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ABSTRAKT
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Nazov diplomovej prace: Vplyv imatinibu na vybrané mysacie mikroRNA

Imatinib (IMB) patri medzi nizkomolekularne tyrozin kindzové inhibitory (TKI). Jeden
z neziaducich ucinkov IMB je kardiotoxicita. V¢asna diagnostika poskodenia srdca je
dolezitd pre zlepsenie zdravia ludi. Potencialnym biomarkerom poskodenia srdca su
mikroRNA (miRNA). Nachdadzaju sa nielen intraceluldrne, ale aj volne cirkulujuce
v krvnom obehu. MiRNA v plazme su stabilné, odolné voci opakovanému zmrazovaniu
a metddy ich stanovenia su velmi citlivé. V mojej diplomovej praci som preto zistovala
zmenu expresie miRNA pri poskodeni srdca IMB. Sledovala som cirkulujice miRNA
v plazme atkanivové miRNA v srdciach mysi. Vybrané miRNA boli stanovované
kvantitativnou real-time PCR (gPCR). Bola tiez stanovend hladina Troponinu T v plazme

ako klasického biomarkeru kardiotoxicity.

Hladiny Troponinu T v plazmach ovplyvnenych IMB boli velmi variabilné. Tento fakt
poukazuje na odliSné reakcie jedincov na IMB. Zmeny expresie pozorovanych miRNA
v plazme mysi, ktorym bol podavany IMB neboli vyznamné. Ku Statisticky vyznamnému
znizeniu expresie doslo len umiR-205 vsrdcovom tkanive. Vhodnost poufZitia
vybranych cirkulujucich miRNA sa kvéli nesignifikantnym vysledkom nepreukazala. Pre
pripadné pouzitie miRNA ako biomarkerov kardiotoxicity IMB su potrebné rozsiahlejsie

Studie.
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Imatinib (IMB) belongs to low molecular weight tyrosine kinase inhibitors (TKI). One of
the undesirable effects of IMB is cardiotoxicity. Early diagnosis of heart damage is
important for improving human health. MicroRNAs (miRNAs) are intensively studied as
potential early biomarkers of cardiac damage. They are not only intracellular but also
circulating freely in the bloodstream. Plasma miRNAs are stable, resistant to repeated
freezing and methods of their detection are very sensitive. In my diploma thesis | have
studied changes in the expression of miRNAs in plasma in the IMB induced heart
damage. | have analyzed circulating plasma miRNAs and also miRNA levels in mice
hearts. Selected miRNAs were measured by quantitative real-time PCR (gPCR). Plasma

Troponin T levels were also measured as classical biomarker of cardiotoxicity.

Troponin T levels in the IMB-treated plasma were very variable. This fact points to
different responses of individuals to IMB. Changes in expression of observed miRNA in
plasma affected by IMB were not significant. Statistically significant reduction in
expression occurred only in the level of miR-205 in cardiac tissue. My results did not
prove applicability of selected miRNAs due to non-significant differences. More

extensive studies are required for using miRNA as biomarkers of IMB cardiotoxicity.
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1. UVOD

IMB tieZz znamy ako “Gleevec” alebo “Glivec” je TKI. Predstavoval revoluciu v liecbe
chronickej myeloidnej leukémie (CML) v roku 2001. IMB bol vynajdeny v 90-tych
rokoch 20. storo¢ia chemikom Nicholasom Lydonom a jeho vyuzitie v liecbe CML
objavil onkolég Brian Druker. Prvé klinické testovanie IMB bolo v roku 1998 a overeny
bol organizaciou Food and Drug Administration v roku 2001. IMB predstavoval velky
pokrok v liecbe nadorovych ochoreni, pretoze je schopny premenit smrtelny nador na
stav, ktory sa da dalej liecebne zvladat (Igbal a Igbal 2014). O 5 rokov od uvedenia IMB
na trh bol napriek jeho velkému Uspechu odhaleny vyznamny neZiaduci ucinok. V roku
2006 Kerkelad et al. objavili kardiotoxicky ucinok IMB. Za hlavny mechanizmus jeho
toxicity oznacili vznik mitochondridlnej dysfunkcie. Konkrétne potvrdili kolaps
membranového potencialu mitochondrii a nasledne zniZenie tvorby adenozin trifosfatu
(ATP) a tiez vymiznutie mitochondridlnych krist (Kerkela et al. 2006). Zo zdravotného
a finanéného hladiska je preto véasné a presné stanovenie poSkodenia srdca velmi
vyznamné. Biomarkery kardiotoxicity s velkym potencialom pre diagnostiku ochoreni
srdca su prave miRNA (Xu et al. 2012). Vyskumy za poslednych desat rokov ukazali, Zze
tieto evoluéne konzervované, malé, nekddujiuce ribonukleové kyseliny (RNA) su
dolezitymi reguldtormi takmer vsetkych procesov v bunke. Ich hlavnou ulohou je
reguldcia génovej expresie. MiRNA sa komplementarne viazu na 3'-koniec RNA, ktora
kdduje protein atd sa nazyva medidtorovda RNA (mRNA). Toto spojenie vedie
k degraddcii a inhibicii translacie mRNA do Struktiry proteinu. MiRNA sa vsak
v medicine stali nielen vyznamnymi Specifickymi biomarkermi poskodenia tkaniv, ale

tiez cielmi pre nové terapeutické pristupy (Kreth et al. 2018).

Hlavnou témou mojej diplomovej prace bolo kvantifikovat v mySacom modeli vybrané
miRNA a na zaklade porovnania vySetrovanych vzorkov s kontrolnymi vzorkami tak
urcit konkrétne miRNA, ktorych expresia bola vyznamne zmenend po pdsobeni IMB na

srdcové tkanivo mysi.



2. TEORETICKA CAST

2.1 MikroRNA

MiRNA su molekuly RNA dlhé 18-25 nukleotidov. Nenesu informdciu o primarnej
Strukture bielkovin. Ich hlavnou uUlohou je reguldcia génovej expresie blokaciou

translacie mRNA do Struktury proteinu (Rawal et al. 2014).

Vznik miRNA pocina v jadre bunky transkripciou deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) do
Struktdry primarnej miRNA (pri-miRNA). Tento proces je katalyzovany RNA
polymerazou Il. Pri-miRNA nasledne vytvara vlasenkovu Struktdru vdaka
nedokonalému pdarovaniu baz. Dalej je pri-miRNA $tiepena endonukledzou Drosha za
vzniku prekurzorovej miRNA (pre-miRNA). Exportin 5 prenesie pre-miRNA cez
membranu jadra do cytoplazmy. V cytoplazme je pre-miRNA Stiepend endonukledzou
Dicer a vznikd miRNA duplex. Jeden retazec miRNA duplexu je degradovany a
zdruhého vznika funkénda miRNA. Funkéna miRNA je nasledne zakomponovana do
tImiaceho komplexu zvaného RNA induced silencing complex (RISC). Tento komplex
rozpozna cielovd mRNA a zahaji posttranskripéni modifikaciu génovej expresie. MiRNA
moze inhibovat translaciu alebo navodit degradaciu ciefovej mRNA (Liu a Olson 2010).
Popisany proces znazoriuje Obrazok 1. Okrem hlavnej funkcie intraceluldarnych
molekul miRNA, CiZze regulacie transkripcie v konkrétnej bunke, majui molekuly miRNA
aj dalsie funkcie. Cirkulujice miRNA v krvi su stabilné vdaka ich vazbe na bielkoviny
alebo vdaka ich uloZeni v exozdmoch alebo lipoproteinovych casticiach. MiRNA teda
mozu sluzit ako endokrinné alebo parakrinné signalne molekuly. Ciefovymi tkanivami
su miRNA prijaté fagocytdézou, endocytdézou alebo splynutim membran. Vnutri
cielovych buniek potom ucinkuju rovnakym mechanizmom ako v bunkach, z ktorych
vzisli. Ako priklad moéze sluzit miR-223 prenasana v HDL Casticiach, ktora po vstupe do

bunky endotelu cievy zastavi expresiu adhéznych molekul (Min a Chan 2015).
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Obrazok 1: Vznik a spracovanie mikroRNA

Zdroj: prebraté a upravené z (Barca-Mayo a Lu 2012)

2.2 MikroRNA a fyziologia srdca

MiIRNA sa nachadzaju v réznych typoch buniek a su doblezité pre regulaciu rozlicnych
bunkovych procesov. MiRNA sa podielaju napriklad na diferenciacii embryonalnych
buniek, proliferacii kardiomyocytov a reguldcii ionovych kanalov. Vyvoj srdca vyzaduje
velmi precizne a komplexné interakcie réznych linii buniek. Su to kardiomyocyty, bunky
endokardu a epikardu, bunky ciev, fibroblasty abunky prevodného srdcového
systému. MiRNA ma tiez zasadny vyznam pre vyvoj kardiovaskuldrneho systému. Po
delécii génu pre enzym Dicer, ktory je nutny pre spracovanie miRNA doslo
u embryonalnych buniek mysi kich odumreti (Small a Olson 2011). Priklad
prekurzorovej vlasenkovej Struktiry miRNA (miR-206) je znazorneny na Obrazku 2.
Obrazok 2 tiez obsahuje prehlad najcastejsich svalovych a srdcovych miRNA. MiR-206
sa vyskytuje hlavne v bunkdch kostrového svalu. Tato miRNA je dolezita pre migraciu,
diferencidciu a proliferaciu progenitorovych buniek kostrového svalstva. MiR-206 tiez
podporuje reparaciu poskodeného kostrového svalu. Okrem uvedenych funkcii ma

miR-206 vyznam pri signalizacii apoptdzy v kardiomyocytoch a pri rozvoji dilatacnej
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kardiomyopatie (DCM). Jej zvySena hladina v tkanive srdca bola zistena po infarkte
myokardu u mysi a pri zlyhavani srdca u potkanov (Novak et al. 2014). Dal$ia miRNA
znazornena na Obrazku 2 je miR-1. MiR-1 patri medzi najviac zastupené miRNA
v kardiomyocytoch. Spolu s miR-133 maju spolo¢ny RNA prekurzor. V embryu su vsak
regulované odliSnymi promotormi a inymi transkripénymi faktormi. Tieto dve miRNA
spolupracuju na tom, aby sa embryondlne bunky diferencovali na mesoderm. Neskor
VO Vyvoji organizmu vSak maju ulohy opacné. MiR-1 podporuje vznik kardiomyocytov,
ale miR-133 mu zabranuje. In vivo ani jedna z uvedenych miRNA nie je zasadne dblezita
pre vyvoj organizmu. Tento fakt poukazuje na schopnost organizmu aktivovat aj iné
mechanizmy regulujuce jeho vyvoj. MiRNA ma svoje miesto aj pri vyvoji cievneho
systému. MiR-126 Specifickd pre endotelové bunky je kddovand intrénom
endotelového rastového faktoru, ktory kontroluje migraciu buniek. Tvorba miR-126 je
indukovana tokom krvi a podporuje vznik ciev, ktoré vychddzaju z aortalneho oblika
stimuldciou signalizacie endotelového rastového faktoru. U mysi s deléciou miR-126 sa
objavili defekty angiogenézy atiez krehkost ciev. MiR-143 a miR-145 so spolo¢nou
pre-miRNA su Specifické pre bunky hladkého svalu ciev. Tieto miRNA reguluju signalne
drahy aktinu. Pre diferencidciu hladkych svalovych buniek in vitro je miR-145
nevyhnutna. Pre ich vyvoj in vivo umysi vsak nie je vdaka pritomnosti inych
regulacnych mechanizmov. Vyvoj krvnych buniek je tiez zavisly na regulacii bunkovych

procesov v kmenovych bunkdch pomocou miRNA (Small a Olson 2011).
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pre-miR-206

Zrela miRNA

hsa-miR-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG - kostrovy sval
hsa-miR-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU =
hsa-miR-133a-5p AGCUGGUAAAAUGGAACCAAAU
hsa-miR-133a-3p UUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
hsa-miR-133b UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA | ﬁasrdce_:@
hsa-miR-208a-5p GAGCUUUUGGCCCGGGUUAUAC

hsa-miR-208b-5p AAGCUUUUUGCUCGAAUUAUGU

— kostrovy sval

hsa-miR-208a-3p AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU | srdce
hsa-miR-208b-3p AUAAGACGAACAAAAGGUUUGU @
hsa-miR-499a-5p UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU |
hsa-miR-499a-3p AACAUCACAGCAAGUCUGUGCU | kostrovysval
hsa-miR-499b-5p ACAGACUUGCUGUGAUGUUCA a srdce

hsa-miR-499b-3p AACAUCACUGCAAGUCUUAACA | &7

Obrdzok 2: Struktira prekurzorovej vidsenkovej miRNA srdca, hsa= homo sapiens

Zdroj: prebraté a upravené z (Novak et al. 2014)

2.3 Molekuly mikroRNA ako biomarkery patologii srdca

Podobne ako fyziologicky vyvoj kardiovaskularneho systému su riadené aj patologické
procesy prostrednictvom miRNA. Prikladom moézZu byt arytmie, fibréza, metabolické
poruchy a remodelacia srdca navodena jeho tlakovym pretazenim. Napriklad mnoZstvo
miR-29 je po infarkte myokardu znizené. Prirodzenou funkciou miR-29 je inhibovat
tvorbu kolagénu a proteinov extracelularnej matrix. Po infarkte sa jej mnoistvo znizi
a preto je podporena tvorba jaziev a fibréza (Small a Olson 2011). Molekuly miRNA su
uvolfiované do krvného obehu po akdtnom infarkte myokardu (AMI), pri zlyhavani
srdca, kardiomyopatii, hypertenzii, fibrilacii predsieni aischemickej chorobe srdca
(CAD). Su specifickejSie oproti inym markerom poskodenia myokardu a su stabilné
v telesnych tekutindch. Zaistenie stability cirkulujicich miRNA znazorfiuje Obrdzok 3.
Vdaka tymto vlastnostiam suU povaZované za vhodné biomarkery pre neinvazivnu
molekularnu diagnostiku poskodenia myokardu. MoZno ich teda kvantifikovat

pomocou gPCR v plazme alebo sére pacienta (Li a Zhang 2015).
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Obrazok 3: Stabilita miRNA v krvnom obehu

Zdroj: prebraté a upravené z (Zhou et al. 2018)

2.3.1 Akutny infarkt myokardu

Okrem vyssie uvedenej miR-29 su pri AMI a jeho v¢asnej diagnostike pozorované aj iné
miRNA. Po umelom navodeni poskodenia myokardu izoproterenolom u potkanov
vzrastla koncentracia miR-208a priamo Umerne s klasickym biomarkerom
kardiotoxicity Troponinom I. Pre vyluéenie moznosti neSpecifity miR-208a bola
zmerana koncentracia miR-208a vo vzorke plazmy od jedinca s poSkodenymi oblickami.
Vtomto pripade sa hladina miR-208a nezmenila, ¢im sa potvrdila jej Specifita.
MiR-208a je detekovatelnda u 90% pacientov s AMIl. Tento fakt dokazuje vysoku
senzitivitu molekuly miR-208a a jej mozZné vyuZitie v diagnostike ochoreni srdca (Xu et
al. 2012). Zhang et al. vo svojej studii zistili, Ze miR-499 je vyrazne zvySend u pacientov
uz po hodine od zaciatku priznakov na AMI a to bolesti na hrudi. Oproti Standardnému
stanoveniu srdcovych Troponinov je jej dekekcia o hodinu véasnejSia a jej mnoZstvo
koreluje s neskorsim stanovenim Troponinov. MiR-499 teda modzZe sluzit ako
potenciadlny v€asny marker AMI. Tieto zistenia su tiez podlozené vyskumom, kde sa

potvrdila vyrazne zvySena hladina miR-499 v plazme pacientov s AMI oproti zdravym
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kontroldm. Vyhodou miR-499 oproti klasickym biomarkerom je, Ze jej hladina nie je
ovplyvnend stavom obliciek ain vitro sa vyznacuje vysokou stabilitou (Zhang et al.

2015).

2.3.2 Zlyhavanie srdca

Goren et al. Studovali hladiny 186 cirkulujucich miRNA u 30 pacientov s chronickym
zlyhdvanim srdca a porovnali ich s hladinami miRNA kontrolnych vzorkov. Kvantifikaciu
uskutocnili pomocou gPCR. Najvacsie zvysSenie hladin v sére nastalo u miR-423-5p,
miR-320a, miR-22 a miR-92b. NavySe boli tieto vysledky porovnané sinymi
diagnostickymi biomarkermi zlyhdvania srdca. ZvySenie hladin vysSie uvedenych
miRNA korelovalo napriklad so zvysenim hladiny mozgového natriuretického peptidu
(BNP), prediZzenim intervalu QRS pri elektrokardiografii alebo dilataciou lavej srdcovej

predsiene a komory (Goren et al. 2012).

2.3.3 Fibrilacia predsieni

Fibrilacia predsieni (AF) je jednou z najcastejSich arytmii srdca. Hlavné symptomy,
ktoré charakterizuja akatnu fibrilaciu su palpitacia, bolest na hrudi, dychavi¢nost,
Unava a synkopa. Fibrilaciou nazyvame stav, kedy sa elektricky signal Siri myokardom
nekoordinovane avedie krychlemu anepravidelnému ateda neefektivnemu
pumpovaniu krvi (Thompson 2015). Beiné vySetrovacie metddy pouzivané
v diagnostike AF casto nie sU dostatoCne presvedCivé. NavySe je AF u niektorych
pacientov asymptomaticka. MiRNA molekuly by tak v budicnosti mohli slizit ako
neinvazivne markery AF. da Silva et al. vo svojom prehladovom ¢élanku uviedli miR-21,
miR-150 a miR-328 ako spolahlivé biomarkery AF. Porovnanim hladin uvedenych
miRNA so zdravymi kontrolnymi vzorkami dosSlo kvyraznému poklesu ich hladin

v cirkuldcii pacientov s AF (da Silva et al. 2017).
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2.3.4 Kardiomyopatia

Hypertroficka kardiomyopatia (HCM) patri medzi bezné vrodené choroby srdca. Vznik
HCM podmienuje velky pocet réznych mutacii. Medzi hlavné znaky HCM patri
remodelacia myokardu charakterizovand hypertrofiou kardiomyocytov,
nepravidelnostou sarkomér a fibrézou. Roncarati et al. skimali 21 miRNA z toho 12
miRNA bolo v plazme pacientov s HCM vyrazne zvySenych. Boli to miRNA: miR-27a,
miR-199a-5p, miR-26a, miR-145, miR-133a, miR-143, miR-199a-3p, miR-126-3p,
miR-29a, miR-155, miR-30a a miR-21. Len 3 miRNA vsak korelovali s hypertrofiou
(miR-199a-5p, miR-27a a miR-29a). S fibrézou a hypertrofiou korelovala iba 1 miRNA
a to miR-29a (Roncarati et al. 2014).

DCM je nadradenym pojmom pre vSetky neischemické kardiomyopatie so zniZzenou
funkciou lavej komory a je jednou z pri¢in nahleho srdcového zlyhavania. Je tiez
dolezitou indikdciou pre transplantaciu srdca udeti aj dospelych. Klasicky sa
diagnostika DCM vykonava pomocou echokardiografie. Najviac zvySend hladina sa
ukdzala u miR-3135b, miR-3908 a miR-5571-5p. ZvySené hladiny tychto miRNA boli aj
u pacientov s miernymi priznakmi kardiomyopatie a to dokazuje dobru citlivost miRNA

ako biomarkerov (Wang et al. 2017).

2.3.5 Ischemicka choroba srdca

MiIiRNA ma svoje miesto aj pri vzniku aterosklerdzy. Vyskytuje sa od endotelidlnej
dysfunkcie aZ po rupturu aterosklerotického plaku. MiRNA preto mézu sluzit ako
biomarkery pre véasnu diagnostiku CAD. Zmeny hladin miRNA suU spojené bud priamo
s aterosklerotickym procesom alebo so zapalom, ktory ho sprevadza. MiR-149,
miR-424, miR-155, miR-624 a miR-340 su u pacientov s CAD znizené. K zniZzeniu miRNA
v cirkuldcii dochadza pravdepodobne ich pohltenim aterosklerotickym plakom. Naopak
miR-765, miR-134, miR-370 a miR-21-5905p su u pacientov s CAD zvysené. Zavaznost
CAD moze byt teda hodnotena podla zvysenia alebo znizenia miRNA. ZvySené miRNA
vedu k dalSiemu zvacSovaniu plaku a zvySovaniu jeho nestability a nakoniec k jeho

rupture (Malik et al. 2017).
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3. KARDIOTOXICITA

3.1 Tradicné markery kardiotoxicity

Vysledkom poskodenia kardiomyocytov je poruSenie ich membrdny a nasledné
uvolnenie intraceluldrnych  proteinov, ktoré sa daju  zmerat v Kkrvi.
Alaninaminotransferaza, aspartataminotransferaza, laktatdehydrogenaza, myoglobin,
kreatinkinaza su biochemické markery pouZivané na detekciu nekrézy myokardu. Tieto
markery vsak nie sU dostatocne Specifické pre myokard, pretoze su tvorené
a uvolfiované aj inymi tkanivami. Medzi novsie a SpecifickejSie markery patria srdcové
Troponiny, ktoré patria medzi myofibrilarne proteiny. Troponiny tvoria komplex
proteinov, ktory reguluje tvorbu prie¢nych mostikov medzi aktinom a myozinom pocas
svalovej aktivity. Tento komplex sa skladd z Troponinu C, T al. Troponiny T alsa
vyskytuju vo viacerych izoformdch a jedna z nich je vidy Specifickd pre myokard. Z toho
vyplyva, Ze Troponiny su SpecifickejSimi biomarkermi posSkodenia myokardu ako
ostatné biochemické markery. Srdcové Troponiny suU vyznamné pre stratifikaciu
pacientov s akdtnym koronarnym syndrémom, ale aj ako markery kardiotoxicity lieCiv.
Ich vyhodami su: vysoka senzitivita a Specifita, robustnost a Siroké diagnostické okno
(Adamcova et al. 2007). Okrem Troponinov sa pre rutinnu diagnostiku AMI ako véasny
marker stanovuje myoglobin. Jeho hladina sa zvysSi uz po 2-6 hodindch po AMI.
Myoglobin nie je pre myokard Specificky, ale ma vysokd negativhu prediktivhu
hodnotu. Pre odhalenie zlyhavania srdca sa v sucasnosti stanovuju natriuretické
peptidy (NP). Do obehu su vylu¢ované v neaktivnej forme. Aktivnymi sa stavaju po
odstiepeni N-termindlneho fragmentu (NT). Konkrétne BNP a NT-proBNP su
stanovované ako prognostické a diagnostické markery zlyhdvania srdca a to z dovodu
ich spbsobu a miesta vzniku. Vznikaju vo zvySenej miere hlavne v kardiomyocytoch
komor srdca, na ktoré posobi zvySeny tlak. Z tohto dévodu su kvalitnymi ukazatelmi

tlakového alebo objemového pretaZenia srdca (Beranek et al. 2013).
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3.2 Kardiotoxicita lieciv

Kardiovaskularna toxicita navodena liekmi sa moze prejavit pocas liecby alebo po nej.
Kardiotoxicita lieCiv sa prejavuje napriklad ako ischémia myokardu, zvysSeny alebo
znizeny krvny tlak, prediZenie QT intervalu, arytmia a tromboembdlia. Pogkodenie
kardiomyocytov sa prejavi ako v€asna alebo neskora kardiomyopatia v zavislosti na
Case po ukonceni lieCby. NajzdkernejSim poskodenim je postupné zlyhdvanie srdca,
ktoré je kompenzované podobne ako AMI. Klinicky sa teda prejavi az po rokoch. Medzi
prvé priznaky chronickej kardiotoxicity patri asymptomatickd dysfunkcia lavej komory,
ktora mobze viest az ku kongestivnemu srdcovému zlyhavaniu. Vyskyt chronickej
kardiotoxicity je ovplyvneny davkovanim toxického lie¢iva, vekom pacienta,
kardiovaskuldarnymi chorobami a u onkologickych pacientov taktiez predoslou liecbou.
U pacientov lie¢enych antracyklinmi dochddza k poskodeniu srdca v 5%-65% pripadov

(Dolci et al. 2008).

Antineoplastické liecCiva ako napriklad antracykliny a TKI boli po mnoho rokov Siroko
vyuZzivané vdaka svojej ucinnosti. Ich pouzZitie je vSak limitované na davke zavislou
kardiotoxicitou. Medzi mechanizmy, prostrednictvom ktorych dochadza k poskodeniu
a naslednému zlyhdvaniu srdca patri mitochondridlna dysfunkcia, tvorba reaktivnych
kyslikovych radikalov, peroxidacia lipidov, redukcia sarkoplazmatického retikula

a mnohé dalsie (Grieve a Davidson 2017).

Poskodenie kardiomyocytov je postupné. Postupny vyvin poSkodenia myokardu
znazornuje Obrazok 4. Zac¢ina degeneraciou tkaniva a pokracuje nekrézou, zapalom a
kon¢i fibrézou. Fibrézu moino povazovat za urcitu repardciu tkaniva, aj ked dané
tkanivo neziska spat svoju funkciu, resp. svoju funkciu strati. Rozsah poskodenia
myokardu je uréeny mnoistvom a distribUciou poskodenych kardiomyocytov.
Degeneracia kardiomyocytov je charakterizovana vyskytom vakuol v cytoplazme.
Tvorba vakuol je spOsobend akumulaciou lipidov, zdurenim mitochondrii alebo
rozSirenim sarkoplazmatického retikula. Degeneracia tkaniva je povaziovana za
reverzibilny stav, avSak prirodzend regeneraéna schopnost srdca je nizka. Preto
akdkolvek adaptacia srdca na poskodenie méze byt zdrojom subklinickych a okultnych

zmien v kardiovaskuldarnom systéme. Tieto zmeny mdzZu viest k zniZzenej schopnosti
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vysporiadat sa napriklad so zvySenym krvnym tlakom alebo lie¢bou s kardiotoxickymi
lieCivami, ¢o mozZe viest k postupnému zlyhaniu srdca. Vysledkom letdlneho
poskodenia kardiomyocytov je nekrdza. Nekrdza je charakterizovana ireverzibilnym
posSkodenim kardiomyocytov, stratou integrity bunkovej membrany a Unikom
cytozolickych proteinov. K tymto proteinom patria napriklad Troponiny a slizia ako
biomarkery poskodenia srdca. Dalej je pre nekrézu typicky zapalovy bunkovy infiltrat a
Casti myokardu su ndsledne nahradené vazivom. Nahrada funkéného tkaniva vazivom
vedie k znizeniu kontraktility myokardu a k rozvoji chronickej progresivnej
kardiomyopatie. Poskodenie myokardu kardiotoxickym lieCivom spOsobuje lézie na
viacerych miestach myokardu na rozdiel od poskodenia myokardu infarktom, ktoré sa

vyznacuje rozsiahlou nekrézou na jednom mieste (Cross et al. 2015).

akutne . > chronické
poskodenie poskodenie

Reverzibilné Ireverzibilné
Pociatoéné Reparacia
pogkodenie | tkaniva

Degeneracia tkaniva Nekréza Zépalovy infiltrat Fibréza

/ it o P
sl
Nomalne Kardiomyopatia Klinické prejavy
fungovanie 7 zlyhavania
tkaniva fyziologicks adaptacia patologicks adapticia srdca

Obrdzok 4: Vyvoj poskodenia myokardu
Zdroj: prebraté a upravené z (Cross et al. 2015)

Lieky ako trastuzumab a TKI kam patri napriklad IMB, sp6sobuju dysfunkciu srdca
typu Il. T4 sa prejavuje poklesom ejekcnej frakcie favej komory. To znamen3, Ze objem
krvi vypudenej z lavej komory pri jednom Udere srdca je zniZzeny. Pre tieto lieciva je
typické, Ze pri ich podani spolu s antracyklinmi sa ich toxicita zvySuje. Po vysadeni

tychto lieCiv je poSkodenie organizmu reverzibilné a je mozny navrat k fyziologickému
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stavu orgdnov (Cross et al. 2015). Najvacsi rozdiel medzi kardiotoxicitou typu | a ll je, Ze
typ Il je reverzibilny. Podstatou kardiotoxicity typu | je oxidativny stres sposobeny
reaktivnymi kyslikovymi radikalmi, ktory pdsobi na kardiomyocyty. Volné radikaly
vyvolaju peroxidaciu lipidov v membranach kardiomyocytov a ndsledne influx
vapenatych kationov. Tiez boli pozorované morfologické zmeny a dysfunkcia
mitochondrii. Kardiotoxicita typu Il nie je zavisla na davke, nevyskytuje sa u vSetkych
pacientov, ma rozne stupne zdvaznosti a nie je spojenda so zmenami ultrastruktury
kardiomyocytov. Kardiotoxicita trastuzumabu, modelové lie¢ivo vyvoldvajuce
kardiotoxicitu typu Il sa zvySuje, ak je sui¢asne poddvany s antracyklinmi. Kardiotoxicita
typu Il postihuje signaliza¢nu cestu ErbB2. Trastuzumab ako modelové lieivo sa viaze
na extraceluldrnu doménu receptoru pre fudsky epidermdlny rastovy faktor (HER 2) a
tak blokuje signalizaciu délezitu pre rast, regenerdciu a prezitie kardiomyocytov. Tieto
procesy pomahaju udrziavat kontraktilitu myokardu, jeho funkciu a Strukturu. HER 2
aktivuje transkripéné faktory ako napriklad aktivatorovy protein-1, ktory reguluje
hypertrofiu srdca a jadrovy faktor-kappa B, ktory hra rolu v odpovedi bunky na stres.
Signaliza¢nd draha ErbB2 v kardiomyocytoch je nevyhnutnd pre prevenciu DCM. Ako
dokaz, Ze je ErbB2 signalizacia dolezita sa u mysi s deléciou ErbB2 v myokarde rozvinula
dilatacia komor, stensenie steny a znizena kontraktilita myokardu (Ewer a Lippmann

2005).

.....

chemoterapeutikami mo6zu sluzit rastlinné latky. SU to napriklad extrakty ziskané
z rastlin Aronia melanocarpa, Allium stavium alebo Astragalus polysaccharide. Nemaju
vyzivovu hodnotu, ale posobia preventivne alebo protektivne proti chorobam. Tieto
latky su na rozdiel od lieCiv vyhodnejSie z hladiska dostupnosti v beZznej strave a ceny.
Mechanizmy ich pésobenia su antioxidacnd aktivita, protizdpalové po6sobenie
a antiapoptoticka aktivita. Prirodné latky mozZu zniZit oxidacny stres viacerymi
spbsobmi. Prva moznost je znizenie tvorby volnych kyslikovych radikalov a peroxidacie
lipidov. Druha je ucinné vychytavanie volnych radikdlov. Tretia je zvySenie prirodzenej
antioxidacnej aktivity bunky prostrednictvom zvysenia aktivity superoxiddizmutazy,
kataldzy a glutationreduktdzy. Poslednd moZnost je zniZenie citlivosti bunky na

oxidacny stres. Prirodné latky tiez poOsobia proti zapalu. ZniZzuju tvorbu
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cyklooxygenazy Il a lipooxygendzy s naslednym zniZzenim tvorby mediatorov zapalu,
tvorby tumor nekrotizujuceho faktoru-a a adhéznych molekul na endoteli. Nakoniec
redukuju ukladanie kolagénu v zapalovom tkanive atym aj nekrézu navodenu

chemoterapeutikami (Abushouk et al. 2017).

Ind moznost ako predist kardiotoxicite chemoterapeutik, konkrétne antracyklinov, je
uzavriet ich do lipozémov. Tato Uprava modifikuje farmakokinetiku a distribuciu lieciva
v tele bez straty ucinnosti lieiva. Aktivna molekula lieciva je vo vodnom roztoku vnutri
lipozdmu udrziavana rozdielom iénovych gradientov. Ukazalo sa, Ze doxorubicin (DOX)
v lipozdmoch neprenika cez stenu kapilary, ktord ma neporusené tesné spoje, tzv. tight
junctions. Tesné spoje tak chrania srdce pred neZiaducimi ucinkami DOX. Avsak
nadorové tkanivo ma steny ciev krehkejsSie a priepustnejsie a preto lipozémy s lie¢ivom
cielene prechadzaju do nadorového tkaniva. Ucinok lie¢iva je tak zachovany a jeho

kardiotoxicita zniZzena (Vejpongsa a Yeh 2014).
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4. KARDIOTOXICKE LIECIVA

Ochorenia kardiovaskularneho systému patria medzi hlavné pri¢iny morbidity
a mortality vo vyspelych krajindch sveta. Mnohé lie¢iva moéZu vyrazne prispievat
k zvySenému vyskytu tychto onemocneni. Medzi najzndamejSie kardiotoxické lieciva
patria antracykliny, ktoré vyvoldvaju kardiotoxicitu | typu. Do tejto skupiny sa radi DOX.
PouZitie antracyklinov je obmedzené kvéli ich priamemu toxickému ucinku na myokard
prostrednictvom tvorby reaktivnych kyslikovych radikdlov. DalSie lie¢ivo $kodiace srdcu
je trastuzumab. Je to monoklondlna protilatka proti HER 2 receptoru na niektorych
rakovinovych bunkach. Dévodom jeho toxicity je pravdepodobne inhibicia nielen
patologickej, ale aj fyziologickej signalnej drahy. Podobne ako trastuzumab su
kardiotoxické aj TKI. V tejto skupine su z hladiska kardiotoxicity zaujimavé IMB
a sunitinib. Trastuzumab a TKI vyvoldvaju kardiotoxicitu Il typu. Okrem popisanych
lieCiv je tiez kardiotoxicky 5-fluorouracil (5-FU), ktory komplexnym mechanizmom

sposobuje ischémiu myokardu (Mladénka et al. 2018).

4.1 Doxorubicin

DOX patri medzi najstarSie a najpouzivanejSie chemoterapeutikd. Medzi jeho hlavné
neziaduce ucinky patri kardiotoxicita. Patri medzi antracyklické chinény a je znamy
produkciou reaktivnych kyslikovych radikdlov, ktoré su zodpovedné za jeho

kardiotoxicitu (Arnold a Das 2018).

Najviac zastUpeny cytochrém v myokarde je cytochrém P450 (CYP) 2J2. Jeho ulohou je
produkcia protizapalovych a vazodilatatnych Ilatok. Premiena tiez arachidonovu
kyselinu na epoxyeikosatriénové kyseliny (EETs). EETs redukuju rozsah infarktu
myokardu, zniZzuju ischemicko-reperfuzne poskodenie srdca a posobia preventivne voci
arytmii. CYP 2J2 je tiez zodpovedny za metabolizmus kardiotoxickych lie€iv. Arnold a
Das zistili, ze DOX ovplyviiuje metabolizmus arachidénovej kyseliny prostrednictvom
CYP 2J2. DOX aj arachidénova kyselina su substratmi tohto enzymu a preto sutazia

v naviazani sa na jeho aktivnhe miesto. V dbsledku tejto kompeticie vznikd mensie
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mnozstvo EETs délezitych pre ochranu srdca pred toxickym posobenim DOX (Arnold a

Das 2018).

Pre v€asnu prevenciu a zvratenie neZiaducich ucinkov DOX su dolezité biomarkery
poskodenia srdca a kardiotoxicity lie¢iv. MiRNA sa vyznaduje vybornou stabilitou a
vyskytom v telesnych tekutinach a preto méze byt vhodnym klinickym biomarkerom
poskodenia srdca pri liecbe DOX. Holmgren et al. vo svojom vyskume pozorovali zmenu
expresie miR-34a, miR-34b, miR-187, miR-199a, miR-199b, miR-146a, miR-15b,
miR-130a, miR-214 a miR-424 pocas a po ukonceni liecby DOX. Ukazalo sa, Ze hladiny
tychto miRNA suvisia s funkciou a poSkodenim kardiomyocytov a preto mozu

potencidlne sluzit ako biomarkery kardiotoxicity DOX (Holmgren et al. 2016).

4.2 5-Fluorouracil

Synteticky pyrimidin 5-FU je beine pouzivany pre liecbu adenokarcindmov
a epitelovych nadorov. Najpouzivanejsi je teda pri lie€be kolorektalneho karcindmu,
nadoru prsnika, Zaludka, pankreasu, prostaty a mocového mechura. Mechanizmus
ucinku 5-FU je, Ze pocas S fazy bunkového cyklu pdsobi ako antimetabolit. 5-FU je
postupne aktivovany na viaceré aktivne formy nukleotidov.
5-fluoro-2’-deoxyuridin-5’-monofosfat je jeden z aktivnych metabolitov, ktoré sa tvoria
v nadorovych bunkach. Tento metabolit inhibuje tymidylatsyntazu, ¢o vedie
k poskodeniu bunkového rastu a ndasledne k bunkovej smrti v désledku nedostatku
tyminu. Cytotoxicky efekt je tiez podporeny inkorporaciou fluorodeoxyuridin trifosfatu
do DNA a inkorporaciou fluorouridin-5’-trifosfatu a 5-fluorocytozinu do RNA.
Predpoklada sa, Ze aktivne metabolity 5-FU ovplyviuju funkciu bunkovej membrany
zavisla na vapnikovych kandloch, dalej ovplyviuju funkciu mitochondrii, posSkodzuju
kontraktilné proteiny, vyvolavaju oxidacny stres, podporuju uvolfiovanie vazoaktivnych
l[atok ako napriklad histamin a katecholaminy a nakoniec vedud k autoimunitnym

mechanizmom (Alter et al. 2006).

5-FU je po antracyklinoch druhé najcastejSie lieCivo asociované s kardiotoxicitou.
Kardiotoxicita 5-FU ma dva hlavné mechanizmy a su to ischémia a priamy toxicky

ucinok na bunky myokardu. Hlavnou pricinou ischémie myokardu, ktora je vyvolana
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5-FU je vazospazmus koronarnych tepien. Vazospazmus médze suvisiet s endotelovou
dysfunkciou. Endotelovd dysfunkcia je odpovedou na poskodenie cievnej vystelky.
Druhou mozZnostou je priame poskodenie kardiomyocytov. Charakter tychto zmien je
sposobeny indukciou apoptdzy s nepritomnostou nekrézy na rozdiel od priamej
cytotoxicity pozorovanej u nadorovych buniek. Iné studované modely kardiotoxicity
5-FU poukazuju na tvorbu volnych kyslikovych radikdlov alebo poSkodenie oxidacnych

procesov v mitochondridch (Sara et al. 2018).

4.3 Trastuzumab

Trastuzumab je monoklondlna protilatka, ktord sluzi na liecbu karcindmu prsnika,
rakoviny Zaludka a dalSich onkologickych ochoreni. Mechanizmus ucinku trastuzumabu
spociva v jeho naviazani sa na receptor HER 2. Uginkuje teda na bunky, kde je HER 2
receptor nadmerne exprimovany. Tymito bunkami su najcastejSie rakovinové bunky
karcindmu prsnika. Po naviazani sa na HER 2 receptor spusta signalnu drahu v bunke,
ktord vedie k zvySenej tyrozin kinazovej aktivite HER 2 a ndsledne k jeho fosforylacii.
Fosforylacia HER 2 vedie k jeho agregiacii s proteinmi. Toto spojenie zastavi signalnu
drahu HER 2 a tak inhibuje rast rakovinovych buniek. Okrem toho trastuzumab aktivuje
bunkovU cytotoxicitu zavisld na protilatkach, potlaéa angiogenézu a opravné

mechanizmy DNA (Mohan et al. 2018).

ElZarrad et al. elektronovou mikroskopiou potvrdili poskodenie Struktury
kardiomyocytov mysi, ktorym bol podavany trastuzumab. TiezZ zistili, Ze vyrazne meni
expresiu génov potrebnych na opravu DNA a na fungovanie srdca a mitochondrii. V
sére tychto mysi bola tiez zvysend hladina lahkych retazcov srdcového myozinu, ktoré

mozu sluzit ako marker poskodenia srdca (ElZarrad et al. 2013).

MiRNA nemusi byt iba markerom poskodenia tkaniva, ale mozZe tieZ indikovat
rezistenciu nadorovych buniek na konkrétnu liecbu. Jung et al. vo svojej Studii
vypozorovali zvySenu hladinu miR-210 v nddorovej bunkovej linii rezistentnej na liecbu
trastuzumabom. Konkrétne sa jednalo o bunky nadoru prsnika s nadmernou expresiou
HER 2 receptoru a teda o nador lieceny trastuzumabom. Navyse miR-210 moze sluzit

ako samostatny marker nddoru prsnika alebo ako marker postihnutia lymfatickych
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uzlin metastazami nadoru prsnika. Markery ako miR-210 su doélezité z hladiska
personalizovanej lieCby. Pacient ma potom nasadenu co najefektivnejSiu liecbu a

menej sa u neho prejavuju neZiaduce ucinky (Jung et al. 2012).

4.4 Inhibitory tyrozin kinazy

Protein tyrozin kindazy (PTK) su jedny z najviac zastupenych enzymov, ktoré sa
zUcCastiuju prenosu signdlu v bunke. Ich hlavnou ulohou je prenos fosfatového zbytku
z molekuly ATP na bocny retazec aminokyseliny tyrozinu v cielovom proteine.
Fosforylaciou je regulovany bunkovy rast, diferenciacia, delenie, smrt a mnohé
biochemické procesy. Pri poruseni aktivity PTK dochadza k patologickému mnozeniu
buniek nasledne tvorbe nadoru, metastdzam a angiogenéze v nadore. Podla Struktury
moézZeme PTK rozdelit na receptorové aintracelularne. Receptorové PTK zahfnaju
receptor pre epitelidlny rastovy faktor (EGFR), receptor pre rastovy faktor krvnych
dostic¢iek (PDGFR), receptor pre rastovy faktor cievneho endotelu (VEGFR) a mnohé
dalSie. PTK volne uloZzené vcytoplazme alebo asociované s cytoplazmatickou
membranou, sU nazyvané intracelularne PTK. Intraceluldrne PTK asociované
s membranou nemaju extracelularnu doménu pre naviazanie ligandu. Medzi rodiny
intracelularnych PTK patria Src a Abl kindzy. C-Abl kindza patriaca do rodiny Abl je

vyznamna pre tvorbu onkogénneho fuzneho proteinu Becr-Abl u CML (Jiao et al. 2018).

EGFR je receptor v bunkovej membrdane a reguluje preZitie a apoptdzu buniek epitelu.
Patri do ErbB rodiny, ktora sa zahfria ErbB1 (EGFR alebo HER 1), ErbB2 (HER 2), ErbB3
(HER 3) a ErbB4 (HER 4). Medzi inhibitory EGFR patri gefitinib, lapatinib a erlotinib.
Rodina VEGFR zahfna VEGFR1, VEGFR2 a VEGFR3. VEGFR hraju vyznamnu ulohu
v proliferacii a migrdcii endotelovych buniek a tak aj v naslednej vaskularizacii tkaniv.
V lymfatickom nddorovom tkanive VEGFR3 navodzuje angiogenézu a tieZz podporuje
invaziu nadoru do zdravého tkaniva a nasledne aj metastazovanie nadoru. VEGFR3
podporuju Zivotaschopnost buniek a blokovanim ich aktivity moéze byt navodena
autofagia. Inhibitormi su napriklad sorafenib a sunitinib. PDGFR receptory zahrniaju
okrem PDGFRa a PDGFRP aj receptor pre koldnie stimulujuci faktor 1 a receptor pre

rast kmenovych buniek. Inhibitorom tejto rodiny je napriklad IMB (Jiao et al. 2018).
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Receptory pre cytokiny na povrchu buniek sl schopné po naviazani konkrétneho
cytokinu aktivovat rodiny intracelularnych tyrozin kindz Src a Abl, ktoré nemaju
extracelularnu doménu. Nadmernou aktivaciou intraceluldrnych tyrozin kindz sa spusti
signalizacna kaskada vnutri bunky, ktora moze viest k zvySenej proliferacii daného typu
buniek a tvorbe nadoru. Fyziologicka signalizacia sprostredkovana rodinou Src tyrozin
kindz zabezpecuje adhéziu, mobilitu a proliferaciu buniek a tieZ angiogenézu. Rodina
Abl tyrozin kindz ma dvoch zastupcov: proteiny c-Abl a Arg. C-Abl mdze byt pritomny aj
v jadre bunky. Fyziologicky c-Abl riadi bunkovu adhéziu a mobilitu. Okrem toho tiez
reaguje na poskodenie DNA bunky alebo na poskodenie bunky mikrébom. Zvysena
expresia c-Abl vedie kvzniku nadoru prsnika, hrubého creva a karcindmu pluc. Po
translokdcii ¢asti chromozému 9 na chromozém 22 vznikd onkogénny fuzny protein

Bcr-Abl vyvolavajuci vznik CML (Jiao et al. 2018).

Mutdcia PTK vedie knespravnej signalizdcii a méze viest ku vzniku néadoru
a metastazam. Cielena inhibicia klucovych PTK vedie k Uspesnej liecbe nadorov.
Existuju dve hlavné kategérie lieCiv pre cielent inhibiciu PTK. Do prvej patria protilatky
ako napriklad trastuzumab, rituximab, alentuzumab apod. Do druhej patria
nizkomolekuldrne TKI ako napriklad sunitinib, sorafenib, dasatinib, nilotinib, IMB a pod.

(Vaitiekus et al. 2017).

Medzi hlavné neZiadtce Ucinky TKI patri vysoky krvny tlak, ktory mbze spdsobit cievnu
mozgovu prihodu, AMI a zlyhanie srdca. Krvny tlak vyrazne zvysSuju inhibitory VEGFR
prostrednictvom zniZenia tvorby oxidu dusného a zvySenim odporu ciev po poskodeni
endotelu. Dal$im neZiadicim u¢inkom pri dlhodobej terapii s TKI je zlyhdvanie srdca
a systolicka dysfunkcia lavej komory. Ich molekularny mechanizmus vsak nie je Uplne
pochopeny. Zlyhdvanie srdca mbze byt spdsobené sunitinibom alebo trastuzumabom.
Tieto lie¢iva neblokuju len patologické procesy, ale aj tie fyziologické (Lenihan a Kowey

2013).

4.4.1 Sunitinib

Sunitinib sa vyznacuje schopnostou inhibovat viac cielovych PTK. Inhibuje VEGFR 1-3,
PDGFRa a mnohé dalSie receptory. Pouziva sa na lieCbu nadorov gastrointestinalneho

traktu a karcindmu obliciek. Sunitinib zastavuje rast a navodzuje apoptdzu nadorovych
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buniek. U nadoru prsnika tiez blokuje parakrinné aautokrinné ucinky PDGFR a tak
inhibuje angiogenézu. Najcastejsi nezZiadlci ucinok sunitinibu je zvySeny tlak
a kongestivne srdcové zlyhavanie. Vyskyt zlyhdvania srdca sa pohybuje od 2,7%-15%.
Vyskyt zvySeného tlaku je 17%-43%. ZvySeny tlak je dokonca povaZovany za marker
ucinnosti sunitinibu pri lieébe karcindmu oblic¢iek. Pomocou transmisnej elektréonove;j
mikroskopie boli tieZ pozorované abnormality membrany mitochondrii (Vaitiekus et al.

2017).

4.4.2 Imatinib

IMB je latka, ktora ucinne lie¢éi CML, ale aj nddory gastrointestindlneho traktu.
Molekula IMB inhibuje tyrozin kindzovu aktivitu produktu fuzneho génu Bcr-Abl a tak
blokuje patologické signdlne drahy v bunke (Chambers et al. 2017). Jeho chemicka

Struktura je zndzornend na Obrazku 5.
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Obrdzok 5: Struktiura imatinibu

Zdroj: (Manley et al. 2002)

Flzny protein Bcr-Abl je idedlnym ciefom pre cielenu terapiu na molekuldrnej drovni,
pretozZe je pritomny vo vSetkych malignych bunkach CML a naopak v zdravych bunkach
chyba. IMB sa viaze na aminokyseliny aktivneho miesta Bcr-Abl tyrozin kinazy, ktoré
viaze molekulu ATP. Schematické zndzornenie mechanizmu uacinku IMB je na
Obrazku 6. Tymto spOosobom sa stabilizuje inaktivna forma Bcr-Abl proteinu a tym sa

zabrani autofosforyldcii tyrozinovych zbytkov Bcr-Abl. Ndasledne sa teda zastavi aj
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fosforylacia substratov Bcr-Abl tyrozin kindzy. Tento proces vedie k zastaveniu
patologickej signalnej drahy v bunke, ktord podporuje tvorbu CML. Preklinické in vitro
aj in vivo Studie ukazali vysoko selektivny ucinok IMB na bunky exprimujice Bcr-Abl

tyrozin kindzu (Marcucci et al. 2003).

IMB je tieZ pouzivany pre lieCbu gastrointestindlneho stromalneho tumoru, akutnej
lymfoblastickej leukémie s pritomnostou Bcr-Abl proteinu, chronickej eozinofilnej
leukémie, systémovej mastocytdzy, malignych melandmov ainych ndadorov.
Gastrointestindlny stromalny tumor je definovany pritomnostou PTK c-Kit. IMB ma
hlavné vyuzZitie pri lieCcbe metastaz tohto nddoru alebo v situdciach, kedy sa neda
odstranit chirurgicky. U pacientov s chronickou eozinofilnou leukémiou sa vyskytuje
fuzny protein obsahujuci okrem iného aj PDGFRa. Tento protein zaroven potvrdzuje
danu diagndzu. U vsetkych pacientov s touto diagnézou doslo po trojmesacnej liecbe s
IMB ku kompletnému vymiznutiu patologického klonu eozinofilov, ktoré obsahovali
tento fuzny protein. IMB je tiez ucinny v lieCbe malignych melanémov, ktoré su

zapri¢inené mutaciou alebo amplifikaciou PTK Kit (Iram et al. 2016).

~ Y- tyrozin P- fosfat .
\ BCR-ABL p N
. - ﬂ/)..ﬂ_‘ .
Substrat, Imatinib ./ Substrat

——

Obrazok 6: Mechanizmus ucinku imatinibu
Zdroj: prebraté a upravené z (Mughal a Schrieber 2010)

LieCbu s IMB pacienti dobre znasaju. V niektorych pripadoch sa vSsak mézu vyskytnut

neziaduce ucinky. Medzi ne patri neutropénia, trombocytopénia, nauzea alebo
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podrazdenie pokozky. Medzi zavaZinejSie neziadlce ucinky IMB patri kardiotoxicita.
Potencidlny kardiotoxicky uc¢inok IMB spocdiva v poskodeni mitochondrii

(Chambers et al. 2017).

IMB bol schvdleny organizaciou Food and Drug Administration pre jeho klinické
pouzitie v roku 2001. Napriek svojim neziaducim uéinkom predstavuje revolu¢nu lie¢bu
CML s pozitivnym chromozémom Philadelphia. U viac ako dvoch tretin pacientov
vyvoldva kompletnu cytogenetickl odpoved' a tak zvySuje ich Sancu na prezitie. Prvé
zmienky o kardiotoxicite IMB su z roku 2006 (Kerkeld et al. 2006). Podla kritérii New
York Heart Association bolo zaznamenané zlyhavanie srdca triedy Ill a IV u niektorych
pacientov, ktori boli asi 7 mesiacov lie€eni IMB. Analyza ultrastruktiry bunkovej
membrany kardiomyocytov odhalila jej rozsiahle zmeny. Ukazala tiez zvySeny pocet
mitochondrii a rézny tvar mitochondrii so znizenym poctom krist. Tieto zmeny svedcia
o zvysSenej tvorbe mitochondrii, ¢o je jednym zo znakov poskodenia tvorby energie
v mitochondriach. In vitro $tudie na izolovanych kardiomyocytoch ukazali, Ze IMB
sposobuje v zavislosti na davke kolaps potencidlu mitochondridlnej membrany.
Inhibicia Abl kinazy sa prejavi zvySenou aktivaciou PRKR-like endoplasmic reticulum
kinase (PERK) a naslednou fosforylaciou eukaryotického inicia¢ného faktoru-2 (elF-2).
PERK ovplyviiuje rovnovahu proteinov v mitochondriach prostrednictvom blokovania
translacie transportného proteinu, ktory sa nachddza na vnutornej membrane
mitochondrii zvany translocase of the inner membrane (TIM). Protein s velkostou
23 kDa (TIM 23) je nevyhnutnou sucastou velkého komplexu prenasacov, ktoré
zabezpeluju prenos latok do matrix mitochondrii. Po fosforylacii elF-2 je TIM 23
degradovany apreto sa v priestore medzi vonkajSou avnutornou membranou
mitochondrii hromadia nezloZzené proteiny, ktoré nasledne indukuju smrt
mitochondrii. Poskodeny transport proteinov v mitochondriach ovplyviiuje syntézu
mitochondridlnej DNA, Krebsov cyklus a8 oxidaciu. Zmeny v endoplazmatickom
retikule spésobené IMB teda vedu k poskodeniu funkcie mitochondrii a naslednej

kardiotoxicite (Varga et al. 2015).

Uginok IMB v lie¢be rakoviny je obmedzeny jeho kardiotoxicitou a preto Marslin et al.
pozorovali znizenie kardiotoxicity ulIMB, ktory bol uzavrety v nanocasticiach.

Pozorovali tiez vplyv tejto Upravy na jeho uUcinnost v liecbe oproti volnému IMB.
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Mysiam bol podavany enkapsulovany IMB anasledne znich boli pripravené
histologické rezy. Oproti kontrolnym vzorkam neboli na srdciach mysi pozorované
Ziadne patologické zmeny. Enkapsuldcia tiez zvysuje citlivost nadorovych tkaniv na IMB
a teda zvysuje jeho ucinnost. Uzavretie lieCiva do nanocastice sa osvedcilo aj u inych
kardiotoxickych lie¢iv ako napriklad DOX, gemcitabine alebo erlotinibe. Nanocastice sa
skladaju z biologicky odburatelného kopolyméru kyseliny mlie¢nej a glykolovej. Jedna
z najdolezitejsich charakteristik je velkost nanocastic, pretoZe ovplyvriuje osud lieciva
v tele, jeho farmakokinetiku afarmakodynamiku. Priemerna velkost nanocastic je

250-300 nm (Marslin et al. 2015).
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5. CIEL PRACE

Cieflom mojej diplomovej prace bolo zistit, ktoré miRNA boli deregulované pri
kardiotoxicite navodenej IMB. Na stanovovanie miRNA sluizili plazma a srdcové tkanivo

mysi, ktorym bol podavany IMB in vivo.
Jednotlivé ciele prace:

1. lzoldcia molekul miRNA z plazmy a srdcového tkaniva mysi aich nasledna

kvantifikdcia pomocou qPCR.

2. Kvantifikacia vyizolovanych proteinovych markerov kardiotoxicity pomocou

imunoblotingu s naslednou chemiluminiscen¢nou detekciou.

3. Vyhodnotenie zmeny expresie vybranych miRNA pri poSkodeni srdca IMB.
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6. EXPERIMENTALNA CAST

6.1 Materialy a pristroje

6.1.1 Biologicky material

V tejto praci je pouzitd mysacia RNA izolovana zo srdcového tkaniva a plazmy mysi.
Mysiam bol per ordlne podavany IMB v davke 100 mg/kg telesnej vahy po dobu 9 dni.
Kontrolnej skupine mysi bol podavany len solny roztok. Tretej skupine mysi boli kazdy
druhy den aplikované 4 davky DOX (kazda davka v mnoZstve 3 mg/kg telesnej vahy).
Tato skupina sluzila ako pozitivna kontrola a v tejto diplomovej praci bola vyuZzita len

pri sledovani koncentracii miRNA v plazme.

6.1.2 Pouzité chemikalie

Amersham ECL Prime Western Blotting detection reagent
Ditiotreitol (DTT) - Sigma Aldrich

DNAza | - New England BiolLabs

Dodecylsulfat sodny (SDS) - Sigma Aldrich

Etanol (100%) - Sigma Aldrich

Etyléndiamintetraoctova kyselina (EDTA) - Sigma Aldrich
Hovadzi sérovy albumin (BSA) - Sigma Aldrich
Chloroform - Sigma Aldrich

Izopropanol - Sigma Aldrich

miRNeasy Serum/Plasma Kit - Qiagen

Persiran amonny (APS) - Sigma Aldrich

Primery - Generi Biotech
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gPCR kit SYBR Green | - xCEED-Biotech

Redestilovana voda

Reverzna transkriptaza (RT) - ProtoScript Il - New England BiolLabs
Set na stanovenie bielkovin (s BCA) - Thermo Scientific

SuSené mlieko - Fluka analytical

Tetrametyletyléndiamin (TEMED) - Sigma Aldrich

TRIzol (TriReagent) Molecular Research Centre

Zmes dNTP - Eurogentec

DalSie chemikalie Cistoty p.a.

6.1.3 Pristroje

Automatické pipety - Research Plus, Eppendorf
Centrifuga - Biofuge Stratos Heraeus, Thermo Scientific
Detektor chemiluminiscencie - ChemiDoc MP Imaging System, BioRad
Guléckovy homogenizator - FastPrep24, M.G.P.
Hlbokomraziaci box - Vxe Series Jouan, Thermo Scientific
Chladiaci box - Frigera

Kyvacka - Mythic BLOOD MIXER, Orphée S. A.

Lamindrny box - UVC/T-AR, BioSan

Magneticka miesacka - IKA color squid, Sigma Aldrich
Minicentrifuga - Sprout, Heathrow Scientific

PCR cyklér - MJ mini, Bio-Rad

Pristroj na blotovanie - BioRad Trans Blot Turbo
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Pristroj pre Real-time PCR QuantStudio6 - Applied Biosystems
Spektrofotometer a spektrofluorimeter - Tecan NanoQuant infinite M200 pro
Spektrofotometer Nanodrop 2000 - Thermo Scientific

Termomixér - Thermomixer comfort eppendorf MTP

Vortex V-1 plus - BioSan

6.1.4 Dalsie pomocky

Mikroskimavky Eppendorf, rukavice, PCR stripy, stojany na mikroskimavky,
pipetovacie S3picky, sklenené pasteurove pipety, kadicky, mikrohomogenizatory,
magnetické miesadlo, hruby filtracny papier, nitrocelulézovda membrana, sklenené
guldcky, bunic¢ina, odmerné banky, nadoba na lad, hrebienky, klinky, skla so spacerom,

parafilm, stojany, elektroforeticka vana s vieckom, zdroj napatia.

6.2 Metodika prace

6.2.1 Izolacia RNA

TRIzol je velmi toxicka latka (kvoli obsahu fenolu), preto je nutné pracovat snim
v rukaviciach a Specidlnom boxe ur¢enom na pracu s RNA. Okrem toho je RNA velmi
nachylnd na degraddciu ribonukledzami, ktoré su vSade v okoli. K dodanému tkanivu
srdca mysi sa pripipetuje 1 ml TRIzolu. Nasledne sa ddvkovacom do vzoriek pridaju
sklenené gul6cky. Vsetky vzorky su umiestnené v safelock skumavkach. Vzorky su
homogenizované na gul6ckovom homogenizdtore FastPrep24, M.G.P. podla tuhosti
tkaniva. Po homogenizacii nechame vzorky 5 minat stat. Po odstati sa prida 200 pl
chloroformu a 15 sekund sa vzorky rucne pretrepdvaju. Potom sa nechaju stat
3 minaty. V centrifige vychladenej na 4°C sa vzorky nechaju stacat 15 minut pri
12000 g. Pridavok chloroformu s nasledujucim stocenim rozdeli zmes na vodnu
a organicku fazu. Po stoéeni sa odpipetuje horna vodna faza obsahujuca RNA ideadlne
400 pl do novych skumaviek s objemom 1,5 ml. Do takto pripravenych vzoriek sa

pripipetuje 500 pl izopropanolu, premiesaju sa a nechaju stat 10 minut pri laboratérne;j
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teplote. lzopropanol zaisti vyzrdzanie RNA zo vzoriek. Nasledne sa vzorky stocia
v centrifuge vychladenej na 4°C pocas 10 minut pri 12000 g. Skimavky do centrifugy
musia byt vloZené otvaranim do stredu. Toto uloZenie zabezpedi, Ze peletky budu
v kazdej skimavke na priblizne rovnakom mieste a tak sa zniZi riziko ich odpipetovania
v dalSich fazach spracovania vzoriek. Po stoceni sa opatrne odsaje supernatant
sklenenymi pasteurovymi pipetami a peletky sa premyju cerstvo pripravenym
roztokom 75% etanolu v DEPC vode. Vzorky sa zamie$aju preklapanim a daju stodit
opat otvaranim ku stredu na 5 minat do centrifigy vychladenej na 4°C pri 7500 g. Po
stoCeni sa odsaje supernatant a peletky sa nechaju vysusit. Ked sa zacnu peletky
spriehladriovat, treba ich rozpustit pripipetovanim 20-100 pl DEPC vody (v zavislosti na
velkosti peletky) a nasledne sa vzorky premiesaju a nechaju stat 5 minut pri
laboratdrnej teplote, kym sa peletky nerozpustia a opat sa premiesaju. DEPC voda je
redestilovana voda upravend pridavkom dietylpyrokarbondtu (DEPC), ktory inaktivuje
ribonukledzy. Takto pripravené vzorky sa ulozia na lad. V pripade, Ze sa peletky

nerozpustia do 5 minat, nechaju sa vzorky inkubovat 10 minut pri teplote 60°C.

6.2.2 lIzolacia RNA z plazmy pomocou kitu

Izolacia RNA pomocou kitu umoznuje izolovat RNA pohodine a rychlo. Tento sp6sob
izolacie je oproti vysSie uvedenému spo6sobu jednoduchsi aje vhodny najma pre
izolaciu RNA z malych vzoriek. Vtejto praci sme pouiZili kit s nazvom miRNeasy
Serum/Plasma Kit od firmy Qiagen. Kit obsahuje kolonku, ktora zachyti molekuly RNA.
Tento kit je vhodny aj pre izoldciu kratkych RNA, ako su napriklad miRNA. Dalej
obsahuje QIAzol Lysis Reagent a sadu pufrov na premyvanie kolonky. Kit neobsahuje
spike-in kontrolu. Ta sa zakupi samostatne. Ako spike-in kontrola slizi miRNA
pochddzajuca z hlistice Caenorhabditis elegans oznacovana ako cel-miR-39, ktora sa
u stavovcov nevyskytuje. Pridava sa na zaliatku izolacie ku kazdej vzorke plazmy.
Vyznamom tejto kontroly je monitorovanie uUcinnosti izolacie atiez normalizacia

vysledku.

Ku vzorkam plazmy s objemom 200 pl sa pripipetuje 1 ml QlAzol Lysis Reagent. Tato
zmes sa premieSa na vortexe ainkubuje sa 5 minut pri laboratérnej teplote. Po

inkubacii sa k zmesi prida 3,5 pl miRNeasy spike-in kontroly. Potom sa pripipetuje
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200 pl chloroformu a tato zmes sa rucne pretrepava 15 sekidnd a necha sa inkubovat
2-3 minuty pri laboratérnej teplote. Po inkubdcii sa vzorky stocia pri 12000 g vo
vychladenej centrifige na 4°C po dobu 15 minut. Po centrifugdcii sa opatrne
odpipetuje hornd vodna faza do novej mikroskimavky. K ziskanej vodnej faze sa prida
100% etanol. Objem pridaného etanolu je vidy 1,5-nasobkom objemu ziskanej vodnej
fazy. Nasledne sa zmes pipetovanim premieSa. Z takto pripravenych vzoriek sa
prepipetuje 700 pl do extrakénych koloniek RNeasy MinElute spin column, ktoré su
umiestnené v zbernych skimavkach s objemom 2 ml. Vie¢ko na kolonkach sa pevne
uzavrie. Takto pripravené kolonky sa stocdia pri 8000 g po dobu 15 sekund. Po
centrifugacii sa eludt vyleje do odpadu. So zbytkom vodnej fdze setanolom sa
postupuje rovnako. Po centrifugdcii zbytku vodnej fazy sa eluat opat vyleje do odpadu.
Nasledne sa pripipetuje 700 ul pufru RWT do extrakénej kolonky a centrifuguje sa
15 sekund pri 8000 g. Po centrifugacii sa eludt vyleje do odpadu. Tento postup
opakujeme s 500 pl RPE pufru a potom s 500 pl 80% etanolu. Po tomto kroku sa
umiestni extrakéna kolonka do novej zbernej skimavky a centrifuguje sa pocéas 5 minut
s otvorenym vieckom pri plnej rychlosti, aby sa kolonka vysusila. Po centrifugacii opat
vymenime zbernud skimavku za novu s objemom 1,5 ml. Potom priamo na stred
membrany extrakénej kolonky napipetujeme 14 ul RNase-free water. Viecko kolonky
sa jemne priklopi a takto pripravend kolonka sa centrifuguje po dobu 1 minuty pri plnej
rychlosti. Po¢as tohto procesu dochadza k ellcii vyizolovanej RNA do zbernej skimavky

s vieckom. Izolovana RNA sa skladuje v mraziaku.

6.2.3 Meranie koncentracie a Cistoty RNA pomocou Nanodropu

Pred samotnym meranim sa vzorky RNA vyizolované zo srdcového tkaniva nariedia. Do
0,2 ml skiumaviek sa napipetuje 27 pl DEPC vody a 3 ul rozpustenej RNA. (RNA
vyizolovana z plazmy sa meria priamo.) Tak sa ziska roztok RNA nariedeny 10-krat a je
pripraveny na meranie. Na pocita¢i sa zapne program NanoDrop a nastavi sa na
meranie nukleovej kyseliny. V prvom kroku sa odmeria absorbancia slepého
vzorku (blanku). Ako blank sluzi DEPC voda. Opatrne sa odklopi packa a nanesu sa 2 ul
DECP vody na kovovy hrot a po priklopeni packy na kovovy hrot sa odmeria blank. Po

ukonceni merania sa kovovy hrot jemne ocisti buni¢inou. Potom sa program nastavi na
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meranie vzoriek a pokracuje sa meranim vzoriek RNA. Po ukonceni merania sa vysledky

exportuju do Excelu.

6.2.4 Odstranenie DNA z RNA vzoriek

Na pripravu vzoriek RNA sa pipetuje 5 pug RNA do 0,5 ml skimaviek Eppendorf. Musi sa
teda vypocitat objem, v ktorom sa toto mnozstvo RNA nachadza. Na odstranenie DNA
zo vzoriek RNA, tzv. DNAse treatment, sa pouziva DNAza | riedend DNAza pufrom v
pomere 1:3. Pripravia sa 4 ul riedenej DNAzy | na kazdu vzorku plus 4-8 ul naviac, kvoli
pipetovacej chybe. Nakoniec sa musi dopocitat objem DEPC vody do koneéného
celkového objemu reakénej zmesi 30 ul. Takto pripravené zmesi DEPC vody, 5 ug RNA
a4 pl riedenej DNAzy | sa zamieSaju, stocdia ainkubuju pri 37°C pocas 25 minut
v termomixéri Thermomixer comfort eppendorf MTP uréenom na Eppendorf
skimavky. Po inkubacii sa do kaZzdej vzorky prida 1,5 pl EDTA s koncentraciou 0,1 mol/I
a inkubuje sa 10 minut pri teplote 75°C. Potom sa vzorky z termomixéru vyberu a na
chvilu sa postavia do ladu. Nakoniec sa prida 18,5 pl DEPC vody ku kazdej vzorke na

doplnenie do celkového objemu 50 pl. Vysledna koncentracia RNA v kazdom vzorku je

0,1 pg/ul.

6.2.5 MikroRNA- reverzna transkripcia

Pomocou metddy zvanej reverznd transkripcia sa nestabilnd RNA prevedie do Struktury
stabilnej jednoretazcovej DNA, tzv. komplementarnej DNA (cDNA). Tento prepis
umozZiuje enzym zvany reverzna transkriptdza (RT). Je to v podstate RNA-dependentnd
DNA polymerdaza. Reverznd transkripcia sa vykondva v dvoch sadach vzoriek. K prvej
sade sa priddva mastermix s obsahom RT ak druhej sade rovnaky mastermix pre
reverznu transkripciu, ale bez RT. Druha sada teda sluzi ako kontrola Cistoty vzoriek
RNA, teda ¢i nie su tieto vzorky kontaminované gendmovou DNA. Dalej st potrebné
primery. Primery su kratke oligonukleotidové sekvencie s danym poradim nukleotidov,
ktoré nasadnd na Studovany usek nukleovej kyseliny. Pre mikroRNA reverznu
transkripciu, kde je templatom miRNA sa pouzivaju Specifické RT primery. Multiplexné
usporiadanie reakcie znamena, Ze sa zmieSa viac primerov do jednej zmesi. Vysledna

cDNA je teda zmesou sekvencii, ktoré vznikli vdaka vybranym Specifickym RT
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primerom. Vyhodou multiplexného usporiadania reverznej transkripcie je Uspora
materialu. Zmes Specifickych RT primerov sa pripravi nasledovne. Pre kazdu reakciu su
potrebné 2 ul zmesi primerov. Kazdy z piatich pouzitych primerov ma koncentraciu
5 umol/l. Pre 12 vzoriek sa zmiesa 6 pl z kazdého z piatich primerov a tak vznikne 30 pl
zmesi primerov, kde kazdy primer ma koncetraciu 1 umol/l. Vzorky RNA po DNAse
treatment zriedené DEPC vodou maju koncentraciu 0,1 pg/ul. Pre reverznu
transkripciu sa pripravi zmes: 2 ul zmesi primerov (,,multiplex” zmes) a taky objem
vzorky RNA, ktory obsahuje 250 ng RNA. Pre vzorky RNA s koncentraciou 0,1 pg/ul je to
objem 2,5 pl. Tato zmes sa da zahriat do PCR cykléru na 5 minut pri teplote 65°C. Pocas
tejto fazy dochddza k denaturdcii RNA. Po uplynuti 5 minat sa na PCR cykléri stlaci
PAUSE. Nasledne sa skimavky na kratky ¢as postavia do ladu a potom sa stocia. Kazda
vzorka sa doplIni do objemu 10 pul RT+ alebo RT- mastermixom. RT mastermix ma pre

kazdu vzorku zloZenie podla Tabulky 1.

Tabulka 1: Objemy jednotlivych zloZiek mastermixu pre reverznu transkripciu

RT+ Objem [ul] RT- Objem [pl]
Pufor 5x 2,0 Pufor 5x 2,0
DTT 1,0 DTT 1,0
dNTPs 2,0 dNTPs 2,0
RT 0,3 redestilovana H,0 0,3
RNAselN 0,2 RNAselN 0,2

Objemy v Tabulke 1 sa vynasobia poctom vzoriek plus 0,5 az 2 vzorky naviac kvoli
pipetovacej chybe. Takto pripravend zmes sa vlozi do PCR cykléru - MJ mini, Bio-Rad na
30 minut pri teplote 16°C. Toto zahrievanie zaisti, aby si primery nasadli na templatovu
miRNA. V nésledujucej faze sa syntetizuje cDNA pri 42°C po dobu 30 minut.
V poslednej faze dochadza k denaturacii RT pri 95°C po dobu 5 minut. Po ukonéeni
reverznej transkripcie sa ku vzorkdm s objemom 10 pl pridd 90 ul redestilovanej vody.
Ziskana cDNA sa tak nariedi 10-krat. Takto pripravena cDNA sa uchovava pri -20°C pre
naslednu gPCR. Do niasledujucej gPCR sa pipetuje 5 pl riedenej cDNA ¢o odpoveda

.....

mnoZstva templatu na qPCR.
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6.2.6 Real-time PCR (kvantitativna PCR, qPCR)

Polymerazova retazova reakcia (PCR) slUZi na zmnoZenie cDNA ziskanej reverznou
transkripciou. Modifikacia PCR zvana real-time sluzZi na kvantifikaciu templatovej DNA
vredlnom case. Na rozdiel od klasickej PCR, dochddza u real-time PCR ku uréeniu
mnozZstva DNA uZ pocas procesu amplifikdcie. Iny nazov pre real-time PCR je

kvantitativna PCR (qPCR).

Do jamiek mikrotitracnej dosticky sa pipetuje MasterMix s objemom 15 pl. MasterMix
pre jednu vzorku obsahuje 4,2 ul vody, 2-krat koncentrovanu zmes SYBR Green | (SGI)
sobjemom 10 ul, F (forward) aR (reverse) primery. Obidva sobjemom 0,4 ul
a koncentraciou 5 umol/l. Zmes SGI obsahuje DNA polymerazu, dNTPs, pufor a SYBR
Green |. Reverznou transkripciou ziskana cDNA nariedend v pomere 1:9 sa v objeme
5 ul pripipetuje ku MasterMixu. Vzorky a kontroly v podobe zriedenej cDNA boli pre
gPCR pipetované a zmerané v duplikatoch. Celkovy objem reakcénej zmesi MasterMixu
avzorky cDNA vjednej jamke mikrotitracnej dosticky je teda 20 pl. Sucasne
s vySetrovanymi vzorkami sa pipetuje aj no template control (NTC), kde reakéna zmes
namiesto cDNA obsahuje 5 pl vody. NTC kontrola slizi na vylucenie faloSnej pozitivity
gPCR, Cize odhaluje kontaminaciu vzoriek inou DNA. Takto pripravena dosti¢ka sa
uzavrie féliou avlozi sa do PCR cykléru aspusti sa program QuantStudio 6 Flex
Software. Po Uvodnom zahriati zmesi na 95°C na dobu 2 minut nasleduje 40
dvojfazovych cyklov. V prvej faze, ktora prebieha pri 95°C dochddza pocas 15 sekund
k denaturacii templatovej cDNA. Prvd fdza je oznaCovand ako fadza denaturacna.
V druhej faze je vdaka optimalizacii rekombinantnej DNA polymeraze skombinovana
faza zvand annealing a faza extenzie pri teplote 60°C, kedy pocas 20 sekind dochadza
k nasadnutiu primerov na komplementarnu jednoretazcovi templatovi cDNA
a syntéze nového vldkna DNA. Tento cyklus sa 40-krat opakuje. Nasleduje faza
stanovenia disociacnej krivky topenia, kedy je postupne zvySovana teplota, pre uréenie
Specifity vzniknutého produktu. Po ukonceni kvantifikdcie DNA sa hodnoty Ct

exportuju do Excelu. Priebeh jednotlivych krokov qPCR je zndzorneny na Obrazku 7.
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Obrazok 7: Priebeh a nastavenia jednotlivych krokov qPCR
6.2.7 lzolacia proteinov

Tento postup sa vykondva v rukaviciach. Na izolaciu proteinov sU pouzité nastrihané
kusky srdcového tkaniva mysi, ktorym bol podavany IMB a kontrolné vzorky tkaniva. Zo
vzorkov ovplyvnenych IMB aj z kontrol su pouZité po 3 vzorky v 1,5 ml skimavkach
Eppendorf a v kazdej z nich je 200 pl lyzaéného pufru s inhibitormi protedz. Lyzacny
pufor sinhibitormi protedz mda zloZenie podla Tabulky 4. Nasledne sa
mikrohomogenizdtormi mierne rozrusia a potom sa pripipetuje 200 ul lyzaéného pufru.
Mikrohomogenizatorom sa vsetky roztoky dokladne homogenizuju. Do vopred
vychladenej centrifigy na 4°C sa daju takto pripravené vzorky stocit na 5 minat pri
12000 otackach. Po stoceni je vidiet na dne skimavky usadené nerozpustné proteiny
a zbytky nehomogenizovaného tkaniva. Na povrchu su tukové zbytky tkaniva a medzi
tymito vrstvami je supernatant obsahujici poZadované proteiny. Spickou pipety sa
prerazi tukova vrstva na povrchu a supernatant sa opatrne odpipetuje do novych,
oznacenych, 1,5 ml skimaviek Eppendorf. Potom sa vzorky zmrazia a tak sa uchovavaju

na ich dalSiu manipulaciu.
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6.2.8 Stanovenie koncentracie bielkovin

Koncentracia bielkovin vo vzorkach sa stanovi pomocou bicinchoninovej metédy. Je to
metdda, kde Cu?* katidny a proteiny spolu reaguju v zasaditom prostredi a zaroven
dochédza k redukcii Cu?* na Cu*. Pracovny roztok C obsahuje kyselinu bicinchoninovu
(BCA). Po pridani roztoku C ku vzorkam, tvori tato kyselina s Cu* katiénmi stabilny
modrofialovy produkt, ktory ma pri vinovej dizke 562 nm absorbanciu priamo Gmernut

koncentracii proteinu vo vzorke.

Vzorky vyizolovanych proteinov sa nechaju rozmrazit. Zasobny roztok BSA
o koncentracii 0,2 mol/l sa nariedi redestilovanou vodou tak, aby vysledny roztok mal
objem 150 pl a koncentréciu 0,1 mol/l. Nasledne sa do mikrotitracnej dosticky s oblym
dnom pipetuju objemy pripraveného roztoku BSA a destilovanej vody podla Tabulky 2.
Toto riedenie je pripravené v styroch radach. Vzorky proteinov ak nim prislusné
kontrolné vzorky sa nariedia 20-krat a 50-krdt. Potom sa z kazdého vzorku, kontroly
ariedenia pipetuju 4 paralelné rady. Takto sa zabezpeci, aby kazdd vzorka bola

premerana 4-krat. Ziskané hodnoty sa pri vypocte spriemeruju.

Tabulka 2: Koncentraéna rada roztokov BSA

Mikroskimavka Koncentracia BSA 0,1% roztok BSA Destilovana voda

[ng/ml] (] (]

1 0 0 50

2 200 10 40

3 400 20 30

4 600 30 20

5 800 40 10

6 1000 50 0

Potrebné mnoiZstvo pracovného roztoku C sa pripravi zmieSanim roztoku AaB
v pomere 50:1 (14,5 ml roztoku A a 290 pl roztoku B). Pracovny roztok A ma zlozenie
NaHCOs3, Na;COs a BCA v NaOH s koncentraciou 0,1 mol/l. Pracovny roztok B ma
zlozenie 4% CuS04.6 H;0. Potom sa pripraveny pracovny roztok C pripipetuje
multikanalovou pipetou v objeme 200 pl ku kazdej vzorke v mikrotitracnej dosticke.

Takto pripravenda dosticka sa da inkubovat na 30 minut do termomixéru pri teplote
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37°C. Po inkubacii sa zmeria absorbancia (pri 562 nm) na spektrofotometre Tecan
NanoQuant infinite M200 pro v jednotlivych jamkach so vzorkami a vysledky sa uloZia
do programu Excel. Po zostrojeni kalibraénej krivky a vypocitani rovnice krivky sa

vypocitaju koncentracie bielkovin v jednotlivych vzorkach.

6.2.9 Elektroforéza

Zasobné roztoky

4 mol/l HCl: 88 ml koncentrovanej HCl sa prileje do 150 ml redestilovanej vody

a nasledne doplnime vodou do 250 ml. Pripraveny roztok sa skladuje v chladnicke.

Akrylamid + bis-akrylamid (AA+bis-AA): Pri priprave tohto roztoku sa pracuje
v rukaviciach kvoéli toxicite akrylamidu. Najprv sa navazi 30 g akrylamidu a 0,8 g bis-
akrylamidu. Navaiky sa rozpustia vmalom mnoistve vody pomocou mieSacky.
V odmernej banke sa ich roztok doplni do objemu 100 ml a nasledne sa uchovava

v chladnicke pod argénovou atmosférou.

1,5 mol/I Tris-HCl pufor s pH 8,8: Navazi sa 18,5 g Trisu a prida sa 75 ml redestilovanej
vody, v ktorej sa Tris rozpusti. Pomocou 4 mol/l HCl sa upravi pH na pH-metre na
hodnotu 8,8. V odmernej banke sa doplni objem na 100 ml. Takto pripraveny roztok sa

uchovava v chladnicke.

0,5 mol/l Tris-HCl pufor s pH 6,8: Navazi sa 6 g Trisu ktomu sa pridd 75 ml
redestilovanej vody anechd sa rozpustit. Pomocou 4 mol/l HCl sa upravi pH na
pH-metre na hodnotu 6,8. V odmernej banke sa doplni objem na 100 ml. Takto

pripraveny roztok sa uchovava v chladnicke.

10% SDS: Navazi sa 10 g SDS. Rozpusti sa v 80 ml redestilovanej vody. V odmernej

banke sa doplni na objem 100 ml a uchovdva sa v chladnicke.

Koncentrovany elektrédovy pufor: Navazi sa 72 g glycinu, 15 g Trisu a 5 g SDS. Tieto
navazky sa rozpustia v 900 ml redestilovanej vody. Pomocou 4 mol/l HCl sa upravi pH
na pH-metre na hodnotu 8,3. V odmernej banke sa doplni na objem 1000 ml. Nasledne

sa rozleje do plastovych nddob s objemom 100 ml a zamrazi sa.
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Zasobné roztoky na riedenie vzoriek

Tabulka 3: 4x SDS pufor
ZloZka (konecna koncentracia) Koncentracia Pipetované
zasobného roztoku mnoistvo
200 mmol/I Tris-HCl pH 6,8 1 mol/I 4 ml
40% glycerol 85% 9,41 ml
6% SDS prasok 12¢g
0,2 mol/I DTT prasok 0,617 g
0,1 g bromfenolovej modrej prasok Stipka
redestilovana H,0 20 ml

Tabulka 4: Lyzacny pufor

Zlozka (konecna koncentracia) Koncentracia Pipetované
zasobného roztoku mnozstvo
50 mmol/I Tris-HCl pH 7,4 1 mol/I 50 ml
150 mmol/I NaCl Prasok 8,766 g
10% glycerol 85% 117,65 ml
1% Triton X-100 100 % 10 ml
2 mmol/I EDTA Prasok 0,58¢g
2 mmol/l EGTA Prasok 0,76 g
40 mmol/l B-glycerolfosfat Prasok 8,52¢g
50 mmol/I fluorid sodny Prasok 2,09g
10 mmol/I pyrofosfat sodny Prasok 4,46 ¢g
2 mmol//I DTT Prasok 0,3085 g
200 umol/I vanadi¢nan sodny Prasok 0,03678 g
voda doplnitdo 11

Pred pouzitim sa lyzaény pufor upravi pridanim roztokov inhibitorov proteaz. K 13 ml
lyzatného pufru sa pridd 130 pl inhibitorov  protedz a130
fenylmetansulfonylfluoridu. Takto pripraveny roztok sa skladuje v chladni¢ke. Nesmie

sa skladovat v mraziaku!

Vodou nasyteny izobutanol: Cisty izobutanol sa zmie$a s redestilovanou vodou.
Izobutanol nasyteny vodou je v hornej vrstve. Takto pripraveny roztok sa uchovava

v chladnicke.
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Pracovné roztoky

10% Persiran amonny (APS): NavaZzi sa 25 mg APS anechd sa rozpustit v 250 pl

redestilovanej vody. Tento roztok sa pripravuje tesne pred jeho pouZitim.

Tabulka 5: ZloZenie separacného elektroforetického gélu (uvedené objemy sluZia pre

pripravu 2 gélov)
2 gély1,5mm 12,5%
redestilovand voda 8,55 ml
pufor 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 5,00 ml
roztok AA+bis-AA (40%) 6,25 ml
10% SDS 0,20 ml
Iniciacia polymeracie
roztok APS 200 pl
TEMED 16 pl

Tabulka 6: ZloZenie zaostrovacieho elektroforetického gélu (uvedené objemy sluZia

pre pripravu 2 gélov)
2 gély 1,5 mm 4%
redestilovana voda 6,42 ml
pufor 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 2,50 ml
roztok AA+bis-AA (40%) 0,98 ml
10% SDS 0,10 ml
Iniciacia polymeracie
roztok APS 200 pl
TEMED 16 pl

Elektrodovy pufor: Pripravi sa zmieSanim 70 ml zdsobného elektrédového pufru

a zmiesSa sa s 280 ml redestilovanej vody.

Pomocou elektroforézy sa rozdelia stanovované proteiny podla velkosti. Stanovujeme
marker poskodenia srdcového tkaniva a Pan-Aktin ako referencny protein. Vzhladom k

odlisnej velkosti testovanych proteinov sa mézu niektoré proteiny stanovit vyuZitim
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jedného gélu. Koncentracia gélu sa urcuje podla velkosti separovanych proteinov. Pre
nase stanovenie sa pripravi akrylamidovy gél skoncentraciou 12,5%. Zacina sa
pripravou separacného gélu, ktory slizi na vlastnu separaciu proteinov. Priprava gelu
musi prebiehat v digestore a s pouzitim rukavic, kvoli toxicite akrylamidu a TEMED. Do
kadi¢ky s mieSadlom postavenej na elektrickej mieSacke sa postupne pipetuju prislusné
objemy redestilovanej vody, pufru Tris-HCI, roztoku akrylamidu a bisakrylamidu
a nakoniec sa pripipetuje roztok SDS. Pipetované objemy a koncentracie su uvedené
v Tabulke 5. Pre zahdjenie polymerdcie monomérneho akrylamidu sa do tejto zmesi
pripipetuje roztok Cerstvo pripraveného 10% APS aroztoku TEMED. Do pripravenej
aparatury na tuhnutie gélu sa pomaly a plynule pipetuje pripraveny roztok tak, aby
medzi sklickami ¢o najmenej vznikali bubliny. Nasledne sa na povrch separa¢ného gelu
pripipetuje izobutanol 300 pl. Izobutanol nasyteny vodou slUzi na odstranenie bublin
z gelu. TieZ zabezpecuje, aby gél pocas tuhnutia nevyschol a dorovnava povrch gelu. Po
hodine gelovatenia sa izobutanol zleje a opatrne sa vysuSia jeho zbytky filtranym

papierom.

Zaostrovaci gél ma koncentraciu 4%. Pripravuje sa obdobne ako gél separacny, ale
pouzivaju sa iné objemy jednotlivych zloZiek. Jednotlivé objemy suU uvedené
v Tabulke 6. SIUZi na zakoncentrovanie proteinov z napipetovaného objemu vzorku
a tym zvysuje rozliSenie separaéného gélu. Po odstraneni izobutanolu sa zaostrovaci
gél napipetuje na separacny gél, zastokne sa do neho hreber a necha sa polymerovat

30 minut alebo sa na noc ulozZi do chladiaceho boxu.

Vzorky vyizolovanych proteinov sa nariedia na koncentraciu 1 pg/ul roztokom SDS,
ktory tiez obsahuje lyzaény pufor s inhibitormi proteaz. Roztok kazdého vzorku musi
byt nariedeny tak, aby Stvrtinu z jeho celkového objemu tvoril SDS. ZloZenie 4-krat
koncentrovaného SDS pufru je uvedené v Tabulke 3. Vysledky z merania koncentrdcie
bielkoviny vo vzorkach su uvedené vo vysledkovej Casti prace. Takto nariedené vzorky
sa denaturovali pri 95°C poéas 5 minut. Po zostaveni elektroforetickej aparatury
umiestnenej vladovom kupeli sa do vnutorného elektrédového priestoru naleje
elektrodovy pufor tak, aby v iom bol ponoreny cely gél. Potom sa skontroluje, ¢i pufor
nepodteka. Do vonkajSieho elektrodového priestoru sa tiez naleje elektrodovy pufor

tak, aby bola elektréda ponorena. Ak je gél hruby 1,5 mm tak sa do kazdej jamky
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nanesie 25 pul nariedenej vzorky. Do jednej z jamiek sa nanesie 5 ul molekuldrneho
Standardu. Ak je jamiek viac ako vzoriek tak sa do krajnych jamiek nanesie 1-krat
koncentrovany SDS zriedeny vodou. Celd aparatura sa zhora uzavrie vieckom a pripoji
sa k zdroju napatia. Na zaciatok elektroforetického procesu sa nastavi konstantné
napatie 90 V a vzorky sa pomaly pohybuju zaostrovacim gélom ku anéde. Ked' vzorky
dorazia k separacnému gélu prenastavi sa napatie na 150 V. Zdroj napatia sa vypne

vtedy, ked' ¢elo vzoriek dorazi na spodny okraj gélu.

6.2.10 Imunobloting

Metdda zvana imunobloting vsebe zahffia metddu Western blot snaslednou

detekciou proteinov na membrane pomocou protilatok a detekéného cinidla.

6.2.10.1 Western blot

Western blot je metdda umozZiiujica prenesenie proteinov rozdelenych na

elektroforetickom géli na nitrocelulézovi membranu pésobenim elektrického prudu.
Zasobny roztok

Blotovaci pufor: Navazi sa 6,06 g Trisu (25 mmol/l) a 28,8 g glycinu (192 mmol/l). Tieto
navazky sa rozpustia v 500 ml redestilovanej vody. Potom sa pridd 400 ml metanolu.

Nasledne sa roztok v odmernej banke doplni do 2000 ml a skladuje sa v chladnicke.

Po ukoncéeni elektroforézy sa pomocou klinku oddeli vrchné sklo od gélu. Potom sa
odstrani zaostrovaci gél a tiez dolna cast gelu s bromfenolovou modrou. Bromfenolova
modra je farbicka, ktora sa pridava do vzoriek za uUéelom ich zviditelnenia pocas
pipetovania a elektroforetického procesu. Opatrne sa od gélu odstrani aj spodné sklo
a gél sa prenesie do vanicky s blotovacim pufrom a zakryje sa vieckom. Podobne sa do
blotovacieho pufru namodi aj hruby filtracny papier a nitrocelulézovd membrana. Na
kazdy gél su potrebné 2 filtracné papiere a 1 membrana. Vsetko sa necha v blotovacom
pufri 20 mindt. Po uplynuti tohto c¢asu nasleduje samotné prenesenie proteinov
z elektroforetického gélu na nitrocelulézovd membranu. Priprava na blotovanie sa
vykondva v rukaviciach. Na zasuvku pristroja na blotovanie BioRad Trans Blot Turbo sa

ulozZia jednotlivé komponenty smerom zdola nahor v poradi hruby filtracny papier,
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membrana, gél, hruby filtracny papier. Poradie komponent zavisi na tom, v akom
smere cez ne prechadza elektricky pridd. Vtomto pripade prechadza elektricky prad
zhora nadol. Medzi jednotlivymi vrstvami, hlavne medzi gélom a membranou sa
odstrania vzduchové bublinky, ktoré by mohli blotovanie rusit. Takto pripravena
zasuvka sa sa zakryje vieckom a napevno uzavrie. Potom sa vloZzi do pristroja na
blotovanie a nastavi sa protokol, podla ktorého sa bude pristoj po zapnuti riadit
a zapne sa. Na hrubke gélu zavisi dizka blotovania. Po dokonéeni blotovania sa zasuvka

vyberie, otvori a skontroluje sa prenesenie farby markeru na membranu.

6.2.10.2 Chemiluminiscencna detekcia proteinov

Principom je reakcia primarnej protilatky proti vySetrovanému proteinu a ndsledna
reakcia primarnej protilatky s enzymovo znac¢enou sekunddrnou protilatkou. K enzymu
sa potom prida substrat, ktory sa vdaka enzymu premiena na produkt, ktorého signal
sa da zmerat. Medzi mnoistvom proteinu a mnozstvom vzniknutého produktu je

priama Umera.

Zasobné roztoky

0,1 mol/I Tris pufor, pH 8,0: Pripravi sa navazenim 12,11 g Trisu. Navazka sa rozpusti
v 800 ml redestilovanej vody. Pomocou 4 mol/l HCI sa upravi pH na 8,0. V odmernej
banke sa potom doplni na objem 1000 ml. Takto pripraveny roztok sa uchovdva
v chladnicke.

TBST: Pripravi sa navaZenim 8,77 g NaCl. Navazka sa rozpusti v 300 ml redestilovanej
vody. Prida sa 3 ml Tweenu 20 a 100 ml Tris pufru o koncentracii 0,1 mol/l s pH 8,0.
V odmernej banke sa doplni do 1000 ml. Takto pripraveny roztok sa uchovava
v chladnicke.

Primarne protilatky: Zasobna protilatka sa nariedi v pomere 1:2000 pomocou 2%
roztoku BSA alebo mlieka v TBST pufre. Pre pripravu 15 ml riedenej protilatky sa
pipetuje 7,5 pl protilatky a 15 ml 2% roztoku BSA.

Sekundarne protilatky: Zasobny roztok protilatok sa nariedi 2% roztokom BSA alebo
mlieka podla odporucani vyrobcu. Nariedené protilatky sa skladuju v mraziaku.

Membrana sa pinzetou prenesie do 50 ml falconovej skimavky, tak aby sa proteiny na
membrane nedotykali stien skimavky a boli tak pristupné pre roztok blokovacieho

mlieka. Blokovacie mlieko obsahuje proteiny, ktoré sa pocas 2 hodinovej inkubacie na
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kyvacke naviazu na casti membrany, ktora neobsahuje prenesené proteiny. Na
blokovanie sa pripravi roztok mlieka v TBST pufre s koncentraciou 5%. Po blokovani
membrany sa mlieko vyleje, naleje sa primarna protildtka anechda sa cez noc
inkubovat. Na druhy den sa primarna protilatka zleje spat do falconovej skimavky
a skladuje sa zamrazena na dalSie pouZitie. Potom sa membrana premyva TBST pufrom
4-krat po 10 minut. Po premyvani sa naleje sekundarna protilatka, ktora reaguje
s protilatkou primarnou a necha sa inkubovat 1 hodinu. V nasom experimente sme
pouzili sekundarne protildtky znacené chrenovou peroxiddzou. Potom sa zas

membrana premyva TBST pufrom 4-krat po 10 minut.

Pre detekciu chrenovej peroxiddzy sa pouZije Amersham ECL Prime Western Blotting
detection reagent. Ten sa pripravi zmiesanim roztoku A (luminol solution) a roztoku B
(peroxide solution) v pomere 1:1. Takto pripraveny roztok sa nakvapka na cely povch
membrany a necha sa inkubovat 5 mindt v tmavom priestore. Po inkubdcii sa proteiny
na membrane odfotia a vyhodnotia pomocou pristroja ChemiDoc MP Imaging System,

BioRad.

6.2.11 Analyza dat

Ziskané data boli spracované v programe Excel a potom boli Statisticky vyhodnotené
programom  GraphPad Prism v8 (GraphPad Software, Inc.) s pouZitim
neparametrického testu zvaného Kruskal-Wallis test a nasledne Dunn’s post hoc testu.

Za Statisticky vyznamné boli povazované data pri P < 0,05.
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7. VYSLEDKY

Vo svojej praci som pozorovala kardiotoxicky efekt IMB prostrednictvom zmeny
expresie miRNA v srdcovom tkanive mysi. Sledovali sme tiez zmenu hladin vybranych
cirkulujucich miRNA v plazme mysi. Vybrané miRNA by potenciondlne mohli sluzit ako
biomarkery kardiotoxicity lieCiv, preto v celkovom projekte nebol pozorovany len
ucinok IMB, ale aj DOX. DOX je zndmy svojou kardiotoxicitou a bol pouzity ako
pozitivna kontrola, pretoze je v stvislosti s miRNA omnoho viac presStudovany. Zmena
expresie miRNA bola zmerana pomocou gPCR. Priprava vzoriek zahffiala izolaciu RNA,

DNase treatment a mikroRNA reverznu transkripciu.

Okrem miRNA sme pozorovali proteinové markery poskodenia srdca. Nechala sa
zmerat koncentracia Troponinu T v plazme mysi a ako doplnok sme sledovali hladiny

Troponinu | a T vo vzorkach srdcového tkaniva pomocou imunoblotingu.

7.1 Stanovenie Troponinu T v plazme

Tabulka 7: Koncentrdcia Troponinu T v plazme

Vzorky Kontrolné vzorky IMB DOX
Koncentracia 4,60 7,87 9,53
Troponinu T [ng/I]
Smerodajna 0,72 3,51 1,29
odchylka

IMB - vzorky ovplyvnené imatinibom, DOX - vzorky ovplyvnené doxorubicinom

Troponin T je klasickym markerom posSkodenia srdca. Hodnoty v Tabulke 7 su
priemerné hodnoty Troponinu T namerané v plazme 4 mysi. Celkovy pocet mysi bol 9.
Koncentracia Troponinu T sa dala zmerat v UKBD vo FN HK. Velkd smerodajna odchylka
pri IMB vzorkdch zndzorriuje variabilitu odpovedi réznych jedincov na IMB. To
znamena, Ze kazdy jedinec reaguje na liecbu IMB odlisne. Kontrolné vzorky plazmy su
od mysi, ktoré neboli ovplyvnené IMB. U vzoriek ovplyvnenych doxorubicinom doslo

k vyznamnému vzostupu Troponinu T v porovnani so vzokami kontrolnymi.
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7.2 Stanovenie profilu mikroRNA

7.2.1 Velkokapacitné stanovenie technikou microarray v plazme
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Obrdzok 8: Porovnanie expresie deregulovanych miRNA v plazme mysi

CTRL - kontrolné vzorky, IMB - vzorky ovplyvnené imatinibom, DOX - vzorky
ovplyvnené doxorubicinom

Zo vzoriek plazmy mysi sa na Cipe (SurePrint G3 Mouse miRNA Microarrays (8x60Kk,
Release 21.0, Design ID 070155; Agilent Technologies, Santa Clara, CA) vysetrili zmeny
hladin miRNA kontrolnych ajovplyvnenych vzoriek. Tieto data sme ziskali zo
spoluprace so Statnim zdravotnim ustavem. lba u vzoriek ovplyvnenych DOX boli
zmeny miRNA signifikantné. Naopak u vzoriek ovplyvnenych IMB neboli hladiny miRNA
Statisticky vyznamne zmenené. Z profilu pozmenenych miRNA (Obrazok 8) je zrejmé,
Ze aj IMB poOsobi na podobné miRNA ako DOX. Napriklad zvySené hladiny miR-133a,
miR-133b a miR-1 pozorujeme u IMB aj DOX vzoriek.
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7.2.2 Stanovenie vybranych mikroRNA v plazme pomocou qPCR

Kvantita vybranych miRNA sa pocitala z hodnét Ct meranych pomocou gPCR. Hodnota
Ct (threshold cycle) udava cyklus, v ktorom fluorescencia pretne liniu detekcie. Plati, Ze
¢im je hodnota Ct vzorky mensia, tym viac templatu cDNA vzorka obsahuje. Pre
vyhodnotenie mnoZstva pociatocného templatu je pouzitd relativna kvantifikacia.
MnoZstvo miRNA sa vypocita podla Rovnice 1. Priemernd hodnota Ct referenéného
génu miR-16 a spike-in kontroly cel-miR-39 sluzi ako vnutorny Standard, ktory koriguje
mnozstvo vstupného templatu vzorky. Pre referencny gén plati, Ze jeho expresia je
nezavisla na vonkajsich faktoroch a je stala. Hodnoty kontrolnych vzoriek su nastavené
na hodnotu 1. Vzhladom na tuto hodnotu je posudzovana expresia pozorovanych

miRNA.

Rovnica 1

2 - (A Ct vySetrovaného vzorku — A Ct kontrolného vzorku)

Tabulka 8: Koncentrdcia RNA v plazme mysi

Vzorky Koncentracia RNA [ng/ul] Cistota RNA (260/280)
IMB 1 50,76 1,61
IMB 3 25,39 1,71
IMB 7 21,18 1,83
DOX 4 20,02 1,48
DOX 5 27,84 1,55
DOX 6 24,00 1,66
K1 18,33 1,59
K2 16,34 1,61
K3 28,39 1,48

K - kontrolné vzorky, IMB - vzorky ovplyvnené imatinibom, DOX - vzorky ovplyvnené

doxorubicinom

Z celkového mnozstva 9 testovanych mysi pre IMB, DOX a kontrolu sme vybrali 3 mysi
z kazdej skupiny. Z plazmy vybranych jedincov sme izolovali RNA pomocou izolaéného

kitu. Tabulka 8 zndzornuje celkovu koncentraciu vyizolovanej RNA zo vzoriek plazmy.
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Pomer absorbancie vzoriek pri 260 a280 nm uddva znecistenie vzoriek RNA
bielkovinami. Pri vinovej dizke 260 nm je Ziarenie absorbované RNA apri 280 nm
bielkovinami. Ideadlna hodnota pomeru by mala byt blizka hodnote 2. Avsak pri takych
nizkych koncentracidch RNA aké su uvedené v Tabulke 8 je beiné, Ze tento pomer

nedosiahne idedlnej hodnoty.
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Obradzok 9: Expresia vybranych miRNA v plazme mysi

K - kontrolné vzorky, IMB - vzorky ovplyvnené imatinibom, DOX - vzorky ovplyvnené

doxorubicinom, symbol * znamen3 Statistickl vyznamnost pri P < 0,05

Na Obrazku 9 vidime u DOX vzoriek zvySenie expresie miR-133, miR-1 a miR-34a.
NajvyraznejSie sa uDOX vzoriek zvySila expresia miR-205. Na Obrazku 8 tiez
pozorujeme zvysSenie miR-205, miR-34a, miR-133 a miR-1 u DOX vzoriek. U vzoriek
ovplyvnenych IMB na Obrazku 9 pozorujeme zvySenie expresie u miR-34a, miR-1,
miR-499a a miR-133. MiR-133 ma vsak velkd variabilitu medzi jednotlivcami a preto
nemobzeme toto zvySenie povazovat za vyznamné. Podobne ako na ¢ipe sa hodnoty
expresie miR-146 posobenim IMB ¢i DOX vyznamne nezmenili. Testovali sme tiez

miR-208a a miR-367, avsak ich hladina vysla pod medzou detekcie.
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7.2.3 Stanovenie vybranych mikroRNA v srdci pomocou qPCR

Tabulka 9 znazorfiuje koncentraciu a Cistotu vyizolovanej RNA zo srdcového tkaniva
mysi. Z celkového suboru mysi boli vybrané 3 ovplyvnené IMB a3 sluziace ako

kontrola.

Tabulka 9: Koncentrdcia RNA v srdciach mysi

Vzorka Koncentracia RNA Cistota RNA 260/280
[ng/ul]
IMB 1 175,73 1,90
IMB 2 312,33 1,90
IMB 3 262,28 1,89
K1 351,85 1,93
K2 450,31 1,99
K3 991,20 2,02

3,00
2,50
2,00

1,50

1,00
0,00 B

miR-205 miR-34a miR-133 miR-1 miR-499a miR-146 mi -36? miR-208a

-0,50
-1,00

EK HIMB

Obrdzok 10: Expresia vybranych miRNA v srdciach mysi

K - kontrolné vzorky, IMB - vzorky ovplyvnené imatinibom, symbol * znamena

Statistickl vyznamnost pri P < 0,05

Na Obrazku 10 vidime Statisticky vyznamny pokles expresie miR-205 u vzoriek
ovplyvnenych IMB pri porovnani s velkou variabilitou kontrolnych vzoriek. Expresia

ostatnych miRNA sa Statisticky vyznamne nemeni.
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7.3 Stanovenie koncentrdcie bielkoviny

V srdcovom tkanive mysi boli okrem hladin vybranych miRNA stanovované tiez
vybrané markery na drovni proteinov. Boli vybrané 3 mysi, ktorym bol podavany IMB
a 3 mysi, ktoré sluzili ako kontrola. Z tychto mysi potom boli vyizolované proteiny. Pre
stanovenie koncentracie celkového mnoZstva bielkoviny vo vzorkach sa musela
zostavit kalibracna zavislost zo vzoriek kalibracnej rady. Nasledne sa premerali
izolované vzorky a vypocitala sa koncentracia bielkoviny podla rovnice kalibracnej

krivky. Kalibra€na krivka je zndzornena na Obrazku 11.

Kalibraéna krivka y =0,0006x
R? = 0,9937
07

0,6
0,5 PR

0,4 §

0,3

absorbancia

0,2
0,1
0 200 400 600 800 1000 1200

koncentracia pg/ml

Obrdzok 11: Kalibracna krivka pre stanovenie koncentrdcie bielkoviny
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Tabulka 10: Koncentrdcia celkovej bielkoviny vo vzorkdch

Vzorky IMB 1 IMB 2 IMB 3 K1 K2 K3
Absorbancia 0,368 0,506 0,471 0,256 0,550 0,417
Koncentracia 30,7 42,2 39,2 21,3 45,8 34,7

[ne/ul]

K - kontrolné vzorky, IMB - vzorky ovplyvnené imatinibom

Pre vypocet vyslednej koncentracie bielkoviny sa pouZilo riedenie vzoriek
ovplyvnenych IMB a kontrolnych vzoriek 50-krat, pretoZze absorbancia vzoriek tohto
riedenia bola v rozsahu kalibrac¢nej krivky. Tabulka 10 znazorfiuje celkovu koncentraciu

vyizolovanych proteinov v jednotlivych vzorkach.

7.4 Vysledky imunoblotingu

Imunobloting je metdda, pomocou ktorej prostrednictvom Specifickych protilatok
a detekéného cinidla méZzeme detekovat a pripadne kvantifikovat proteiny prenesené
z gélu na nitrocelulézovd membranu. Metéda prenosu proteinov z gélu na membranu
sa nazyva Western blot. Western blotu predchadza gélova elektroforéza, ktord rozdeli
proteiny podla ich velkosti. Kvantifikacia proteinov vtejto praci bola relativna.
Relativna kvantifikdcia znamend, Ze denzita pruhov Studovanych proteinov je
vztiahnutd k denzite pruhov proteinu referencného. Materidlom pre Stddium
proteinovych markerov poskodenia srdca v tejto praci boli proteiny vyizolované zo
srdcového tkaniva mysi. Konkrétnymi sledovanymi proteinmi boli Troponin T alvo
vzorkach ovplyvnenych IMB aj vo vzorkach kontrolnych. Ako referenény protein pre
relativne stanovenie denzity proteinovych markerov sluzil Pan-Aktin, ktory detekuje

vsetky formy aktinu.
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Obrazok 12: Denzita pruhov (zhora nadol) Pan-Aktinu, Troponinu | a Troponinu T

K - kontrolné vzorky, IMB - vzorky ovplyvnené imatinibom

Zo srdcového tkaniva mysi boli vyizolované proteiny. Potom boli rozdelené pomocou

gélovej elektroforézy aprenesené na membranu. Chemiluminiscen¢nd detekcia

umoznila zviditelnenie pruhov rozdelenych proteinov a nasledne stanovenie ich

denzity. Denzita pruhov Studovanych proteinov je na Obrazku 12.

Troponin | Troponin T

140,0 140,0
120,0 120,0
100,0 100,0
80,0 80,0
60,0 60,0
40,0 40,0
20,0 20,0

0,0 0,0

Kontrola IMB Kontrola

Obrdzok 13: Relativne mnoZstvo Troponinu T a Troponinu |

IMB

Z grafov uvedenych na Obrazku 13 vyplyva, Ze k Statisticky signifikantnej zmene

Troponinov T a | v srdcovom tkanive mysi nedochdadza.
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8. DISKUSIA

IMB je lie€ivo, ktoré patri medzi TKI. Jeho objavenie stoji za mnohymi lieCcebnymi
uspechmi nadorovych ochoreni. Medzi najvyznamnejSie Uspechy patri liecba CML
(Igbal a Igbal 2014). Avsak onedlho od uvedenia IMB na trh, bol odhaleny jeho
vyznamny neziaduci ucinok atym je kardiotoxicita (Kerkelda et al. 2006).
Kardiovaskularne ochorenia su bremenom, ktoré zatazuje fudi vo vyspelych krajinach.
K vzniku tychto ochoreni prispievaju aj lie€iva s kardiotoxickym ucinkom (Mladénka et
al. 2018). Vc¢asné odhalenie a prevencia poskodenia srdca lie¢ivom moze zlepsit kvalitu
zdravia populdcie. Cirkulujice miRNA sa vyznacuju vlastnostami vhodnymi pre
potencidlne biomarkery poskodenia srdca, preto su v poslednych rokoch intenzivne

Studované (Holmgren et al. 2016).

Cielom tejto prace bolo zhodnotit zmenu expresie vybranych miRNA (miR-1, miR-34a,
miR-133, miR-146, miR-205, miR-208a, miR-367 a miR-499) ako odpoved organizmu na
kardiotoxicitu IMB. Sledované miRNA boli vybrané podla dostupnych stadii
zaoberajucich sa kardiotoxicitou lieCiv. VacsSina studii sa venovala kardiotoxicite DOX,
preto bol stiéasne s IMB tieZ sledovany ucinok DOX, ktory sluzil ako pozitivna kontrola.
Materidlom pre tento experiment boli srdcia a plazma mysi, ktorym bol podavany IMB
a DOX. Pre porovnanie zmien hladin miRNA s klasickymi biomarkermi poskodenia srdca
bol pouZity Troponin T merany v plazme mysi. Na zaciatku pri stanoveni hladin miRNA
bola izolovand RNA zplazmy atkaniva. V naslednom kroku sa pomocou DNase
treatment odstrdnila zo vzoriek RNA nepotrebna DNA. Reverznou transkripciou ziskana
cDNA bola potom vyuzitd pre stanovenie hladin miRNA pomocou gPCR. Vysledky gPCR
sme porovnavali svysledkom velkokapacitného stanovenia miRNA technikou
microarray. Poskodenie srdca bolo potvrdené klasickym markerom a tym je stanovenie
hladin Troponinu T v plazme. Ako doplnok k tomuto stanoveniu sme sledovali hladiny

Troponinov T a | priamo vo vzorkach zo srdcového tkaniva mysi.

Zvysenie Troponinu T u vzoriek plazmy ziskanych z mysi, ktorym bol podavany DOX
bolo Statisticky vyznamné. U vzoriek ovplyvnenych IMB tiez doslo k zvySeniu hladiny
Troponinu T v plazme. Avsak velké rozdiely v odpovedi jednotlivych jedincov na IMB

sposobili, Ze toto zvysenie nie je Statisticky vyznamné.
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Okrem stanovenia vybranych miRNA sme velkokapacitnym vySetrenim cirkulujicich
miRNA zistili, Ze doSlo k zvySeniu expresie miR-1, miR-133a a miR-133b u vzoriek
plazmy ovplyvnenej IMB aj DOX v porovnani s kontrolnymi vzorkami. Podobne znizenie
miR-6236, miR-339, miR-6240, miR-6946 mdozeme pozorovat u oboch typov vzoriek
v porovnani s kontrolnymi vzorkami. Tieto vysledky by mohli byt podnetom pre hlbsie

studium menej zndmych miRNA, ktorych hladiny boli deregulované.

ZvySené  hladiny  cirkulujucej miR-133a  boli  pozorované u pacientov
s kardiovaskularnymi ochoreniami. Td&to miRNA pochddzala hlavne z poskodeného
myokardu. Hladina cirkulujicej miR-133a by teda mohla byt markerom poskodenia
a smrti kardiomyocytov (Kuwabara et al. 2011). V nasej prdci je expresia miR-133 podla
vysledkov z Cipovej analyzy mierne zvySena u vzoriek oSetrenych DOX aj IMB. Vysledky
Cipovej analyzy su potvrdené vysledkami z qPCR. Vysledna expresia miR-133 u IMB
vzoriek je vSak podla qPCR oproti DOX vzorkam velmi variabilnd. Tato variabilita moze
byt dovodom preco vysledky Cipovej analyzy nie su Statisticky vyznamné. Holmgren et
kardiomyocytov DOX (Holmgren et al. 2016). Podobne Horie et al. vo svojej Studii
ukazali zvysenie expresie miR-146 u potkanich kardiomyocytov osetrenych DOX (Horie
et al. 2010). Bolo teda zaujimavé ju otestovat ako potencidlny biomarker kardiotoxicity
IMB aDOX. VnaSich vysledkoch zgPCR nebola miR-146 zvySena u vzoriek
ovplyvnenych IMB a ani u vzoriek ovplyvnenych DOX. Tento fakt potvrdzuje vysledok
z Cipovej analyzy expresie miR-146, kde tato miRNA tieZ nebola zvySend. Zvysenu
expresiu miR-34a pozorovali u pacientov liecenych DOX vo svojej studii Holmgren et al.
(Holmgren et al. 2016). Podobne u mysi, ktorym bol poddvany DOX sa priamo Umerne
s davkou zvySovala aj expresia miR-34a. ZvySenie tejto miRNA bolo zaznamenané skor
ako zvysenie klasického markeru Troponinu. MiR-34a by teda mohla slizit ako véasny
marker poskodenia srdca (Desai et al. 2014). Testovali sme ju aj vnaSich
experimentoch. Z naSich vysledkov ziskanych z qPCR je hladina miR-34a zvysend
u vzoriek ovplyvnenych IMB a aj u vzoriek ovplyvnenych DOX. Vo vysledkoch z Cipovej
analyzy vsak doslo k signifikantnému zvyseniu iba u vzoriek ovplyvnenych DOX. Rigaud
et al. vo svojej studii pozorovali zvysenie hladiny cirkulujiucej miR-1 u pacientov

liecenych DOX (Rigaud et al. 2017). MiR-1 bola tiez zvySenda u pacientov s AMI (Long et
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al. 2012). V tejto praci bola expresia miR-1 zvysena u vzoriek plazmy ovplyvnenych DOX
aj IMB. Tento vysledok bol potvrdeny aj analyzou expresie miRNA na Cipe. Expresia
miR-205 vysla zvySend iba u vzoriek plazmy ovplyvnenych DOX. Tento vysledok je
potvrdeny aj vySetrenim plazmy na Cipe. V srdcovom tkanive mysi nastalo vyrazné
znizenie expresie iba u miR-205. Velké smerodajné odchylky u jednotlivych miRNA
ukazali znacnu variabilitu odpovedi jednotlivcov na IMB. K dosiahnutiu vyznamnejsich

vysledkov by bolo dobré opakovat experiment s vy$sim poctom mysi.

V doplnkovom stanoveni Troponinov T alizolovanych zo srdcového tkaniva mysi
ovplyvnenych IMB nedoslo k zmene ich mnoZstva oproti kontrolnym vzorkdm. To
znamena, Ze ucinkom IMB nedochadza ku pozorovatelnej remodeldcii srdca a takto

stanovovany marker teda nie je dékazny pri ur¢ovani poskodenia srdca IMB.

Cirkulujuce miRNA nachddzajuce sa v krvi su stabilné v Sirokom rozpati pH, su odolné
voCi varu aopakovanému zmrazovaniu. Stabilita miRNA je dand ich vazbou na
proteiny. Ich pritomnost v krvi umozriuje jednoduchy neinvazivny odber vzorky na
vySetrenie. Zo vzoriek plazmy sa pomocou zndamych metdd od izolacie azi po
kvantifikdciu miRNA pomocou gqPCR mdze fahko vysetrit ich pritomnost a mnoZstvo
v krvi pacienta. Ukazalo sa, Ze ndrast ich hladiny v plazme, napriklad po poskodeni
myokardu, je rychlejsi ako narast klasickych biomarkerov Troponinov. Vdaka tymto
vlastnostiam spifiaju predpoklady pre vhodné prognostické a diagnostické biomarkery
poskodenia srdca, naddorov alebo inych choréb (Min a Chan 2015). Pouzitie miRNA ako
biomarkerov r6znych choréb ma vsak svoje obmedzenia. Pre ich plnohodnotné vyuzitie
v diagnostike bude potrebné vykonat dalSie podrobné Studie na velkom pocte
pacientov. Dal$im Uskalim je neSpecifita niektorych miRNA pre dané ochorenie.
Prikladom mozu byt napriklad miR-1, miR-122, miR-126, miR-223, ktoré sa vyskytuju aj
u leukémii a nadorov. Zdrojom variability vysledku stanovenia miRNA z telesnych
tekutin moze byt aj spésob extrakcie a kvantifikacie. Stanovenie je tiez komplikované
faktom, Ze miRNA sa v krvi vyskytuju nielen volne, ale aj viazané na proteiny
a lipoproteiny alebo su vnutri exozomov a mikrovezikul. Vsetky tieto komplikacie mozu

viest k réznym vysledkom (Moldovan et al. 2014).
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9. ZAVER

V naSom experimente sme pozorovali zmeny expresie vybranych miRNA, ktoré su
Specifické pre srdcové tkanivo a su vhodnymi kandidatmi na biomarkery, sliziace na
v€asné odhalenie poskodenia srdca. Lie¢ivda DOX a IMB pouZivané pri liecbe nadorov
mozZu sposobovat poskodenie srdca apreto je doleZité vcas odhalit ich skodlivé

pbésobenie na srdce daného jedinca a tak zabranit vacsiemu poskodeniu.

Metddou gPCR sa zmerala zmena expresie vybranych miRNA. V plazme mysi, ktorym
bol podavany DOX bola zvySend expresia miR-1, miR-133, miR-34a
a najvyraznejSie miR-205. V plazme mysi, ktorym bol poddvany IMB bola zvySena
miR-34a, miR-1 a miR-499a, ale tieto vysledky neboli, na rozdiel od DOX, vyznamné
kvoli velkym odchylkdm v odpovedi jednotlivych jedincov. Studovali sme tieZ zmenu
expresie miR-367 a miR-208, ale hladiny tychto miRNA boli pod detekénou medzou.

V srdci mysi ovplyvnenych IMB doslo k vyraznému zniZzeniu expresie miR-205.

Velkokapacitné stanovenie miRNA odhalilo zvySenie expresie miR-1, miR-133a
a miR-133b u vzoriek plazmy ovplyvnenych DOX aj IMB oproti vzorkam kontrolnym.
Naopak zniZenie expresie bolo u miR-6236, miR-339, miR-6240, miR-6946 u oboch

typov vzoriek oproti vzorkam kontrolnym.

Koncentracia Troponinu T vo vzorkach plazmy ovplyvnenych IMB bola zvysend, avsak
kvoli velkej smerodajnej odchylke nebola zvySena Statisticky vyznamne. Vo vzorkach

srdcového tkaniva nedoslo k zvySeniu Troponinu T ani Troponinu I.
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10. POUZITE SKRATKY

5-FU 5-Fluorouracil 5-Fluorouracil

AA Acrylamide Akrylamid

AF Atrial fibrillation Fibrilacia predsieni
AMI Acute myocardial infarction Akutny infarkt myokardu
APS Ammonium Persulfate Persulfat amonny

ATP Adenosin triphosphate Adenozin trifosfat
BCA Bicinchoninic acid Bicinchoninova kyselina
BNP Brain natriuretic peptide Mozgovy natriureticky peptid
BSA Bovine serum albumin Hovadzi sérovy albumin
CAD Coronary artery disease Ischemickd choroba srdca
cDNA Complementary DNA Komplementdrna DNA
CML Chronic myeloid leukemia Chronickda myeloidna leukémia

Ct Threshold cycle Prahovy cyklus

CcYp Cytochrome P450 Cytochrém P450
DCM Dilated cardiomyopathy Dilata¢na kardiomyopatia
DEPC Diethyl pyrocarbonate Dietylpyrokarbonat
DNA Deoxyribonucleic acid Deoxyribonukleova kyselina

DNAza | Deoxyribonuclease | Deoxyribonukleaza |

dNTP Deoxynucleotide triphosphate Deoxynukleotid trifosfat
DOX Doxorubicin Doxorubicin

DTT Dithiothreitol Ditiotreitol
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EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid Etyléndiamintetraoctova kyselina
EETs Epoxyeicosatrienoic acids Epoxyeikosatriénové kyseliny
EGFR Epithelial growth factor receptor Receptor pre epitelovy rastovy
faktor
EGTA Ethyleneglycoltetraacetic acid Etylénglykoltetraoctova kyselina
elF-2 Eucaryotic initiation factor-2 Eukaryoticky inicia¢ny faktor-2
HCM Hypertrophic cardiomyopathy Hypertroficka kardiomyopatia
HER 2 Human epidermal growth factor Receptor pre ludsky epidermalny
receptor 2 rastovy faktor 2
IMB Imatinib Imatinib
miRNA MicroRNA MikroRNA
mRNA Messenger RNA Medidtorova RNA
NP Natriuretic peptide Natriureticky peptid
NTC No template control Beztemplatova kontrola
PDGFR Platelet derived growth factor Receptor pre rastovy faktor
receptor dosticiek
PERK PRKR-like endoplasmic reticulum PRKR-podobna kindza
kinase endoplazmatického retikula
Pre-miRNA Precursor miRNA Prekurzorova miRNA
Pri-miRNA Primary miRNA Primdarna miRNA
PRKR Protein kinase R Protein kindza R
PTK Protein tyrosine kinase Protein tyrozin kindza
qPCR Quantitative polymerase chain Kvantitativna polymerdzova

reaction

retazova reakcia
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RISC RNA induced silencing complex Komplex timiaci translaciu mRNA
pomocou miRNA
RNA Ribonucleic acid Ribonukleova kyselina
RT Reverse transcriptase Reverzna transkriptaza
SDS Sodium dodecyl sulphate Dodecylsulfat sodny
TBST Tris buffered saline with Tween-20 | Tris pufrovany fyziologicky roztok s
Tween-20
TEMED Tetramethylethylenediamine Tetrametyletyléndiamin
TIM Translocase of the inner Translokaza vnutornej membrany
membrane mitochondrii
TKI Tyrosine kinase inhibitors Tyrozin kindzové inhibitory
VEGFR Vascular endothelial growth factor Receptor pre rastovy faktor

receptor

endotelu
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