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Abstrakt

mikroRNA (miRNA) jsou relativné nedavno objevené molekuly RNA, které slouzi
k regulaci genové exprese a pies procesy diferenciace, proliferace a apoptdzy ovliviiuji
komplexni biologické systémy, jako jsou embryogeneze, onkogeneze a imunita. V posledni
dobé se zacinaji experimentalné vyuzivat v diagnostice a predikci téhotenskych komplikaci
a nadorového bujeni. V neinvazivni diagnostice se vyuzivaji extracelularni miRNA molekuly
— piitomné v cirkulaci pacienta. Molekuly RNA se do extracelularnich tekutin dostavaji
nejcasteji procesem apoptozy.

Pro mou praci jsem si vybrala Ctyfi choroby, pro které maji extracelularni miRNA
diagnosticky potencial, preeklampsii, ristovou retardaci plodu, gestacni diabetes mellitus
arakovinu prsu. U téchto chorob byla popsédna aberantni exprese a rozdilné hladiny
extracelularnich mMiIRNA ve srovnani se zdravymi kontrolami, ale klinické vyuziti mikroRNA

markert v diagnostice a predikci onemocnéni jesté vyzaduje dalsi vyzkum a optimalizaci.
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extracelularni nukleové kyseliny, gesta¢ni diabetes mellitus, mikroRNA, PCR, preeklampsie,

rakovina prsu, rustova retardace plodu



Abstract

microRNAs (miRNAS) represent a relatively newly discovered group of RNA molecules
and they serve to regulate gene expression. In spite of processes of differentiation,
proliferation and apoptosis, miRNAs influence the whole biological systems, such as
embryogenesis, oncogenesis, and immunity. There have been a number of experiments in
recent years concerning diagnoses and predictions of complications during pregnancy, and
tumour growth. Extracellular miRNA molecules participating in circulation of patients are
used in the non-invasive diagnostics. RNA molecules usually get into the extracellular fluid
during the apoptosis process.

| chose four diseases, which extracellular miRNA have diagnostic potential —
preeclampsia, intrauterine growth retardation, gestational diabetes mellitus and breast cancer
— for my work. An aberrant expression of different levels of various extracellular miRNAs has
been reported in these diseases but the clinical use of microRNAs in the diagnosis and

prediction of those still requires further research and optimization.
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Uvod

Toto téma jsem si zvolila proto, ze jsem se na jedné piednasce dozvédéla, ze metody
invazivni prenatalni diagnostiky zplsobuji spontanni aborty ve vice nez 0,5% piipadd, pti
kordocentéze® je riziko spontanniho abortu dokonce 2-5%. Na piednaice jsem se také
dozvédéla, ze existuji metody neinvazivni prenatalni diagnostiky, které aborty nevyvolavaji.
Timto jsem se zaCala o tuto problematiku vice zajimat a dospéla jsem k zavéru, Ze toto je
téma, které bych chtéla zpracovavat v mé praci a kterému bych se chtéla vénovat i pozdé&ji.

Extracelularni mikroRNA (miRNA) jsou kratké (18-25 nukleotidi dlouhé) molekuly RNA,
které se vyskytuji v télnich tekutinach (Kawasaki, Taira, 2003; Mandel, Métais, 1948).
miRNA plni v organismu regulaéni funkce pies regulaci tranlace, ¢imz ovliviuji dalsi
pochody v organismu (Kawasaki, Taira, 2003). Pifi probihajici patologii se miZze ménit
genova exprese MIRNA. Sledovani téchto zmén v extracelularnich tekutinach je mozné vyuzit
v diagnostice a predikci dané patologie (Asaga et al, 2011; Heneghan et al, 2010; Hu et al,
2012; Mouillet et al, 2010; Wang et al, 2010; Wu et al, 2011; Wu et al, 2012; Zhao et al,
2011; Zhu et al, 2009).

Cilem této prace je nastinit soucasné znalosti o struktuie a vyznamu extracelularnich
mikroRNA a jejich vyuziti v diagnostice a predikci riznych onemocnéni, zejména v oblasti
gynekologie a porodnictvi.

Tato prace je ¢lenéna na ¢tyfi hlavni kapitoly. V prvni kapitole s ndzvem Extracelularni
nukleové kyseliny se budu vénovat extraceluldrnim nukleovym kyselinAm obecné, dale
zpusobum, jak se dostavaji do krevniho fecisté, jak v krevnim fecisti pretrvavaji a jak jsou
poté z krevniho fecisté odstraiiovany. Po vyuziti extracelularnich nukleovych kyselin piejdu
na dalsi kapitolu, mikroRNA. V této kapitole se kratce zminim o historii objevu miRNA, poté
se zaméfim na biogenezi miRNA a nazna¢im vyznam placentdrné specifickych miRNA
detekovatelnych v plazmé matky. Onemocnéni je nazev tfeti kapitoly, pro kterou jsem si
vybrala Ctyfi piiklady onemocnéni, u kterych se sleduji genové exprese a hladiny
extracelularnich miRNA. U kazdého onemocnéni zminim jeho charakteristiku, soucasné
metody, jak je toto onemocnéni diagnostikovano, a moznosti vyuziti extracelularnich miRNA
pro neinvazivni diagnostiku a predikci onemocnéni. V zavérecné kapitole Metodika se budu
vénovat tomu, jakym zpusobem lze ziskat miRNA ze vzorku periferni krve a jak je dale
mozné s MIRNA pracovat.

Pfi psani této prace jsem pracovala téméf vyhradné s primarni literaturou.

! piimy odbér fetalni krve z pupe&niku



1 Extracelularni nukleové kyseliny

Pro extracelularni nukleové kyseliny existuje nékolik terminti, naptiklad CNAs, cirkulujici
nukleové kyseliny, cirDNA, exDNA/exRNA, volné nukleové kyseliny a dalsi.

Extracelularni nukleové kyseliny jsou mimobunééné nukleové kyseliny, které muzeme
nalézt v plazmé¢ a séru lidi (Mandel, Métais, 1948), u Zivocicht (Schiitz et al, 2005) a u rostlin
(Stroun, Anker, 1971). Jsou to volné DNA nebo RNA fragmenty o velikosti v rozmezi
piiblizné od 143 bp do vice nez 30 kB, coz bylo prokazano pii n¢kolika elektronovych
mikroskopovanich a sachardza-gradient sedimentaénich analyzach (Giacona et al, 1998; Lo
et al, 2010). Koncentrace DNA v plasmé se u zdravych jedinct vyskytuje kolem hodnoty 21
ng/ml (Cherepanova et al, 2008).

Volné nukleové kyseliny byly zaznamendny krom¢ plasmy a séra také v mléce, moci,
plodové vod¢, lymfatickych a peritonealnich tekutinach, v kostni dieni, prostatické tekuting,

zaludec¢nich a zluovych stavach, mozkomisnim moku, sputu a dokonce i ve stolici.
1.1 Historie

Griffith vroce 1928 jako prvni objevil transformace u bakterii. Pii pokusech prokazal
pfenos patogennich vlastnosti od infekéni bakterie, ktera byla tepelné zniena, na Zijici
nepatogenni kmen (Griffith, 1928). O né€kolik let pozd&ji Avery jednoznacné prokazal, ze
DNA je podstatou dédi¢nosti (Avery et al, 1944). V roce 1965 byly Gahanem a Chayenem
detekovany cytoplasmatické deoxyribonukleové kyseliny (Gahan, Chayen, 1965). V roce
1977 Leon et al kvantifikovali zvySenou hladinu plasmové a sérové DNA u pacientl
s rakovinou (Leon et al, 1977). O dvacet let pozdé&ji Lo s kolegy prokazali pfitomnost fetalni

DNA v plasmé¢ a séru matky (Lo et al, 1997).
1.2 Uvoliiovani nukleovych kyselin

1.2.1 Apoptéza

Jednim ze zplsobd uvoliovani nukleovych kyselin do extracelularniho prostoru je
apoptéza (programovana bunééna smrt). Apoptéoza je také vyznamnym zdrojem
extracelularnich nukleovych kyselin pii probihajicim nadorovém bujeni (Jahr et al, 2001).
Vzhledem k tomu, 7e u dosp&lého &loveka hyne denné 10™ bunék, mnoZstvi uvolnéné DNA

by mélo byt 0,6 g, ale n€které chromatin degradacni produkty jsou dale degradovany


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cherepanova%20AV%22%5BAuthor%5D

areutilizovany’ (Botezatu et al, 2000). Extracelularni nukleové kyseliny miZzeme
nalézt v apoptotickych téliskach (Franék, Dolnikovad, 1991). Apoptoza je také dulezitym
mechanismem pfi uvolnovani fetalnich nukleovych kyselin do obéhu matky.

Nejvyznamnéj§im zdrojem extracelularnich fetalnich nukleovych kyselin pro ucely
neinvazivni prenatalni diagnostiky jsou apoptoticka téliska trofoblastu, ktera se dostavaji do
mateiské cirkulace (Ng et al, 2003). Za normalnich fyziologickych podminek je v placenté
udrzovan optimalni pocet fungujicich bunék. Je udrzovana rovnovaha mezi produkci novych
bun¢k a zdnikem starych. Za odstranovani starych nebo poskozenych bunék je zodpovédna
apoptoza. Bylo zjisténo, Ze v placenté je vyskyt apoptdzy vyznamné vyssi ve tfetim trimestru
nez v prvnim trimestru (Shynlova et al, 2006; Smith et al, 1997). Pti apoptoéze dochazi ke
zmenSovani bunky, kondenzaci chromatinu a nasledné k fragmentaci bunky na apoptoticka
téliska. Dochazi téZ k fragmentaci DNA. Cirkulujici fetalni nukleové kyseliny predstavuji 1-
2% celkového poctu cirkulujicich nukleovych kyselin. Cirkulujici fetdlni DNA ma velikost
maximaln¢ do 500 bp (Chan et al, 2004; Li Y. et al, 2004). V jedné studii se nejvétsi
koncentrace fetalni DNA vyskytovala v sekci o molekulové hmotnosti 100-300 bp, kde
dosahla hodnot 14,8 kopii/ml periferni krve matky. V sekci o molekulové hmotnosti 300-
500 bp bylo detekovano mensi mnozstvi fetdlni DNA a v sekcich o molekulové hmotnosti
500-700 bp, 700-900 bp a > 900 bp nebyla fetalni DNA detekovana (Hromadnikova et al,
2006). Dalsi studie zjistila, Ze fetalni DNA je krat$i neZ maternalni DNA (Fan et al, 2010).
1.2.2 Nekroza

Dalsim zpiisobem, jak se dostavaji nukleové kyseliny z bun¢k, je nekroza. Pii nekroze se
uvoliuji do krevniho fecisté nukleové kyseliny s vysokou molekulovou hmotnosti (vétsi nez
10 000 bp) (Jahr et al, 2001).
1.2.3 Aktivni sekrece

Aktivni sekrece je také jeden ze zplisobl uvoliiovani extracelularnich nukleovych kyselin
(Stroun et al, 2001). Do aktivni sekrece je fazena sekrece exosomu. Exosomy jsou
membranové vesikly o velikosti 50-110 nm (Gallo et al, 2012), které jsou sekretovany do
extracelularniho prostoru vétSinou bunécénych typl. Jako prvni byly objeveny exosomy
uvoliované z nadorovych bun¢k (Taylor, Doellgast, 1979; Trams et al, 1981). Pozd¢ji bylo
prokazano, Ze i jiné buiiky, zahrnujici retikulocyty (Johnstone et al, 1987), dendritické bunky
(Zitvogel et al, 1998), B-bunky (Raposo et al, 1996), T-buinky (Peters et al, 1991), zirné
bunky (Raposo et al, 1997), epitelialni bunky (van Niel et al, 2001) a neurony (Fauré et al,

2 opétovné vyuziti
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2006), mohou uvolnovat exosomy. Exosomy mohou obsahovat riizné proteiny (Pisitkun et al,
2004) amiRNA (Gallo et al, 2012; Michael et al, 2010). Exosomy je mozné detekovat
Vv riznych télnich tekutinach, naptiklad v krvi (Gallo et al, 2012), slinach (Michael et al,
2010), moc¢i (Pisitkun et al, 2004), plodové vodé (Keller et al, 2007) a mateiském mléce
(Admyre et al, 2007).

1.3 Mechanismy odstrafovani volnych nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny uvoliiované z bunky, které mulzeme detekovat, jsou ve formé
apoptotickych télisek nebo exosomil, ostatni jsou okamzité degradovany vSudypiitomnymi
exonukleasami, a proto jsou téméf nedetekovatelné v Krvi.

Cirkulujici DNA je rychle odstranéna z ob&éhu (Tsumita, lwanaga, 1963). Nukleové
kyseliny ve formé apoptotickych télisek jsou zachytavany retikulo-endotelidlnim systémem
(Chused et al, 1972). Mechanismy pro odstranovani cirkulujici DNA z ob&éhu zahrnuji
plasmové nukleazy a jaterni arenalni odklizeni (clearanci) (Kawabata et al, 1995).
Mechanismy vychytavani DNA eukaryotickymi bunkami nejsou stale jest€ pochopeny.
Dutlezitou roli v odklizeni dsDNA hraji jaterni makrofagy neboli Kupfferovy bunky
(Hisazumi et al, 2003). Pti jaterni likvidaci extracelularnich nukleovych kyselin dochazi
k rychlejsi eliminaci ssDNA nez dsDNA (Emlen, Mannik, 1984). V ptipad¢ renalni clearance
posledni udaje ukézaly pfitomnost nadorové a fetiln€¢ odvozené DNA v moci pacientl
s nadorovym onemocnénim a U t¢hotnych zen (Botezatu et al, 2000). Sekvence specifické pro
muze mohou byt nalezeny v moci Zen, které podstoupily transfuzi krve od muzského darce,
stejné tak v moci Zen, které nosi plod muzského pohlavi. K-ras mutace byly detekovany
v mo¢i pacientl s adenokarcinomem tlustého stfeva a karcinomem slinivky bfisni (Botezatu
et al, 2000). Tyto vysledky naznacuji, ze plasmaticka DNA muze projit glomerularni bariérou

a je vylu¢ovana moci.
1.4 Vyuziti extracelularnich nukleovych kyselin

Mnozstvi fragment extracelularnich nukleovych kyselin a jejich velikost mizou byt
pouzity jako indikatory nékterych onemocnéni. Vyzkumy se zaméfily na extracelularni
nukleové kyseliny a rakovinu, autoimunitni onemocnéni, infekéni onemocnéni, na prenatalni
diagnostiku a dal$i. O nékterych nemocech, u kterych se extracelularni nukleové kyseliny
(konkrétné extracelularni mikroRNA) sleduji, budu psat v samostatné kapitole.

Ptitomnost cirkulujicich nukleovych kyselin u zdravych jedinct a vyznamné zmény jejich
koncentrace a distribuce v krvi nemocnych jedincii naznacuji, ze extracelularni nukleové
kyseliny mohou hrat dilezité role v homeostazi mnohobunéénych organismd.
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2 mikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou nekodujici jednotfetézcové RNA o délce 18-25 nukleotidt.
MIRNA jsou regulatory genové exprese vyskytujici se v rostlinnych i Zivo¢isnych burikach
(Kawasaki, Taira 2003). Databaze miRBase obsahuje 21 643 maturovanych miRNA (verze
18, listopad 2011).

2.1 Objev mikroRNA

Victor Ambros se svymi kolegy objevil miRNA v roce 1993 pii studiu vyvoje mutantnich
nematod Caenorhabditis elegans. Popsali gen lin-4, ktery je nezbytny pro ¢asovou kontrolu
riznych postembryonalnich vyvojovych udalosti. Tento gen nekdduje protein, ale 22
nukleotidi dlouhou RNA, ktera je schopna interagovat s mMRNA genu lin-14 a reprimovat jeji
translaci (Lee R. et al, 1993). miRNA byly objeveny pozdéji kvili své délce, predpokladalo
se, ze to jsou pouze degradacni produkty jinych RNA.

Sekvence miRNA jsou napfi¢ organismy vysoce konzervované. Naptiklad byla detekovana
let-7 RNA (dlouha pftiblizné 21 nukleotidll) ve vzorcich celé fady Zivocisnych druhl véetné
obratlovcl, hemichordat, m¢kkysu a clenovcil, ale nebyla pfitomna ve vzorcich RNA ze
Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli nebo Arabidopsis (Pasquinelli et al, 2000).

MIiRNA maji dilezité regulacni funkce v procesech diferenciace, proliferace a apoptdzy,
atim ovliviiuji komplexni biologické systémy, jako jsou embryogeneze, onkogeneze

a imunita.
2.2 Biogeneze mikroRNA

Geny pro savéi miRNA se mohou vyskytovat v intronech protein-kodujicich genti nebo
V dlouhych nekddujicich RNA transkriptech, nékteré miRNA se piekryvaji s exony
nekodujicich RNA, v nékterych ptipadech se nachazeji v bud’ intronech, nebo exonech
Vv zavislosti na alternativnim sestfihu hostitelského pfepisu (nazyvaji se ,,smiSené* miRNA).
miRNA se mohou byt klasifikovany jako exonové miRNA (odvozené z exonll) a intronové
mMIiRNA (odvozené z intronit) (Rodriguez et al, 2004).

Pfi northern blot analyze mohou byt detekovany RNA pfiblizn€¢ 70 nukleotidl (nt) dlouhé
stejné jako 22 nt dlouhé. Bylo zjisténo, ze tyto 70 nt dlouhé RNA jsou prekurzory 22 nt
dlouhych miRNA (Grishok et al, 2001; Lee R. et al, 1993; Pasquinelli et al, 2000). Timto se
dostavame k biogenezi miRNA. miRNA geny jsou transkribovany RNA polymerazou Il
generujici primarni transkript. Primarni prekurzory miRNA (pri-miRNA) jsou delsi nez 70 nt

dlouhé pre-miRNA. pri-miRNA mohou byt polycistronni (napf. miR-23~27~24-2)
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a monocystronni (napt. miR-30a). Vysledkem prvniho kroku procesu (STEP 1) vykonaného
jadernou RNasou 11l Drosha v komplexu s DGCR8/Pasha je pre-miRNA dlouha pfiblizn¢ 70
nt, kterd je rozpoznéna a exportovana z jadra komplexem Exportin5/RanGTP. Po exportu se
cytoplasmatickd RNasa III Dicer a protein TRBP podili na druhém kroku procesu (STEP 2),
ktery produkuje maturované miRNA. Jeden fetézec miRNA je degradovan, na druhy je
navazan RISC, miRNA se tak stavd zralou. Findlni produkt muze fungovat v riznych
regulacnich drahach, jako je kontrola translace nékterych mRNA (Bohnsack et al, 2004; Denli
et al, 2004; Filippov et al, 2000; Gregory et al, 2005; Han et al, 2004; Chendrimada et al,
2005; Lee Y. et al, 2002: Fig. 7; Lee Y. et al, 2003; Lee Y. et al, 2004; Yeom et al, 2006; Yi
et al, 2003;), viz Figure 1.

Figure 1
Polycistronic Monocistronic
miRNA genes miRNA genes
RNA polymeraza I Transcription ‘ ‘
pri-miRNA g i € g
Drosha + DGCR8/Pasha STEP 1 \ ? ? /
Exportin 5/RanGTP
portin / an Export X '7 NPC NUCLEUS
: ; CYTOPLASM
Dicer + TRBP STEP2 * Dicer
w2z | | { {

$

Gene regulation

Lee Y, Jeon K., Lee J-T., Kim 5., Kim V. N. (2002), MicroRNA maturation: stepwise
processing and subcellular localization, EMBO J, 21(17): 4663—4670

Charakteristické RNA umlcovaci efektorové komplexy obsahuji alespon jeden protein
z agronautové rodiny (Hammond et al, 2001, Hutvdagner, Zamore, 2002; Tabara et al, 1999).
Pokud se na RISC navaze Ago2 protein z agronautové rodiny, nikoliv Agol, Ago3, nebo
Ago4, dochazi ke stépeni cilové mRNA (Meister et al, 2004).

13



Interakce s cilovou mRNA je umoznéna na zakladé komplementarniho parovani bazi mezi
zralou miRNA a 3'UTR (3’-untranslated region) mRNA (Lee L. et al, 1993; Wightman et al,
1993).

2.3 S téhotenstvim asociované mikroRNA

Nekteré studie prokazaly, ze nekteré miRNA exprimované v placentach zen (miR-141,
miR-149, miR-299-5p, miR-135b, miR-517a) je mozné detekovat béhem t&hotenstvi
v matefské plasmé, a Ze jejich koncentrace po porodu klesaji (Chim et al, 2008, Luo et al,
2009). Plasmaticka koncentrace miR-141 rostla s postupujicim téhotenstvim az do tfetiho
trimestru (Chim et al, 2008). Z databaze miRNAMap bylo zjisténo, Ze placentarné specificka
Z téchto miRNA je pouze miR-517a (téz miR-517%*) a ze ostatni mikroRNA jsou exprimovany
Vv celé fad¢ tkani, a tak nejsou vhodné pro sledovani priabéhu téhotenstvi (Hromadnikova et al,
2010). Dalsi miRNA, které muizeme nalézt v matefské cirkulaci, budu zminovat

u jednotlivych onemocnéni, u kterych se tyto miRNA sleduji.

3 Onemocnéni

V této kapitole se budu veénovat nemocem, u kterych se zkoumaji genovéd exprese

a extracelularni hladiny mikroRNA.
3.1 Preeklampsie

Prvni zminku o tomto onemocnéni jsem nasla z roku 1914. V ¢lanku se popisuje piipad
jedné prvorodicky, u niZ byly pozorovany tyto pfiznaky: zvraceni, priijjem, rozostfené vidéni,
zloutenka, otok, zrychleny pulz. Mo¢ této Zeny obsahovala krev a vysoké mnozstvi albuminti.
Po cisarském fezu doSlo k mimotfadné rychlému zlepSeni zdravotniho stavu pacientky, druhy
den odeznéla Zloutenka a otok austalo zvraceni. V moc¢i bylo nalezeno mnohem mensi
mnozstvi albumind a Zadn4 krev. Zrak byl do zna¢né miry obnoven. Z textu déle vyplyva, ze
preeklampsii trpi pfevazné prvorodicky a starsi rodi¢ky (Bonney, 1914).

Preeklampsie je znamym téhotenskym syndromem, ktery je charakterizovan hypertenzi,
proteinurii a ptipadné edémy po 20. tydnu gravidity. Je to porucha, kterd postihuje minimalné
5% vSech tchotenstvi z celého svéta a patii mezi hlavni pfi¢iny matefské a perinatalni
morbidity a mortality (Driul et al, 2004). Pti¢inou preeklampsie je nedostate¢na invaze
trofoblastu do dé€loznich spiralnich artérii a jejich remodelace, proto je prasvit cév
v myometriu tzky. V dusledku toho dochazi ke snizeni uteroplacentarni perfuze (Abe et al,

2008; Peng et al, 2008; Zhou et al, 1993). Pti¢inou preeklampsie je tedy pfitomnost
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patologicky fungujici placenty, protoze jedinou lécbou je porod placenty, po kterém
symptomy rychle ustupuji. Bylo zjisténo, Ze preeklampsie je asociovana se zménami exprese
placentarn¢ specifickych mikroRNA (Pineles et al, 2007).

Retrospektivni analyza souboru porodia v letech 1967-1998 podle centralniho registru
V Norsku ukézala, ze preeklampsie vznikla u 3,9% prvnich téhotenstvi, v 1,7% pfi druhém
t¢hotenstvi a v 1,8% pfi tretim téhotenstvi, pokud méla zena téhoz partnera (Skjaerven et al,
2002). Riziko ve druhém a tietim téhotenstvi bylo pfimo umérné ¢asovému intervalu, ktery
ub&hl mezi nimi, viz Figure 2. Pokud zena porodila dalsi dité az po 10 letech od piedchoziho
t8hotenstvi, bylo riziko rozvoje preeklampsie stejné jako u nullipar® (Skjaerven et al, 2002).
Pokud Zena zmeénila partnera, bylo riziko preeklampsie zvySeno, i kdyz opét rozhodoval
interval mezi obéma poslednimi téhotenstvimi (Skjaerven et al, 2002). Statistické zpracovani
poukazuje na to, ze protektivni G¢inek piedchoziho t€hotenstvi na snizeni rizika vzniku
preeklampsie je pfechodny. Zmeéna partnera nehraje pii srovnatelnych intervalech mezi

t€hotenstvimi pravdépodobné roli (Skjaerven et al, 2002).

Figure 2
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Shjaerven R, Wilcox A J, Lie R T (2002), The interval between
pregrancies and the risk of preeclampsia, New Engl I Med , I: 35

Riziko preeklampsie bEhem druhého téhotenstvi. Podle intervalu od prvniho
tEhotenstvi se stejnym nebo jinym partnerem, pro Zeny bez historie
preeklampsie. Je indikovan primérny poget let od pfedchoziho téhotenstvi
pro kaZdou skupinu Zen.

% Jena, ktera dosud nerodila
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Pravdépodobnost vzniku preeklampsie je Castéjsi u zen, jejichz matky mély preeklampsii
(Arngrimsson et al, 1990; Cincotta, Brennecke, 1998; Mogren et al, 1999; Sutherland et al,
1981). Pravdépodobnost vzniku preeklampsie je také castéjsi u zen, které maji partnera, jehoz
matka méla preeklampsii. Z toho vyplyva, ze genotyp plodu pfispiva k celkovému riziku
vzniku preeklampsie (Esplin et al, 2001).

Mezi mozné predispozi¢ni faktory patii vyrazna hyperkoagulace (Lindoff et al, 1997),
geneticky polymorfismus ovladajici hemokoagulaci, vazba na gen angiotenzinogenu (Ward
etal, 1993) a hypertenze v téhotenstvi. U zen, které maji pied 20. tydnem t&hotenstvi
systolicky krevni tlak vyssi nez 130 mm Hg, vznikne preeklampsie Castéji. I u t€hotnych Zen,
které mely hypertenzi pted té¢hotenstvim, je pravdépodobnéjsi vznik preeklampsie. Zvysené
riziko je také u zen, které meély preeklampsii v pfedchozim téhotenstvi. Dal$im
predispozi¢nim faktorem je obezita. Dvojcata také navySuji riziko vzniku onemocnéni
(Odegard et al, 2000). T¢hotné kufacky maji nizsi riziko vzniku preeklampsie (Marcoux et al,
1989). Diabetes mellitus je také rizikovym faktorem vzniku preeklampsie. DalSim
predpokladem pro vznik preeklampsie je nedostatek nékterych vyznamnych latek, naptiklad
nedostatek kalcia, zinku, vitaminu C a E a n-3 esencialnich mastnych kyselin (Pipkin, 2001 —
review).

3.1.1 Diagnostika preeklampsie

Placentarni protein 13 (PP-13) je prvotrimestralnim markerem pro pozdé&jsi vyskyt
preeklampsie a intrauterinni rustové retardace (IUGR). PP-13 patii do rodiny galektind
(Visegrady et al, 2001), je to 32kD velky homodimer s disulfidickymi mistky spojujicimi ob¢
podjednotky dohromady (Bohn et al, 1983). PP-13 je lokalizovan na chromozomu 19.
Purifikaci PP-13, naklonovanim a expresi jeho cDNA v Escherichia coli byly vytvofeny
specifické protilatky. To vedlo k vytvoteni ¢istych (PP-13-B) a rekombinantnich (PP-13-R)
proteinli interagujicich s monoklonalnimi protilatkami (MAbs) pro detekci t€hotenskych
komplikaci. Abnormalni hladina PP-13 Koreluje s preeklampsii a intrauterinni rdstovou
retardaci (IUGR). Pfi normalnim téhotenstvi je v séru téhotnych Zen hladina PP-13 vyssi
Ve tietim trimestru nez v prvnim trimestru. Primérna hladina PP-13 v séru te¢hotnych Zen se
pomalu zvySuje ze 150 pg/ml v gestaénim tydnu (GW) 6-10, pies 170 pg/ml v GW 11-14, az
na 300 pg/ml ve tfetim trimestru (GW 34-38). Hladiny PP-13 zjisténé v plodové vodé jsou
piiblizné dvakrat tak vyS$si nez ve vzorku matetského séra. Pti patologickém té€hotenstvi byly
V prvnim trimestru zjistény niz$i hladiny PP-13 v séru oproti normalnimu t¢hotenstvi, viz

Tabulka 1 a Figure 3. Rozdily jsou vyznamné pro ¢asny vyvoj preeklampsie pred GW 34. Ve
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druhém trimestru jsou hladiny PP-13 naopak vys$$i neZ u normalniho téhotenstvi (Burger et al,
2004; Nicolaides et al, 2006).

Tabulka 1

lst Trimester

Mean = SD n P Mean = SDr n P
Mormal 2074 = 1.4 514 171.21 = 1151.09 350
Any disorder 2480 = 1R 127 0.005 14427 = 157.07 I8 0.01
PE 2342 = 1738 6y 0.034 116.32 — 12K.62 15 0.03
IUGR 2575 = 2134 ik 0025 143.97 = 17092 26 0.05
FrD 2621 = 145 32 0.021
|]".1r|:-' PE 2126 = 136.5 24 0.07 049 - H B4 ] 0.003

Burger O. et al (2004), Placental protein 132 (PP-13): Effect on Coltured Trophoblasts, and Its Detection in Human Body
Fluids in Normal and Pathological Pregnancies, Placenta, 25: 618

Hladina PP-13 stanovena v séru téhotnych Zen pomoci two-MAbs sendwich ELISA na odebranych vzorcich v GW 11-14
(1. trimestr) a GW 21-23 (2. trimestr) u pfipad a kontrol. Ffipady a kontroly byly shodné ve véku, BMI, parité a
tEhotenstvi. Hodnoty byly namé&feny na kddovanych vzorcich, statistika byla provedena aZ po dekddovani.

Detekce rizikovych pacientek v prvnim trimestru ma umoznit dispenzarizaci® pacientek
v prenalnich centrech, kde je jim nabidnuta specializovana 1écba (Casté monitorovani
krevniho tlaku, monitorovani thotenstvi, zvysena péte lékate, atd.). Zeny, které jsou
oznaceny za vysoce rizikové, mohou uzivat nizké davky aspirinu (kyseliny acetylsalicylové,

blokatoru tromboxanu) (Sibai et al, 1993).

Figure 3
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Chafetz et al (2007) First-trimester placental protein 13 screening jor
preeclampsia and intrauterine growth restriction, American Jouwrnal
of Qobsterics & Gwnecology, 197: 35.e5

Medidn (95% meze spolehlivosti) vysledky hladiny PP-13

v téhotenstvi.

Jedna hvézdi¢ka oznaluje pravdépodobnostni hodnotu mensi
neZ 0.005 ve srovnani s kontrolnimi jedinci; dvé hvézdicky
oznacuji pravdépodobnostni hodnotu mensi neZ 0.001 ve
srovnani s kontrolnimi jedinci. PTD = pfedcasny porod.

* aktivni sledovani & dohled nad osobou, kterd ma urdity rizikovy faktor
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Dalsi vyznam pro diagnostiku a predikci preeklampsie by mohly mit placentarné
specifické mikroRNA pritomné v matetské cirkulaci (Hromadnikova et al, 2010, Kotlabova
et al, 2011). Pii srovnani exprese mikroRNA v placentach zen postizenych preeklampsii
s kontrolni skupinou byla pozorovana rozdilna exprese u 34 miRNA, z nichz u preeklampsie
mélo 11 zvySenou expresi (up-regulované) a 23 snizenou expresi (down-regulované) (Zhu
etal, 2009). Podle databaze miRNAMap bylo ovéfeno, ze z 11 up-regulovanych miRNA
u preeklampsie, jsou pouze 3 nalezené miRNA placentarné specifické (miR-517*, miR-518b,
mMiR-519¢e) (Hromadnikova et al, 2010). Geny pro tyto tii miRNA jsou lokalizovany na
chromozomu 19. Dalsi studie potvrdila zvySenou expresi dvou miRNA (miR-182 a miR-210)
Vv placentach Zen postizenych preeklampsii ze 157 studovanych miRNA, z nichz ani jedna
neni placentarné specificka (Pineles et al, 2007). Do jiné studie byly zahrnuty miR-135b,
miR-517a, miR-518b a dale vSechny mikroRNA, které byly podle databaze miRNAMap
placentarné specifické (Hromadnikova et al, 2010). Ze souboru testovanych mikroRNA byly
vyrazeny mikroRNA, které nebyly detekovany v matetfské cirkulaci v priabéhu téhotenstvi,
ataké mikroRNA, které byly detekovany v krvi zdravych Zen bez znamek téhotenstvi
(naptiklad miR-519e, ktera je zminéna vySe). Na zaklad¢ studii bylo vybrano 7 mikroRNA
(miR-516-5p, miR-517*, miR-518b, miR-520a*, miR-520h, miR-525, miR-526a) pro dalsi
sledovani pfitomnosti placentarné specifickych mikroRNA v matetské cirkulaci v prub&hu
gravidity a pro diferenciaci mezi fyziologickym a patologickym pribéhem gravidity ve
stejném gestacnim stati (Hromadnikova et al, 2010; Kotlabova et al, 2011; Hromadnikova et
al, 2012).

3.2 Ruistova retardace plodu

Nitrod€lozni prostiedi nema vliv pouze na spravny rust a vyvoj plodu, ale také na riziko
vzniku onemocnéni v pozd¢jSim Zivoté. Omezeny rust plodu Ize biologicky charakterizovat
jako selhani plodu ve splnéni jeho ristového potencialu, tedy je pod 5. nebo 10. percentilem
normalniho rozptylu pro pfislusny tyden téhotenstvi. Ristova retardace plodu ptedstavuje
jednu z hlavnich pficin perinatalni morbidity a mortality (Lubchenco et al, 1963).
Intrauterinni riistova retardace v rozmezi porodni vahy 501-1500 g je spojena se zvySenym
rizikem smrti novorozence, nekrotizujici enterokolitidy a syndromu dechové tisn¢ (Bernstein
et al, 2000).
hypertenze a dalsi (Srinivas et al, 2009), dale pak nizky piijem energie (poruchy vyzivy —

mentalni anorexie, bulimie) (Lagiou et al, 2004), kouteni (Dejmek et al, 2002) a dalsi, pri¢iny
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rastové retardace mohou byt i placentarni, napiiklad Spatna placentace, porucha tvorby
placenty, preeklampsie (Teasdale, 1984). Rustova retardace je také spojena s vrozenymi
vyvojovymi vadami (Chen et al, 1974; Khoury et al, 1988).

Ve své studii publikované v roce 2011 se Maccani et al zamétili na 6 kandidatnich
MIiRNA, u kterych jiz diive bylo zjisténo, Ze se exprimuji v placenté a vazou se na cilové
geny, které jsou dulezité v regulaci klicovych bunéénych procesi — miR-16 (Maccani et al,
2010), miR-21 (Maccani et al, 2010), miR-93 (Mouillet et al, 2010), miR-135b (Chim et al,
2008), miR-146a (Maccani et al, 2010), miR-182 (Pineles et al, 2007). Maccani et al
analyzovali expresi téchto kandidatnich gent na 107 vzorcich lidskych placent. Z analyzy
vyplyva, ze dvé ze zkoumanych miRNA souvisi s rustem plodu. SniZzena exprese miR-16
amiR-21 vyznamné souvisi s rustovou retardaci plodu (Maccani et al, 2011). miR-21 je téz
asociovana s fadou nadorovych onemocnéni, kde je naopak vice exprimovana (Asangani et al,
2008; Chan et al, 2005; lorio et al, 2005; lorio et al, 2007; Meng et al, 2006; Meng et al,
2007; Roldo et al, 2006). Dale bylo prokazano, ze i miR-16 se v fad¢ linii nadorovych bun¢k
podili na indukci apoptézy a regulaci bunééného cyklu (Calin et al, 2008; Cimmino et al,
2005; Chen et al, 2008; Linsley et al, 2007). V riznych bunéénych typech ma miR-16
rozdilné funkce (Kaddar et al, 2009).

S rustovou retardaci plodu souvisi koufeni matek béhem téhotenstvi (Dejmek et al, 2002;
Esposito et al, 2008). Expozice tabakovému koufi v pribéhu téhotenstvi (,,pasivni kouteni®)
muze byt téméf stejné Skodliva, jako primarni expozice pii aktivnim koufeni matek (Dejmek
et al, 2002). Vystaveni jedovatym latkam in utero, napiiklad tém, které byly nalezeny
Vv cigaretovém koufi, je spojeno se zvySenou placentarni disfunkci a se snizenim placentarni
funkce. Je to zptisobeno tim, Ze i nizké davky expozice tabakovému kouii béhem téhotenstvi
zpusobuji vyznamnou deregulaci transkripce v placentarnich a fetalnich bunkach (Votavova
et al, 2012). Pokud matky koufi cigarety béhem t&€hotenstvi, dochazi k down-regulaci miR-16,
miR-21 a miR-146a v placenté. V této studii byla také zkoumana miR-182, u které ale down-
regulace nebyla prokazana (Maccani et al, 2010), viz Figure 4.

Maccani s kolegy navrhli, Ze cilovymi sekvencemi miR-21 jsou geny PLAG1
(Pleomorphic adenoma gene 1) a SATB1 (Special AT-rich sequence-binding protein 1). Oba
tyto geny jsou transkripénimi faktory podilejicimi se na tkanové specifické kontrole
bunééného cyklu abunééné proliferace. Down-regulace miR-21 zpisobena pasivnim
koutenim miuze vést k nadprodukci PLAG1 a SATBI1 bilkovin (Maccani et al, 2010). Toto

bych zminila pouze na okraj jako pfiklad, jelikoz signaliza¢ni drahy vedouci k regulaci
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bunééného cyklu a proliferace jsou velmi komplexni a zde neni prostor pro jejich podrobny
popis.

Shrnuti na zavér: potlatenim exprese téchto miRNA (miR-16, miR-21 a miR-146a)
dochazi k up-regulaci nékterych jejich cilovych sekvenci, coz mize mit vliv na regulaci
bunécného cyklu, imunomodulaci, rast a vyvoj placenty. Zmény placenty mohou mit dalsi

vliv na vyvoj plodu.

Figure 4
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Maccani et al (2010), Maternal cigarette smoking during pregnancy is associated with downregulation of miR-16, miR-21
and miR-146a in the placenta. Epigenetics, 37: 584

Pokud matka koufi cigarety b&hem téhotenstvi, dochazi k downregulaci miR-16, miR-21 a miR-146a. Byla
pouZita kvantitativni RT-PCR analyza ke zkoumani exprese zralych forem miR-16 (A), miR-21 (B), miR-146a (C)
a miR-182 (D) ve vzorcich primarni placentarni tkané u plodi , jejichZ matka koufila cigarety (CS) béhem
téhotenstvi (n=8), a u plodd, jejichZ matka b&hem t&hotenstvi nekoufila (No CS, n=17). *oznaluje p < 0.01,
**pznacuje p < 0.0001 determinovano t-testem.

3.2.1 Diagnostika ristové retardace plodu

V ptedchozi ¢asti jsem se vénovala expresi miRNA v placenté, jejim zménam a roli
v ristové retardaci plodu. V tomto oddile bych se chtéla vénovat moznosti diagnostikovat
rastovou retardaci plodu podle trovné miRNA v plasmé té¢hotnych Zen.

Mouillet et al se ve své praci zaméfili na sledovani relativnich hladin cirkulujicich miRNA
pochazejicich z placentarnich bunék trofoblastu a souvisejicich s hypoxii plodu. Nepodatilo
se jim prokazat vyznamné rozdily v relativnich hladinach individualnich miRNA, ale pokud
miRNA povazovali za skupinu, zjistili, ze irovn¢ relativnich hladin vSech zkoumanych druht
MIRNA byly zvySeny v plazmé Zen s té¢hotenstvim komplikovanym rtstovou retardaci plodu

V porovnani s normalnim téhotenstvim. Dale také zjistili, ze celkové relativni hladiny miRNA
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Vv placenté byly niz$i nez v téhotenstvi bez komplikaci (Mouillet et al, 2010). To potvrzuje
studie i Maccaniho et al (Maccani et al, 2010).
Existuje vztah mezi narGstem miRNA v plazmé apoklesem miRNA v placenté Zen

s t€hotenstvim komplikovanym rtstovou retardaci plodu (Mouillet et al, 2010), viz Figure 5.

Figure 5
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Mouillet et al (2010), The levels af hypoxia-regulated microRNAs
in plasma of pregnant women with fetal growth restriction,
Placenta, 31(9): 781-754

Relativni zména trovni miRNA ve vzorcich plazmy vynesena
proti vzorkiim placenty v téhotenstvi komplikovaném riistovou
retardadi plodu

3.3 Gestacni diabetes mellitus (GDM)

Gestacni diabetes mellitus (GDM) je definovan jako jakykoli stupenn gluk6zové intolerace
S nastupem, nebo prvnim rozpoznanim béhem t&€hotenstvi (Reynolds, Hunt, 1981 - review).
Toto onemocnéni postihuje pifiblizné 7% vSech te€hotenstvi. Prevalence se mize pohybovat
vrozmezi 1-14% vSech téhotenstvi v zavislosti na studované populaci a pouzitych
diagnostickych testech (American Diabetes Association, 2004). Ptitomnost hyperglykémie
muze byt spojena se zvySenym rizikem nitrodélozni smrti plodu béhem poslednich 4-8 tydna
téhotenstvi. Pfestoze nekomplikovany GDM s méné zavaznou hyperglykémii neni spojen se
zvySenou perinatalni umrtnosti, GDM bez ohledu na zéavaZnost zvySuje riziko vzniku
makrosomie® plodu (Boulet et al, 2003). GDM je spojen se zvyienou frekvenci hypertenzniho
onemocnéni U matky a nutnosti cisafského fezu (HAPO Study Cooperative Research Group et
al, 2008; Jang, 1997; Johns et al, 2006;). Zeny s GDM maji zvysené riziko diabetu po
t€hotenstvi (Konarzewska, Wojcikowski, 2004). Déti zen s GDM maji zvysené riziko obezity,
nesnasenlivosti glukozy a vzniku diabetu v pozdni adolescenci.

Hodnoceni rizika vzniku GDM by mélo byt provedeno pii prvni prenatalni navstéveé. VEk

nizsi nez 25 let, normalni hmotnost pfed ot€hotnénim, piislusnost k etnické skupiné s nizkou

® zvétseni celého téla, &i jednotlivych organt plodu
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prevalenci GDM, zadna zndmka diabetu u nejblizSich ptibuznych a zadna historie abnormalni
glukézové tolerance patii mezi nizko-rizikové faktory. Naopak mezi rizikové faktory GDM se
fadi obezita, osobni historie GDM, glykosurie® a silna rodinna anamnéza diabetu. U vech Zen
se Vv t¢hotenstvi (ve 24.-28. tydnu) provadi test glukozové tolerance (American Diabetes
Association, 2004).

3.3.1 Diagnostika GDM

Plasmaticka hladina gluk6zy nala¢no > 126 ml/dl (7,0 mmol/l) nebo pfilezitostna hladina
glukozy v plazmé¢ > 200 ml/dl (11,1 mmol/l) spliiuji prah pro stanoveni diagndzy diabetu.
Pokud neni zjistén tento stupen hyperglykémie, tak se provadi hodnoceni GDM u Zen
S primérnymi nebo vysoce-rizikovymi vlastnostmi jednim ze dvou ptistupt (American
Diabetes Association, 2004).

Jedno-krokovy pfistup je diagnosticky oralni glukdzovy toleran¢ni test (OGTT) bez
ptedchoziho plasmového nebo sérového screeningu glukozy. Tento test miize byt ndkladové
efektivni u vysoce rizikovych pacienti nebo populace (American Diabetes Association,
2004).

Druhy pfistup je dvou-krokovy. Nejprve se provadi screening pomoci méteni koncentrace
glukdzy v plazmé nebo séru jednu hodinu po ordlnim podéani 50 g glukozy (glucose challenge
test, GCT), dale se provede diagnosticky OGTT u Zen, které pickrocily prahovou hodnotu
v GCT (American Diabetes Association, 2004).

GDM je obvykle diagnostikovano na konci druhého trimestru nebo na pocatku tfetiho
trimestru. Screening na bazi séra na GDM se obvykle za¢ina mezi 24.-28. tydnem tehotenstvi,
nicméné uZzivany dvou-krokovy ptistup nemiiZze byt dokoncen pied 32. tydnem téhotenstvi
(American Diabetes Association, 2004). Detekce Zen s vys$sim rizikem GDM na pocatku
téhotenstvi je poZzadovanym cilem, protoze zéasahy, jako je stravovani, 1é€ba a cvi€eni, by
mohly byt aplikovany dfive, coz by mélo pozitivni vliv na matku i dité.

mikroRNA jsou nutné pro vyvoj pankreatu a regulaci glukozou stimulované sekrece
inzulinu (Lynn et al, 2007; Plaisance et al, 2006; Poy et al, 2004). Bylo zjisténo, Ze miRNA
jsou zapojeny do patogeneze diabetu, aze fada miRNA se jinak exprimuje v f-bunkach
slinivky biisni (Ouaamari et al, 2008), jatrech (Zhao et al, 2009), tukové tkani (Zhao et al,
2009) a v kosternich svalech (Huang et al, 2009) zvifecich modela 1. nebo 2. typu diabetu. Po

objeveni miRNA v lidském séru, se Zhao et al zacali zabyvat myslenkou, ze by sérové

® ptitomnost cukru (glukézy) v mo&i
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miRNA mohly slouzit jako kandidatni biomarkery pro relativné brzkou predikci GDM
Vv téhotenstvi.

V jejich studii mély ptipady a kontroly dobrou shodu ve véku, BMI, gestaénim tydnu
a gravidité. Byly objeveny tifi mikroRNA (miR-132, miR-29a a miR-222), které mély
signifikantné odlinou expresi u zen s GDM ve srovnani s kontrolami (Zhao et al, 2011).

Insulinem indukovany gen 1 (Insigl) byl prokazan jako cilovy gen pro miR-29a. Krapivner
et al prezentovali, ze Insigl hraje roli v homeostazi glukozy a ze akce Insigl souvisi se sterol
regulaénimi vazebnymi proteiny (SREBP). Insigl je blokatorem proteolytické aktivace
SREBPs, které ovliviiuji geny regulujici cholesterol a metabolismus mastnych kyselin
anejspis 1 geny podilejici se na homeostazi glukozy, protoze cilovym genem SREBPs je
fospfenolpyruvat karboxy kinaza 2 (PCK2). Tim dochazi ke zprostiedkované regulaci PCK2,
coz je klicovy enzym V glykolyze a glukoneogenezi (Krapivner et al, 2007). Dale byl
zkouman vztah mezi expresi Insigl a expresi miR-29a a nasledné zména exprese PCK2 (He et
al, 2007). Zhao et al provedli pokus v HepG2 burkach (bunécna linie lidského karcinomu
jater) a zjistili, ze exprese miR-29a vyznamné poklesla, pokud byly tyto bunky
transfektovany’ anti-miR-29a (miRNA inhibitor sekvenéné specificky a chemicky upraveny
pro pfesné zacileni a vyfazeni individualni miRNA molekuly, téZ oznaovany jako hsa-mir-
29a (Gene-pharma)) ve srovnani sbunkami, které byly transfektovany anti-miR-neg,
viz Figure 6. To m¢lo vliv na expresi Insigl proteinu v HepG2 buné¢né linii, doslo ke zvyseni
exprese Insigl, kdyz byla miR-29a down-regulovana. Bunky s down-regulovanou miR-29a
mély také vyznamné zvySenou expresi mMRNA pro PCK2 (Zhao et al, 2011), viz Figure 7.

Figure 6
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Zhao et al (2011), Early Second-Trimester Serum MiRNA Prafiling
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Figure 7
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Exprese PCK2 v HepG2 buiikdch transfektovanych 100 nM anti-miR-29a,
ant-miR-neg k determinaci miR-29a regulace exprese PCK2
Exprese miR-29a v séru poklesla jesté pred zvySenim sérové glukozy (Zhao et al, 2011).
| miR-29a — 1 Insigl — | aktivace SREBP — 1 PCK2 — 1 glukézy v séru = GDM
Zavérem bych chtéla fict, Ze miR-29a je tedy negativnim reguldtorem mnozstvi glukozy
V séru.
Biologické funkce miR-222 a miR-132 v GDM nejsou dosud jasné (Zhao et al, 2011).
Pokud to shrnu, bylo ukazano, ze exprese miRNA (miR-29a, miR-222, miR-132) byly
rozdilné vyjadieny u Zzen s GDM a kontrol. Klinické pouziti téchto mikroRNA v predikci

GDM jeste vyzaduje dalsi vyzkum a optimalizaci.
3.4 Rakovina prsu

Rakovina prsu je nejcastéjsi pricinou umrti na rakovinu u Zen po celém svété. Pficiny
onemocnéni jsou jak genetické, tak enviromentalni. Celosvétové se odhaduje, Ze kazdy rok je
diagnostikovéana rakovina prsu vice nez jednomu milionu Zen a vice nez 410 tisic zemfe na
tuto nemoc (Coughlin, Ekwueme, 2009 — review). Lepsi diagnostické pfistupy jsou nezbytné
nutné pro v€asné odhaleni piipadl rakoviny prsu, tim by se vyrazné zvySila mira pfeziti
pacientek.

3.4.1 Diagnostika rakoviny prsu

V soucasné dobé mezi diagnostické nastroje patfi mammograf, nicméné tento pfistroj ma

své limitace, v€etné pouzivani ionizujiciho zafeni a miry fale$ni pozitivity v rozmezi 8-10%

(Taplin et al, 2008).
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Vyzkum se zaméfil na hledani citlivého, specifického a co nejméné invazivniho
biomarkeru, ktery by bylo mozné pouzit k detekci ¢asnych nadorovych zmén a tim usnadnit
detekci rakoviny prsu v raném stadiu. Bylo by dobré, kdyby se tento marker dal také vyuzit ke
sledovani odpovédi pacientek na 1é€bu. Heneghan et al se ve své studii jako prvni zamé&fili na
cirkulujici miRNA u pacientek s rakovinou prsu a zjistili, Ze genové exprese miR-195 a let-7a
jsou signifikantn¢ vys$8i v Krvi pacientek srakovinou prsu Vv porovnani se zdravymi
kontrolami, viz Tabulka 2 a Figure 8. Z grafu také vyplyva, ze dva tydny po resekci tumoru
doslo ke snizeni genové exprese MiR-195 a let-7a na uroven, ktera se vyskytuje u zdravych
kontrol. Pacientky s rakovinou prsu od kontrol bylo mozné odlisit s vysokou specifitou
a senzitivitou. Tato studie je také prvni, ktera pro detekci a kvantifikaci miRNA uptednostnila
plnoperiferni krev pted plasmou nebo sérem, vzorky krve pacientii a kontrolnich osob byly
srovnatelné v urovnich bilych krvinek, hemoglobinu, hematokritu. V této studii dale
zaznamenali zna¢ny narGst genové exprese MIR-195 u metastatizujici rakoviny prsu
V porovnani s ranym stadiem rakoviny (Heneghan et al, 2010).

V navazujici studii Heneghan et al zjistili, ze zvySena genova exprese miR-195 je
specifickd pro rakovinu prsu a lze tak rozlisit rakovinu prsu od dalSich druhu rakovin a od
kontrol se senzitivitou 88% a specifitou 91% (Heneghan et al, 2010).

Jind skupina publikovala, ze miR-21, miR-106, miR-155 mély v séru u pacientek
s rakovinou prsu zvySenou relativni expresi vV porovnani se zdravymi kontrolami a miR-126,
miR-199a, miR-335 mély snizenou expresi v séru u pacientek s rakovinou prsu ve srovnani
s kontrolami. V téze studii bylo také prokazano, ze relativni exprese miRNA je Uzce spjata
s klinickopatologickymi rysy rakoviny prsu, jako je histologicky stupenn nddoru a exprese
receptort pohlavnich hormont, viz Figure 9 (Wang et al, 2010).

Tabulka 2

TABLE 3. Mean RQ Expression Levels (SD) of Target miRNAs in Blood From Breast
Cancer Patients Compared With Blood From Healthy Controls

Breast Cancer Control Mean Fold Change in miRNA
Target Blood Samples HBlood Samples Expression in Breast Cancer
miRNA (n = §3) (n = 44) Blood Compared to Controls P
mif-11h 1.05 (3.03) 0.83 (0.83) 127 0.449
mif-21 3.52(10.30) 2.69 (747) 1.31 0.606
miR-143 3.58(7.29) 1.65 (4.14) 2.17 0.062
mif-153 292(6.23) 1.77 (4.48) 163 0.280
mifR-193 691 (12.17) 0.36(043) 1925 <0.001
let-Ta 5.05i24.33) 0.45(0.9) 11.20 <0001

Heneghan et al (2010), Circulating microRNAs as Novel Minimally Invasive Biomarkers for
Breast Cancer, Annals of Surgery, 231: 501

Priimérné RQ drovné exprese (SD) cilovych miRNA v krvi od pacientek s rakovinou
prsu ve srovnani s krvi od zdravych kontrol
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Figure 8
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Heneghan et al (2010), Circulating microRNAs as Novel Minimally Invasive Biomarkers for Breast Cancer, Annals of Surgery, 251: 502
Uroveri exprese miR-195 (A) a let-7a (B) v preoperativnich (n=83) a postoperativnich (n=29) vzorcich krve pacientek
s rakovinou prsu a kontrol (n=44). Dva tydny po operaci bylo pozorovéno signifikantni sniZeni priimérné exprese
miR-195 a let-7a, dosazené hladiny exprese byly srovnatelné s kontrolnimi subjekty.

Figure 9
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Korelace biopatologickych rysd invazivniho karcinomu

prsu s relativni Grovni exprese Sesti vybranych miRNA

v séru. (A) Srovnani exprese miRNA v séru pacientek

s rakovinou prsu a zdravych kontrol. (B) Porovnani exprese
miRNA v séru Zen, které mély rlizny stupefi rakoviny prsu.

Byly provedeny dalsi studie, které byly zaméfeny na rtizné miRNA. Zde bych vzhledem
k omezenému rozsahu prace uvedla pouze zaveéry, ke kterym se vyzkumné skupiny
dopracovaly. Byly zaznamenany odlisné koncentrace miR-16, miR-21, miR-23a, miR-23b,
miR-24, miR-25, miR-103, miR-29a, miR-222, miR-324-3p v séru pacientek s rakovinou prsu
ve srovnani se zdravymi kontrolami (Asaga et al, 2011; Hu et al, 2012; Wu et al, 2011; Wu et
al, 2012).
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4 Metodika
4.1 Odbér krve

Pro ucely neinvazivni prenatalni diagnostiky jsou odebirany vzorky periférni krve matky
(10-12 ml) do zkumavek obsahujicich EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctova). Timto

dochazi k vyvazovani vapniku a krev se tak stava nesrazlivou (Hromadnikova et al, 2006,

Chim et al, 2008).

4.2 Separace plasmy z nesrazlivé periferni krve

Pro ucely neinvazivni prenatalni diagnostiky se pouziva plasma i sérum. Zde budu
demonstrovat separaci plasmy z nesrazlivé periferni krve matky, ktera se ziskava odbérem
krve do zkumavek EDTA. Separace plasmy se provadi centrifugaci vzorkt matetské krve,
krev se centrifuguje dvakrat (Chim et al, 2008). Nejlepsich vysledki je dosahovano pii mensi
odstredivé sile (pfiblizné 1 200-1 600g), jelikoz pti pouziti vétsi odstiedivé sily klesa celkové

mnozstvi nukleovych kyselin, v€etné fetdlnich.

4.3 lzolace miRNA z plazmy

Nejprve se extrahuje celkova RNA pomoci Trizol LS. miRNA izolaéni kit slouzi
k obohaceni kratkych miRNA =z celkové RNA. DNA kontaminace se odstrani pomoci
DNasa | (Chim et al, 2008).

4.4 Polymerazova retézcova reakce

441 Historie:

miRNA profilace je duleZitym nastrojem pro identifikaci rozdilné exprese miRNA
Vv normalnich a patofyziologickych procesech.

Pouzivaly se tfi techniky k detekci a kvantifikaci miRNA, klonovéni, hybridizace se
selektivnimi sondami a polymerazova fetézcova reakce (PCR).

Klonovaci strategie identifikovala v poc€atcich velké mnoZstvi miRNA a ukézala, ze se
miRNA vyskytuji u mnoha druhii, jak rostlinnych, tak zivocisnych (Lagos-Quintana et al,
2001). Klonovaci metoda vsak neni vhodna pro rozsahlé detekce stovek miRNA, z tohoto
hlediska je ¢asové naro¢na a nepraktickd. Byly pouzivany i dalsi metody, které se ale ukazaly
pro amplifikaci miRNA nevhodné. Timto se dostdivame k PCR. Techniky zalozené na PCR
jsou schopné detekovat maly pocet kopii jednotlivych miRNA s vysokou citlivosti
a specificnosti.

4.4.2 Reverzné-transkripéni polymeriazova retézcova reakce
Reverzné-transkripéni polymerazova fetézcova reakce (RT-PCR) je kombinaci reversni

transkripce a PCR. Miuze profilovat expresi miRNA pouze na nanogramech celkové RNA
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nebo dokonce na jedné buice (Chen C. et al, 2005; Tang et al, 2006). RT-PCR je metoda,
ktera nejprve prepise miRNA do cDNA (komplementarni) a poté tuto cDNA amplifikuje
pomoci PCR. K pfepisu miRNA do c¢cDNA jsou pouzity reverzni transkriptazy (RNA
dependentni DNA polymerazy). V souCasné dobé kvantitativni RT-PCR uzivajici array
metodu (gPCR-array) mohou kombinovat vysokou specifitu RT-PCR s mozZnosti profilovat
velké mnozstvi miRNA v jednom experimentu (Mestdagh et al, 2008).

V pokusu, ktery provedl Chim et al, byla pouzita ke kvantifikaci miRNA kvantitativni RT-
PCR analyza Vv realném case. Pouzili TagMan MicroRNA Assay, u kterého byla prokdzéana
vysoka specifita k ur¢ité miRNA, ale ne pro jeji del$i prekurzory nebo jiné vysoce homologni
miRNA, které se v sekvenci 1isi v jediném nukleotidu. Chen et al navrhli nové schéma RT-
PCR v realném case pro kvantifikaci miRNA, viz Figure 10. Zahrnuje dva kroky: reverzni
transkripci a PCR v realném case (viz kapitola 4.4.3 PCR v realném ¢ase). V prvnim kroku je
vlasenkovy RT primer hybridizovan k miRNA molekule a pak je reverzné transkribovan
S MultiScribe reverzni transkriptazou. Dale je produkt reverzni transkripce kvantifikovan
pomoci TagMan PCR v realném case (Chen C. et al, 2005; Chim et al, 2008).

443 PCRVreialném case

Nazev PCR vrealném case plné odpovida, jelikoz tato metoda umoznuje sledovat
kvantifikaci cDNA (cDNA komplementarni k dané miRNA vznikla v procesu reverzni
transkripce) monitorovanim fluorescence emitované v pribéhu polymerazové ftetézcoveé
reakce (indikatoru amplifikace poZadované cDNA) v kazdém cyklu. Pro zdznam amplifikace
se vyuzivaji detek¢ni sondy. Sondy se vazi specificky nebo nespecificky na amplifikovanou
cDNA.

Nespecifické sondy maji vétsi riziko falesn€ pozitivnich signala pii tvorbé nespecifickych
vazeb, proto se pii zjiStovani hladin cDNA v prenatalni diagnostice nevyuzivaji.
V piedchozim oddilu jsem zminovala TagMan sondy. TagMan sondy patii mezi sondy tvotici
specifickou vazbu s cilovou sekvenci. Testovani pomoci TagMan je zalozeno na 5’
nukleazové aktivité Taq polymerazy, kterd rozS$tépi a nahradi oligonukleotidovou sondu
hybridizovanou s cilovou molekulou cDNA (Holland et al, 1991). TagMan sonda obsahuje na
svém 5 konci fluorescenéni barvu, ktera je oznaovana jako ,,reportér, a na svém 3" konci
fluorescen¢ni barvu oznacovanou jako ,,quencher (zhase¢). Pokud neni sonda rozsStépena,
quencher inhibuje fluorescen¢ni signal reportéru. Po rozstépeni sondy se reportér odstépi od
zhasece, nedochazi tak k redukci fluorescence reportéru a fluorescence je umoznéna (Heid et

al, 1996; Lee L. G. et al, 1993), viz Figure 11.
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Pro absolutni kvantifikaci hladin nukleovych kyselin, pfipadné miRNA, je nutné vytvorit
standardni kiivku DNA o znamé koncentraci. Pro relativni kvantifikaci se nejcasteji vyuziva

komparativni Ct metody (Livak, Schmittgen, 2001).

Figure 10
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Zavér

Po objeveni extracelularnich mikroRNA se zacalo piemyslet nad jejich vyuzitim
Vv diagnostice a predikci té¢hotenskych komplikaci a nadorového bujeni. S postupem casu se
hledaji mikroRNA specifické pro urcité tkané, aby byly patologie snimi spojené
diagnostikovany co nejptesné;ji.

Pro diferenciaci mezi fyziologickym a patologickym pribéhem gravidity bylo vybrano
7 mikroRNA (miR-516-5p, miR-517*, miR-518b, miR-520a*, miR-520h, miR-525, miR-
526a), které by v dalSich studiich mohly prokazat vyznam v diagnostice a predikci jedné

Ve vyzkumu zabyvajicim se té¢hotenstvim komplikovanym rastovou retardaci se dosud
nepodafilo prokazat vyznamné rozdily v relativnich hladinach individualnich miRNA
obsazenych V plazmé. Kdyz se vyzkum zaméfil na miRNA jako na skupinu, bylo zjisténo, ze
urovné relativnich hladin vSech zkoumanych druhi miRNA byly zvySeny v plazmé Zen
s téhotenstvim  komplikovanym ristovou retardaci plodu v porovnani s normalnim
téhotenstvim.

Zeny s gestaénim diabetem mély v séru rozdilné vyjadiené exprese miRNA (miR-29a,
miR-222, miR-132) v porovnani se zdravymi kontrolami.

Genové exprese MiR-195 a let-7a byly prokazany signifikantné vyssi v plné krvi pacientek
s rakovinou prsu v porovnani se zdravymi kontrolami. Dale bylo zjisténo, ze zvySeni exprese
miR-195 v plnoperiferni krvi je specifické pro rakovinu prsu. Toto zji§téni by v budoucnu po
dal$im vyzkumu umoznilo rozliSit rakovinu prsu od dal$ich druht rakovin a od zdravych
jedinct. Jina skupina publikovala, Ze miR-21, miR-106, miR-155 m¢ly v séru u pacientek
s rakovinou prsu zvySenou relativni expresi V porovnani se zdravymi kontrolami a miR-126,
miR-199a, miR-335 mély snizenou expresi Vv séru pacientek s rakovinou prsu ve srovnani
s kontrolami. V téze studii bylo také prokazano, Ze exprese MIRNA je uzce spjata
s klinickopatologickymi rysy rakoviny prsu, jako je histologicky stupenn nddoru a exprese
receptortl pohlavnich hormont.

Ve spojeni s nejriiznéj§imi patologiemi bylo zkoumano velké mnozstvi extraceluldrnich
mikroRNA, ale klinické pouziti mikroRNA v diagnostice a predikci onemocnéni jesté
vyzaduje dalsi vyzkum a optimalizaci.

V budoucnu, po rozpoznani konkrétnich funkci jednotlivych mikroRNA, by se daly
zjisténé poznatky vyuZzit k zabranéni rozvoje onemocnéni pomoci genové terapie, napiiklad

pomoci zasahti do regulace transkripce.

30



Reference:

Abe E., Matsubara K., Oka K., Kusanagi Y., Ito M. (2008), Cytokine Regulation of Intercellular
Adhesion Molecule-1 Expression on Trophoblasts in Preeclampsia, Gynecol Obstet Invest., 66: 27-33

Admyre C., Johansson S. M., Qazi K. R., Filen J. J., Lahesmaa R., Norman M., Neve E. P. A,
Scheynius A., Gabrielsson S. (2007), Exosomes with immune modulatory features are present in
human breast milk, J Immunol, 179:; 1969-1978

American Diabetes Association (2004), Gestational Diabetes Mellitus, Diabetes Care, 27: 588-590

Arngrimsson R., Bjornsson S., Geirsson R. T., Bjornsson H., Walker J. J., Snaedal G. (1990), Genetic
and familial predisposition to eclampsia and pre-eclampsia in a defined population, Br J Obstet
Gynaecol, 97: 762-769

Asaga S.,Kuo Ch., Nguyen T., Terpenning M., Giuliano A. E., Hoon D. S. B. (2011), Direct Serum
Assay for MicroRNA-21 Concentrations in Early and Advanced Breast Cancer, Clinical Chemistry, 57
(1): 84-91

Asangani I. A., Rasheed S. A. K., Nikolova D. A., Leupold . H., Colburn N. H., Post S., Allgayer H.
(2008), MicroRNA-21 (miR-21) post-transcriptionally downregulates tumor suppressor Pdcd4 and
stimulates invasion, intravasation and metastasis in colorectal cancer, Oncogene, 27: 2128-2136

Avery O. T., Mac Leod C. M., McCarty M. (1944), Studies on the chemical nature of the substance
inducing transformation of Pneumococcal types., J Exp Med, 79:137-158

Bernstein 1. M., Horbar J. D., Badger G. J., Ohlsson A., Golan A. (2000), Morbidity and mortality
among very-low-birth-weight neonates with intrauterine growth restriction. The Vermont Oxford
Network, Am J Obstet Gynecol., 182: 198-206

Bohnsack M. T., Czaplinski K., Gorlich D. (2004), Exportin 5 is a RanGTP-dependent dsSRNA-
binding protein that mediates nuclear export of pre-miRNAs, RNA, 10: 185-191

Bohn H., Krause W., Winckler W. (1983), Purification and characterization of two new soluble
placental tissue proteins (PP-13 and PP17), Oncodev Biol Med, 4: 343-350

Bonney V. (1914), A Case of " Pre-eclampsia™ at the Twenty-fourth Week; Acute Toxemia; Cesarean
Section, Proc R Soc Med., 7: 118-121

Botezatu 1., Serdyuk O., Potapova G., Shelepov V., Alechina R., Molyaka Y., Anan’ev V., Bazin I,
Garin A., Narimanov M., Knysh V., Melkonyan H., Umansky S., Lichtenstein A. (2000), Genetic
analysis of DNA excreted in urine: a new approach for detecting specific genomic DNA sequences
from cells dying in an organism, Clin. Chem., 46: 1078-1084

Boulet S. L., Alexander G. R., Salihu H. M., Pass M. (2003), Macrosomic births in the United States:
Determinants, outcomes, and proposed grades of risk Am J Obstet Gynecol, 188: 1372-1378

Burger O., Pick E., Zwickel J., Klayman M., Meiri H., Slotky R., Mandel S., Rabinovitch L., Paltieli
Y., Admon A., Gonen R. (2004), Placental protein 13 (PP-13): Effect on Coltured Trophoblasts, and
Its Detection in Human Body Fluids in Normal and Pathological Pregnancies, Placenta, 25: 608-622

Calin G. A., Cimmino A., Fabbri M., Ferracin M., Wojcik S. E., Shimizu M., Taccioli C., Zanesi N.,
Garzon R., Ageilan R. I., Alder H., Volinia S., Rassenti L., Liu X., Liu Ch.-g., Kipps T. J., Negrini M.,

31



Croce C. M. (2008), MiR-15a and miR-16-1 cluster functions in human leukemia, Proc Natl Acad Sci
USA, 105: 5166-5171

Cimmino A., Calin G. A., Fabbri M., lorio M. V., Ferracin M., i Shimizu M., Wojcik S. E., Ageilan R.
I., Zupo S., Dono M., Rassenti L., Alder H., VoliniaS., Liu Ch.-g., Kipps T. J., Negrini M., Croce C.
M. (2005) miR-15 and miR-16 induce apoptosis by targeting BCL2, Proc Natl Acad Sci U S A., 102:
13944-13949

Cincotta R. B., Brennecke S. P. (1998), Family history of pre-eclampsia as a predictor for pre-
eclampsia in primigravidas, Int J Gynaecol Obstet, 60: 23-27

Coughlin S. S., Ekwueme D. U. (2009), Breast cancer as a global healt concern, Cancer
Epidemiol.,33(5): 315-318.

Dejmek J., Solansky I., Podrazilova K., Sram R. J. (2002) The exposure of nonsmoking and smoking
mothers to environmental tobacco smoke during different gestational phases and fetal growth,
Environmental Health Perspectives, 110: 601-606

Denli A. M., Tops B. B, Plasterk R. H., Ketting R. F., HannonG. J. (2004), Processing of primary
microRNAs by the Microprocessor complex, Nature, 432: 231-235

Driul L., Damante G., D’Elia A., Springolo F., lanni A., Di Leonardo C., Angelini M., Marchesoni D.
(2004), Screening for pre-eclampsia in a low-risk population at 24 weeks: uterine artery Doppler flow
velocimetry and genetic variants of factor V, prothrombin and methylenetetrahydrofolate reductase,
Minerva Ginecol, 56: 385-90

Esplin M. S., Fausett M. B., Fraser A., Kerber R., Mineau G., Carrillo J., Varner M. W. (2001),
Paternal and Maternal Components of the Predisposition to Preeclampsia, N Engl J Med, 344: 867-872

Emlen W., Mannik M. (1984), Effect of DNA size and strandedness on the in vivo clearance
and organ localization of DNA, Clin. exp. Immunol., 56: 185-192

Esplin M. S., Fausett M. B., Fraser A., Kerber R., Mineau G., Carrillo J., Varner M. W. (2001),
Paternal and maternal components of the predisposition to preeclampsia, N Engl J Med, 344: 867-872

Esposito E. R., Horn K. H., Greene R. M., Pisano M. M. (2008) An animal model of cigarette smoke-
induced in utero growth retardation, Toxicology, 246: 193-202

Fan H. Ch., Blumenfeld Y. J., Chitkara U., Hudgins L., Quake S. R. (2010), Analysis of the Size
Distributions of Fetal and Maternal Cell-Free DNA by Paired-End Sequencing, Clinical Chemistry,
56: 1279-1286

Fauré J., Lachenal G., Court M., Hirrlinger J., Chatellard-Causse C., Blot B., Grange J., Schoehn G.,
Goldberg Y., Boyer V., Kirchhoff F., Raposo G., Garin J., Sadoul R. (2006), Exosomes are released
by cultured cortical neurones, Mol. Cell. Neurosci., 31: 642-648

Filippov V., Solovyev V., Filippova M., Gill S. S. (2000), A novel type of RNase 1l family proteins in
eukaryotes, Gene, 245: 213-221

Frangk F., Dolnikova J. (1991), Nucleosomes occurring in protein-free hybridoma cell culture:
evidence for programmed cell death, FEBS Lett. 284: 285-287

Gahan P. B., Chayen J. (1965), Cytoplasmic deoxyribonucleic acid., Int Rev Cytol, 18:223-248

Gallo A., Tandon M., Alevizos I., lllei G. G. (2012), The Majority of MicroRNAs Detectable in
Serum and Saliva Is Concentrated in Exosomes, PLoS ONE, 7(3): e30679

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coughlin%20SS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ekwueme%20DU%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19896917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19896917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Springolo%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ianni%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Di%20Leonardo%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Angelini%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marchesoni%20D%22%5BAuthor%5D

Gregory R. I., Chendrimada T. P., Cooch N., Shiekhattar R. (2005), Human RISC Couples MicroRNA
Biogenesis and Posttranscriptional Gene Silencing, Cell, 123: 631-640

Giacona M. B., Ruben G. C., Iczkowski K. A., Roos T. B., Porter D. M., Sorenson G. D. (1998), Cell-
free DNA in human blood plasma: length measurements in patients with pancreatic cancer and healthy
controls, Pancreas, 17: 89-97

Griffith F. (1928), The significance of Pneumococcal types. J Hyg 27: 113-159

Grishok A, Pasquinelli A. E., Conte D., Li N., Parrish S., Ha I., Baillie D. L., Fire A., Ruvkun G.,
Mello C.C (2001), Genes and Mechanisms Related to RNA Interference Regulate Expression of the
Small Temporal RNAs that Control C. elegans Developmental Timing, Cell, 106: 23-34

Hammond S. M., Boettcher S., Caudy A. A., Kobayashi R., Hannon G. J. (2001), Argonaute2, a link
between genetic and biochemical analyses of RNAI, Science, 293: 1146-1150

Han J., Lee Y., Yeom K-H., Kim Y-K,, Jin H., Kim V. N. (2004), The Drosha—DGCR8 complex in
primary microRNA processing, Genes Dev, 18: 3016-3027

HAPO Study Cooperative Research Group, Metzger B. E., Lowe L. P., Dyer A. R., Trimble E. R.,
Chaovarindr U., Coustan D. R., Hadden D. R., McCance D. R., Hod M., Mclintyre H. D., Oats J. J.,
Persson B., Rogers M. S., Sacks D. A. (2008), Hyperglycemia and adverse pregnancy outcomes, N
Engl J Med., 358 (19): 1991-2002

He A., Zhu L., Gupta N., Chang Y., Fang F. (2007), Overexpression of micro ribonucleic acid 29,
highly up-regulated in diabetic rats, leads to insulin resistance in 3T3-L1 adipocytes, Mol Endocrinol,
21: 2785-2794

Heid Ch. A., Stevens J., Livak K. J., Williams P. M. (1996), Real Time Quantitative PCR, Genome
Res., 6: 986-994

Heneghan H. M., Miller N., Kelly R., Newell J., Kerin M. J. (2010), Systemic miRNA-195
Differentiates Breast Cancer from Other Malignancies and Is a Potential Biomarker for Detecting
Noninvasive and Early Stage Disease, The Oncologist, 15: 673-682

Heneghan H. M., Miller N., Lowery A. J., Sweeney K. J., Newell J., Kerin M. J. (2010), Circulating
microRNAs as Novel Minimally Invasive Biomarkers for Breast Cancer, Annals of Surgery, 251: 499-
505

Hisazumi J., Kobayashi N., Nishikawa M., Takakura Y. (2004), Significant role of liver sinusoidal
endothelial cells in hepatic uptake and degradation of naked plasmid DNA after intravenous injection,
Pharm Res, 21: 1223-1228

Holland P. M., Abramson R. D., Watson R., Gelfand D. H. (1991), Detection of specific polymerase
chain

reaction product by utilizing the 5'—3' exonuclease activity of Thermus aquaticus DNA polymerase.
Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 7276-7280

Hromadnikova I., Kotlabova K. (2010), Placentarné¢ specifické mikroRNA pfitomné v matetské

cirkulaci a jejich potencidlni vyznam pro diagnostiku a predikci t€hotenskych komplikaci
souvisejicich s placentarni insuficienci, Actual. Gyn., 2: 3-4

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giacona%20MB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ruben%20GC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Iczkowski%20KA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roos%20TB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Porter%20DM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sorenson%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sorenson%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sorenson%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sorenson%20GD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22HAPO%20Study%20Cooperative%20Research%20Group%22%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Metzger%20BE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lowe%20LP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dyer%20AR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Trimble%20ER%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaovarindr%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coustan%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hadden%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McCance%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hod%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McIntyre%20HD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oats%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Persson%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rogers%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sacks%20DA%22%5BAuthor%5D

Hromadnikova I., Kotlabova K., Doucha J., Dlouha K., Krofta L. (2012), Absolute and Relative
Quantification of Placenta-Specific MicroRNAs in Maternal Circulation with Placental Insufficiency-
Related Complications, J Mol Diagn., 14(2): 160-167

Hromadnikova I, Kotlabova K, Jirasek JE, Doucha J. (2010), Detekce placentarné specifickych
mikroRNA v mateiské cirkulaci, Ces.Gynek., 75(3): 257-261

Hromadnikova I., Zej Skova L., Doucha J., Wagenknecht D. (2006), Neinvazivni prenatalni
diagnostika z periferni krve matky je provadéna na fragmentové extracelularni fetalni DNA o velikosti
< 500 bp, Trans. Hemat. dnes, 2: 95-99

Hu Z., Dong J., Wang L.-E., Ma H., Liu J., Zhao Y., Tang J., Chen X., Dai J., Wei Q., Zhang Ch.,
Shen H. (2012), Serum microRNA profiling and breast cancer risk: the use of miR-484/191 as
endogenous controls, Carcinogenesis, vol.0 no.0 pp.1-7, 2012

Huang B., Qin W., Zhao B., Shi Y., Yao C., Li J., Xiao H., Jin Y. (2009), MicroRNA expression
profiling in diabetic GK rat model, Acta Biochim Biophys Sin, 41:472-477

Hutvagner G., Zamore P. D. (2002), A microRNA in a multiple-turnover RNAI enzyme complex,
Science, 297: 2056-2060

Chan J. A., Krichevsky A. M., Kosik K. S. (2005), MicroRNA-21 is an antiapoptotic factor in human
glioblastoma cells, Cancer Res, 65: 6029-6033

Chan K. C. A, Zhang J., Hui A. B. Y., Wong N., Lau T. K., Leung T. N., Lo K.-W., Huang D. W. S.,
Lo Y. M. D. (2004), Size distributions of maternal and fetal DNA in maternal plasma, Clin Chem 50:
88-92

Chen A. T., Falek A., Lester W. (1974), Chromosome aberrations in full-term low birth weight
neonates, Humangenetik, 21(1): 13-6

Chen C., Ridzon D. A., Broomer A. J., Zhou Z., Lee D. H., Nguyen J. T., Barbisin M., Xu N. L.,
Mahuvakar V. R., Andersen M. R., Lao K. Q., Livak K. J., Guegler K. J. (2005) Real-time
guantification of microRNAs by stem-loop RT-PCR. Nucleic Acids Res., 33: €179.

Chen R. W., Bemis L. T., Amato C. M., Myint H., Tran H., Birks D. K., Eckhardt S. G., Robinson W.
A. (2008), Truncation in CCND1 mRNA alters miR-16-1 regulation in mantle cell lymphoma, Blood,
112: 822-829

Chendrimada T. P, Gregory R. ., Kumaraswamy E., Norman J., Cooch N., Nishikura K., Shiekhattar
R. (2005), TRBP recruits the Dicer complex to Ago2 for microRNA processing and gene silencing,
Nature, 436: 470-474

Cherepanova A. V., Tamkovich S. N., Bryzgunova O. E., Vlassov V. V., Laktionova P. P. (2008),
Deoxyribonuclease Activity and Circulating DNA Concentration in Blood Plasma
of Patients with Prostate Tumors, Ann. N.Y. Acad. Sci., 1137: 218-221

ChimS.S.C, Shing T. K. F.,, Hung E. C. W,, Leung T.-y., Lau T.-k., ChiuR. W. K., Lo I. M. D.
(2008), Detection and characterization of placenta microRNAs in maternal plasma, ClinChem, 54(3):
482-490

Chused . M., Steinberg A. D., Talal N. (1972), The clearance and localization of nucleic acids by New
Zeland and normal mice, Clin. exp. Immunol., 12: 465-476

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hromadnikova%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kotlabova%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Doucha%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dlouha%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krofta%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=hromadnikova%20J%20mol%20diagn%202012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20AT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Falek%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lester%20W%22%5BAuthor%5D
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Birks+DK%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Eckhardt+SG%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Robinson+WA%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Robinson+WA%22+SORT_DATE:y

lorio M. V., Ferracin M., Liu C.-G., Veronese A., Spizzo R., Sabbioni S., Magri E., Pedriali M.,
Fabbri M., Campiglio M., Ménard S., Palazzo J. P., Rosenberg A., Musiani P., Volinia S., Nenci L.,
Calin G. A., Querzoli P., Negrini M., Croce M. C. (2005), MicroRNA gene expression deregulation in
human breast cancer, Cancer Res, 65: 7065-7070

lorio M. V., Visone R., Di Leva G., Donati V., Petrocca F., Casalini P., Taccioli C., Volinia S., Liu C.-
G., Alder H., Calin G. A., Ménard S., Croce C. M. (2007), MicroRNA signatures in human ovarian
cancer. Cancer Res, 67: 8699-8707

Jahr S., Hentze H., Englisch S., Hardt D., Fackelmayer F. O., Hesch R. D., Knippers R. (2001), DNA
fragments in the blood plasma of cancer patients: quantitations and evidence for their origin from
apoptotic and necrotic cells, Cancer Res., 15: 1659-1665

Jang H. C.,ChoN. H.,Yong-Ki M., In K. H. (1997), Increased macrosomia and perinatal morbidity
independent of maternal obesity and advanced age in Korean women with GDM, Diabetes Care, 20:
1582-1588

Johns K., Olynik C., Mase R., Kreisman S., Tildesley H. (2006), Gestational diabetes mellitus
outcome in 394 patients, J Obstet Gynaecol Can, 28: 122-127

Johnstone R. M., Adam M., Hammond J. R., Orr L., Turbide C. (1987). Vesicle formation during
reticulocyte maturation. Association of plasma membrane activities with released vesicles (exosomes).
J. Biol. Chem., 262: 9412-9420

Kaddar T., Rouault J. P., Chien W. W., Chebel A., Gadoux M., Salles G., Ffrench M., Magaud J. P.
(2009) Two new miR-16 targets: caprin-1 and HMGAL, proteins implicated in cell proliferation, Biol
Cell., 101: 511-524

Kawabata K., Takakura Y., Hashida M. (1995), The fate of plasmid DNA after intravenous injection
in mice: involvement of scavenger receptors in its hepatic uptake, Pharm. Res., 12: 825-830

Kawasaki H., Taira K. (2003), Functional analysis of microRNAs during the retinoic acid- induced
neuronal differentiation of human NT2 cells, Oxford University Press, 3: 243-244

Keller S., Rupp C., Stoeck A., Runz S., Fogel M., Lugert S., Hager H.-D., Abdel-Bakky M. S.,
Gutwein P., Altevogt P. (2007), CD24 is a marker of exosomes secreted into urine and amniotic fluid,
Kidney International, 72: 1095-1102

Khoury M. J., Erickson J. D., Cordero J. F., McCarthy B. J. (1988), Congenital Malformations and
Intrauterine Growth Raterdation: A Population Study, Pediatrics, 82: 83-90

Konarzewska J., Wojcikowski C. (2004), [Risk of diabetes mellitus after pregnancy complicated by
gestational diabetes mellitus (GDM)], Ginekol Pol., 75(10): 754-759

Kotlabova K., Doucha J., Hromadnikova 1. (2011) Placental-specific microRNA in maternal
circulation — identification of appropriate pregnancy-associated microRNAs with diagnostic
potential, Journal of Reproductive Immunology, 89: 185-191

Krapivner S., Chernogubova E., Ericsson M., Ahlbeck-Glader C., Hamsten A., van’t Hooft F. M.
(2007), Human evidence for the involvement of insulin-induced gene 1 in the regulation of plasma
glucose concentration, Diabetologia, 50: 94-102

Lagiou P., Tamimi R. M., Mucci L. A., Adami H.-O., Hsieh C.-C., Trichopoulos D. (2004), Diet

during pregnancy in relation to maternal weight gain and birth size, European Journal of Clinical
Nutrition, 58: 231-237

35


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jahr%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hentze%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Englisch%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hardt%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fackelmayer%20FO%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hesch%20RD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Knippers%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11245480?systemMessage=Wiley+Online+Library+will+be+disrupted+5+Nov+from+10-12+GMT+for+monthly+maintenance
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Salles+G%22+SORT_DATE:y&restrict=All+results
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Ffrench+M%22+SORT_DATE:y&restrict=All+results
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Magaud+JP%22+SORT_DATE:y&restrict=All+results
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Konarzewska%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22W%C3%B3jcikowski%20C%22%5BAuthor%5D

Lagos-Quintana M., Rauhut R., Lendeckel W., Tuschl T. (2001) Identification of novel genes coding
for small expressed RNAs. Science, 294: 853-858

Lee L.G., Connell C.R., Bloch W. (1993), Allelic discrimination by nick-translation PCR with
fluorogenic probes, Nucleic Acids Res., 21: 3761-3766

Lee R. C,, Feinbaum R. L., Ambros V. (1993), The C. elegans heterochronic gene lin-4 encodes small
RNAs with antisense complementarity to lin-14, Cell, 75: 843-854

Lee Y., Jeon K., Lee J-T., Kim S., Kim V. N. (2002), MicroRNA maturation: stepwise processing and
subcellular localization, EMBO J, 21(17): 4663-4670

Lee Y., Ahn Ch., Han J., Choi H., Kim J., Yim J., Lee J., Provost P., Raddmark O., Kim S., Kim V. N.
(2003), The nuclear RNase I11 Drosha initiates microRNA processing, Nature, 425: 415-419

Lee, Y., Kim, M., Han, J., Yeom, K.H., Lee, S., Baek, S.H., Kim, V.N. (2004), MicroRNA genes are
transcribed by RNA polymerase I, EMBO J., 23: 4051-4060

Leon S. A., Shapiro B., Sklaroff D. M., Yaros M. J. (1977), Free DNA in the serum of cancer patients
and the effect of therapy, Cancer Res, 37: 646-650

Li Y, Zimmermann B, Rusterholz C, Kang A, Holzgreve W, Hahn S. (2004), Size separation of
circulatory DNA in maternal plasma permits ready detection of fetal DNA polymorphism,. Clin Chem,
50: 1002-1011

Lindoff C., Ingermarsson I., Martinsson G., Segelmark M., Thysell H., Astedt B. (1997), Preeclampsia
is associated with a reduced response to activated protein C, Am J Obstet Gynecol, 176: 457-460

Linsley P. S., Schelter J., Burchard J., Kibukawa M., Martin M. M., Bartz S. R., Johnson J. M.,
Cummins J. M., Raymond Ch. K., Dai H., Chau N., Cleary M., Jackson A. L., Carleton M., Lim L.
(2007), Transcripts targeted by the microRNA-16 family cooperatively regulate cell cycle progression,
Mol Cell Biol., 27: 2240-2252

Livak K. J., Schmittgen T. D. (2001), Analysis of relative gene expression data using real-time
guantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) method, Methods, 25: 402-408

Lo Y. M. D., Corbetta N., Chamberlain P. F., Rai V., Sargent I. L., Redman C. W. G., Wainscoat J. S.
(1997), Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum, Lancet, 350: 485-487

LoY.M. D, ChanK.C. A,,SunH., ChenE. Z.,, Jiang P., Lun F. M. F.,, Zheng Y. V., Leung T. Y.,
Lau T. K., Cantor Ch. R., Chiu R. W. K (2010), Maternal Plasma DNA Sequencing Reveals the
Genome-Wide Genetic and Mutational Profile of the Fetus, Sci. Transl. Med., 2: 61-91

Lubchenco L. O., Hansman C., Boyd E. (1963), Intrauterine growth as estimated from live born birth-
weight data at 24-42 weeks of gestation, Pediatrics, 32: 793

Luo S. S, Ishibashi O., Ishikawa G., Ishikawa T., Katayama A., Mishima T., i Takizawa T., Shigihara
T., Goto T., Izumi A., Ohkuchi A., Matsubara S., Takeshita T., Takizawa T. (2009), Human villous
trophoblasts express and secrete placenta-specific microRNA into maternal circulation via exosomes,
Biol Reprod., 81(4):717-29

Lynn F. C., Skewes-Cox P., Kosaka Y., McManus M. T., Harfe B. D., German M. S. (2007),
MicroRNA expression is required for pancreatic islet cell genesis in the mouse. Diabetes, 56: 2938-
2945

36


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Segelmark%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thysell%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Astedt%20B%22%5BAuthor%5D
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Y.+M.+Dennis+Lo&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/content/2/61/61ra91.short#aff-1
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Hao+Sun&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Eric+Z.+Chen&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Peiyong+Jiang&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Fiona+M.+F.+Lun&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Yama+W.+Zheng&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Tak+Y.+Leung&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Tze+K.+Lau&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Charles+R.+Cantor&sortspec=date&submit=Submit
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Rossa+W.+K.+Chiu&sortspec=date&submit=Submit

Maccani M. A., Avissar-Whiting M., Banister C. E., McGonnigal B., Padbury J. F., Marsit C. J.
(2010), Maternal cigarette smoking during pregnancy is associated with downregulation of miR-16,
miR-21 and miR-146a in the placenta. Epigenetics, 57: 583-589

Maccani M. A., Padbury J. F., Marsit C. J. (2011), miR-16 and miR-21 Expression in the Placenta Is
Associated with Fetal Growth. Plos One, 6(6): 21210

Mandel P., Métais P. (1948), Les Acides Nucleic Du Plasma Sanguin Chez L"Homme, C R Acad Sci
Paris, 142: 241-243

Marcoux S., Brisson J., Fabia J. (1989), The effect of cigarette smoking on the risk of preeclampsia
and gestational hypertension. AmJ Epidemiol, 130: 950-957

Meister G., Landthaler M., Patkaniowska A., Dorsett Y., Teng G., Tuschl T. (2004), Human
Argonaute2 Mediates RNA Cleavage Targeted by miRNAs and siRNAs, Moleculae Cell, 15: 185-197

Meng F., Henson R., Lang M., Wehbe H., Maheshwari S., Mendell J. T., Jiang J., Schmittgen T. D.,
Patel T. (2006), Involvement of human micro-RNA in growth and response to chemotherapy in human
cholangiocarcinoma cell lines, Gastroenterology, 130:2113e29

Meng F., Henson R., Wehbe-Janek H., Ghoshal K., Jacob S. T., Patel T. (2007), MicroRNA-21
regulates expression of the PTEN tumor suppressor gene in human hepatocellular cancer,
Gastroenterology, 133: 647-658

Mestdagh P., Feys T., Bernard N., Guenther S., Chen C., Speleman F., Vandesompele J. (2008), High-
throughput stem-loop RT-gPCR miRNA expression profiling using minute amounts of input RNA,
Nucleic Acids Res, 36(21): €143

Michael A., Bajracharya S. D., Yuen P. S. T., Zhou H., Star R. A,, lllei G. G., Alevizos I. (2010),
Exosomes from Human Saliva as a Source of microRNA Biomarkers, Oral Dis., 16 (1): 34-38

Mogren 1., Hogberg U., Winkvist A., Stenlund H. (1999), Familial occurrence of preeclampsia,
Epidemiology, 10: 518-522

Mouillet J. F., Chu T., Nelson D. M., Mishima T., Sadovsky Y. (2010), MiR-205 silences MED1 in
hypoxic primary human trophoblasts, FASEB J., 24: 2030-2039

Mouillet J. F., Chu T., Hubel C. A., Nelson D. M., Parks W. T., Sadovsky Y. (2010), The levels of
hypoxia-regulated microRNAs in plasma of pregnant women with fetal growth restriction, Placenta,
31(9): 781-784

Ng E. K., Tsui N. B., Lau T. K., Leung T. N., Chiu R. W. K, Panesar N. S., Lit L. C. W, Chan K.-W.,
Lo Y. M. D. (2003), mRNA of placental origin is readily detectable in maternal plasma, Proc Natl
Acad Sci U S A, 100: 4748-53

Nicolaides K. H., Bindra R., Turan O. M., Chefetz I., Sammar M., Meiri H., Tal J., Cuckle H. S.
(2006), A novel approach to first-trimester screening for early pre-eclampsia combining serum PP-13
and Doppler ultrasound, Ultrasound Obset Gynecol, 27: 13-17

Odegard R. A., Vatten L. J., Nilsen S. T., Salvesen K. A., Austgulen R. (2000), Risk factors and
clinical manifestations of pre-eclampsia. BJOG, 107: 1410-1416

37


http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Mouillet+JF%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Chu+T%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Nelson+DM%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Sadovsky+Y%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Mouillet+JF%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Chu+T%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Hubel+CA%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Nelson+DM%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Parks+WT%22+SORT_DATE:y
http://ukpmc.ac.uk/search/?page=1&query=AUTH:%22Sadovsky+Y%22+SORT_DATE:y

Ouaamari A. E., Baroukh N., Martens G. A., Lebrun P., Pipeleers D., van Obberghen E. (2008), miR-
375 Targets 3’-Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase-1 and Regulates Glucose-Induced
Biological Responses in Pancreatic 3-Cells, Diabetes, 57: 2708-2717

Pasquinelli A.E., Reinhart B.J., Slack F., Martindale M.Q., Kuroda M.I., Maller B., Hayward D.C.,
Ball E.E., Degnan B., Muller P., Spring J., Srinivasan A., Fishman M., Finnerty J., Corbo J., Levine
M., Leahy P., Davidson E., Ruvkun G. (2000), Conservation of the sequence and temporal expression
of let-7 heterochronic regulatory RNA, Nature, 408: 86-89

Peng M, Yu L, Ding YL, Zhou CJ. (2008) Trophoblast cells invaing the placenta bed and change of
spiral arteries and microvessels in pre-eclampsia, Zhong Nan Da Xue Xue Bao Yi Xue Ban., 33(2):
121-129

Peters P. J., Borst J., Oorschot V., Fukuda M., Krahenbuhl O., Tschopp J., Slot J. W., Geuze H. J.
(1991). Cytotoxic T lymphocyte granules are secretory lysosomes, containing both perforin and
granzymes, J. Exp. Med., 173: 1099-1109

Pineles B.L., Romero R., Montenegro D., Tarca A.- L., Han Y. M, Kim Y. M., Draghici S., Espinoza
J., Kusanovic J. P., Mittal P., Hassan S. S., Kim Ch. J. (2007), Distinct subsets of microRNAs are
expressed differentially in the human placentas of patients with preeclampsia, Am J Obstet
Gynecol,196: 261.e1-266.66

Pipkin B. E. (2001), Risk factors for preeclampsia, New Engl.J.Med, 12 : 925-926

Pisitkun T., Shen R.-F., Knepper M. A. (2004), Identification and proteomic profiling of exosomes
in human urine, PNAS, 101: 13368-13373

Plaisance V., Abderrahmani A., Perret-Menoud V., Jacquemin P., Lemaigre F., Regazzi R. (2006),
MicroRNA-9 controls the expression of Granuphilin/Slp4 and the secretory response of insulin-
producing cells, J Biol Chem 281: 26932-26942

Poy M. N., Eliasson L., Krutzfeldt J., Kuwajima S., Ma X., MacDonald P. E., Pfeffer S., Tuschl T.,
Rajewsky N., Rorsman P., Stoffel M. (2004), A pancreatic islet-specific microRNA regulates insulin
secretion, Nature 432: 226-230

Raposo G., Nijman H. W., Stoorvogel W., Leijendekker R., Hardingfl C. V., Melief C. J. M., Geuze
H. J. (1996), B Lymphocytes Secrete Antigen-presentingVesicles, j. Exp. Med, 183: 1161-1172

Raposo G., Tenza D., Mecheri S., Peronet R., Bonnerot C., Desaymard C. (1997), Accumulation of
major histocompatibility complex class Il molecules in mast cell secretory granules and their release
upon degranulation.Mol Biol Cell, 8: 2631-2645

Reynolds C., Hunt J. (1981), Diabetes update, Can Fam Physician., 27: 1255-1261

Rodriguez A., Griffiths-Jones S., Ashurst J. L., Bradley A. (2004), Identification of mammalian
microRNA host genes and transcription units, Genome Res, 14: 1902-1910

Roldo C., Missiaglia E., Hagan J. P., Falconi M., Capelli P., Bersani S., Calin G. A, Volinia S., Liu C.
G., Scarpa A., Croce C. M. (2006), MicroRNA expression abnormalities in pancreatic endocrine and
acinar tumors are associated with distinctive pathologic features and clinical behavior. J Clin Oncol,
24:4677-4684

Sibai B. N., Caritis S. N., Thom E., Klebanoff M., McNellis D., Rocco L., Paul R. H., Romero R.,
Witter F., Rosen M., Depp R. and the National Institute of Child Health and Human Development
Network of Maternal — fetal Medicine Units (1993), Prevention of preeclampsia with low-dose aspirin
in health. Nulliparous pregnant women, N Engl J Med, 329: 1213-1218

38


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Peng%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yu%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ding%20YL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhou%20CJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18326906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reynolds%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hunt%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21289788

Shynlova O., Oldenhof A., Dorogin A., Xu Q., Mu J., Nashman N., Lye S. J. (2006), Myometrial
apoptosis: activation of the caspase cascade in the pregnant rat myometrium at midgestation, Biol
Reprod, 74(5): 839-849

Schiitz E., Urnovitz H. B., Iakoubov L., Schulz-Schaeffer W., Wemheuer W., Brenig B. (2005), Bov-
tA Short Interspersed Nucleotide Element Sequences in Circulating Nucleic Acids from Sera of Cattle
with Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) and Sera of Cattle Exposed to BSE, Clinical and
Diagnostic Laboratory Imunology, 12: 814-820

Skjaerven R., Wilcox A. J., Lie R. T. (2002), The interval between pregnancies and the risk of
preeclampsia, New Engl.J.Med., 1: 33-38

Smith S. C., Baker P. N., Symonds E. M (1997), Placental apoptosis in normal human pregnancy, Am
J Obstet Gynecol.,177: 57-65

Srinivas S. K., Edlow A. G., Neff P. M., Sammel M. D., Andrela C. M., Elovitz M. A. (2009),
Rethinking IUGR in preeclampsia: dependent or independent of maternal hypertension?, Journal of
Perinatology, 29: 680-684

Stroun M., Anker P. (1971), Bacterial nucleic acid synthesis in plants following bacterial contact, Mol
Gen Genet., 113: 92-98

Stroun M., Lyautey J., Lederrey C., Mulcahy H. E., Anker P. (2001), Alu repeat sequences are present
in increased proportions compared to a unique gene in plasma/serum DNA: evidence for a preferential
release from viable cells?, Annals New York Academy of Sciences, 945: 258-264

Sutherland A., Cooper D. W., Howie P. W., Liston W. A., MacGillivray I. (1981), The incidence of
severe pre-eclampsia amongst mothers and mothers-in-law of pre-eclamptics and controls, Br J Obstet
Gynaecol, 88: 785-791

Tabara H., Sarkissian M., Kelly W. G., Fleenor J., Grishok A., Timmons L., Fire A., Mello C. C.
(1999), The rde-1 gene, RNA interference, and transposon silencing in C. elegans, Cell, 99: 123-132

Tang F., Hajkova P., Barton S. C., Lao K., Surani M. A. (2006), MicroRNA expression profiling of
single whole embryonic stem cells, Nucleic Acids Res, 34(2): €9

Taplin S., Abraham L., Barlow W. E., Fenton J. J., Berns E. A, Carney P. A,, Cutter G. R., Sickles E.
A., D’Orsi C., Elmore J. G. (2008), Mammography facility characteristics associated with interpretive
accuracy of screening mammography, J Natl Cancer Inst., 100: 876-887

Taylor D. D., Doellgast G.J. (1979), Quantitation of eroxidise-antibody binding to membrane
fragments using column chromatography. Anal Biochem, 98: 53-59

Teasdale F. (1984), Idiopathic intrauterine growth retardation: histo-morphometry of the human
placenta, Placenta, 5: 83-92

Trams E. G., Lauter C. J., Salem N. Jr, Heine U. (1981), Exfoliation of membrane ecto-enzymes in
the form of micro-vesicles, Biochim. Biophys. Acta, 645: 63-70

Tsumita T., Iwanaga M. (1963), Fate of injected deoxyribonucleic acid in mice, Nature (Lond.), 198:
1088-1089

van Niel G., Raposo G., Candalh C., Boussac M., Hershberg R., Cerf-Bensussan N., Heyman M.
(2001), Intestinal epithelial cells secrete exosome-like vesicles, Gastroenterology, 121: 337-349

39


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5135994
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5135994
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lederrey%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mulcahy%20HE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anker%20P%22%5BAuthor%5D

Visegrady B., Than N. G., Kiler F., Sumegi B., Than G. N., Bohn H. (2001), Homology modeling and
molecular dynamics studies of human placental tissue protein 13 (galectin-13), Protein Eng, 14: 875-
880

Votavova H., Dostalova Merkerova M., Krejcik Z., Fejglova K., Vasikova A., Pastorkova A.,
Tabashidze N., Topinka J., Balascak I., Sram R. J., Brdicka R. (2012) Deregulation of Gene
Expression Induced by Environmental Tobacco Smoke Exposure in Pregnancy, Nicotine a Tobacco
Research Advance Access published February 21, 2012

Wang F., Zheng Z., Guo J., Ding X. (2010), Correlation and quantitation of microRNA aberrant
expression in tissues and sera from patients with breast tumor, Gynecologic Oncology, 119: 586-593

Ward K., Hata A., Jeunemaitre X., Helin C., Nelson L., Namikawa C., Farrington P. F., Ogasawara
M., Suzumori K., Tomoda S., et al. (1993), A molecular variant of angiotensinogen associated with
preeclampsia, Nat Genet, 4: 59-61

Wightman B., Ha ., Ruvkun,G. (1993), Posttranscriptional regulation of the heterochronic gene lin-14
by lin-4 mediates temporal pattern formation in C. elegans, Cell, 75: 855-862

Wu Q.,Lu Z., LiH., Lul., Guo L., Gel Q. (2011), Next-Generation Sequencing of MicroRNAs for
Breast Cancer Detection, Journal of Biomedicine and Biotechnology, ID 597145, 7 pages,
doi:10.1155/2011/597145

Wu Q., Wang Ch., Lu Z., Guo L., Ge Q. (2012), Analysis of serum genome-wide microRNAs for
breast cancer detection, Clin Chim Acta, doi: 10.1016/j.cca.2012.02.016

Yeom K-H., Lee Y., Han J,, Suh M. R., Kim V. N. (2006), Characterization of DGCR8/Pasha, the
essential
cofactor for Drosha in primary miRNA processing, Nucleic Acids Research, 34 (16): 4622-4629

YiR., QinY., Macara I. G., Cullen B. R. (2003), Exportin-5 mediates the nuclear export of pre-
microRNASs and short hairpin RNAs, Genes Development, 17: 3011-3016

Zhao E., Keller M. P., Rabaglia M. E., Oler A. T., Stapleton D. S., Schueler K. L., Neto E. C., Moon J.
Y., Wang P., Wang I.-M., Lum P. Y., Ivanovska ., Cleary M., Greenawalt D., Tsang J., Choi Y. J.,
Kleinhanz R., Shang J., Zhou Y .-P., Howard A. D., Zhang B. B., Kendziorski C., Thornberry N. A.,
Yandell B. S., Schadt E. E., Attie A. D. (2009), Obesity and genetics regulate microRNASs in islets,
liver, and adipose of diabetic mice, Mamm Genome, 20: 476-485

Zhao C., Dong J., Jiang T., Shi Z., Yu B., Zhu Y., Chen D., Xu J., Huo R., Dai J., XiaY., Pan S., Hu
Z., Sha J. (2011), Early Second-Trimester Serum MiRNA Profiling Predicts Gestational Diabetes
Mellitus. PLoS ONE 6(8): e23925

Zhou Y., Damsky C. H., Chiu K., Roberts J. M., Fisher S. J. (1993), Preeclampsia is associated with
abnormal expression of adhesion molecules by invasive cytotrophoblasts, J Clin Invest., 91: 950-960

Zhu X. M., Han T., Sargent I. L., Yin G.-w., Yao Y.-g. (2009), Differential expression profile of
microRNAs in human placenta from preeclamptic pregnancies vs normal pregnancies, AmJ Obstet
Gynecol, 200: 661.e1-661.e7

Zitvogel L., Regnault A., Lozier A., Wolfers J., Flament C., Tenza D., Ricciardi-Castagnoli P., Raposo

G., Amigorena S. (1998), Eradication of established murine tumors using a novel cell-free vaccine:
dendritic cell-derived exosomes, Nature Med., 4: 594-600

40


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hata%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jeunemaitre%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Helin%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nelson%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Namikawa%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Farrington%20PF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ogasawara%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ogasawara%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Suzumori%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tomoda%20S%22%5BAuthor%5D

