srdce. Na zvifecich modelech je prokdzano, Ze absolutni nedostatek miR-
133-3p zpisobi defekty srdce, aberantni kontraktilitu myokardu a vice nez
dvojnasobné zvysenou proliferaci kardiomyocyti. Patologickym jevem je ale i up-
regulace miR-133-3p. U zvifecich modelll vedlo 15n4sobné zvySeni genové
exprese k embryonalni letalité. Byly zde pozorovéany silné defekty srdce, o dvé

tretiny tenci stény srdecnich komor (pravdépodobné kviili nedostate¢né proliferaci)
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a zvétSené srdecni sin¢ v porovnani s kontrolami. Dale bylo potvrzeno, Ze cilem
pro miR-133-3p jsou cykliny D1, D2 a Bl, coz jen potvrzuje, ze miR-133-3p
suprimuje proliferaci myocytlii a kardiomyocytti (Liu et al., 2008). U lidi je
pozorovana down-regulace miR-133-3p s vékem a vyraznéjsi snizeni hladin genové
exprese je patrné u pacientll s fibrilaci sini. To je dévano do souvislosti
s pfitomnosti vyrazné vétsiho podtu hyperpolarizaénich Ca*" kanaléi v myokardu
pacientu s fibrilaci sini. Pfedpoklada se, ze miR-133-3p suprimuje tvorbu téchto
proteinovych kanala (Li et al., 2015). V periferni krvi pravé téhotnych Zzen
s rozlicnymi patologiemi nebyl nalezen aberantni profil genové exprese miR-133-
3p (Hromadnikova et al., 2016), ale nase studie odhalila s odstupem let od porodu
signifikantni up-regulaci u pacientek s ¢asnou formou PE (porod pied 34. tydnem)
a trend k up-regulaci u pacientek po prodélané¢ zavazné formé preeklampsie. Je
mozné, Ze silna up-regulace u pacientek s ¢asnou formou PE negativné ovliviiuje

funkci a stavbu myokardu.

MiR-143-3p je miRNA, kterd pomoci regulace tvorby myocardinu
umoznuje diferenciaci cévnich bun¢k hladkého svalstva, dale podminuje
kontraktilni schopnost a plasticitu téchto bunék a omezuje jejich nadmérnou
proliferaci. Down-regulace miR-143-3p je pozorovana u ateroskleréozy a
poskozenych, mélo diferencovanych cév (Cordes et al., 2009). Studie periferni krve
té¢hotnych Zen s t¢hotenskymi komplikacemi neukézala zddné dysregulace miR-
143-3p (Hromadnikové et al., 2016). Periferni krev matek po prodélané GH ale
vykazuje s odstupem od porodu v porovnani s periferni krvi matek po fyziologické
gravidité¢ signifikantni up-regulaci miR-143-3p. Je mozné, Ze se jedna o
kompenzacni mechanismus organismu matky po nahlé hypertenzi prodélané

v téhotenstvi.
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MiR-146a-5p je exprimovana v bunikdch endotelu a ma in vitro prokazané
protizanétlivé ucinky. Hladina této miRNA u bunck stimulovanych zanétlivym
cytokinem IL-1B prudce nariista. Zarovei buniky s navozenou genovou over-expresi
miR-146a-5p vykazuji redukci tvorby adheznich molekul (ICAM-1, VCAM-1),
které jsou klicové pro rozvoj zanétlivé reakce v cévni sténé (Cheng et al., 2013).
Dalsi studie popisuje miR-146a-5p jako dulezitou agens limitujici senescenci
endotelovych bunck a spojuje down-regulaci této miRNA s postupujicim vékem
(Vasa-Nicotera et al., 2011). V periferni krvi matek v priabchu tchotenstvi byla
nalezena down-regulace miR-146a-5p u pifipadd fetdlni rdstové restrikce
(Hromadnikova et al., 2016), ale s odstupem od porodu se expresni profil matek po
prodélané FGR nelisi od matek po fyziologické gravidité. Oproti tomu matky, které
v t¢hotenstvi mély gestacni hypertenzi, vykazuji s odstupem od porodu trend up-
regulaci miR-146a-5p. Vzhledem k protektivnimu vlivu, ktery ma miR-146a-5p na
endotelovou tkan, mizeme predpokladat, ze se jednd o kompenzacni mechanismus

matefského organismu po odeznéni ptiznakl gestacni hypertenze.

Nadmérna exprese miR-195-5p v kardiomyocytech zpiisobuje patologicky
zvySeny narust hmoty srde¢niho svalu, je to tedy miRNA typicky up-regulovana u
hypertrofie (Van Rooij et al., 2006). Studie matek v pribéhu téhotenstvi neodhalila
u zadné ztéhotenskych patologii dysregulaci miR-195-5p v periferni krvi
(Hromadnikové et al., 2016). U matek po zdvazné formé PE jsme v periferni krvi
s odstupem 3-10 let od porodu ale objevili trend k up-regulaci miR-195-5p. Muze
se jednat o naznak hypertrofie srdce vzniklé z divodu zvySené namahy, kterou
zpiisobovalo té¢hotenstvi se zavaznou patologii. Je otazkou, pro¢ up-regulace miR-
195-5p vznikd az s vyraznym Casovym odstupem od porodu. Muze se jednat o
kumulativni efekt postupného narGstu hmoty srdecniho svalu a s tim spjaté up-

regulace miR-195-5p, kterd jesté v priibéhu téhotenstvi neni zaznamenatelna.
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MiR-199a-5p snizuje proliferaci a reguluje velikost bunc¢k hladkého
svalstva (Gheinani et al., 2015), Ize tedy predpokladat, ze obdobny t¢inek ma i na
cévni hladkosvalové buiiky (VSMC). MiR-199a-5p také inhibuje apoptozu, byva
up-regulovana pii srde¢ni hypertrofii, a down-regulovana pii hypoxii (Rane et al.,
2009). V periferni krvi t€hotnych zen byly objeveny down-regulace miR-199a-5p u
skupin s FGR a GH (Hromadnikova et al., 2016). U vSech téchto ptipadii miize
nedostatek miR-199a-5p signalizovat odpovéd na hypoxii. U matek s FGR ale
s odstupem od porodu neni patrna dysregulace, jejich hladina miR-199a-5p je
srovnatelnd s genovou expresi u fyziologickych gravidit. NejvétSim zvratem je
ovSem situace u pacientek s GH, kde down-regulace pifi onsetu hypertenze v
téhotenstvi s odstupem od porodu dokonce piertsta ve trend k up-regulaci. To
muze byt zpisobeno tim, Ze po prod€lané hypertenzi v t€hotenstvi za snizené

genové exprese miR-199a-5p az mohutni srde¢ni sval matky.

MiR-499-5p je miRNA vykazujici velice slibnou korelaci s vyskytem
infarktu myokardu a kardiovaskularnich chorob. Je dokonce jednim z potencidlnich
markerti poskozeni myokardu cirkulujicich v periferni krvi. Oproti troponinu a
kreatin-kindze MB vykazuje miR-499-5p stabilngj$i korelaci s mirou poskozeni
srdecni tkané a ma potencidl byt jesté presnéjSim biomarkerem. Studie na zvifecich
modelech potvrdily, Ze tato miRNA je specificky exprimovéna v kardiomyocytech
a vykazuje up-regulaci pii poskozeni srde¢niho svalu (Zhang et al., 2015). Zadna ze
skupin téhotenskych komplikaci v pribéhu téhotenstvi nevykazovala dysregulaci
této miRNA (Hromadnikova et al., 2016), ale pacientky po gesta¢ni hypertenzi maji
s odstupem od porodu v periferni krvi miR-499-5p signifikantné up-regulovanou.
Je otazkou, pro€ se profil této miRNA méni aZ s odstupem od porodu, jisté ale je,
ze muze signalizovat poSkozeni tkdné myokardu a vyznamné zvySovat riziko
vzniku ischemické choroby srde¢ni a infarktu myokardu u matek po prodélané

gestacni hypertenzi.
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5.2 MiRNA se zménou profilu genové exprese s odstupem 3-10 let od porodu

U dvou miRNA (miR-100-5p a miR-125b-5p) byly ve studii zkoumajici

expresni profil u pravé t€hotnych Zen zaznamenany dysregulace (Hromadnikova et

al., 2016). Nase studie vSak potvrdila, Ze tento dysregulovany epigeneticky profil se

u pacientek s odstupem od porodu jiz nevyskytuje.

MiR-100-5p ma anti-angiogenni ucinky a zhorSuje ptiznaky aterosklerozy,

protoze pusobi destabilizacné na plak v cévach (Cipollone et al., 2011). Down-

regulace miR-100-5p byla pozorovana v periferni krvi téhotnych zen se vSemi

téhotenskymi komplikacemi (GH, PE i FGR) v porovnani s fyziologickymi

graviditami, a tim ptredstavuje spolecny fenomén pro patologie v téhotenstvi

(Hromadnikova et al., 2016). Je otazkou, pro¢ je pfitomnost téhotenskych

komplikaci v tomto smyslu protektivni proti negativnimu u¢inku miR-100-5p. Jisté

ale je, ze tato protektivni down-regulace se jiz po porodu nevyskytuje. Genova

exprese miR-100-5p je s ¢asovym odstupem srovnatelnd u matek po prod€lané

téhotenské komplikaci s expresnim profilem matek po fyziologické gravidité.

MiR-125b-5p ovliviiuje svou Cinnosti kalcifikaci cévnich bunék hladkého

svalstva, konkrétné byva down-regulovana pii kalcifikaci cév, proti které plsobi

vvvvvv

sonsetem preeklampsie, FGR 1 gestacni hypertenze oproti fyziologickym

graviditim objeveny down-regulace miR-125-b (Hromadnikova et al., 2016).

V periferni krvi matek po porodu jsme vSak prokazali, Ze genova exprese miR-

125b-5p se u matek s prodélanou t¢hotenskou komplikaci nelisi od fyziologickych

kontrol. Lze tedy ptedpokladat, Ze v pribehu téhotenstvi s riiznymi t€hotenskymi

komplikacemi jsou matefské cévy vystaveny riziku ztraty plasticity a progrese

kalcifikace z divodu nedostatku miR-125b-5p. Po porodu se jiz ale dysregulace u

zadného souboru nevyskytuji. S odstupem od porodu se tedy piipadnd down-

regulace vyrovna a na postpartalni riziko kalcifikace cév neméa miR-125b-5p vliv.
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Zkoumany profil kardiovaskularnich miRNA v periferni krvi matek po
porodu vykazuje zna¢né odchylky v zavislosti na prodélané komplikaci. Zmény ve
form¢ up-regulaci, ¢i trendi kup-regulaci, souvisejici s preeklampsii byly
pozorovany u miR-17-5p, miR-29a-3p, miR-133-3p a miR-195-5p. Up-regulace, ¢i
trend k up-regulaci u matek po gestacni hypertenzi vykazovaly miR-17-5p, miR-
20a-5p, miR-20b-5p, miR-29a-3p, miR-143a-3p, miR-146a-5p, miR-199a-5p a
miR-499-5p. U fetdlni ristové restrikce nebyly nalezeny zadné dysregulace

zkoumanych miRNA.

Vsechny vysSe uvedené dysregulace maji potencidl vyuziti k diagnostickym
ucelim. Je realné mozné matkdm po prodélané preeklampsii a gestac¢ni hypertenzi
doporucit vySetieni genové exprese téchto kardiovaskuldrnich miRNA v jejich
periferni krvi a na zaklad¢ této neinvazivni metody odhadnout riziko vzniku chorob
kardiovaskularniho systému. Nebyla nalezena miRNA natolik specificky a
spolehlivé dysregulovana, aby mohla sama slouzit jako biomarker onemocnéni.
Otestovani panelu vybranych miRNA ale mize v kombinaci podat spolehlivou
informaci o kardiovaskularnim stavu matky a jejich predispozicich ke vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni. Diky tomuto vySetfeni by bylo mozné matkam
s predispozici doporucit Cast&j$i kontroly na kardiologii a angiologii a zdlraznit
vyznam preventivnich opatfeni, jako je pravidelna fyzicka aktivita, udrZeni nizké
hladiny LDL-cholesterolu v krvi, omezeni kouieni, redukce bfisniho typu obezity a
prevence vzniku diabetu mellitu. Dodrzovani téchto doporuceni muze matkam
s noveé objevenou predispozici zavisejici na prob&hlé t€hotenské komplikaci znacné

pomoci v udrzeni kardiovaskularniho zdravi.
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6. Zaver

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala studiem genové exprese
kardiovaskularnich miRNA v periferni krvi matek po porodu. Pomoci zjisténych
hladin genové exprese byly uspésné vyhodnoceny takové miRNA, které i po letech
od porodu vykazuji znanou dysregulaci v zédvislosti na pribé¢hu téhotenstvi a
ovliviuji zdravotni stav matky. Patii mezi né¢ up-regulace, ¢i trend k up-regulaci
miR-17-5p, miR-29a-3p, miR-133-3p a miR-195-5p u matek, které v t€hotenstvi
prodélaly preeklampsii a up-regulace (miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-143-3p, miR-
499a-5p), ¢i trend k up-regulaci (miR-20b-5p, miR-29a-3p, miR-146a-5p, miR-
199a-5p) u pacientek po gestacni hypertenzi.

Zaroven bylo zjiSténo, ze u preeklampsie je profil kardiovaskularnich
miRNA ovlivnén jak z&dvaZnosti onemocnéni, tak tydnem porodu. U fetalni rlistové
restrikce nebyla v profilu zkoumanych kardiovaskularnich miRNA zjisténa zadna
vyznamna dysregulace oproti fyziologickym graviditdm, ani zadnd z podskupin

FGR se nelisi svym expresnim profilem vybranych miRNA.

Vsechny objevené dysregulace v periferni krvi matek po porodu maji
potencidl k vyuziti pro diagnostické ucely a na zdkladé genové exprese téchto
miRNA je mozZné odhadovat kardiovaskularni riziko v zéavislosti na prodélané
téhotenské komplikaci. Do budoucna je tedy redlné¢ mozné vyuzit tento vyzkum
v klinické praxi. Dale by bylo vhodné se zabyvat 1 expresi kardiovaskularnich
miRNA u déti a porovnavat jejich profil podle fyziologickych, ¢i patologickych
podminek, kterym byly vystaveny v prenatalni fazi vyvoje. I u nich by dysregulace
téchto miRNA v periferni krvi mohly pfedznamenavat kardiovaskularni obtiZe a po
vySetieni genové exprese by bylo mozné feSit tyto problémy u déti pomoci

prevence.
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