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Abstrakt  

Úvod: MikroRNA (miRNA) jsou malé nekódující jednořetězcové RNA podílející se na inhibici 

genové exprese na posttranskripční úrovni, čímž ovlivňují řízení všech buněčných funkcí. 

Jejich dysregulace se podílí na patogenezi onemocnění, včetně revmatických. MiRNA se 

mohou vyskytovat i extracelulárně v tělních tekutinách, čímž  představují nadějný diagnostický 

a prognostický ukazatel. Cílem práce bylo analyzovat expresi miRNA jako potenciálních 

biomarkerů stadia a aktivity nemoci a predikci terapeutické odpovědi u dvou nejčastějších 

zánětlivých revmatických onemocnění: spondyloartritidy (SpA) a revmatoidní artritidy (RA).  

Výsledky: Prokázali jsme odlišnou expresi cirkulujících miRNA u pacientů se SpA, které se 

lišily podle závažnosti axiálního postižení a/nebo korelovaly s aktivitou nemoci. Míra poklesu 

cirkulující miR-145 v plazmě po 3 měsících léčby TNF inhibitory u pacientů s ankylozující 

spondylitidou predikovala dobrou terapeutickou odpověď a dosažení nízké aktivity nemoci po 

roce léčby. Hladiny cirkulující i buněčné miR-125b v periferních mononukleárních buňkách 

(PBMC) byly u neléčených pacientů s časnou RA nižší v porovnání se zdravými kontrolami a 

stoupaly po zahájení terapie. Exprese miR-125 v PBMC u těchto pacientů před zahájením léčby 

odlišovala pacienty s (ne)dostatečnou terapeutickou odpovědí. Dále jsme zjistili vyšší expresi 

miR-451 v PBMC u jedinců s artralgiemi v riziku rozvoje RA, která snížením proteinové 

exprese prozánětlivého CXCL16 pravděpodobně oddaluje manifestaci RA. 

Závěr: Naše výsledky podporují využití cirkulujících i buněčných miRNA jako biomarkerů 

korespondujícími se stadiem a aktivitou nemoci a prediktorů terapeutické odpovědi  u 

vybraných zánětlivých revmatických onemocnění, včetně jejich nejčasnějších fází.   

Klíčová slova: miRNA, biomarker, axiální spondyloartritida,  revmatoidní artritida 
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Abstract 

Background: MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding single-stranded RNAs involved in 

the posttranscriptional inhibition of gene expression and thereby regulating all cellular 

functions. Their dysregulation contributes to the pathophysiology of many diseases, including 

rheumatic diseases. MiRNAs can also be found extracellularly in body fluids and represent 

promising diagnostic and prognostic biomarkers. Our study aimed to investigate miRNAs as 

biomarkers of stage and activity and predictors of therapeutic response of two most common 

inflammatory rheumatic diseases: spondyloarthritis (SpA) and rheumatic arthritis (RA).    

Results: We found several circulating miRNAs differentially expressed in SpA patients 

reflecting the severity of axial involvement and/or disease activity. The decrease in circulating 

miR-145 in plasma of patients with ankylosing spondylitis 3 months of anti-TNF therapy 

predicted a good therapeutic response and low disease activity after a year of therapy. 

Circulating and intracellular expression of miR-125b in peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) was lower in treatment-naïve patients with early RA than in healthy controls. Baseline 

expression of miR-125 in PBMC predicted a (non)adequate therapeutic response. We also 

found the increased expression of miR-451 in PBMC in individuals with arthralgia at risk of 

developing RA that subsequently reduced the expression of proinflammatory CXCL16, 

probably aiming to delay the development of RA. 

Conclusion: Our data support the use of circulating and cellular miRNAs as biomarkers of the 

stage and activity of the disease and as predictors of therapeutic response in inflammatory 

rheumatic diseases, including their earliest phases.  

 

Key words: miRNA, biomarker, axial spondyloarthritis, rheumatoid arthritis  
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1. ÚVOD 

1.1. MiRNA 

V roce 1993 byl studován gen lin-4, který se významně podílí na regulaci postembryonálního 

vývoje Caenorhabditis elegans (C. elegans). Bylo zjištěno, že gen lin-4 namísto proteinu 

kóduje malou RNA komplementární k 3´UTR konci mRNA genu lin-14, která v rámci RNA-

RNA interakce tlumí jeho translaci a brání tak progresi larválního vývoje C. elegans (Lee et al., 

1993). Později byl u stejného modelového organismu popsán gen let-7 kódující 21 nukleotidů 

dlouhou RNA ovlivňující několik genů regulujících larvální vývoj C. elegans (Reinhart et al., 

2000). Tyto malé RNA byly později pojmenovány jako mikroRNA (miRNA) (Lagos-Quintana 

et al., 2001).  

MiRNA jsou jednořetězcové RNA o velikosti přibližně 22 nukleotidů patřící do skupiny malých 

nekódujících RNA. Podílejí se na tlumení genové exprese na posttranskripční úrovni při 

procesu tzv. RNA interference (Filipowicz et al., 2008). Každá miRNA může ovlivňovat 

expresi několika genů a předpokládá se, že více než 50 % lidských genů je ovlivňováno alespoň 

jednou miRNA (Iorio and Croce, 2012). Změny v expresi miRNA a jejich cílových genů 

přispívají nejenom k udržování fyziologie buňky a organismu jako celku, ale k patofyziologii 

mnoha onemocnění. 

MiRNA se vyskytují nejenom uvnitř buněk, ale i extracelulárně v tělních tekutinách. Značná 

stabilita těchto extracelulárních (cirkulujících) miRNA a jejich relativně snadná dostupnost 

z tělních tekutin z nich dělá potencionální diagnostické a prognostické biomarkery řady 

onemocnění, včetně autoimunitních (Zeng et al., 2014). V posledních letech probíhá také 

výzkum nových léků na bázi miRNA s využitím pro různá onemocnění, zejména rakovinné 

povahy (Rupaimoole and Slack, 2017). 
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1.1.1 Biogeneze intracelulárních miRNA 

Vznik miRNA je poměrně složitý, několikastupňový proces (Obr. 1.1.).  

 

Obr. 1.1. Biogeneze intracelulárních miRNA a sekreční mechanismy cirkulujících miRNA. 

 

Geny pro miRNA se většinou nacházejí v oblastech nekódující DNA, mohou se však nacházet 

také v intronových nebo exonových oblastech jiných genů (Kabekkodu et al., 2018, Ying et al., 

2010). Intronová miRNA se často nachází ve stejném primárním transkriptu jako její cílový 

gen. Celkové množství genů pro miRNA se liší mezi jednotlivými chromozomy a nekoreluje 

s jejich délkou (Ghorai and Ghosh, 2014). V jádře buňky jsou nejprve geny kódující miRNA 

přepsány pomocí RNA polymerázy II. Takto vzniklý až 1000 nukleotidů dlouhý primární 

transkript vlásenkového tvaru (pri-miRNA) je na svém 5´konci opatřen čepičkou a na druhé 

straně poly(A) koncem (Lee et al., 2004). Část miRNA, jejichž geny se nachází uvnitř Alu 

sekvencí (repetitivní sekvence DNA o délce 350 nukleotidů), mohou být přepisovány také RNA 
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polymerázou III (Borchert et al., 2006). Jeden primární transkript může obsahovat sekvence 

několika různých miRNA, hovoříme pak o tzv. klastru. Okolo 25 % genů pro miRNA je uloženo 

v těchto klastrech (Kabekkodu et al., 2018). V následujícím kroku je pri-miRNA štěpena 

pomocí nukleázy Drosha a proteinu DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8) (Han et al., 

2006), dohromady tvořící tzv. mikroprocesorový komplex (Gregory et al., 2004). DGCR8 se 

přímo váže na dvouvláknovou oblast pri-miRNA a určuje místo, kde proběhne štěpení 

nukleázou Drosha. Dojde tak ke vzniku 70 nukleotidové prekurzorové miRNA vlásenky (pre-

miRNA) s 2-3 nukleotidovým přesahem na jedné straně (Han et al., 2006). Pre-miRNA je 

následně exportována ven z jádra do cytoplazmy pomocí Exportinu-5, který se váže na její 

nukleotidový přesah na 3´konci. K vazbě dochází pouze za přítomnosti kofaktoru Ran-GTP. 

V cytoplazmě interaguje pre-miRNA s enzymem Dicer kooperujícím s proteinem TRBP (the 

human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein), které odstraní 

vlásenkovou smyčku a vznikne tak 20-22 nukleotidové dvojvlákno miRNA:miRNA* (Lund et 

al., 2004, Kim, 2004). Následně je jedno vlákno začleněno do komplexu RISC (RNA-induced 

silencing complex), který je schopen utlumovat expresi genů, zatímco druhé vlákno (passenger 

strand, často označováno *) je obvykle degradováno. O tom, které vlákno zůstane a které bude 

degradováno, rozhoduje jejich termodynamická stabilita (Krol et al., 2010). V některých 

případech dojde ke vzniku zralé funkční miRNA z obou vláken (Filipowicz et al., 2008). 

Novější publikace používají pro odlišení jednotlivých miRNA nomenklaturu miR-3p/miR-5p. 

Přestože se jedná o miRNA pocházející ze stejného transkriptu, nejsou -3p a -5p navzájem plně 

komplementární a cílí tedy na jiné geny (Bhayani et al., 2012). Existuje několik studií popisující 

funkci „passenger strand“. Například u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) přispívá miR-

34a* k rezistenci synoviálních fibroblastů k apoptóze (Niederer et al., 2012). V jiné práci byl 

popsán opačný efekt miR-155 a miR-155* na regulaci produkce interferonu (IFN) I 

plazmacytoidními dendritickými buňkami (Zhou et al., 2010).  

Krom výše popsané klasické biogeneze byl popsán způsob vzniku miRNA z intronových 

oblastí protein-kódujících genů. Sestřihem z intronových oblastí pre-mRNA s potenciálem 

tvořit vlásenky vznikne tzv. pre-mirton, ze kterého následně pomocí enzymu DBR1 (lariat 

debraching enzyme) vznikne mirtron vlásenkového tvaru. Mirtron je pak stejně jako pre-

miRNA exportován ven z jádra pomocí Exportinu-5 a dále štěpen pomocí enzymem Dicer 

stejně jako konvenčně vzniklá miRNA (Okamura et al., 2007).  
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1.1.2 Mechanismus regulace genové exprese pomocí miRNA 

RISC komplex má v tlumení genové exprese zásadní význam. Jeho hlavní složku tvoří proteiny 

z argonautové skupiny (AGO1 – AGO4). AGO obsahují dvě RNA vázající domény: PAZ (Piwi 

Argonaut and Zwille protein) doména vázající se na 3´konec a Piwi (p-element induced 

wimply) doména interagující s 5´koncem zralé miRNA. Vazebná oblast miRNA (2-8 párů bází) 

směřuje ven z RISC komplexu (Pratt and MacRae, 2009) a váže se na cílovou mRNA, i když 

tato vazba není vždycky úplná. Komplementarita s miRNA nukleotidy 2-7 stačí k utlumení 

exprese cílové mRNA (Lewis et al., 2005). V případě úplné komplementarity s miRNA dojde 

k degradaci mRNA, v případě částečné komplementarity dojde pouze k blokaci translace 

mRNA. AGO2 má schopnost přímo štěpit mRNA (Filipowicz et al., 2008), zatímco AGO1, 

AGO3 a AGO4 tuto schopnost nemají (Kim et al., 2009). Ke štěpení mRNA obvykle dochází 

mezi 10. a 11. bazí navázané miRNA (Pratt and MacRae, 2009). Ještě častější než přímé štěpení 

mRNA je snížení stability mRNA, která spočívá v deadenylaci poly(A) konce a hydrolýze 

5´čepičky způsobená interakcí AGO s enzymem P-tělíska GW182 a její následné degradaci 

(Eulalio et al., 2009). P-tělíska jsou granulární útvary tvořené mRNA a mnohými proteiny a 

enzymy, které se podílí na posttranskripční regulaci genové exprese (Anderson and Kedersha, 

2006). Krom funkce při tlumení exprese mRNA zajištují AGO proteiny stabilitu miRNA a 

chrání jí před degradací exonukleázami (Vishnoi and Rani, 2017). Kromě výše zmíněných 

AGO proteinů podílející se na regulaci pomocí miRNA a  siRNA (small interfering RNA) 

existují ještě další dvě kategorie argonautových proteinů: Piwi, kteří regulují piRNA (piwi-

interacting RNA) a argonautové proteiny specifické pro kmen červů (Tolia and Joshua-Tor, 

2007). SiRNA jsou dvouvláknové RNA, které se podobně jako miRNA po navázání 

do komplexu RISC podílí na tlumení exprese mRNA (Tang, 2005). Hlavní rozdíl oproti 

miRNA je v tom, že každá siRNA má pouze jednu cílovou mRNA, se kterou tvoří úplnou 

vazbu, a tím dojde k jejímu štěpení (Lam et al., 2015). 

Tím, jak miRNA regulují genovou expresi, zasahují prakticky do všech buněčných procesů 

včetně buněčné proliferace, diferenciace a apoptózy (Esteller, 2011).  

Exprese samotných miRNA může být ovlivněna například chromosomovými abnormalitami, 

mutacemi v primárním transkriptu, jednonukleovým polymorfismem (SNP) nebo defekty 

ovlivňující proces biogeneze miRNA (například změny v aktivitě proteinů Dicer a Drosha) 

(Iorio and Croce, 2012). Většina miRNA slouží jako nádorové supresory, proto snížení exprese 

miRNA vede ke zvýšené expresi onkogenů a rozvoji malignit (Iorio and Croce, 2012). 
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Například u pacientů s chronickou lymfatickou leukémií dochází k deleci oblasti chromozomu 

13q14, která obsahuje i geny pro některé miRNA (miR-15 a miR-16) (Calin et al., 2002). Obě 

miR-15 a miR-16 negativně regulují antiapoptotický protein Bcl-2, a tím se podílí na indukci 

apoptózy. Snížení exprese těchto miRNA tak koreluje se zvýšením exprese Bcl-2 proteinu, 

který hraje roli v patogenezi chronické lymfatické leukemie (Cimmino et al., 2005). Rovněž 

epigenetické mechanismy (změny v genové expresi, které nejsou způsobeny změnou 

nukleotidové sekvence DNA) jako např. DNA metylace (připojení methylového zbytku na 

nukleovou bázi cytosin nebo adenin, které brání transkripci) nebo acetylace histonů (umožňující 

transkripci) ovlivňují expresi miRNA (Iorio et al., 2010). Bylo popsáno, že přibližně polovina 

genů pro miRNA se nachází v oblasti CpG ostrůvků, tedy oblastí s vysokým zastoupením CpG 

dinukleotidů náchylných k metylaci (Weber et al., 2007). Hypermetylace promotorových 

oblastí genů nádorových supresorů způsobí jejich útlum v rakovinných buňkách (Baylin and 

Jones, 2011). Nejenom metylace, ale také inhibice histonové deacetylázy může ovlivňovat 

expresi miRNA (Iorio and Croce, 2012). Množství miRNA pak může být ovlivněno také 

samotnými miRNA ovlivňujícími jejich biogenezi. Například miRNA let-7 mohou zpětně 

regulovat vznik nových miRNA tím, že se přímo vážou na enzym Dicer, který se podílí na 

biogenezi miRNA (Forman et al., 2008). Jednotlivé miRNA se dále mohou ovlivňovat i 

navzájem. Například myší miR-709 se v jádře buňky váže na pri-miR-15a/16-1, brání vznik 

pre-miR-15a/16-1, a tím potlačuje tvorbu těchto zralých miRNA (Tang et al., 2012). 

Příklady regulace miRNA a jejich význam v patogenezi vybraných zánětlivých revmatických 

onemocnění jsou uvedeny dál v příslušných kapitolách.  

 

1.1.3 Cirkulující miRNA 

1.1.3.1   MiRNA v tělních tekutinách 

Dlouho byly miRNA detekovány pouze uvnitř buněk a analyzovány jejich intracelulární 

funkce. Velkou výzvu v oblasti výzkumu přinesl jejich objev v tělních tekutinách (Chen et al., 

2008). Vzhledem k jejich dostupnosti se nabízí jejich využití jako biomarkerů a rozličné formy, 

které v extracelulárním prostředí zaručují jejich stabilitu, vedou k hypotézám o jejich funkci 

v mezibuněčné komunikaci. Přítomnost cirkulujících miRNA byla postupně popsána v séru, 

plazmě i v dalších tělních tekutinách (Chen et al., 2008, Mitchell et al., 2008). MiRNA 

v exozomech izolovaných ze slin jsou ideální neinvazivní biomarker patologií slinných žláz, 

například u Sjögrenova syndromu (Michael et al., 2010).  MiRNA se vyskytují i v mateřském 
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mléce. Během prvních 6 měsíců laktace zde bylo nalezeno velké množství miRNA se vztahem 

k imunitě (Kosaka et al., 2010c). Přítomnost miRNA byla také popsána ve spermatu, 

vaginálním sekretu a menstruační krvi (Zubakov et al., 2010), dále pak v bronchoalveolární 

laváži, mozkomíšním moku a peritoneální tekutině, pleurálním výpotku, moči a slzách. 

Stanovení miRNA v slzách může pomoci v časné diagnostice glaukomu, makulární degenerace 

nebo malignit oka (Weber et al., 2010).  

Cirkulující miRNA se vyskytují buďto v mikropartikulích (děleno podle velikosti na nejmenší 

exozomy o průměru  30-150nm, střední mikrovesikuly o průměru 100-1000nm a největší 

apoptotická tělíska s průměrem 50-5000nm), nebo jsou asociovány s proteiny vázající RNA 

(AGO2, NPM1-nucleophosmin), případně s lipoproteinovými komplexy (lipoproteiny 

s vysokou hustotou, high density lipoprotein, HDL, a lipoproteiny s nízkou hustotou, low 

density lipoprotein, LDL). To zajišťuje cirkulujícím miRNA vysokou stabilitu a ochranu před 

všudypřítomnými RNázami. Díky tomu se předpokládá, že mohou regulovat expresi genů i u 

vzdálených buněk a podílet se na intercelulární komunikaci (Kosaka et al., 2010a, Creemers et 

al., 2012, Cocucci et al., 2009). V současné době se nabízí možnost jejich terapeutického využití 

(Rani et al., 2015).  

Přítomnost miRNA byla popsána v mikropartikulích pocházejících z různých buněčných linií, 

sekretované exozomy byly poprvé izolovány již v roce 1980 z ovčích retikulocytů (Pan and 

Johnstone, 1983). Při porovnání množství cirkulujících miRNA v supernatantech bylo 

prokázáno, že většina miRNA je z buňky exportována mimo exozomy (Wang et al., 2010b). 

Odhaduje se, že až 90 % cirkulujících miRNA je asociována s proteinovými komplexy, 

nejčastěji s proteinem AGO2 (Arroyo et al., 2011). Kromě AGO2 se mohou cirkulující miRNA 

vázat na AGO1, AGO3 a AGO4 (Turchinovich et al., 2011). Cirkulující miRNA se vyskytují 

také v komplexech s HDL cholesterolem (Vickers et al., 2011). U pacientů s familiární 

hypercholesterolémií byl rozdílný profil HDL-miRNA než u zdravých jedinců (Vickers et al., 

2011). Přítomnost některých miRNA byla popsána také v komplexech s LDL cholesterolem, 

ale v řádově nižších koncentracích než u HDL. Nicméně například prozánětlivá miR-155 má 

4x vyšší zastoupení u LDL než u HDL (Wagner et al., 2013). Dalším proteinem schopným 

vázat miRNA je NPM1, fosfoprotein exprimovaný proliferujícími buňkami sloužící jako 

regulátor exportu ribozomů (Maggi et al., 2008).  
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1.1.3.2 Sekreční mechanismy cirkulujících miRNA 

Do sekrece miRNA do extracelulárního prostředí jsou zapojeny ceramid-sekreční mechanismy 

a enzym nSMase (neutral sphingomyelinase). Experimentální inhibice nSMase způsobuje 

snížení sekrece miRNA a opačně zvýšená exprese nSMase způsobuje zvýšení hladin 

cirkulujících miRNA (Kosaka et al., 2010b). Také bylo prokázáno, že inhibice nSMase nemá 

vliv na intracelulární obsah miRNA, ale ovlivňuje hladiny této miRNA v exozomech (Kogure 

et al., 2011). Přesné selekční mechanismy toho, jaké miRNA se dostávají z buněk do cirkulace, 

nejsou doposud zcela známé. Jedním z možných faktorů ovlivňující sekreci miRNA jsou 

postranskripční modifikace. MiRNA, jejichž 3´konec je adenylován, mají větší zastoupení 

uvnitř buněk, zatímco miRNA jejichž 3´konec je uridylován, se vyskytují více v exozomech 

(Koppers-Lalic et al., 2014). Určité sekvence miRNA (EXOmotif) mohou být rozpoznávány 

RNA vázajícími proteiny, které se podílí na jejich transportu do exozomů. Například protein 

hnRNPA2B1 v kooperaci s proteinem SUMO (proces sumoylace) se váže na GGAG oblast 

miRNA a pomáhá jejich transportu do mikrovezikul a dále ven z buňky (Villarroya-Beltri et 

al., 2013). K sekreci miRNA ale může docházet i nespecificky, například po smrti buňky 

(Turchinovich et al., 2013). V tom případě se miRNA dostává do cirkulace ve formě 

apoptotických tělísek vylučovaných buňkou během apoptózy (Zernecke et al., 2009). Existuje 

určitá podobnost mezi exozomy a apoptickými buňkami. Phospatidylserin, který se vyskytuje 

na povrchu apoptotických buněk a je rozpoznáván fagocyty, se vyskytuje také na povrchu 

exozomů (Kosaka et al., 2010a).  

Existuje velký rozdíl v zastoupení miRNA vyskytujících se uvnitř mikropartikulí, nebo 

vázaných na proteiny: bylo zjištěno, že některé miRNA (např. let-7a) se vyskytují uvnitř 

mikrovesikul, některé je ale možné detekovat pouze v asociaci s proteiny (např. miR-122) 

(Arroyo et al., 2011). Některé miRNA byly více exprimovány v buňkách, některé 

v supernatantech (Valadi et al., 2007, Kogure et al., 2011) a některé miRNA byly detekovány 

výhradně v exozomech (Kogure et al., 2011). Rozdíly mohou být podmíněny tím, z jakých 

buněk jsou miRNA exportovány. Například pro játra specifická miR-122 může být exportována 

z hepatocytů společně s dalšími proteiny, zatímco let-7a pravděpodobně pochází z buněk 

produkujících mikrovesikuly (Arroyo et al., 2011).  

1.1.3.3 Funkční důsledky cirkulujících miRNA a terapeutické využití 

Experimentálně bylo prokázáno, že různé typy lidských buněk aktivně exportují miRNA ve 

formě mikropartikulí nebo v komplexech s proteiny a tyto miRNA mohou být dopravovány do 
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jiných buněk a zde být opět funkční (Wang et al., 2010b, Valadi et al., 2007, Vickers et al., 

2011). B lymfocyty infikované virem Ebstein-Barrové (EBV) sekretují exozomy obsahující 

miRNA. Tato EBV-miRNA se takto dostává do dendritických buněk, kde je schopna regulovat 

cílové geny (Pegtel et al., 2010). S ohledem na jejich funkce in vitro se nabízí i podobná funkce 

na úrovni organismu a využití cirkulujících miRNA v terapii např. maligních tumorů, 

zánětlivých revmatických onemocnění, diabetu mellitu, infekčních onemocnění a dalších. 

Funkční potenciál cirkulujících miRNA v cílových buňkách byl doposud prokázán pouze pro 

miRNA obsažené v mikropartikulích. 

Bioaktivní obsah exozomů může mít imunomodulační potenciál, jak bylo prokázáno v in vitro 

experimentech transportu exosomálních miRNA z T lymfocytů do antigen prezentujících 

buněk, čímž dochází k ovlivnění imunitní reakce (Mittelbrunn et al., 2011). Dále se např. 

miRNA v exozomech uvolněných z nádorových buněk vážou na Toll-like receptory, indukují 

tvorbu pro-metastatických zánětlivých cytokinů s následným růstem tumorů a tvorbou 

metastáz, což potvrdily i in vivo experimenty (Fabbri et al., 2012). Potlačení růstu nádoru in 

vivo aplikací exosomů obohacených o miRNA, a tím i jejich funkci v intercelulární komunikaci, 

potvrdily i další studie (Iguchi et al., 2010).  

Normální jaterní buňky produkují miR-26a, která se u nádorů podílí na brždění buněčného 

cyklu a u karcinomů je její produkce výrazně snížena. Na myším modelu bylo u nádorů po 

podání miR-26a pozorováno výrazné utlumení proliferace, indukce apoptózy, a tím i inhibice 

růstu nádoru (Kota et al., 2009). 

Krom nádorové terapie se nabízí i možnost využití miRNA také při léčbě zánětlivých 

revmatických onemocnění. Resistence k apoptóze je typickým znakem RA synoviálních 

fibroblastů (RASF) a dalších buněk podílející se na patogenezi RA (Pope, 2002). MiR-15a se 

váže na mRNA antiapoptotického proteinu Bcl-2 a snížením jeho exprese tím následně indukuje 

apoptózu. V synoviální tkáni myší s artritidou indukovanou pomocí protilátek proti kolagenu 

(collagen induced arthritis, CIA) je exprese miR-15a snížena. In vivo aplikace této miRNA do 

kolenního kloubu u myšího modelu CIA artritidy měla za následek snížení tvorby Bcl-2 a 

následnou indukci apoptózy v synoviální tkáni (Nagata et al., 2009). MiR-146a jako negativní 

regulátor imunitních dějů je zvýšeně exprimována u pacientů s RA jak lokálně (v synoviální 

tkáni), tak systémově (v periferních mononukleárních buňkách) (Stanczyk et al., 2008, Pauley 

et al., 2008). V in vitro experimentech byla potvrzena funkce této miRNA jako inhibitoru 

osteoklastogeneze (tvorby osteoklastů podílejících se na odbourávání kostní tkáně) a následně 
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bylo potvrzeno, že intravenózní podání miR-146a in vivo myším s rozvinutou CIA je chrání 

před destrukcí kloubu (Nakasa et al., 2011). Naopak miR-223, která je také zvýšená u pacientů 

s RA, diferenciaci osteoklastů stimuluje. Inhibice miR-223 u myší s CIA vedlo ke snížení 

tvorby kostních erozí a zmírnění lokálního zánětu (Li et al., 2012). Nižší hladiny miR-140-3p 

a miR-140-5p byly pozorovány v RASF i u myšího modelu CIA. Intraartikulární podání těchto 

miRNA u myšího modelu zmírnilo příznaky artritidy a snížilo počet synoviálních fibroblastů. 

Zároveň u synoviálních fibroblastů tyto miRNA indukovaly apoptózu a naopak potlačily 

proliferační a migrační schopnosti (Peng et al., 2016).  

U myšího modelu systémového lupusu se splenomegalií byly u B a T lymfocytů popsány vyšší 

hladiny miR-21, která je známá jako regulátor apoptózy a buněčné proliferace. In vivo inhibice 

této miRNA měla za následek zmenšení sleziny a potlačení autoimunitních projevů tohoto 

onemocnění (Garchow et al., 2011).  

Terapeutické využití miRNA se nabízí i u diabetu mellitu, kde se např. miR-103 a miR-107 

podílejí na regulaci inzulinové senzitivity tím, že snižují citlivost na inzulin a zvyšují produkci 

glukózy v játrech. In vivo podání miR-107 zhoršuje glukózovou toleranci a inzulinovou 

senzitivitu, zatímco podání inhibitorů těchto miRNA vede ke stabilizaci inzulinového 

receptoru, posílení signálních drah a zvýšení vychytávání glukózy stimulované inzulinem u 

obézních myší (Trajkovski et al., 2011).  

Průlom ve využití miRNA v terapii bylo klinické hodnocení fáze II (NCT01200420) u pacientů 

s chronickou hepatitidou C, které testovalo bezpečnost, tolerabilitu, farmakokinetiku a 

antivirovou aktivitu antagonisty miR-122 s cílem léčby hepatitidy C (Janssen et al., 2013, 

Ottosen et al., 2015). Toto klinické hodnocení vycházelo z esenciální role jaterní miR-122 

v replikaci viru hepatitidy C (HCV) a inhibice replikace viru a zlepšení jaterní léze u in vivo 

modelu (Jopling et al., 2005, Jopling et al., 2008, Lanford et al., 2010). V roce 2005 bylo 

zjištěno, že lidské jaterní buňky obsahují zvýšené množství miR-122 a inaktivace této miRNA 

snížila množství RNA HCV o 80 % (Jopling et al., 2005). O 4 roky později studie na šimpanzích 

potvrdila, že blokace miR-122 vede k potlačení virulence HCV (Lanford et al., 2010). In vitro 

studie na lidských buněčných kulturách s použitím blokátoru miR-122 (Miravirsen) potvrdila 

jeho antivirový efekt na HCV, a to jak samostatně, tak v kombinaci s dalšími dostupnými 

antivirotiky (Ottosen et al., 2015). Klinické hodnocení u pacientů s chronickou HCV infekcí již 

dříve potvrdila, že podání Miravirsenu je bezpečné a že po jejím podání dochází k redukci HCV 

RNA (Janssen et al., 2013).   
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1.1.3.4 Analýza cirkulujících miRNA v praxi 

I přes značné pokroky v poznání cirkulujících miRNA je jejich využití jako biomarkerů 

ovlivňováno mnoha faktory zahrnující odběr a zpracování biologického materiálu, metodu 

izolace RNA, normalizaci, metody detekce a analýzu naměřených dat. Metodika jejich 

zpracování je doposud nejednotná a je předmětem dalších diskusí.  

Preanalytická fáze 

MiRNA se vyskytují jak v séru, tak plazmě a jejich hladiny spolu při správném zpracování 

navzájem korelují (Mitchell et al., 2008). Krevní vzorky se doporučuje zpracovat nejpozději 4 

hodiny po odběru. Pro odběr plazmy není možné používat heparinové zkumavky, neboť by 

mohlo dojít k inhibici polymerázové řetězové reakce (PCR) (Kroh et al., 2010).  

Cirkulující miRNA se vyznačují velkou stabilitou. Stabilita v plazmě byla potvrzena u vzorků 

opakovaně rozmrazených i u vzorků ponechaných 24 hodin při laboratorní teplotě (McDonald 

et al., 2011). U vzorků plazmy ponechaných 2 týdny při 4ºC nebo 5 let při -20ºC již došlo 

k degradaci miRNA. Nicméně miRNA z izolovaných exozomů zůstala i po 5 letech skladování 

nezměněná. Stejně tak opakované zamrazování a rozmrazování plazmy mělo výrazně menší 

vliv na koncentraci miRNA z izolovaných exozomů než na koncentraci miRNA izolovaných 

přímo z plazmy (Ge et al., 2014). Také sérové miRNA byly schopny odolat opakovanému 

rozmrazování (10x), varu a nízkému a vysokému pH, aniž by se lišily od miRNA 

z neošetřených sér  (Chen et al., 2008). V jiném experimentu byla stabilita sérových miRNA u 

vzorků ponechaných 4 hodiny při laboratorní teplotě, ale u vzorků 2x zamrazených a 

rozmrazených již ke změně došlo (Gilad et al., 2008). V synoviální tekutině byla potvrzena 

stabilita miRNA u vzorků uchovávaných 7 dní při -20ºC, ale opakované zamrazování a 

rozmrazování mělo vliv na stabilitu miRNA (Murata et al., 2010). 

Buněčná kontaminace séra nebo plazmy má velký vliv na hladiny miRNA. Proto je vhodné při 

zpracování plazmy vzorky krve centrifugovat raději 2x. U vzorků srážlivé krve tento problém 

odpadá (Blondal et al., 2013). Vyšší koncentrace vybraných miRNA byly popsány v plazmě 

v porovnání se sérem. Při dalším stočení plazmy došlo však k redukci těchto miRNA, což 

poukazuje na to, že vyšší hladiny mohly být způsobeny právě buněčnou kontaminací 

(McDonald et al., 2011). 

Hemolýza zvyšuje množství některých miRNA v cirkulaci, například miR-15b, miR-16 a miR-

451 (McDonald et al., 2011, Kirschner et al., 2011). Exprese miR-16 a miR-451 se u některých 
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hemolyzovaných vzorků až 8x zvýšila (Kirschner et al., 2011). Proto je vhodné případnou 

hemolýzu u vzorků séra a plazmy sledovat. Nejjednodušší metodou je spektrofotometrické 

stanovení oxyhemoglobinu (absorpční maximum při 414nm) (Blondal et al., 2013). Další 

možností je sledování hladin miRNA, které regulují vývoj erytrocytů, například miR-144 a 

miR-451 (Rasmussen et al., 2010). Vhodné je porovnání hladin miR-451 například s miR-23a, 

která není ovlivňována hemolýzou. Výrazně vyšší hladiny miR-451 než miR-23a (delta Ct miR-

23a-miR-451 větší než 8) značí vysoké riziko hemolýzy (Blondal et al., 2013). Další miRNA, 

která není ovlivněna buněčnou kontaminací, je miR-122 (Pritchard et al., 2012). 

Normalizace miRNA mezi vzorky 

I při použití stejného množství výchozího materiálu se množství celkové izolované RNA může 

značně lišit, a proto je potřeba použít vhodnou kontrolu pro normalizaci jejich hladin. Při 

stanovení buněčných miRNA je možné pro normalizaci použít nekódujících malých RNA 

molekul MammU6, RNU24, RNU43, RNU44, RNU48 nebo RNU6B, které se vyskytují v jádře 

buňky. Jejich přítomnost v séru nebo plazmě však není stabilní, a proto se nedají použít pro 

normalizaci miRNA v tělních tekutinách (Wang et al., 2012b, Turchinovich et al., 2011). Jako 

vhodná alternativa se jeví použití syntetických miRNA jiných živočišných druhů (např. C. 

elegans), které se přidávají do vzorků vyšetřovaného materiálu v průběhu procesu izolace RNA. 

Sekvence těchto miRNA se totiž neshodují s žádnou jinou miRNA v lidském organismu 

(Mitchell et al., 2008). Další možností je použít miRNA, která se běžně vyskytuje ve vzorcích 

a jejíž koncentrace je mezi vzorky neměnná. Například miR-16 a miR-223 jsou obě stabilně 

exprimovány ve vysokých koncentracích v séru i plazmě (Kroh et al., 2010), některé práce 

nicméně ukázaly, že hladiny miR-16 mohou být značně ovlivněny hemolýzou (McDonald et 

al., 2011, Kirschner et al., 2011). Další možností je normalizovat k průměru více naměřených 

miRNA. U sérových vzorků pacientů s RA byla použitá např. normalizace k průměru 6 miRNA 

(miR-142-3p, miR-142-5p, miR-24, miR-181d, miR-15b a miR-125b) (Duroux-Richard et al., 

2014).  

Je pravděpodobné, že stanovení miRNA uvnitř mikropartikulí nebo vázaných na proteiny 

vyžaduje rozdílný způsob normalizace (Creemers et al., 2012). Každý z doposud využívaných 

způsobů normalizace má svá úskalí a ideální způsob normalizace cirkulujících miRNA stále 

chybí. 
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Metody detekce 

MiRNA je možné izolovat společně s RNA metodou fenol-chloroformové extrakce (Filkova et 

al., 2014) nebo použitím komerčních kitů. Pro studium exprese miRNA existují 3 hlavní 

způsoby detekce: PCR, čipy a sekvenování. PCR je v současné době nejrozšířenější metoda 

detekce miRNA (Mi et al., 2013). PCR reakci předchází reverzní transkripce, kdy je RNA 

přepsána do cDNA (complementary DNA). Jednotlivé úseky cDNA jsou následně namnoženy 

pomocí DNA polymerázy a získaná cDNA je kvantifikována metodou PCR se specificky 

značenou fluorescenční sondou. Výsledný nárůst fluorescence je možné porovnat s hladinami 

miRNA vybraných pro normalizaci. Nevýhoda této senzitivní metody je nákladné vybavení a 

vysoká cena fluorescenčně značených sond. V případě využití čipů (microarrays) sondy 

imobilizované na povrchu čipu hybridizují s fluorescenčně značenou komplementární miRNA. 

Tato metoda umožňuje analýzu většího počtu vzorků najednou, nevýhodou kromě vysokých 

nákladů je větší náchylnost k chybám. Metody založené na sekvenování jsou velice časově i 

finančně náročné. Sekvenování nové generace (next generation sequencing, NGS) je moderní 

vysokokapacitní metoda, která je schopná určit až miliony sekvencí. Tato metoda pomohla 

objevit sekvence několika nových miRNA, nicméně nevýhodou zůstává její finanční 

nákladnost (Bartošík and Jiráková, 2018, de Planell-Saguer and Rodicio, 2013).  

 

1.2. Patogeneze vybraných zánětlivých onemocnění 

1.2.1 Spondyloartritidy 

Spondyloartritidy (SpA) představují skupinu chronických zánětlivých onemocnění postihující 

axiální skelet (páteř, sakroiliakální skloubení), periferní klouby, enteze a mají řadu 

mimokloubních projevů (např. psoriáza, uveitida, idiopatický střevní zánět). Klasifikace 

axiálního postižní (AxSpA) rozlišuje pacienty a) s radiografickou formou (r-AxSpA) s 

rentgenologicky detekovatelnými změnami v oblasti sakroiliakálního kloubu a páteře (tzv.  

syndesmofyty), kam zařazujeme i pacienty s nejčastější ankylozující spondylitidou (AS), a b) 

pacienty s  neradiografickou axiální spondyloartritidou (nr-AxSpA) se sakroiliitidou 

detekovatelnou pouze pomocí magnetické rezonance (MRI). Nemoc se obvykle projeví ve třetí 

dekádě života pacienta a postihuje častěji muže než ženy (Sieper and Poddubnyy, 2017).  

Přesné mechanizmy patogeneze SpA nejsou zcela známy, pravděpodobně se jedná o kombinaci 

vlivů vnějšího prostředí (např. častý mechanický stres způsobující mikroskopické poškození 
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tkání) a genetické predispozice (Watad et al., 2018). Existuje několik genů asociovaných 

s rozvojem AS, nejznámější je asociace s antigenem HLA-B27 (human leukocyte antigen B27). 

Antigen HLA-B27 je přítomen přibližně u 90 % pacientů s AS, zatímco ve zdravé populaci se 

jeho výskyt pohybuje v rozmezí 6-8 % (Bowness, 2015). HLA molekuly prezentují antigeny  T 

lymfocytům. Existuje několik teorií, jak se HLA-B27 podílí na patogenezi AxSpA, mezi nimi 

hypotézy o prezentaci tzv. artritogenního peptidu CD8+ T lymfocytům, možná je i akumulace 

HLA-B27 molekul v endoplazmatickém retikulu, vznik HLA-B27 homodimeru na povrchu 

buňky, které aktivují CD8+ T lymfocyty a NK buňky ke zvýšené produkci interleukinu (IL)-23 

a IL-17, nebo selhání prezentace mikrobiálního antigenu molekulou HLA-B27. S tím může 

souviset dysbióza střevního mikrobiomu jako důsledek poruchy slizniční imunity případně  

zvýšené propustnosti střevní bariéry přispívající ke zvýšené produkci IL-23 slizniční stěnou 

(Pedersen and Maksymowych, 2019). Rozsáhlé asociační studie odhalily další polymorfismy 

ve vztahu rozvoji nemoci, dobře známá je například spojitost s geny receptoru pro IL-23 (IL-

23R) nebo aminopeptidázu endoplazmatického retikula (ERAP1), který se podílí na zpracování 

antigenů před vazbou na HLA molekuly (International Genetics of Ankylosing Spondylitis et 

al., 2013).  

U pacientů se SpA dochází k hlavnímu zánětlivému procesu v oblasti entezí a přilehlé kosti.  

Zánětlivý infiltrát s osteoklasty iniciují lokální zánět kosti, který způsobí erozi a destrukci kosti, 

následně je zánětlivá tkáň nahrazena pomocí osteoblastů novou kostí (Lories et al., 2009). 

V místě zánětu tvoří dendritické buňky a makrofágy cytokin IL-23, který spolu s ostatními 

prozánětlivými cytokiny IL-1, IL-6, IL-21 a transformujícím růstovým faktorem β (TGF-β) 

zvyšuje expresi IL23R a aktivaci Th17 lymfocytů. Th17 lymfocyty spolu s γδ-T lymfocyty, 

neutrofily a mastocyty produkují IL-17, ale také IL-22 a tumor nekrotizující faktor (TNF) α. 

IL-17 se podílí na migraci neutrofilů a podporuje tvorbu chemokinů (IL-8, CXCL1), 

prozánětlivých cytokinů (IL-1, IL-6) a granulocyty a makrofágy stimulující faktoru (GM-CSF), 

podílející se také na kostní remodelaci. Dochází tak ke zvýšené aktivitě osteoklastů, které se 

podílí na kostní resorpci. Jako reparativní proces sekundárně po proběhlém zánětu, nebo 

nezávisle na něm, dochází ke zvýšené aktivitě osteoblastů a kostní novotvorbě (Pedersen and 

Maksymowych, 2019, Ranganathan et al., 2017, Watad et al., 2018). Na zvýšené diferenciaci 

osteoblastů a tvorbě kostních výrůstků osteofytů se podílí také Wnt (wingless/Int-1) 

signalizační kaskáda (Corr, 2014). U více než poloviny pacientů se SpA jsou pozorovány 

mikroskopické známky střevního zánětu. V zánětlivé střevní sliznici se nachází zvýšené 

množství T lymfocytů a přirozených lymfoidních buněk typu 3 (ILC3), které po stimulaci IL-
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23R zvýšeně tvoří IL-17, který výše popsanými mechanismy podporuje vznik chronického 

zánětu (Watad et al., 2018).  

Stejně jako u řady onemocnění se i na patogenezi AxSpA podílí miRNA. MiR-130a přímo 

snižuje expresi TNFα. V periferních mononukleárních buňkách (PBMC) pacientů s AS byla 

popsána zvýšená exprese histon deacetylázy (HDAC) 3, která epigeneticky snížením acetylace 

histonů v promotoru snižuje expresi miR-130a, a tím nepřímo zvyšuje expresi TNFα (Jiang and 

Wang, 2016). Th17 lymfocyty pacientů s AS mají vyšší expresi miR-10b. Experimentálně 

zvýšená exprese této miRNA u CD4+ T lymfocytů snížila produkci IL-17A. Později bylo 

zjištěno, že miR-10b přímo inhibuje expresi genu enzymu MAP3K7 (mitogene-activated 

protein kinase kinase kinase 7) u CD4+ T lymfocytů, a tím snižuje produkci IL-17A, který se 

podílí na patogenezi AS (Chen et al., 2017). MiR-22-5p a miR-675-5p snižují expresi IL-17A 

a IL-23, naopak inhibice těchto miRNA zvyšuje expresi IL-17A a v případě miR-22 i expresi 

IL-23 (Zhang et al., 2020). MiRNA se podílí i na kostní remodelaci. RANKL- indukovaná 

osteoklastogeneze in vitro vedla ke zvýšené expresi miR-21. Po redukci exprese miR-21 došlo 

ke zvýšení exprese supresoru osteoklastogeneze PDCD4 (programmed cell death protein 4), a 

tím k potlačení osteoklastogeneze (Sugatani et al., 2011). MiR-29a přímo snižuje expresi genů 

proteinů DKK1 (dickkopf-related protein 1) a GSK3β (glycogen synthase kinase 3 beta), čímž 

aktivuje Wnt signalizační kaskádu, a tím dochází k podpoře osteoblastogeneze a následné 

kostní novotvorbě (Li et al., 2015). 

Zánětlivé změny v oblasti sakroiliakálního skloubení u pacientů s AxSpA probíhají dlouho 

předtím, než je možné pozorovat změny na rentgenu. Klasifikace AS splněním modifikovaných 

Newyorských klasifikačních kritérií (van der Linden et al., 1984), která jsou založena na 

přítomnosti rentgenologických známek sakroiliitidy, je tak diagnózou pozdní. S cílem časné 

detekce a klasifikace AxSpA byla zavedena nová ASAS (Assessment of Spondyloarthritis 

International Score) klasifikační kritéria (Rudwaleit et al., 2009b), která využitím MRI 

pokrývají i časné formy nemoci (nr-AxSpA). Kratší doba trvání onemocnění, mladší věk 

pacienta, vyšší hladiny C-reaktivního proteinu (CRP) a aktivní sakroiliitida  jsou u pacientů 

s nr-AxSpA asociovány s lepší odpovědí na anti-TNF léčbu (Sieper et al., 2013, Dougados et 

al., 2014). Časná diagnostika, monitorování aktivity nemoci a predikce odpovědi na léčbu jsou 

klíčová pro úspěšné zvládnutí nemoci. U AxSpA bylo popsáno mnoho potencionálních 

biomarkerů, nicméně v běžné praxi se skutečně využívají pouze dva laboratorní paramentry. 

Při stanovení diagnózy je využívána detekce antigenu HLA-B27, zatímco CRP slouží 
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k monitorování aktivity nemoci (Prajzlerova et al., 2016). Jako klinický biomarker aktivity se 

považuje i průkaz sakroiliitidy na MRI (Rudwaleit et al., 2009a). 

Základem  nefarmakologické léčby AS je každodenní cvičení za účelem zabránění ztuhnutí 

páteře a zmírnění bolesti. Lékem první volby pak jsou nesteroidní antirevmatika (NSA), které 

snižují bolest a ztuhlost, a některé zdroje uvádí i jejich vliv na zpomalení rentgenové progrese. 

Základem moderní léčby u pacientů s vysokou aktivitou nemoci, u kterých selhala klasická 

léčba, je biologická terapie pomocí inhibitorů TNFα (etanercept, infliximab, adalimumab, 

golimumab, certolizumab pegol) a IL-17 (secukinumab a ixekizumab). Syntetické chorobu 

modifikující antirevmatické léky (DMARD) jsou vhodné pouze u pacientů s postižením 

periferních kloubů (Braun et al., 2011). V posledních letech se zkouší inhibitory JAK/STAT 

signalizační kaskády (JAKinibs) (Hammitzsch et al., 2020). Pro hodnocení aktivity nemoci se 

používá skóre BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index), případně 

ASDAS (Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score) a hodnota CRP. Za dobrou odpověď 

na léčbu je považováno alespoň 50% redukce skóre BASDAI nebo absolutní změna skóre o 2 

body (Braun et al., 2011). 

 

1.2.2 Revmatoidní artritida 

Revmatoidní artritida je chronické zánětlivé autoimunitní onemocnění postihující typicky malé 

klouby rukou vedoucí v důsledku progresivní destrukce k postupné ztrátě jejich funkčnosti a 

snížení kvality života pacientů. Výskyt RA se v evropské a severoamerické populaci pohybuje 

mezi 0,5-1 %  a postihuje až 3x častěji ženy než muže (Alamanos and Drosos, 2005). Vývoj 

RA je několikastupňový proces. Nejprve dojde vlivem environmentálních rizikových faktorů u 

geneticky predisponovaných jedinců k indukci autoimunitních procesů a produkci 

autoprotilátek (např. revmatoidních faktorů, RF nebo protilátek proti citrulinovaným 

proteinům, ACPA), následně k rozvoji symptomů (artralgie, ranní ztuhlost), pod vlivem 

spouštěče k indukci zánětu  v synoviální tkáni a až posléze k manifestaci artritidy (Raza et al., 

2016).  

Riziko vzniku RA je spojeno s polymorfismy různých genů. V minulosti byla jako nejznámější 

popsána spojitost s genem HLA-DRB1, který kóduje tzv. sdílený epitop a podílí se na prezentaci 

antigenů T lymfocytům a má nejtěsnější vazbu k patogenezi RA, zejména ACPA pozitivní 
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formy (Weyand et al., 1992). Později byla prokázána spojitost RA s  geny pro TNFα, PADI4, 

PTPN22, STAT4, CD244 a CTLA4 (Mohan et al., 2014).  

Hlavní environmentální rizikový faktor pro rozvoj RA je kouření (Sugiyama et al., 2010, 

Kallberg et al., 2011). Cigaretový kouř obsahuje až 4000 toxických látek, ovlivňuje buňky 

imunitního systému, mění produkci cytokinů a navozuje oxidativní stres. U kuřáků je také 

zvýšené množství sérového fibrinogenu, jehož citrulinované formy se u pacientů v RA nachází 

v synoviální tkáni (Baka et al., 2009). Vlivem kouření dojde v důsledku apoptózy s následným 

uvolněním iontů kalcia a aktivací peptidylarginin-deimináz (PAD) ke zvýšené citrulinaci 

proteinů v bronchoalveolární tekutině i v tkáních plic (Catrina et al., 2014). Posttranslační 

úpravy proteinů (např. citrulinace a karbamylace) se podílí na imunopatologickém zánětu, 

citrulinace se navíc podílí i na normálních fyziologických procesech. Karbamylované a 

citrulinované proteiny mohou být prezentovány vázané na molekulu HLA-DRB1 

autoreaktivním T lymfocytům, nebo se mohou vázat na autoreaktivní B lymfocyty a způsobit 

jejich diferenciaci v plazmatické buňky tvořící autoprotilátky proti karbamylovaným proteinům 

a ACPA (Pruijn, 2015). Autoprotilátky v krvi asymptomatických jedinců se vyskytují již 

několik let před tím, než dojde k rozvoji RA (Rantapaa-Dahlqvist et al., 2003). Navíc bylo 

popsáno, že ACPA pozitivní jedinci mají až 8x vyšší riziko rozvoje RA v porovnání se 

seronegativními jedinci a u 50 % ACPA pozitivních jedinců dojde k rozvoji artritidy do 2 let 

(Ten Brinck et al., 2017). Přesný spouštěcí faktor vedoucí k manifestaci RA není znám, 

nicméně v úvahu přichází infekce, např. EBV (Balandraud et al., 2004). 

Typickým patogenetickým znakem RA je synovitida. V počáteční fázi artritidy dojde 

v synoviální tkáni k aktivaci dendritických buněk a makrofágů a tvorbě prozánětlivých 

cytokinů např. TNFα, IL-1β, IL-18 a dalších. Chemotaktickým vlivem dojde k následné migraci 

dalších imunitních buněk (T lymfocytů) do synoviální tkáně (McInnes and Schett, 2007). 

V další fázi se T lymfocyty po aktivaci pomocí dendritických buněk diferencují na Th1 a 

prozánětlivé Th17 lymfocyty. Zároveň vlivem TNFα dochází u RA k tlumení aktivity 

regulačních T lymfocytů (Treg), které za normálních podmínek tlumí Th1 a Th17 lymfocyty. 

V počáteční fázi se uplatňuje také komplementový systém, který cytotoxicky poškozuje 

synoviální výstelku. Zároveň NK buňky a neutrofily pomocí netózy, při které tvoří sítě 

rozvolněného chromatinu s navázanými enzymy, narušují synoviální tkáň. B lymfocyty se 

v zánětlivé synovii diferencují na plazmatické buňky, které produkující autoprotilátky proti 

citrulinovaným a karbamylovaným proteinům a proti Fc fragmentu imunoglobulinových 

molekul. Tyto protilátky představují výše zmíněné RF. Postupně dojde k chronickému zánětu 
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poškozujícímu celou kloubní výstelku. Th1 lymfocyty produkují IFNγ, který aktivuje 

makrofágy, synoviální fibroblasty a endotelové buňky, dochází k produkci dalších zánětlivých 

cytokinů TNFα, IL-6 a IL-1β (Andersson et al., 2008). Synoviální fibroblasty pod vlivem těchto 

zánětlivých cytokinů produkují zvýšené množství matrixových metaloproteináz MMP1 a 

MMP3, proteolytických enzymů podílejících se na degradaci kolagenu, a tím ke ztrátě 

chrupavky (Ainola et al., 2005). Zároveň u fibroblastů tyto cytokiny indukují expresi proteinu 

RANKL, který aktivuje osteoklastogenezi a následnou kostní resorpci, na které se podílí 

osteoklasty vylučované enzymy například katepsin K a tartarát-rezistentní kyselá fosfatáza 

(TRAP) (Tateiwa et al., 2019). Samotné synoviální fibroblasty se podílí na rozvoji RA i 

nezávisle na T lymfocytech. In vivo aplikace RASF imunodeficientním myším způsobuje 

poškození chrupavky (Müller-Ladner et al., 1996). Později bylo u myšího modelu prokázáno, 

že implantované RASF jsou schopny aktivně migrovat krevním řečištěm do vzdálených 

chrupavek a ty následně poškozovat. Naopak fibroblasty od zdravých jedinců nebo pacientů 

s osteoartrózou (OA) tuto migrační schopnost neměly (Lefèvre et al., 2009).  

Epigenetické mechanismy se velkou měrou podílí na patogenezi RA. U RA pacientů byla 

popsána snížená metylace DNA T lymfocytů, B lymfocytů, monocytů i synoviálních 

fibroblastů a naopak zvýšená metylace DNA Treg. Změněná aktivita HDAC, která brání 

transkripci genů byla popsána u PBMC i v synoviální tkáni pacientů s RA, zvýšená acetylace 

pak byla pozorována u synoviálních fibroblastů (Ospelt et al., 2017). Mezi epigenetické 

mechanismy patří i působení miRNA (Ospelt et al., 2017, Mousavi et al., 2018). U synoviálních 

fibroblastů stimulace cytokiny TNFα, IL-1β a lipopolysacharidem (LPS) zvyšuje expresi miR-

155, která následně redukuje hladiny MMP1 a MMP3 podílející se na destrukci kloubů 

(Stanczyk et al., 2008). V synoviální tekutině a u CD14+ makrofágů byly zvýšené hladiny miR-

155 asociovány se sníženou expresí enzymu SHIP1, který slouží jako inhibitor zánětu. MiR-

155 se tak podílí na produkci prozánětlivých cytokinů (Kurowska-Stolarska et al., 2011). Myši 

s utlumenou expresí miR-155 vykazovaly rezistenci k vývoji CIA. Došlo u nich k potlačení 

diferenciace Th17 lymfocytů, a tím snížení tvorby IL-17 a IFNγ a také ke snížení diferenciace 

autoreaktivních B a T lymfocytů, čímž došlo k inhibici zánětu (Kurowska-Stolarska et al., 2011, 

Blüml et al., 2011). V makrofázích a monocytech byla prokázána  protizánětlivá role miR-146a, 

protože miR-146a snižuje expresi prozánětlivých proteinů (IRAK1, IRAK2 a TRAF6) (Hou et 

al., 2009). Intravenózní podání miR-146a u myší s CIA vedlo k inhibici osteoklastogeneze, a 

tím mírnilo kloubní destrukci (Nakasa et al., 2011). Stimulace synoviálních fibroblastů pomocí 

TNFα indukovala expresi miR-18a. MiR-18a následně u fibroblastů zvyšuje produkci 
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prozánětlivých cytokinů IL-6 a IL-8 a enzymu MMP1 a tím se podílí na destrukci chrupavky 

(Trenkmann et al., 2013). MiR-124 přímo tlumí expresi transkripčního faktoru NFATc1, který 

se podílí na diferenciaci osteoklastů. Lokální injekční podání prekurzoru pre-miR-124 krysám 

s indukovanou artritidou snížila množství NFATc1 v synoviální tkáni a zmírnila příznaky 

nemoci (Nakamachi et al., 2016). Zvýšená exprese miR-124 tlumí expresi chemokinu MCP1 a 

enzymu CDK2, čímž snižuje proliferaci synoviálních fibroblastů (Nakamachi et al., 2009). 

Další miRNA se vztahem k osteoklastogenezi je miR-223, jejíž zvýšená exprese byla popsána 

v synoviální tkáni RA pacientů (Shibuya et al., 2013). MiR-223 tlumí expresi proteinu NF-1A, 

který fyziologicky blokuje diferenciaci osteoklastů. Utlumení exprese této miRNA u myší 

s CIA způsobilo utlumení osteoklastogeneze a následné snížení tvorby kostních erozí (Li et al., 

2012). U T lymfocytů pacientů s RA miR-223 tlumí expresi protizánětlivého IL-10 (Lu et al., 

2014). MiR-137 je zvýšené exprimovaná v synoviálních fibroblastech v experimentálním 

modelu krys s indukovanou artritidou. Bylo zjištěno, že miR-137 přímo reguluje expresi 

chemokinu CXCL12, silného chemoatraktantu zapojeného do patogeneze RA, a tím snižuje 

proliferaci a migraci fibroblastů (Du et al., 2018). Další miRNA, která je schopná snížit 

proliferaci a zvýšit apoptózu RASF, je miR-212-3p. Tato miRNA, jejíž snížená exprese byla 

pozorována v séru i synoviální tkáni RA pacientů, tlumí expresi SOX5, který se podílí na 

vzniku kostních erozí (Liu et al., 2018). Hladiny miR-29a byly snížené v séru i RASF. Bylo 

zjištěno, že tato miRNA v synoviálních fibroblastech tlumí proliferaci, indukuje apoptózu a 

snižuje expresi zánětlivých cytokinů tím, že tlumí expresi transkripčního faktoru STAT3, který 

naopak u synoviálních fibroblastů zvyšuje proliferaci a inhibuje apoptózu (Liu et al., 2017). Již 

dříve bylo zmíněno, že také miR-34a* přispívá k rezistenci synoviálních fibroblastů 

k apoptóze. MiR-34a* cílí na inhibitor apoptózy XIAP, který blokuje kaspázy účastnící se 

procesu apoptózy (Niederer et al., 2012). 

Dříve používaná klasifikační kritéria Americké koleje revmatologů (ACR) z roku 1987 (Arnett 

et al., 1988) nebyla vhodná pro odhalení časným stádií nemoci. Nová klasifikační kritéria 

Evropské ligy proti revmatismu (EULAR) a ACR z r. 2010 (Aletaha et al., 2010) umožňují 

stanovení diagnózy již v časných stádiích nemoci.  

Základem v přístupu k pacientům s RA je nejenom časná diagnóza, ale i časné zahájení léčby. 

Časné zahájení terapie pomocí DMARDs výrazně snižuje aktivitu nemoci a zpomaluje progresi 

z časné RA do etablovaného stádia RA (Nell et al., 2004). Koncept adjustace léčby s ohledem 

na aktivitu a individuální charakteristiky pacienta s cílem dosažení remise nebo alespoň nízké 

aktivity nemoci je označován jako tzv. léčba k cíli (treat-to-target) (Smolen et al., 2020). 



27 

 

K hodnocení aktivity nemoci se používají kompozitní indexy aktivity, nejčastěji DAS28 

(Disease Activity Score of 28 joints) nebo SDAI (Simply Disease Activity Index) (Smolen et 

al., 2020). 

Základem léčby RA je terapie konvenčními syntetickými DMARD (csDMARD), přičemž jako 

kotevní lék slouží methotrexát, při nedostatečném efektu posléze biologická léčba (bDMARD) 

nebo léčba nejnovější skupinou cílených syntetických DMARD (tsDMARD), kam patří 

inhibitory Janusových kináz (JAK). Biologické DMARD inhibují TNFα (viz výše), receptor 

pro IL-6 (IL-6R inhibitory tocilizumab, sarilumab), dále CD20 (rituximab blokující B 

lymfocyty) nebo CTLA4 (abatacept tlumící aktivaci T lymfocytů). Systémové glukokortikoidy 

používáme po co nejkratší dobu zejména v úvodu léčby nebo při relapsech nemoci. Součástí 

běžné praxe je intraartikulární podání glukokortikoidů.  

V posledních letech roste úsilí o farmakologickou prevenci vzniku RA nebo alespoň oddálení 

její manifestace (Cope, 2017). První výsledky ukazují, že podání rituximabu ACPA pozitivním 

jedincům ještě před vznikem artritidy oddálí její manifestaci o jeden rok (Gerlag et al., 2019). 

S cílem sjednocení charakteristiky jedinců v riziku vzniku RA pro účely těchto „preventivních“ 

klinických hodnocení byla vytvořena kritéria jedinců s artralgiemi s rizikem rozvoje RA, tzv. 

klinicky suspektní artralgie (clinically suspect arthralgia, CSA). Tato kritéria jsou založena na 

klinické charakteristice bez ohledu na ACPA pozitivitu (van Steenbergen et al., 2017). 

 

1.3. Cirkulující miRNA jako biomarkery revmatických onemocnění 

Funkce intracelulárních miRNA i jejich využití jako biomarkerů revmatických onemocnění 

byla popsána v mnoha publikacích, ale u cirkulujících miRNA je odborných prací výrazně 

méně. V této kapitole uvádíme přehled cirkulujících miRNA popsaných jako biomarkery u 

jednotlivých onemocnění, kde mohou sloužit v diagnostice, jako parametry odrážející aktivitu 

nemoci nebo odpovědi na léčbu (Obr. 1.2.). 
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Obr. 1.2. Schématické znázornění cirkulujících miRNA popsaných jako biomarkery 

revmatických onemocnění. RA; revmatoidní artritida, OA; osteoratróza, SLE; systémový lupus 

erythematodes, SSc; systémová sklerodermie, AxSpA; axiální spondyloartritidy, IZM; 

idiopatické zánětlivé myopatie. 

 

1.3.1 Spondyloartritida 

Základní charakteristika SpA byla popsána výše.  

Zvýšené hladiny miR-146a a miR-155 popsané v séru pacientů s AS mohou na základě ROC 

(receiver operating characteristic) analýzy sloužit jako diagnostický biomarker schopný odlišit 

pacienty s AS od zdravých kontrol (ZK) (Qian et al., 2016). Sérové hladiny miR-214 byly 

naopak nižší u AS pacientů v porovnání se ZK (Kook et al., 2019). V plazmě pacientů s AS 

byly popsány miRNA se zvýšenou (miR-32, miR-34a, miR-146a-5p, miR-125a-5p, miR-151a-



29 

 

3p a miR-22-3p) nebo se sníženou (miR-16, miR-10b, miR-30a, miR-154, miR-150, miR-451) 

expresí v porovnání se ZK (Perez-Sanchez et al., 2018, Magrey et al., 2016). Sérové hladiny 

miR-5196 byly v porovnání se ZK vyšší u pacientů s AS a po léčbě pomocí TNF inhibitorů 

došlo k jejich snížení. Míra poklesu navíc korelovala se zlepšením klinické odpovědi 

(Ciechomska et al., 2018).  

 

1.3.2 Revmatoidní artritida 

Revmatoidní artritida je chronické zánětlivé autoimunitní onemocnění, jehož patogeneze byla 

popsána výše.   

Porovnání hladin miRNA v plazmě a synoviální tekutině prokázalo vyšší hladiny miR-16, miR-

132, miR-146a a miR-223 v plazmě než v synoviální tekutině u pacientů s etablovanou RA a 

OA, zatímco korelace mezi hladinami v plazmě a synoviální tekutině nalezena nebyla. 

V synoviální tekutině u RA byly nalezeny vyšší hladiny miR-16, miR-146a, miR-155 a miR-

223 než u OA. Výrazně vyšší hladiny miR-132 byly v plazmě ZK v porovnání s RA i OA, které 

na základě ROC analýzy odlišily pacienty s RA a OA od ZK s vysokou senzitivitou i 

specificitou (Murata et al., 2010). Sérové hladiny miR-10a byly nižší u RA pacientů 

v porovnání se ZK a stouply u RA pacientů léčených methotrexátem v porovnání s neléčenými 

pacienty. ROC analýza následně potvrdila, že exprese miR-10a může u RA pacientů predikovat 

léčebnou odpověď na methotrexát (Hong et al., 2018). Také sérové hladiny miR-548a-3p byly 

nižší u RA pacientů s porovnání se ZK a jejich hladiny negativně korelovaly s hladinami CRP, 

RF a sedimentací erytrocytů (FW) (Wang et al., 2018). Naopak sérové hladiny miR-551b a 

miR-448 byly u RA pacientů zvýšené, zatímco hladiny miR-124 byly snížené v porovnání se 

ZK (Jin et al., 2018). V jiné práci byly nalezeny výrazně vyšší hladiny miR-24, miR-26a a miR-

125a-5p v plazmě RA oproti ZK schopné odlišit RA pacienty od ZK, zejména však kombinace 

obou miR-24 a miR-125a-5p. Sama miR-24 pak korelovala s CRP, se skóre bolesti dle vizuální 

analogové škály (VAS) a aktivitou onemocnění dle skóre DAS28, což naznačuje její 

potencionální využití jako biomarkerů aktivity nemoci (Murata et al., 2013). Nedávno byla 

v plazmě RA pacientů popsána korelace miR-23b s DAS28, CRP a FW. Hladiny miR-23b byly 

vyšší u RA pacientů v porovnání se ZK a po terapii DMARD a/nebo NSA došlo u pacientů 

s dobrou odpovědi na léčbu k poklesu, zatímco u pacientů s nedostatečnou odpovědí k poklesu 

miR-23b nedošlo (Liu et al., 2019).  
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U pacientů s časnou RA (early RA, ERA) byly zjištěny nižší sérové hladiny miR-146a, miR-

155 a miR-16 v porovnání s pacienty s etablovanou RA. U ERA byl sledován efekt terapie 

DMARD na sérové hladiny miRNA. Nárůst miR-16 z měsíce 0 do měsíce 3 koreloval 

s poklesem DAS28 z měsíce 3 na 12. Vyšší hladiny miR-223 u pacientů před zahájením léčby 

pozitivně korelovala s CRP a DAS28 a poklesem aktivity onemocnění v následujících 9 

měsících (Filkova et al., 2014). Exprese miR-99b-5p, miR-143-3p a miR-145-5p v plazmě byla 

vyšší u pacientů s erozivní ERA v porovnání s neerozivní ERA. Exprese miR-99b-5p před 

léčbou navíc predikovala progresi erozí za 12 měsíců (Yue et al., 2019). MiR-27a-3p v plazmě 

se ukázala jako potencionální prediktivní biomarker dosažení remise pacientů s ERA léčenými 

adalimumabem v kombinaci s methotrexátem  (Sode et al., 2018). Vyšší sérové hladiny miR-

125b u pacientů s RA byly asociovány s dobrou odpovědí pacientů na léčbu rituximabem, 

naopak pacienti s nízkou expresí miR-125b měli menší šanci na klinické zlepšení po 3 měsících 

terapie (Duroux-Richard et al., 2014). V jiné studii se sérové hladiny miR-125b spolu s miR-

16-5p, miR-23-3p miR-126-3p, miR-146a-5p, a miR-223-3p zvýšily po podání šestiměsíční 

kombinované terapie inhibitory TNF a csDMARD u RA pacientů s dobrou odpovědí na léčbu. 

Výsledky ROC analýzy ukázaly jako ideální prediktor léčebné odpovědi kombinaci miR-23-3p 

a miR-223-3p (Castro-Villegas et al., 2015).  

 

1.3.3 Osteoartróza 

Osteoartróza je degenerativní kloubní onemocnění přibývající s věkem. Nejprve dojde 

k biochemickým změnám v chrupavce, následkem kterých dojde ke snížení její mechanické 

odolnosti a postupně k její ztrátě. V subchondrální kosti dochází ke sklerotizaci a vzniku cyst, 

posléze také k remodelaci a tvorbě osteofytů. Všechny tyto změny způsobují u pacienta bolest 

a postupnou ztrátu funkčnosti kloubů.  

Při stanovení cirkulujících miRNA v séru pacientů s OA byly miRNA let-7e, miR-454 a 885-

5p asociovány s těžkou OA kolenního a kyčelního kloubu. Zejména miRNA let-7e byla 

popsána jako negativní prediktor totální kloubní náhrady (Beyer et al., 2014). V nedávné studii 

byla v plazmě pozorována vyšší exprese miR-19b, miR-92a, miR-122-5p, miR-320b a miR-

486-5p u pacientů s OA kolenního kloubu v porovnání se ZK. Další analýza potvrdila miR-19b, 

miR-122-5p a miR-486-5p jako rizikové pro rozvoj OA a jejich kombinace byla popsána jako 

potencionální biomarker pro diagnostiku a posouzení závažnosti tohoto onemocnění (Kong et 

al., 2017). V jiné studii byl popsán signifikantní rozdíl u 8 miRNA v plazmě pacientů s OA 
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v porovnání ze ZK (miR-93, miR-126, miR-146a, miR-184, miR-186, miR-195, miR-345, 

miR-885-5p). Predikční algoritmy zjistily, že minimálně 6 cílových genů těchto miRNA má 

etablovanou roli v patogenezi OA (Cuadra et al., 2014). V plazmě OA pacientů léčených 6 

týdnů selektivními inhibitory enzymu COX-2 (celecoxib) došlo ke snížení exprese miR-126-

5p a miR-320a a zvýšení exprese miR-146a-5p. Navíc změny v hladinách  těchto miRNA 

korelovaly s léčebnou odpovědí na celecoxib (Dong et al., 2019b). V séru OA pacientů byla 

zvýšená exprese miR-146a-5p v porovnání s kontrolními vzorky a korelovala se zvýšenou 

expresí této miRNA ve vzorcích chrupavky (Skrzypa et al., 2019). V synoviální tekutině byla 

popsána vyšší exprese miR-210 u OA pacientů v časném i pozdějším stádiu nemoci v porovnání 

se ZK (Xie et al., 2019). 

 

1.3.4 Systémový lupus erythematodes 

Systémový lupus erythematodes (SLE) je autoimunitní multiorgánové systémové onemocnění. 

Základem patogeneze je tvorba autoprotilátek proti buněčným makromolekulám podmíněná 

polyklonální aktivací B lymfocytů a imunitní stimulací autoantigeny. Autoprotilátky se 

následně podílí na vzniku zánětlivé odpovědi nebo buněčné dysfunkci a tím k poškození tkání.  

U pacientů se SLE byly popsány vyšší hladiny miR-21, miR-451, miR-223, miR-16 a miR-126 

v porovnání se ZK. První čtyři zmiňované miRNA byly navíc vyšší i u RA. Bioinformatická 

analýza dále potvrdila, že tyto miRNA se podílí v regulaci transdukčních drah a buněčné 

interakci u SLE (Wang et al., 2012a). Také hladiny miR-551b a miR-448 byly zvýšeně 

exprimovány v séru SLE pacientů, zatímco hladiny miR-124 byly v porovnání se ZK snížené 

(Jin et al., 2018). V jiných pracích byly u SLE pacientů porovnávány sérové a močové hladiny 

miRNA. Několik miRNA (miR-146a,  miR-155, miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-429, 

miR-205 a miR-192) mělo u pacientů se SLE nižší hladiny v séru v porovnání se ZK. Zatímco 

miR-200a, miR-200c, miR-141, miR-429 a miR-192 byly v moči SLE pacientů nižší, tak 

hladiny miR-146a v moči byly u SLE pacientů vyšší než u ZK. Sérové hladiny miR-145a, miR-

155, miR-200b, miR-200c, miR-429, miR-2015 a miR-192 korelovaly s renálními funkcemi, 

sérové miR-146a a miR-200a negativně korelovaly s aktivitou nemoci dle indexu SLEDAI 

(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) a s proteinurií (Wang et al., 2010a, 

Wang et al., 2011). Snížená exprese miR-146a u SLE pacientů byla nalezena také v exozomech 

(Dong et al., 2019a). Ve vzorcích plazmy bylo několik miRNA exprimováno méně v porovnání 

se ZK. Exprese miR-92a, miR-27a, miR-19b, miR-23a, miR-223 a miR-16 byla nižší i 
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v porovnání s RA a je možné je využít pro odlišení SLE pacientů od RA (Zhang et al., 2018). 

Kromě dalších různě exprimovaných miRNA u pacientů se SLE je řada z nich zvýšena (např. 

miR-21, miR-183-5p, miR-375-3p, miR-423) nebo snížena (např. miR-20a, miR-107-3p, miR-

141-5p, miR-150, miR-200b-5p, miR-200c-5p, miR-223, miR-342-3p) u SLE pacientů 

s aktivní nefritidou (Carlsen et al., 2013, Navarro-Quiroz et al., 2017, Nakhjavani et al., 2019, 

Zhang and Wang, 2018). Plazmatické hladiny miR-10a-5p, miR-99a-5p a miR-21-5p byly 

zvýšeny u pacientů se SLE bez ohledu na přítomnost glukokortikoidy indukovanou 

osteonekrózu hlavice femuru (Li et al., 2018). Nedávno provedená metaanalýza potvrdila, že 

cirkulující miRNA mohou sloužit jako diagnostické biomarkery SLE, zejména miR-21 (Zheng 

et al., 2019). 

 

1.3.5 Systémová sklerodermie 

Systémová sklerodermie (SSc) je chronické onemocnění pojivové tkáně charakterizováno 

fibrotickou přestavbou kůže i vnitřních orgánů. Mezi hlavní patologické procesy v patogenezi 

SSc patří autoimunita a zánět, vaskulopatie a fibróza.  

V séru pacientů se SSc byly popsány miRNA, které měly v porovnání se ZK vyšší (miR-7g, 

miR-21, miR-24-3p, miR-29b, miR-92a, miR-125, miR-142-3p, miR-145, miR-191-5p, miR-

206, miR-448, miR-551b a miR-4484) nebo nižší expresi (miR-30b, miR-124). Navíc hladiny 

miR-142-3p korelovaly pozitivně a hladiny miR-30b negativně s mírou kožního postižení 

posuzovanou dle Rodnanova kožního skóre (Jin et al., 2018, Sing et al., 2012, Makino et al., 

2012, Tanaka et al., 2013, Vistbakka and Sumelahti, 2018, Rusek et al., 2019, Koba et al., 

2013). V nedávné práci byla zjištěna zvýšená exprese miR-483-5p u SSc pacientů, včetně časné 

fáze onemocnění, v porovnání se ZK, jejíž hladiny korelovaly s modifikovaným Rodnanovým 

kožním skóre. Její zvýšená exprese v dermálních fibroblastech a endoteliálních buňkách 

s vlivem na expresi profibrotických genů odráží fakt, že miR-483-5p by mohla sloužit jako 

biomarker u časných fází SSc (Chouri et al., 2018). 

 

1.3.6 Idiopatické zánětlivé myopatie 

Idiopatické zánětlivé myopatie (IZM) jsou zánětlivá onemocnění příčně pruhovaného svalstva 

s charakteristickými kožními projevy i multisystémovým postižením. Charakteristická je 

proximální svalová slabost a zvýšené hladiny svalových enzymů.  



33 

 

V séru IZM pacientů byla v porovnání se ZK popsána zvýšená exprese let-7b*, miR-498 a miR-

4310 a snížená exprese miR-1234, miR-3679-5p a miR-4299. Dále byly nalezeny 3 miRNA 

(miR-877*, miR-3676 a miR-3907) s vyšší expresí u pacientů s vysokou aktivitou nemoci 

oproti pacientům s nízkou aktivitou (Misunova et al., 2016). V jiné studii u pacientů s IZM byly 

plazmatické hladiny miR-4442 výrazně vyšší než u pacientů s RA, SLE nebo u ZK, korelovaly 

s aktivitou onemocnění a hladiny signifikantně poklesly po účinné léčbě (Hirai et al., 2018). 

Plazmatické hladiny miR-7 a miR-21 byly popsány jako vhodný diagnostický biomarker IZM. 

MiR-7 je schopná odlišit IZM pacienty s plicním postižením od IZM pacientů bez plicního 

postižení (Yu et al., 2018). 
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2. HYPOTÉZA A CÍLE 

MiRNA jsou malé nekódující RNA, které se na podkladě RNA interference podílí na 

posttranskripční regulaci genové exprese. MiRNA regulují nejenom fyziologické procesy, ale 

jejich dysregulace přispívá i ke vzniku onemocnění, včetně autoimunitních. MiRNA jsou 

uvolňovány z buněk aktivním i pasivním transportem a ve formě mikropartikulí nebo 

(lipo)proteinových komplexů se nachází v extracelulárním prostředí.  

Vzhledem k jejich stabilitě v tělních tekutinách se o miRNA uvažuje jako o prostředku 

intercelulární komunikace a díky jejich lehké dostupnosti jsou předmětem zájmu jako 

biomarkery odrážející (pato)fyziologické procesy s využitím v diagnostice a klasifikaci 

onemocnění, monitorování aktivity nemoci, účinku terapie nebo predikce odpovědi na léčbu.  

Předpokládáme, že výběr vhodných biomarkerů, jakými jsou potenciálně i miRNA, jejichž 

změny odráží patogenetické procesy, je tak nesmírně důležitý pro výběr správné terapie.  

V této souvislosti byla předmětem této disertační práce analýza zejména cirkulujících, ale i 

intracelulárních miRNA u dvou nejčastějších autoimunitních zánětlivých revmatických 

onemocnění- revmatoidní artritidy a spondyloartritid 

 s cílem  

1. vyhodnotit vztah cirkulujících miRNA k aktivitě a stadiu revmatoidní artritidy a 

spondyloartritid  

2. monitorovat expresi miRNA v průběhu léčby a prozkoumat jejich využití v predikci 

odpovědi na léčbu 

3. zjistit jejich potenciální vliv na patogenezi revmatických onemocnění, zejména ve fázi 

předcházející manifestaci revmatoidní artritidy.  
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3. METODIKA A VÝSLEDKY 

(komentáře k publikacím zařazeným do dizertační práce) 

3.1. MiRNA a postižení páteře u pacientů s axiální spondyloartritidou 

Zatímco u RA je vztah cirkulujících miRNA s aktivitou nemoci dlouhodobě studován,  u 

AxSpA je tato oblast málo probádána. Dle naší rešeršní vyplývá, že využití antigenu HLA-B27 

je nejdůležitějším parametrem v diagnostice onemocnění a CRP je prozatím nejlepším 

ukazatelem aktivity nemoci (Prajzlerova et al., 2016). Cílem této práce bylo zhodnotit hladiny 

cirkulujících miRNA v plazmě ve vztahu k míře poškození páteře a aktivitě nemoci u pacientů 

s AxSpA.  

Do studie bylo zahrnuto 20 pacientů s nr-AxSpA, 24 pacientů s přítomností sakroiliitidy bez 

postižení páteře (stádium AS I), 24 pacientů s postižením páteře a přítomností syndesmofytů 

(stádium AS II-V hodnoceno dle Braun et al. (Braun et al., 2002)), včetně 7 pacientů s tzv. 

bambusovou páteří a 29 ZK.  

Nejprve jsme provedli rozsáhlou analýzu 760 miRNA u 5 vzorků z každé sledované skupiny 

metodou erejí TLDA (TaqMan low-density array). Celkem 21 miRNA s rozlišnou expresí mezi 

skupinami a potenciální funkcí v patogenezi AxSpA jsme následně validovali v celém souboru 

pacientů pomocí jednotlivých TaqMan Real-Time PCR (RT-PCR) esejí. U 14 z nich (miR-19a-

3p, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-29a-3p, miR-99b-5p, miR-133a-3p, miR-146a-5p, miR-

146b-5p, miR-222-3p, miR-223-3p, miR-374a-5p, miR-375, miR-409-3p, miR-625-3p) byla 

nižší exprese u všech pacientů s AxSpA bez ohledu na stupeň poškození páteře v porovnání se 

ZK.  

Následně byla porovnávána exprese jednotlivých miRNA ve vztahu k míře poškození páteře u 

jedinců s AxSpA. MiR-625-3p měla jako jediná nižší expresi u jedinců s nr-AxSpA 

v porovnání se ZK (Obr. 3.1.). U dalších miRNA se  jejích exprese snižovala  s mírou postižení 

páteře.  



36 

 

 

Obr. 3.1. Rozdíl v expresi cirkulující miRNA 625-3p u ZK, pacientů s  nr-AxSpA a pacientů 

s  AS se sakroiliitidou (AS I) a postižením páteře (AS II-V). Tmavé symboly značí pacienty 

s bambusovou páteří.  

 

Následně jsme u pacientů s AxSpA zjišťovali asociaci mezi hladinami cirkulujících miRNA a 

aktivitou nemoci podle skóre BASDAI. Zejména u AS pacientů byla u několika miRNA 

nalezena korelace s CRP a/nebo indexem aktivity nemoci BASDAI.  

Rozsáhlá analýza ukázala, že několik miRNA je odlišně exprimovaných u pacientů s AxSpA a 

liší se podle míry postižení páteře. MiR-625-3p byla odlišně exprimovaná i u jedinců 

s neradiografickým poškozením v porovnání s pacienty s radiografickým stadiem nemoci. 

Cirkulující miRNA tak mohou sloužit jako markery stadia postižení a aktivity nemoci pacientů 

s AxSpA. 

Publikace k tématu:  

Prajzlerová k, Grobelná K, Hušáková M, Forejtová S, Jüngel A, Gay S, Vencovský J, 

Pavelka K, Šenolt L. Association between circulating miRNAs and spinla involvement 

in patients with axial spondyloarthritis. PLoS ONE, 2017 Sep 22;12(9):e0185323. doi: 

10.1371/journal.pone.0185323 
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3.2. MiR-145 jako ukazatel léčebné odpovědi u pacientů s ankylozující spondylitidou 

U pacientů s RA bylo popsáno několik miRNA, které slouží jako ukazatele a prediktory léčebné 

odpovědi na terapii biologickou léčbou. Cílem naší práce bylo analyzovat cirkulující miRNA 

v plazmě před a po léčbě TNF-inhibitory a jejich význam v predikci terapeutické odpovědi u 

pacientů s AS.  

Do studie bylo zařazeno 19 pacientů s AS, u kterých byla zahájena terapie TNF-inhibitory a 

terapeutická odpověď podle skóre BASDAI a ASDAS vyhodnocena po 3 a 12 měsících léčby. 

Nejprve bylo analyzováno 380 miRNA metodou TLDA  v séru 3 pacientů před zahájením anti-

TNF léčby (M0) a po 3 a 12 měsících léčby. Následně bylo 17 miRNA vybraných na základě 

zjištěných rozdílů v expresi mezi jednotlivými odběry analyzováno na rozšířeném souboru 19 

pacientů pomocí TaqMan RT-PCR esejí.  

Komplexní TLDA analýza prokázala snížení exprese miR-145 v M3 (1,59x) a v M12 (1,46x) 

v porovnání s M0. Následná validační analýza potvrdila 1,62x snížení exprese miR-145 v M3 

v porovnání s M0 (Obr. 3.2.). 

 

Obr. 3.2. Exprese cirkulující miR-145 před léčbou a po 3 a 12 měsících anti-TNF terapie 

analyzované metodou TLDA (A) a pomocí TaqMan RT-PCR esejí (B). 

 

Míra poklesu miR-145 z M0 do M3 korelovala s poklesem aktivity nemoci z M3 do M12 dle 

BASDAI i ASDAS, a nižší hladiny miR-145 v M3 korelovaly s následným dalším zlepšením 

aktivity nemoci z M3 do M12 a také s nižší aktivitou nemoci v M12 hodnocené dle BASDAI a 

ASDAS. 
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Následná ROC analýza potvrdila, že pokles miR-145 z M0 do M3 predikuje zlepšení z M3 do 

M12 dle ukazatele aktivity BASDAI a že nízké hladiny miR-145 v M3 predikují nízkou aktivitu 

nemoci v M12 hodnocenou dle BASDAI (jako vysoká aktivita je hodnoceno BASDAI skóre 

≥4) a ASDAS (jako vysoká aktivita je hodnoceno ASDAS skóre ≥2,1) (Obr. 3.3.). 

 

Obr. 3.3. ROC analýza změny exprese miR-145 z měsíce 0 do měsíce 3 (A) a exprese miR-

145 v měsíci 3 (B) jako prediktor dobré léčebné odpovědi po terapii. 

 

 

Efekt biologické léčby je hodnocen 3 měsíce od zahájení terapie a terapeutická odpověď 

v tomto časovém období je rozhodující pro pokračování nebo změnu biologické léčby. 
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Prokázali jsme, že sledování sérové hladiny miR-145 a zejména její pokles po 3 měsících od 

zahájení léčby slouží jako prediktor pozdější dobré odpovědi na léčbu.   

Publikace k tématu: 

Prajzlerová K, Komarc M, Forejtová Š, Pavelka K, Vencovský J, Šenolt L, Filková M. 

Circulating miR-145 as a marker of therapeutic response to anti-TNF therapy in patients 

with ankylosing spondylitis. Physiol Res. 2021 Apr 30;70(2):255-264. doi: 

10.33549/physiolres.934542.  

 

3.3. MiR-125b v predikci léčebné odpovědi u pacientů s revmatoidní artritidou 

Zvýšené sérové hladiny miR-125b u pacientů s etablovanou RA byli popsány jako prediktor 

dobré léčebné odpovědi na rituximab (anti-CD20 protilátka) (Duroux-Richard et al., 2014). 

Cílem naší práce bylo analyzovat plazmatickou cirkulující i v PMBC-obsaženou intracelulární 

expresi miR-125b u pacientů s  ERA před a po zahájení iniciální léčby a její význam v predikci 

terapeutické odpovědi.  

Do studie bylo zařazeno 58 pacientů s  ERA před zahájením léčby csDMARD ev. v kombinaci 

s glukokortikoidy s prospektivním sledováním po 3 a 6 měsících a 54 ZK. ERA pacienti byli 

navíc rozděleni na tzv. respondenty s dobrou odpovědí na léčbu (definováno jako dosažení 

nízké aktivity ≤3,2 nebo remise ≤2,6 dle skóre DAS28 v měsíci 3 nebo 6) a tzv. non-

respondenty s nedostatečnou terapeutickou odpovědí (definováno jako DAS28 > 3,2). Exprese 

miR-125 byla měřena metodou TaqMan RT-PCR.  

Hladiny miR-125b byly u pacientů s ERA před zahájením léčby nižší v plazmě i v PBMC 

v porovnání se ZK a stouply 3 měsíce po nasazení léčby. Při rozdělení pacientů podle míry 

odpovědi na léčbu byl vzestup hladiny miR-125b potvrzen pouze u těch pacientů, kteří dobře 

reagovali na léčbu, a to jak v plazmě, tak i v PBMC (Obr. 3.4.).  
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Obr. 3.4. Exprese miR-125b v PBMC (A) a plazmě (B) u pacientů s časnou RA v porovnání 

se ZK, porovnání exprese miR-125b mezi pacienty s dobrou a nedostatečnou odpovědí na léčbu 

v PBMC (C) a plazmě (D). 

 

Před zahájením léčby hladiny buněčné miR-125b negativně korelovaly s DAS28, CRP i FW, 

byly tedy nižší u těch jedinců, kteří měli vyšší aktivitu nemoci. Dále byla zjištěna vyšší exprese 

buněčné miR-125b před zahájením léčby u pacientů, kteří v měsíci 3 dobře reagovali na léčbu 

v porovnání s těmi s nedostatečnou odpovědí. ROC analýza potvrdila, že exprese miR125b před 

léčbou predikuje dobrou léčebnou odpověď v měsíci 3 (Obr. 3.5.). 
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Obr. 3.5. ROC analýza exprese buněčné miR-125b v PBMC jako prediktor dobré léčebné 

odpovědí po 3 měsících terapie. 

 

Prokázali jsme, že exprese cirkulující i buněčné miR-125b je u neléčených pacientů s ERA nižší 

v porovnání se ZK a stoupá po 3 měsících terapie, zejména u pacientů s dobrou terapeutickou 

odpovědí. Exprese miR-125b v PBMC před léčbou může navíc sloužit jako prediktivní 

biomarker léčebné odpovědi pacientů s časnou RA. 

Publikace k tématu: 

Hrušková V, Jandová R, Vernerová L, Mann H, Pecha O, Prajzlerová K, Pavelka K, 

Vencovský J, Filková M, Šenolt L. MicroRNA-125: assocation with disease aktivity 

and the treatment response of patients with early rheumatoid arthritis. Arthritis Res 

Ther. 2016 Jun 2;18(1):124. doi: 10.1186/s13075-016-1023-0. 
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3.4. Význam miR-451 u jedinců v riziku rozvoje revmatoidní artritidy 

U geneticky predisponovaných jedinců se ACPA objevují dlouho před manifestací nemoci. 

ACPA pozitivní jedinci s artralgiemi mají až 8x vyšší riziko rozvoje RA v porovnání se 

seronegativními jedinci (Ten Brinck et al., 2017). Cílem naší práce bylo analyzovat cirkulující 

a buněčné miRNA u jedinců v preklinickém stádiu RA, porovnat je se ZK, zhodnotit expresi 

vybraných cílových genů těchto miRNA na transkripční i proteinové úrovni a potenciál této 

regulace v patogenezi RA.  

Do první fáze studio bylo zařazeno 19 ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi a 19 ACPA 

negativních ZK. Rozsáhlá analýza 380 miRNA pomocí TLDA u 5 jedinců z každé skupiny 

prokázala 2,43x vyšší expresi miR-451 ve vzorcích PBMC a 1,55x nižší expresi ve vzorcích 

plazmy u jedinců s artralgiemi v porovnání se ZK. Následná validační analýza na celém 

souboru pacientů potvrdila vyšší expresi miR-451 v PBMC jedinců s artralgiemi (Obr. 3.6.). 

 

Obr. 3.6. Porovnání exprese buněčné a cirkulující miR-145 u jedinců s artralgiemi a ZK. 

 

Jedním z genů, jehož translace je přímo ovlivněná miR-451 byl v minulosti popsán chemokin 

CXCL16 (Zhang et al., 2015). Navíc je známá role CXCL16 v patogenezi RA tím, že přispívá 

k migraci T lymfocytů do synoviální tkáně, kde se dále podílejí na zánětlivém procesu (Nanki 

et al., 2005). Exprese mRNA CXCL16 byla v PBMC jedinců s artralgiemi 1,47x vyšší 

v porovnání se ZK a navíc u jedinců s artralgiemi  korelovala s expresí miR-451 v PBMC (Obr. 

3.7.). 
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Obr. 3.7. Porovnání buněčné exprese CXCL16 v PBMC u jedinců s artralgiemi a ZK (A), 

korelace buněčné exprese CXCL16 s miR-451 (B). 

 

Druhá fáze práce byla zaměřena na analýzu proteinové exprese CXCL16. Plazmatické hladiny 

CXC16 jedinců s artralgiemi se nelišily od ZK, nicméně negativně korelovaly s expresí 

cirkulující miR-451. Následná analýza pomocí průtokové cytometrie u 17 ACPA pozitivních 

jedinců s artralgiemi a 11 ACPA negativních ZK odhalila expresi CXCL16 na povrchu 

monocytů a NK buněk. Jedinci s artralgiemi měli menší % zastoupení monocytů exprimujících 

CXCL16 než ZK (Obr. 3.8.).  
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Obr. 3.8. Cytometrická analýza exprese CXCL16 na povrchu monocytů a NK buněk (A),  

porovnání exprese CXCL16 u monocytů (B) a NK buněk (C) u jedinců s artralgiemi a ZK. 
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Následná analýza na izolovaných monocytech in vitro sice nepotvrdila korelaci mezi miR-451 

a CXCL16 mRNA, ale transfekce monocytů pomocí pre-miR-451 prekurzoru snížila expresi 

CXCL16 na mRNA i proteinové úrovni měřené metodou ELISA v buněčných supernatantech 

(Obr. 3.9.). Naopak stimulace monocytů pomocí rekombinantního proteinu CXCL16 prokázala 

trend ke zvýšení exprese miR-451.  

 

Obr. 3.9. Vliv transfekce pomocí pre-miR-451 na expresi CXCL16 na mRNA (A) a proteinové 

úrovni (B). 

 

Z uvedených výsledků vyplývá, že zvýšená exprese miR-451 v buňkách periferní krve ACPA 

pozitivních jedinců v riziku vývoje RA snižuje proteinovou expresi CXCL16. Předpokládáme, 

že se může jednat o regulační mechanismus s cílem potlačení zánětu u jedinců v preklinickém 

stádiu RA ve snaze zabránit manifestaci artritidy.  

Publikace k tématu: 

Prajzlerová k, Kryštůfková O, Hánová P, Horváthová V, Gregové M, Pavelka K, 

Vencovský J, Šenolt L, Filková M. High miR-451 expression in peripheral blood 

mononuclear cells from subject at risk of developing rheumatoid arthritis. Sci Rep. 2021 

Feb 25;11(1):4719. doi: 10.1038/s41598-021-84004-3 
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4. DISKUZE 

MiRNA jsou jednořetězcové RNA o velikosti přibližně 22 nukleotidů patřící do skupiny malých 

nekódujících RNA, které se na podkladě RNA interference podílí na posttranskripční inhibici 

genové exprese. MiRNA regulují nejenom fyziologické procesy, ale jejich dysregulace přispívá 

i ke vzniku onemocnění. MiRNA jsou zároveň uvolňovány z buněk do extracelulárního 

prostředí, kde jejich stabilitu umožňuje inkorporace do mikropartikulí nebo (lipo)proteinových 

komplexů. Doposud však nebyly objasněny přesné sekreční mechanismy cirkulujících miRNA, 

a tak není jasné, do jaké míry jsou vylučovány specifickou sekrecí nebo pasivně, co rozhoduje 

o tom, jaká miRNA se uvolní do cirkulace nebo zůstane intracelulárně, nebo do jaké míry 

dochází k sekreci nezralých miRNA a jestli jsou tyto schopny následného dozrávání. Také 

nejsou zcela jasné funkce jednotlivých cirkulujících miRNA, zda jsou orgánově nebo tkáňově 

specifické či nikoliv a v případě že ano, tak jakým mechanismem miRNA rozpoznávají cílovou 

buňku a jaké množství uvolněné miRNA již může mít funkční účinek. Všechny tyto otázky 

zůstávají víceméně nezodpovězené a další výzkum je potřeba pro jejich objasnění. Přestože 

převažují výzkumy týkající se buněčných miRNA, existuje mnoho prací poukazujících na 

potenciální využití cirkulujících miRNA jako diagnostických i prognostických biomarkerů.  

MiRNA se podílí na patogenezi mnoha autoimunitních onemocnění, včetně revmatických, a 

monitorování jejich hladin představuje potenciální diagnostický a prognostický biomarker. 

V minulosti bylo popsáno několik buněčných miRNA odlišně regulovaných u pacientů s AS 

(Li et al., 2016, Mohammadi et al., 2018), nebo u pacientů s neradiografickou formou AxSpA 

(Li et al., 2019). Nicméně práce zabývající se cirkulující miRNA u pacientů s AxSpA 

s rozdílnou závažností axiálního postižení chyběla. V naší rozsáhlé studii bylo nalezeno 14 

cirkulujících miRNA s nižší expresí u všech pacientů s AxSpA bez ohledu na míru postižení 

páteře v porovnání se ZK. Většina z těchto miRNA má dle literatury popsaný určitý vztah 

k osteoblastogenezi, Wnt signalizaci nebo zánětlivé reakci, tedy procesů, které se podílí na 

patogenezi AxSpA (Poddubnyy and Sieper, 2017). Při podrobnější analýze zjišťující vztah 

k míře poškození páteře bylo nalezeno několik miRNA, jejichž exprese se snižovala 

s rostoucím rozsahem axiálního postižení. Z analyzovaných miRNA měla miR-625-3p jako 

jediná nižší expresi již u pacientů s neradiografickým poškozením páteře v porovnání se ZK. 

V minulosti byl prokázán vliv miR-625-3p na zvýšení migrace a proliferace a potlačení 

apoptózy (Zhao et al., 2019), jinde miR-625-3p migraci buněk naopak potlačuje (Li et al., 

2020). Zvýšená proliferace a migrace imunitních buněk se podílí na patogenezi AxSpA, což by 

mohlo vysvětlovat, proč jsou změny v hladině této miRNA pozorovány již v časných stádiích 
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nemoci. Exprese několika miRNA pak korelovala s aktivitou nemoci hodnocenou dle CRP 

a/nebo skóre aktivity nemoci BASDAI.  

V další studii jsme se zaměřili na vliv terapie TNF-inhibitory na expresi cirkulujících miRNA 

u pacientů s AS. Ukázali jsme pokles miR-145 v séru časně po zahájení anti-TNF terapie, kdy 

míra poklesu po zahájení léčby korelovala s pozdějším zlepšením aktivity nemoci. Také nižší 

hladiny miR-145 v séru 3 měsíce po zahájení léčby predikovaly nízkou aktivitu nemoci po roce 

léčby. Patogenese axiálního postižení u SpA začíná zánětem, který aktivuje destrukci 

chrupavky a kosti a následně dochází ke kostní novotvorbě, při které hraje roli Wnt signalizace 

tím, že podporuje osteoblastogenezi (Cici et al., 2019). MiR-145 byla v minulosti popsána jako 

negativní regulátor kostní novotvorby (Fukuda et al., 2015, Hao et al., 2018) a zároveň 

podporuje kostní erozi tím, že se podílí na zvýšeném množství osteoklastů (Chen et al., 2018). 

Předpokládáme, že pokles hladiny miR-145 po zahájení anti-TNF terapie značí posun z 

aktivní erozivní fáze onemocnění do fáze reparačních procesů spojených s kostní novotvorbou. 

Tomu by odpovídal i výsledek naší výše zmíněné práce, kde hladiny miR-145 v séru byly vyšší 

u pacientů s neradiografickým postižením v porovnání s pacienty s radiografickou formou, tedy 

s vyšší kostní novotvorbou. 

U pacientů s RA je prací studující miRNA jako potenciální diagnostické nebo prognostické 

biomarkery mnohem více, než je tomu u AxSpA (Mousavi et al., 2018). V minulosti byly ve 

vzorcích plné krve i séru pacientů s etablovanou RA popsány zvýšené hladiny miR-125b 

v porovnání se ZK (Duroux-Richard et al., 2014). V naší skupině neléčených pacientů s ERA 

byla v plazmě i PBMC nalezena naopak nižší hladina miR-125b v porovnaní se ZK. Nižší 

hladiny této miRNA v minulosti popsány i u jiných autoimunitních onemocnění (Xu et al., 

2011, Luo et al., 2013). Rozdíl může být podmíněn i tím, že se v našem případě jednalo o 

neléčené pacienty s ERA, zatímco jinde byli sledováni pacienti s etablovanou již léčenou RA. 

Vysoké sérové hladiny miR-125b u těchto pacientů sloužily jako prediktor dobré léčebné 

odpovědi na rituximab (Duroux-Richard et al., 2014). V našem případě byly vyšší hladiny miR-

125b v PBMC u neléčených jedinců s ERA prediktory dobré léčebné odpovědi na csDMARD 

v monoterapii případně v kombinaci s glukokortikoidy. Navíc hladiny vyšší exprese miR-125b 

v PBMC před léčbou negativně korelovala s nižší aktivitou nemoci. To odpovídá známé funkci 

miR-125b v inhibici prozánětlivých cytokinů, včetně klíčového cytokinu TNFα (Tili et al., 

2007, Huang et al., 2012, Rajaram et al., 2011, Rossi et al., 2011). Hladiny miR-125b v PBMC 

i cirkulující v plazmě se zvýšily po léčbě, zejména u pacientů s dobrou terapeutickou odpovědí. 

Již v minulosti bylo popsáno zvýšení exprese cirkulující miR-125 po anti-TNF léčbě (Castro-
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Villegas et al., 2015). Předpokládáme, že jelikož miR-125b inhibuje expresi prozánětlivých 

cytokinů, tak vlivem zvýšení exprese miR-125b dochází k účinnějšímu potlačení zánětu a 

v souladu s tím k lepší terapeutické odpovědi (Tili et al., 2007, Huang et al., 2012, Rajaram et 

al., 2011, Rossi et al., 2011).  

Analýza exprese miRNA u ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi v riziku rozvoje RA má 

potenciál v odhalení role miRNA v patogenezi RA a pomoci tak pochopení mechanismů 

vedoucích k přesmyku z preklinické fáze do klinicky manifestní artritidy. V publikované práci 

u ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi byly popsány 3 miRNA (miR-22, miR-486-3p a miR-

382), jejichž sérové hladiny jsou asociovány s progresí do RA (Ouboussad et al., 2017). V naší 

rozsáhlé analýze miRNA u jedinců s artralgiemi v riziku rozvoje RA jsme nalezli vyšší expresi 

miR-451 v PBMC a nižší v plazmě v porovnání se ZK. Následná validační analýza potvrdila 

vyšší expresi této miRNA pouze v PBMC jedinců s artralgiemi v porovnání se ZK, nikoliv však 

v plazmě. U pacientů s etablovanou RA byly v minulosti vyšší exprese miR-451 popsány 

v plazmě a v T lymfocytech, kde navíc korelovaly s aktivitou nemoci dle DAS28, FW a IL-6 

(Smigielska-Czepiel et al., 2014, Wang et al., 2012a). To, že se u jedinců s artralgiemi rozdíly 

v plazmě nepotvrdily, může být podmíněno tím, že u pacientů s RA již probíhá artritida a 

jedinci v naší kohortě dle principu neměli v době zařazení detekovatelnou klinickou artritidu. 

Chemokin CXCL16 byl v minulosti popsán jako přímo regulovaný miR-451(Zhang et al., 

2015). U jedinců s artralgiemi exprese miR-451 v PBMC korelovaly s expresí CXCL16 na 

transkripční úrovni. Následné funkční experimenty in vitro ale potvrdily přímou regulaci 

exprese CXCL16 pomocí miR-451. Pozitivní korelace může tak být dána neúplnou vazbou 

miRNA na cílovou mRNA, čímž dojde k utlumení translace proteinů bez snížení exprese 

mRNA CXCL16 (Iwakawa and Tomari, 2015). Pravděpodobně existují také různé 

mechanismy, kterými dochází ke zvýšené expresi miR-451 u jedinců v preklinickém stádiu RA, 

což potvrzuje i to, že exprese miR451 se zvyšuje po stimulaci CXCL16 in vitro. Samotná 

exprese CXCL16 může být také regulována jinými miRNA. Plazmatické hladiny se nelišily 

mezi jedinci s artralgiemi a ZK, nicméně u jedinců s artralgiemi korelovaly s hladinami CRP a 

FW, což naznačuje jisté zapojení do zánětlivých procesů již v preklinickém stádiu RA. V další 

analýze jsme posléze u ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi prokázali nižší zastoupení 

monocytů s expresí CXCL16 na svém povrchu v porovnání se ZK. CXCL16 se podílí na 

patogenezi RA tím, že přispívá k migraci T lymfocytů do synoviální tkáně, kde se dále podílejí 

na patogenezi zánětu (van der Voort et al., 2005, Nanki et al., 2005). Předpokládáme, že 

imunitní systém ACPA pozitivních jedinců s artralgiemi v reakci na probíhající zánět zvyšuje 
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expresi miR-451, která následně redukuje expresi prozánětlivého CXCL16 v monocytech, a tím 

se podílí na zpoždění přechodu z preklinického stádia do klinicky manifestní artritidy.  
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5. ZÁVĚR 

Naše výsledky podporují význam analýzy exprese miRNA jako biomarkerů korespondujícími 

se stadiem, aktivitou nemoci a s odpovědí na léčbu u RA a SpA, dvou nejčastějších zánětlivých 

revmatických onemocnění. Jako nejpřínosnější považujeme průkaz toho, že některé miRNA 

jsou schopny predikovat terapeutickou odpověď a vývoj onemocnění, čímž mohou být 

nápomocny v individuálním přístupu k pacientům a k adjustaci jejich léčby. Odhalení funkce 

jednotlivých miRNA pomáhá, s ohledem na četné interakce s dalšími účastníky biologických 

pochodů, alespoň částečně pochopit jejich potenciální vztah k patogenezi jednotlivých 

onemocnění, včetně jejich časných fází.  Naše práce obsahuje materiál s nutností validace na 

rozsáhlejších souborech pacientů pro širší využití v klinické praxi.   
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6. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

ACPA anti-citrullinated protein antibodies, protilátky proti citrulinovným proteinům 

ACR American College of Rheumatology 

AGO Argonaut protein 

AS ankylozující spondylitida 

ASAS Assessment of spondyloarthritis international society 

ASDAS Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score 

AxSpA axiální spondyloartritida 

BASDAI Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

CDK2 cycline-dependent kinase 2 

cDNA complementary DNA 

CIA collagen induced arthritis, kolagenem indukovaná artritida 

COX-2 cyclooxygenase-2 

CRP C-reaktivní protein 

CSA clinically suspect arthralgia, klinicky suspektní artralgie 

CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

CTX C-terminal telopeptide 

CXCL chemokine (C-X-C) ligand 

DAS28 Disease Activity Score of 28 joints 

DBR1 lariat debraching enzyme 

DGCR8 DiGeorge syndrome critical region 8 

DKK1 dickkopf-related protein 1 

DMARD disease-modifying anti-rheumatic drug, chorobu modifikující antirevmatické léky 

EBV Ebstein-Barr virus 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

ERA early rheumatoid arthritis, časná revmatoidní artritida 

ERAP endoplasmic reticulum aminopeptidase 

EULAR European League Against Rheumatism 

FW sedimentace erytrocytů stanovena metodou podle Fåhraeuse-Westergrena 

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

GSK3β glycogen synthase kinase 3 beta 
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HCV hepatitis C virus 

HDAC histone deacetylase 

HDL high density lipoprotein, vysokodenzitní lipoprotein 

hnRNPA2B1 heterogenous nuclear rinonucleoprotein A2B1 

HLA human leukocyte antigen 

IFN interferon 

IL interleukin 

IL-23R receptor interleukinu 23 

ILC3 innate lymphoid cells type 3, přirozené lymfoidní buňky typu 3 

IRAK interleukin-1 receptor associated kinase 

IZM idiopatické zánětlivé myopatie 

LDL low density lipoprotein, nízkodenzitní lipoprotein 

LPS lipopolysacharid 

MAP3K7 mitogene-activated protein kinase kinase kinase 7 

MCP metacarpophalangeal joints, metakarpofalangeální kloub 

MCP1 monocyte chemoattractant protein 1 

miRNA mikroRNA 

MMP matrixová metaloproteináza 

MRI magnetická rezonance 

NF-1A nuclear factor 1-A-type 

NFATc1 nuclear factor of activated T-cells 1 

NGS next generation sequencing, sekvenování nové generace 

NK natural killer 

NPM1 nucleophosmin 

NSAID non-steroidal anti-inflammatory drug, nesteroidní antirevmatika 

nSMase neutral sphingomyelinase 

OA osteoartróza 

PAD protein-arginine deiminase 

PAZ Piwi Argonaut and Zwille protein 

PBMC peripheral blood mononuclear cells, periferní mononukleární buňky 

PCR polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce 

PDCD4 programmed cell death protein 4 



53 

 

piRNA piwi-interacting RNA 

Piwi p-element induced wimply 

RA revmatoidní artritida 

RANKL receptor activator NF-κΒ ligand 

RASF synoviální fobroblasty pacientů s revmatoidní artritidou 

RF revmatoidní faktor 

RISC RNA-induced silencing complex 

ROC receiver operating characteristic 

SDAI Simple Disease Activity Index 

SHIP1 src homology 2 domain containing inositol polyphosphate 5-phosphatase 1 

siRNA small interfering RNA 

SLE systémový lupus erythematodes 

SLEDAI Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 

SNP single nucleotide polymorphism, jednonukleový polymorfismus 

SOX5 SRY-related HMG-box 5 

SSc systémová sklerodemie 

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 

SUMO mall ubiquitin-like modifier 

TGF transforming growth factor, transformující růstový faktor 

Th T helper 

TLDA TaqMan low-density array 

TLR toll-like receptor 

TNF tumour necrosis factor, tumor nektorizující faktor 

TRAF6 TNF receptor associated factor 6 

TRAP tetrate-resistant acid phosphatase, tetrát rezistentní kyselá fosfatáza 

TRBP the human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein 

Treg T regulační lymfocyt 

VAS visual analogue scale, vizuální analogová škála 

Wnt wingless/Int-1 

XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein 

ZK zdravá kontrola 
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