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Abstrakt 

mikroRNA (miRNA) jsou relativně nedávno objevené molekuly RNA, které slouží 

k regulaci genové exprese a přes procesy diferenciace, proliferace a apoptózy ovlivňují 

komplexní biologické systémy, jako jsou embryogeneze, onkogeneze a imunita. V poslední 

době se začínají experimentálně využívat v diagnostice a predikci těhotenských komplikací 

a nádorového bujení. V neinvazivní diagnostice se využívají extracelulární miRNA molekuly 

– přítomné v cirkulaci pacienta. Molekuly RNA se do extracelulárních tekutin dostávají 

nejčastěji procesem apoptózy. 

Pro mou práci jsem si vybrala čtyři choroby, pro které mají extracelulární miRNA 

diagnostický potenciál, preeklampsii, růstovou retardaci plodu, gestační diabetes mellitus 

a rakovinu prsu. U těchto chorob byla popsána aberantní exprese a rozdílné hladiny 

extracelulárních miRNA ve srovnání se zdravými kontrolami, ale klinické využití mikroRNA 

markerů v diagnostice a predikci onemocnění ještě vyžaduje další výzkum a optimalizaci.  

 

Klíčová slova: 

extracelulární nukleové kyseliny, gestační diabetes mellitus, mikroRNA, PCR, preeklampsie, 

rakovina prsu, růstová 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. 

I 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. 

 

Keywords: 

breast cancer, extracellular nucleic acids, fetal growth retardation, gestational diabetes 

mellitus, microRNA, PCR, preeclampsia 
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Seznam zkratek  

3´UTR 3´-nepřekládaná oblast 

Ago protein argonautové rodiny 

bp pár bazí 

CS kouření cigaret 

DGCR8 DiGeorgeova kritická oblast 8 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

dsDNA dvouvláknová DNA 

EDTA kyselina ethylendiaminotetraoctová 

GCT glukózový zkušební test 

GDM gestační diabetes mellitus 

GTP guanosin-5´-trifosfát 

GW gestační týden 

Insig1 insulinem indukovaný gen 1 

IUGR intrauterinní růstová retardace 

kB kilobáze 

kD kiloDalton 

Mabs monoklonální protilátka 

miRNA mikroRNA 

mRNA mediátorová ribonukleová kyselina 

No CS nekouření cigaret 

nt nukleotid 

OGTT orální glukózový toleranční test 

PCK2 fosfoenolpyruvát karboxy kináza 2 

PCR polymerázová řetězcová reakce 

PE preeklampsie 

pg pikogram 

PP-13 placentární protein 13 

pre-miRNA prekurzor mikroRNA 

pri-miRNA primární prekurzor mikroRNA 

RISC RNA-indukovaný tlumící komplex 

RNA ribonukleová kyselina 

RT reverzní transkripce 

SATB1 speciální AT-bohaté sekvence vázající protein 

SREBP sterol regulační vazebný protein 

ssDNA jednovláknová DNA 

TRBP HIV-1 trans aktivující odpověď (TAR) RNA-vázající protein 
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Úvod 

Toto téma jsem si zvolila proto, že jsem se na jedné přednášce dozvěděla, že metody 

invazivní prenatální diagnostiky způsobují spontánní aborty ve více než 0,5% případů, při 

kordocentéze
1
 je riziko spontánního abortu dokonce 2-5%. Na přednášce jsem se také 

dozvěděla, že existují metody neinvazivní prenatální diagnostiky, které aborty nevyvolávají. 

Tímto jsem se začala o tuto problematiku více zajímat a dospěla jsem k závěru, že toto je 

téma, které bych chtěla zpracovávat v mé práci a kterému bych se chtěla věnovat i později. 

Extracelulární mikroRNA (miRNA) jsou krátké (18-25 nukleotidů dlouhé) molekuly RNA, 

které se vyskytují v tělních tekutinách (Kawasaki, Taira, 2003; Mandel, Métais, 1948). 

miRNA plní v organismu regulační funkce přes regulaci tranlace, čímž ovlivňují další 

pochody v organismu (Kawasaki, Taira, 2003). Při probíhající patologii se může měnit 

genová exprese miRNA. Sledování těchto změn v extracelulárních tekutinách je možné využít 

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). 

Cílem této práce je nastínit současné znalosti o struktuře a významu extracelulárních 

mikroRNA a jejich využití v diagnostice a predikci různých onemocnění, zejména v oblasti 

gynekologie a porodnictví.  

Tato práce je členěna na čtyři hlavní kapitoly. V první kapitole s názvem Extracelulární 

nukleové kyseliny se budu věnovat extracelulárním nukleovým kyselinám obecně, dále 

způsobům, jak se dostávají do krevního řečiště, jak v krevním řečišti přetrvávají a jak jsou 

poté z krevního řečiště odstraňovány. Po využití extracelulárních nukleových kyselin přejdu 

na další kapitolu, mikroRNA. V této kapitole se krátce zmíním o historii objevu miRNA, poté 

se zaměřím na biogenezi miRNA a naznačím význam placentárně specifických miRNA 

detekovatelných v plazmě matky. Onemocnění je název třetí kapitoly, pro kterou jsem si 

vybrala čtyři příklady onemocnění, u kterých se sledují genové exprese a hladiny 

extracelulárních miRNA. U každého onemocnění zmíním jeho charakteristiku, současné 

metody, jak je toto onemocnění diagnostikováno, a možnosti využití extracelulárních miRNA 

pro neinvazivní diagnostiku a predikci onemocnění. V závěrečné kapitole Metodika se budu 

věnovat tomu, jakým způsobem lze získat miRNA ze vzorku periferní krve a jak je dále 

možné s miRNA pracovat.  

Při psaní této práce jsem pracovala téměř výhradně s primární literaturou. 

                                                 
1
 přímý odběr fetální krve z pupečníku 
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1 Extracelulární nukleové kyseliny 

Pro extracelulární nukleové kyseliny existuje několik termínů, například CNAs, cirkulující 

nukleové kyseliny, cirDNA, exDNA/exRNA, volné nukleové kyseliny a další. 

Extracelulární nukleové kyseliny jsou mimobuněčné nukleové kyseliny, které můžeme 

nalézt v plazmě a séru lidí (Mandel, Métais, 1948), u živočichů (Schütz et al, 2005) a u rostlin 

(Stroun, Anker, 1971). Jsou to volné DNA nebo RNA fragmenty o velikosti v rozmezí 

přibližně od 143 bp do více než 30 kB, což bylo prokázáno při několika elektronových 

mikroskopováních a sacharóza-gradient sedimentačních analýzách (Giacona et al, 1998; Lo 

et al, 2010). Koncentrace DNA v plasmě se u zdravých jedinců vyskytuje kolem hodnoty 21 

ng/ml (Cherepanova et al, 2008). 

Volné nukleové kyseliny byly zaznamenány kromě plasmy a séra také v mléce, moči, 

plodové vodě, lymfatických a peritoneálních tekutinách, v kostní dřeni, prostatické tekutině, 

žaludečních a žlučových šťávách, mozkomíšním moku, sputu a dokonce i ve stolici. 

1.1 Historie 

Griffith v roce 1928 jako první objevil transformace u bakterií. Při pokusech prokázal 

přenos patogenních vlastností od infekční bakterie, která byla tepelně zničena, na žijící 

nepatogenní kmen (Griffith, 1928). O několik let později Avery jednoznačně prokázal, že 

DNA je podstatou dědičnosti (Avery et al, 1944). V roce 1965 byly Gahanem a Chayenem 

detekovány cytoplasmatické deoxyribonukleové kyseliny (Gahan, Chayen, 1965). V  roce 

1977 Leon et al kvantifikovali zvýšenou hladinu plasmové a sérové DNA u pacientů 

s rakovinou (Leon et al, 1977). O dvacet let později Lo s kolegy prokázali přítomnost fetální 

DNA v plasmě a séru matky (Lo et al, 1997). 

1.2 Uvolňování nukleových kyselin 

1.2.1 Apoptóza 

Jedním ze způsobů uvolňování nukleových kyselin do extracelulárního prostoru je 

apoptóza (programovaná buněčná smrt). Apoptóza je také významným zdrojem 

extracelulárních nukleových kyselin při probíhajícím nádorovém bujení (Jahr et al, 2001). 

Vzhledem k tomu, že u dospělého člověka hyne denně 10
11

 buněk, množství uvolněné DNA 

by mělo být 0,6 g, ale některé chromatin degradační produkty jsou dále degradovány 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cherepanova%20AV%22%5BAuthor%5D
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a reutilizovány
2
 (Botezatu et al, 2000). Extracelulární nukleové kyseliny můžeme 

nalézt v apoptotických tělískách (Franěk, Dolníková, 1991). Apoptóza je také důležitým 

mechanismem při uvolňování fetálních nukleových kyselin do oběhu matky.  

Nejvýznamnějším zdrojem extracelulárních fetálních nukleových kyselin pro účely 

neinvazivní prenatální diagnostiky jsou apoptotická tělíska trofoblastu, která se dostávají do 

mateřské cirkulace (Ng et al, 2003). Za normálních fyziologických podmínek je v placentě 

udržován optimální počet fungujících buněk. Je udržována rovnováha mezi produkcí nových 

buněk a zánikem starých. Za odstraňování starých nebo poškozených buněk je zodpovědná 

apoptóza. Bylo zjištěno, že v placentě je výskyt apoptózy významně vyšší ve třetím trimestru 

než v prvním trimestru (Shynlova et al, 2006; Smith et al, 1997). Při apoptóze dochází ke 

zmenšování buňky, kondenzaci chromatinu a následně k fragmentaci buňky na apoptotická 

tělíska. Dochází též k fragmentaci DNA. Cirkulující fetální nukleové kyseliny představují 1-

2% celkového počtu cirkulujících nukleových kyselin. Cirkulující fetální DNA má velikost 

maximálně do 500 bp (Chan et al, 2004; Li Y. et al, 2004). V jedné studii se největší 

koncentrace fetální DNA vyskytovala v sekci o molekulové hmotnosti 100-300 bp, kde 

dosáhla hodnot 14,8 kopií/ml periferní krve matky. V sekci o molekulové hmotnosti 300-

500 bp bylo detekováno menší množství fetální DNA a v sekcích o molekulové hmotnosti 

500-700 bp, 700-900 bp a > 900 bp nebyla fetální DNA detekována (Hromadníková et al, 

2006). Další studie zjistila, že fetální DNA je kratší než maternální DNA (Fan et al, 2010). 

1.2.2 Nekróza 

Dalším způsobem, jak se dostávají nukleové kyseliny z buněk, je nekróza. Při nekróze se 

uvolňují do krevního řečiště nukleové kyseliny s vysokou molekulovou hmotností (větší než 

10 000 bp) (Jahr et al, 2001).  

1.2.3 Aktivní sekrece 

Aktivní sekrece je také jeden ze způsobů uvolňování extracelulárních nukleových kyselin 

(Stroun et al, 2001). Do aktivní sekrece je řazena sekrece exosomů. Exosomy jsou 

membránové vesikly o velikosti 50-110 nm (Gallo et al, 2012), které jsou sekretovány do 

extracelulárního prostoru většinou buněčných typů. Jako první byly objeveny exosomy 

uvolňované z nádorových buněk (Taylor, Doellgast, 1979; Trams et al, 1981). Později bylo 

prokázáno, že i jiné buňky, zahrnující retikulocyty (Johnstone et al, 1987), dendritické buňky 

(Zitvogel et al, 1998), B-buňky (Raposo et al, 1996), T-buňky (Peters et al, 1991), žírné 

buňky (Raposo et al, 1997), epiteliální buňky (van Niel et al, 2001) a neurony (Fauré et al, 

                                                 
2
 opětovné využití 
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2006), mohou uvolňovat exosomy.  Exosomy mohou obsahovat různé proteiny (Pisitkun et al, 

2004) a miRNA (Gallo et al, 2012; Michael et al, 2010). Exosomy je možné detekovat 

v různých tělních tekutinách, například v krvi (Gallo et al, 2012), slinách (Michael et al, 

2010), moči (Pisitkun et al, 2004), plodové vodě (Keller et al, 2007) a mateřském mléce 

(Admyre et al, 2007). 

1.3 Mechanismy odstraňování volných nukleových kyselin 

Nukleové kyseliny uvolňované z buňky, které můžeme detekovat, jsou ve formě 

apoptotických tělísek nebo exosomů, ostatní jsou okamžitě degradovány všudypřítomnými 

exonukleásami, a proto jsou téměř nedetekovatelné v krvi. 

Cirkulující DNA je rychle odstraněna z oběhu (Tsumita, Iwanaga, 1963). Nukleové 

kyseliny ve formě apoptotických tělísek jsou zachytávány retikulo-endoteliálním systémem 

(Chused et al, 1972). Mechanismy pro odstraňování cirkulující DNA z oběhu zahrnují 

plasmové nukleázy a jaterní a renální odklizení (clearanci) (Kawabata et al, 1995). 

Mechanismy vychytávání DNA eukaryotickými buňkami nejsou stále ještě pochopeny. 

Důležitou roli v odklízení dsDNA hrají jaterní makrofágy neboli Kupfferovy buňky 

(Hisazumi et al, 2003). Při jaterní likvidaci extracelulárních nukleových kyselin dochází 

k rychlejší eliminaci ssDNA než dsDNA (Emlen, Mannik, 1984). V případě renální clearance 

poslední údaje ukázaly přítomnost nádorově a fetálně odvozené DNA v moči pacientů 

s nádorovým onemocněním a u těhotných žen (Botezatu et al, 2000). Sekvence specifické pro 

muže mohou být nalezeny v moči žen, které podstoupily transfuzi krve od mužského dárce, 

stejně tak v moči žen, které nosí plod mužského pohlaví. K-ras mutace byly detekovány 

v moči pacientů s adenokarcinomem tlustého střeva a karcinomem slinivky břišní (Botezatu 

et al, 2000). Tyto výsledky naznačují, že plasmatická DNA může projít glomerulární bariérou 

a je vylučována močí. 

1.4 Využití extracelulárních nukleových kyselin 

Množství fragmentů extracelulárních nukleových kyselin a jejich velikost můžou být 

použity jako indikátory některých onemocnění. Výzkumy se zaměřily na extracelulární 

nukleové kyseliny a rakovinu, autoimunitní onemocnění, infekční onemocnění, na prenatální 

diagnostiku a další. O některých nemocech, u kterých se extracelulární nukleové kyseliny 

(konkrétně extracelulární mikroRNA) sledují, budu psát v samostatné kapitole. 

Přítomnost cirkulujících nukleových kyselin u zdravých jedinců a významné změny jejich 

koncentrace a distribuce v krvi nemocných jedinců naznačují, že extracelulární nukleové 

kyseliny mohou hrát důležité role v homeostázi mnohobuněčných organismů. 
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2 mikroRNA 

mikroRNA (miRNA) jsou nekódující jednořetězcové RNA o délce 18-25 nukleotidů. 

miRNA jsou regulátory genové exprese vyskytující se v rostlinných i živočišných buňkách 

(Kawasaki, Taira 2003). Databáze miRBase obsahuje 21 643 maturovaných miRNA (verze 

18, listopad 2011).  

2.1 Objev mikroRNA 

Victor Ambros se svými kolegy objevil miRNA v roce 1993 při studiu vývoje mutantních 

nematod Caenorhabditis elegans. Popsali gen lin-4, který je nezbytný pro časovou kontrolu 

různých postembryonálních vývojových událostí. Tento gen nekóduje protein, ale 22 

nukleotidů dlouhou RNA, která je schopná interagovat s mRNA genu lin-14 a reprimovat její 

translaci (Lee R. et al, 1993). miRNA byly objeveny později kvůli své délce, předpokládalo 

se, že to jsou pouze degradační produkty jiných RNA.  

Sekvence miRNA jsou napříč organismy vysoce konzervované. Například byla detekována  

let-7 RNA (dlouhá přibližně 21 nukleotidů) ve vzorcích celé řady živočišných druhů včetně 

obratlovců, hemichordat, měkkýšů a členovců, ale nebyla přítomna ve vzorcích RNA ze 

Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli nebo Arabidopsis  (Pasquinelli et al, 2000).  

miRNA mají důležité regulační funkce v procesech diferenciace, proliferace a apoptózy, 

a tím ovlivňují komplexní biologické systémy, jako jsou embryogeneze, onkogeneze 

a imunita. 

2.2 Biogeneze mikroRNA 

Geny pro savčí miRNA se mohou vyskytovat v intronech protein-kódujících genů nebo 

v dlouhých nekódujících RNA transkriptech, některé miRNA se překrývají s exony 

nekódujících RNA, v některých případech se nacházejí v buď intronech, nebo exonech 

v závislosti na alternativním sestřihu hostitelského přepisu (nazývají se „smíšené“ miRNA). 

miRNA se mohou být klasifikovány jako exonové miRNA (odvozené z exonů) a intronové 

miRNA (odvozené z intronů) (Rodriguez et al, 2004).  

Při northern blot analýze mohou být detekovány RNA přibližně 70 nukleotidů (nt) dlouhé 

stejně jako 22 nt dlouhé. Bylo zjištěno, že tyto 70 nt dlouhé RNA jsou prekurzory 22 nt 

dlouhých miRNA (Grishok et al, 2001; Lee R. et al, 1993; Pasquinelli et al, 2000). Tímto se 

dostáváme k biogenezi miRNA. miRNA geny jsou transkribovány RNA polymerázou II 

generující primární transkript. Primární prekurzory miRNA (pri-miRNA) jsou delší než 70 nt 

dlouhé pre-miRNA. pri-miRNA mohou být polycistronní (např. miR-23∼27∼24-2) 
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a monocystronní (např. miR-30a). Výsledkem prvního kroku procesu (STEP 1) vykonaného 

jadernou RNasou III Drosha v komplexu s DGCR8/Pasha je pre-miRNA dlouhá přibližně 70 

nt, která je rozpoznána a exportována z jádra komplexem Exportin5/RanGTP. Po exportu se 

cytoplasmatická RNasa III Dicer a protein TRBP podílí na druhém kroku procesu (STEP 2), 

který produkuje maturované miRNA. Jeden řetězec miRNA je degradován, na druhý je 

navázán RISC, miRNA se tak stává zralou. Finální produkt může fungovat v různých 

regulačních drahách, jako je kontrola translace některých 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 

 

 

Charakteristické RNA umlčovací efektorové komplexy obsahují alespoň jeden protein 

z agronautové rodiny (Hammond et al, 2001; Hutvágner, Zamore, 2002; Tabara et al, 1999). 

Pokud se na RISC naváže Ago2 protein z  agronautové rodiny, nikoliv Ago1, Ago3, nebo 

Ago4, dochází ke štěpení cílové mRNA (Meister et al, 2004). 
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Interakce s cílovou mRNA je umožněna na základě komplementárního párování bází mezi 

zralou miRNA a 3´UTR (3´-untranslated region) mRNA (Lee L. et al, 1993; Wightman et al, 

1993). 

2.3 S těhotenstvím asociované mikroRNA 

Některé studie prokázaly, že některé miRNA exprimované v placentách žen (miR-141, 

miR-149, miR-299-5p, miR-135b, miR-517a) je možné detekovat během těhotenství 

v mateřské plasmě, a že jejich koncentrace po porodu klesají (Chim et al, 2008, Luo et al, 

2009). Plasmatická koncentrace miR-141 rostla s postupujícím těhotenstvím až do třetího 

trimestru (Chim et al, 2008). Z databáze miRNAMap bylo zjištěno, že placentárně specifická 

z těchto miRNA je pouze miR-517a (též miR-517*) a že ostatní mikroRNA jsou exprimovány 

v celé řadě tkání, a tak nejsou vhodné pro sledování průběhu těhotenství (Hromadníková et al, 

2010). Další miRNA, které můžeme nalézt v mateřské cirkulaci, budu zmiňovat 

u jednotlivých onemocnění, u kterých se tyto miRNA sledují. 

 

3 Onemocnění 

V této kapitole se budu věnovat nemocem, u kterých se zkoumají genová exprese 

a extracelulární hladiny mikroRNA. 

3.1 Preeklampsie 

První zmínku o tomto onemocnění jsem našla z roku 1914. V článku se popisuje případ 

jedné prvorodičky, u níž byly pozorovány tyto příznaky: zvracení, průjem, rozostřené vidění, 

žloutenka, otok, zrychlený pulz. Moč této ženy obsahovala krev a vysoké množství albuminů. 

Po císařském řezu došlo k mimořádně rychlému zlepšení zdravotního stavu pacientky, druhý 

den odezněla žloutenka a otok a ustalo zvracení. V moči bylo nalezeno mnohem menší 

množství albuminů a žádná krev. Zrak byl do značné míry obnoven. Z textu dále vyplývá, že 

preeklampsií trpí převážně prvorodičky a starší rodičky (Bonney, 1914).  

Preeklampsie je známým těhotenským syndromem, který je charakterizován hypertenzí, 

proteinurií a případně edémy po 20. týdnu gravidity. Je to porucha, která postihuje minimálně 

5% všech těhotenství z celého světa a patří mezi hlavní příčiny mateřské a perinatální 

morbidity a mortality (Driul et al, 2004). Příčinou preeklampsie je nedostatečná invaze 

trofoblastu do děložních spirálních artérií a jejich remodelace, proto je průsvit cév 

v myometriu úzký. V důsledku toho dochází ke snížení uteroplacentární perfuze (Abe et al, 

2008; Peng et al, 2008; Zhou et al, 1993). Příčinou preeklampsie je tedy přítomnost 

http://genesdev.cshlp.org/content/18/2/132.long#ref-26
http://genesdev.cshlp.org/content/18/2/132.long#ref-26
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patologicky fungující placenty, protože jedinou léčbou je porod placenty, po kterém 

symptomy rychle ustupují. Bylo zjištěno, že preeklampsie je asociována se změnami exprese 

placentárně specifických mikroRNA (Pineles et al, 2007). 

Retrospektivní analýza souboru porodů v letech 1967-1998 podle centrálního registru 

v Norsku ukázala, že preeklampsie vznikla  u 3,9% prvních těhotenství, v 1,7% při druhém 

těhotenství a v 1,8% při třetím těhotenství, pokud měla žena téhož partnera (Skjaerven et al, 

2002). Riziko ve druhém a třetím těhotenství bylo přímo úměrné časovému intervalu, který 

uběhl mezi nimi, viz Figure 2. Pokud žena porodila další dítě až po 10 letech od předchozího 

těhotenství, bylo riziko rozvoje preeklampsie stejné jako u nullipar
3
 (Skjaerven et al, 2002). 

Pokud žena změnila partnera, bylo riziko preeklampsie zvýšeno, i když opět rozhodoval 

interval mezi oběma posledními těhotenstvími (Skjaerven et al, 2002). Statistické zpracování 

poukazuje na to, že protektivní účinek předchozího těhotenství na snížení rizika vzniku 

preeklampsie je přechodný. Změna partnera nehraje při srovnatelných intervalech mezi 

těhotenstvími pravděpodobně roli (Skjaerven et al, 2002). 

 

Figure 2 

 

 

                                                 
3
 žena, která dosud nerodila 
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Pravděpodobnost vzniku preeklampsie je častější u žen, jejichž matky měly preeklampsii 

(Arngrimsson et al, 1990; Cincotta, Brennecke, 1998; Mogren et al, 1999; Sutherland et al, 

1981). Pravděpodobnost vzniku preeklampsie je také častější u žen, které mají partnera, jehož 

matka měla preeklampsii. Z toho vyplývá, že genotyp plodu přispívá k celkovému riziku 

vzniku preeklampsie (Esplin et al, 2001). 

Mezi možné predispoziční faktory patří výrazná hyperkoagulace (Lindoff et al, 1997), 

genetický polymorfismus ovládající hemokoagulaci, vazba na gen angiotenzinogenu (Ward 

et al, 1993) a hypertenze v těhotenství. U žen, které mají před 20. týdnem těhotenství 

systolický krevní tlak vyšší než 130 mm Hg, vznikne preeklampsie častěji. I u těhotných žen, 

které měly hypertenzi před těhotenstvím, je pravděpodobnější vznik preeklampsie. Zvýšené 

riziko je také u žen, které měly preeklampsii v předchozím těhotenství. Dalším 

predispozičním faktorem je obezita. Dvojčata také navyšují riziko vzniku onemocnění 

(Odegard et al, 2000). Těhotné kuřačky mají nižší riziko vzniku preeklampsie (Marcoux et al, 

1989). Diabetes mellitus je také rizikovým faktorem vzniku preeklampsie. Dalším 

předpokladem pro vznik preeklampsie je nedostatek některých významných látek, například 

nedostatek kalcia, zinku, vitaminu C a E a n-3 esenciálních mastných kyselin (Pipkin, 2001 – 

review). 

3.1.1 Diagnostika preeklampsie 

Placentární protein 13 (PP-13) je prvotrimestrálním markerem pro pozdější výskyt 

preeklampsie a intrauterinní růstové retardace (IUGR). PP-13 patří do rodiny galektinů 

(Visegrady et al, 2001), je to 32kD velký homodimer s disulfidickými můstky spojujícími obě 

podjednotky dohromady (Bohn et al, 1983). PP-13 je lokalizován na chromozomu 19. 

Purifikací PP-13, naklonováním a expresí jeho cDNA v Escherichia coli byly vytvořeny 

specifické protilátky. To vedlo k vytvoření čistých (PP-13-B) a rekombinantních (PP-13-R) 

proteinů interagujících s monoklonálními protilátkami (MAbs) pro detekci těhotenských 

komplikací. Abnormální hladina PP-13 koreluje s preeklampsií a intrauterinní růstovou 

retardací (IUGR). Při normálním těhotenství je v séru těhotných žen hladina PP-13 vyšší 

ve třetím trimestru než v prvním trimestru. Průměrná hladina PP-13 v séru těhotných žen se 

pomalu zvyšuje ze 150 pg/ml v gestačním týdnu (GW) 6-10, přes 170 pg/ml v GW 11-14, až 

na 300 pg/ml ve třetím trimestru (GW 34-38). Hladiny PP-13 zjištěné v plodové vodě jsou 

přibližně dvakrát tak vyšší než ve vzorku mateřského séra. Při patologickém těhotenství byly 

v prvním trimestru zjištěny nižší hladiny PP-13 v séru oproti normálnímu těhotenství, viz 

Tabulka 1 a Figure 3. Rozdíly jsou významné pro časný vývoj preeklampsie před GW 34. Ve 
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druhém trimestru jsou hladiny PP-13 naopak vyšší než u normálního těhotenství (Burger et al, 

2004; Nicolaides et al, 2006).  

 

Tabulka 1 

 

Detekce rizikových pacientek v prvním trimestru má umožnit dispenzarizaci
4
 pacientek 

v prenálních centrech, kde je jim nabídnuta specializovaná léčba (časté monitorování 

krevního tlaku, monitorování těhotenství, zvýšená péče lékaře, atd.). Ženy, které jsou 

označeny za vysoce rizikové, mohou užívat nízké dávky aspirinu (kyseliny acetylsalicylové, 

blokátoru tromboxanu) (Sibai et al, 1993). 

 

Figure 3 

 

                                                 
4
 aktivní sledování či dohled nad osobou, která má určitý rizikový faktor 
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Další význam pro diagnostiku a predikci preeklampsie by mohly mít placentárně 

specifické mikroRNA přítomné v mateřské cirkulaci (Hromadníková et al, 2010; Kotlabová 

et al, 2011). Při srovnání exprese mikroRNA v placentách žen postižených preeklampsií 

s kontrolní skupinou byla pozorována rozdílná exprese u 34 miRNA, z nichž u preeklampsie 

mělo 11 zvýšenou expresi (up-regulované) a 23 sníženou expresi (down-regulované) (Zhu 

et al, 2009). Podle databáze miRNAMap bylo ověřeno, že z 11 up-regulovaných miRNA 

u preeklampsie, jsou pouze 3 nalezené miRNA placentárně specifické (miR-517*, miR-518b, 

miR-519e) (Hromadníková et al, 2010). Geny pro tyto tři miRNA jsou lokalizovány na 

chromozomu 19. Další studie potvrdila zvýšenou expresi dvou miRNA (miR-182 a miR-210) 

v placentách žen postižených preeklampsií ze 157 studovaných miRNA, z nichž ani jedna 

není placentárně specifická (Pineles et al, 2007). Do jiné studie byly zahrnuty miR-135b, 

miR-517a, miR-518b a dále všechny mikroRNA, které byly podle databáze miRNAMap 

placentárně specifické (Hromadníková et al, 2010). Ze souboru testovaných mikroRNA byly 

vyřazeny mikroRNA, které nebyly detekovány v mateřské cirkulaci v průběhu těhotenství, 

a také mikroRNA, které byly detekovány v krvi zdravých žen bez známek těhotenství 

(například miR-519e, která je zmíněna výše). Na základě studií bylo vybráno 7 mikroRNA 

(miR-516-5p, miR-517*, miR-518b, miR-520a*, miR-520h, miR-525, miR-526a) pro další 

sledování přítomnosti placentárně specifických mikroRNA v mateřské cirkulaci v průběhu 

gravidity a pro diferenciaci mezi fyziologickým a patologickým průběhem gravidity ve 

stejném gestačním stáří (Hromadníková et al, 2010; Kotlabová et al, 2011; Hromadníková et 

al, 2012). 

3.2 Růstová retardace plodu 

Nitroděložní prostředí nemá vliv pouze na správný růst a vývoj plodu, ale také na riziko 

vzniku onemocnění v pozdějším životě. Omezený růst plodu lze biologicky charakterizovat 

jako selhání plodu ve splnění jeho růstového potenciálu, tedy je pod 5. nebo 10. percentilem 

normálního rozptylu pro příslušný týden těhotenství. Růstová retardace plodu představuje 

jednu z hlavních příčin perinatální morbidity a mortality (Lubchenco et al, 1963). 

Intrauterinní růstová retardace v rozmezí porodní váhy 501-1500 g je spojena se zvýšeným 

rizikem smrti novorozence, nekrotizující enterokolitidy a syndromu dechové tísně (Bernstein 

et al, 2000).  

Příčiny růstové retardace mohou být mateřské, například závažnější choroby matky jako 

hypertenze a další (Srinivas et al, 2009), dále pak nízký příjem energie (poruchy výživy – 

mentální anorexie, bulimie) (Lagiou et al, 2004), kouření (Dejmek et al, 2002) a další, příčiny 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lagiou%20P%22%5BAuthor%5D
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růstové retardace mohou být i placentární, například špatná placentace, porucha tvorby 

placenty, preeklampsie (Teasdale, 1984). Růstová retardace je také spojena s vrozenými 

vývojovými vadami (Chen et al, 1974; Khoury et al, 1988). 

Ve své studii publikované v roce 2011 se Maccani et al zaměřili na 6 kandidátních 

miRNA, u kterých již dříve bylo zjištěno, že se exprimují v placentě a vážou se na cílové 

geny, které jsou důležité v regulaci klíčových buněčných procesů – 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 těchto kandidátních genů na 107 vzorcích lidských placent. Z analýzy 

vyplývá, že dvě ze zkoumaných miRNA souvisí s růstem plodu. Snížená exprese miR-16 

a miR-21 významně souvisí s růstovou retardací plodu (Maccani et al, 2011). miR-21 je též 

asociována s řadou nádorových onemocnění, kde je naopak více exprimována (Asangani et al, 

2008; Chan et al, 2005; Iorio et al, 2005; Iorio et al, 2007; Meng et al, 2006; Meng et al, 

2007; Roldo et al, 2006). Dále bylo prokázáno, že i miR-16 se v řadě linií nádorových buněk 

podílí na indukci apoptózy a regulaci buněčného cyklu (Calin et al, 2008; Cimmino et al, 

2005; Chen et al, 2008; Linsley et al, 2007). V různých buněčných typech má miR-16 

rozdílné funkce (Kaddar et al, 2009). 

S růstovou retardací plodu souvisí kouření matek během těhotenství (Dejmek et al, 2002; 

Esposito et al, 2008). Expozice tabákovému kouři v průběhu těhotenství („pasivní kouření“) 

může být téměř stejně škodlivá, jako primární expozice při aktivním kouření matek (Dejmek 

et al, 2002). Vystavení jedovatým látkám in utero, například těm, které byly nalezeny 

v cigaretovém kouři, je spojeno se zvýšenou placentární disfunkcí a se snížením placentární 

funkce. Je to způsobeno tím, že i nízké dávky expozice tabákovému kouři během těhotenství 

způsobují významnou deregulaci transkripce v placentárních a fetálních buňkách (Votavova 

et al, 2012). Pokud matky kouří cigarety během těhotenství, dochází k down-regulaci miR-16, 

miR-21 a miR-146a v placentě. V této studii byla také zkoumána miR-182, u které ale down-

regulace nebyla prokázána (Maccani et al, 2010), viz Figure 4.  

Maccani s kolegy navrhli, že cílovými sekvencemi miR-21 jsou geny PLAG1 

(Pleomorphic adenoma gene 1) a SATB1 (Special AT-rich sequence-binding protein 1). Oba 

tyto geny jsou transkripčními faktory podílejícími se na tkáňově specifické kontrole 

buněčného cyklu a buněčné proliferace. Down-regulace miR-21 způsobená pasivním 

kouřením může vést k nadprodukci PLAG1 a SATB1 bílkovin (Maccani et al, 2010). Toto 

bych zmínila pouze na okraj jako příklad, jelikož signalizační dráhy vedoucí k regulaci 
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buněčného cyklu a proliferace jsou velmi komplexní a zde není prostor pro jejich podrobný 

popis.  

Shrnutí na závěr: potlačením exprese těchto miRNA (miR-16, miR-21 a miR-146a) 

dochází k up-regulaci některých jejich cílových sekvencí, což může mít vliv na regulaci 

buněčného cyklu, imunomodulaci, růst a vývoj placenty. Změny placenty mohou mít další 

vliv na vývoj plodu.  

Figure 4 

 

 

3.2.1 Diagnostika růstové retardace plodu 

V předchozí části jsem se věnovala expresi miRNA v placentě, jejím změnám a roli 

v růstové retardaci plodu. V tomto oddíle bych se chtěla věnovat možnosti diagnostikovat 

růstovou retardaci plodu podle úrovně miRNA v plasmě těhotných žen. 

Mouillet et al se ve své práci zaměřili na sledování relativních hladin cirkulujících miRNA 

pocházejících z placentárních buněk trofoblastu a souvisejících s hypoxií plodu. Nepodařilo 

se jim prokázat významné rozdíly v relativních hladinách individuálních miRNA, ale pokud 

miRNA považovali za skupinu, zjistili, že úrovně relativních hladin všech zkoumaných druhů 

miRNA byly zvýšeny v plazmě žen s těhotenstvím komplikovaným růstovou retardací plodu 

v porovnání s normálním těhotenstvím. Dále také zjistili, že celkové relativní hladiny miRNA 
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v placentě byly nižší než v těhotenství bez komplikací (Mouillet et al, 2010). To potvrzuje 

studie i Maccaniho et al (Maccani et al, 2010).  

Existuje vztah mezi nárůstem miRNA v plazmě a poklesem miRNA v placentě žen 

s těhotenstvím komplikovaným růstovou retardací plodu (Mouillet et al, 2010), viz Figure 5. 

 

Figure 5 

 

3.3 Gestační diabetes mellitus (GDM) 

Gestační diabetes mellitus (GDM) je definován jako jakýkoli stupeň glukózové intolerace 

s nástupem, nebo prvním rozpoznáním během těhotenství (Reynolds, Hunt, 1981 - review). 

Toto onemocnění postihuje přibližně 7% všech těhotenství. Prevalence se může pohybovat 

v rozmezí 1-14% všech těhotenství v závislosti na studované populaci a použitých 

diagnostických testech (American Diabetes Association, 2004). Přítomnost hyperglykémie 

může být spojena se zvýšeným rizikem nitroděložní smrti plodu během posledních 4-8 týdnů 

těhotenství. Přestože nekomplikovaný GDM s méně závažnou hyperglykémií není spojen se 

zvýšenou perinatální úmrtností, GDM bez ohledu na závažnost zvyšuje riziko vzniku 

makrosomie
5
 plodu (Boulet et al, 2003). GDM je spojen se zvýšenou frekvencí hypertenzního 

onemocnění u matky a nutností císařského řezu (HAPO Study Cooperative Research Group et 

al, 2008; Jang, 1997; Johns et al, 2006;). Ženy s GDM mají zvýšené riziko diabetu po 

těhotenství (Konarzewska, Wójcikowski, 2004). Děti žen s GDM mají zvýšené riziko obezity, 

nesnášenlivosti glukózy a vzniku diabetu v pozdní adolescenci. 

Hodnocení rizika vzniku GDM by mělo být provedeno při první prenatální návštěvě. Věk 

nižší než 25 let, normální hmotnost před otěhotněním, příslušnost k etnické skupině s nízkou 

                                                 
5
 zvětšení celého těla, či jednotlivých orgánů plodu 

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=%22Konarzewska%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22W%C3%B3jcikowski%20C%22%5BAuthor%5D
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prevalencí GDM, žádná známka diabetu u nejbližších příbuzných a žádná historie abnormální 

glukózové tolerance patří mezi nízko-rizikové faktory. Naopak mezi rizikové faktory GDM se 

řadí obezita, osobní historie GDM, glykosurie
6
 a silná rodinná anamnéza diabetu. U všech žen 

se v těhotenství (ve 24.-28. týdnu) provádí test glukózové tolerance (American Diabetes 

Association, 2004).  

3.3.1 Diagnostika GDM 

Plasmatická hladina glukózy nalačno > 126 ml/dl (7,0 mmol/l) nebo příležitostná hladina 

glukózy v plazmě > 200 ml/dl (11,1 mmol/l) splňují práh pro stanovení diagnózy diabetu. 

Pokud není zjištěn tento stupeň hyperglykémie, tak se provádí hodnocení GDM u žen 

s průměrnými nebo vysoce-rizikovými vlastnostmi jedním ze dvou přístupů (American 

Diabetes Association, 2004).  

Jedno-krokový přístup je diagnostický orální glukózový toleranční test (OGTT) bez 

předchozího plasmového nebo sérového screeningu glukózy. Tento test může být nákladově 

efektivní u vysoce rizikových pacientů nebo populace (American Diabetes Association, 

2004).  

Druhý přístup je dvou-krokový. Nejprve se provádí screening pomocí měření koncentrace 

glukózy v plazmě nebo séru jednu hodinu po orálním podání 50 g glukózy (glucose challenge 

test, GCT), dále se provede diagnostický OGTT u žen, které překročily prahovou hodnotu 

v GCT (American Diabetes Association, 2004).  

GDM je obvykle diagnostikováno na konci druhého trimestru nebo na počátku třetího 

trimestru. Screening na bázi séra na GDM se obvykle začíná mezi 24.-28. týdnem těhotenství, 

nicméně užívaný dvou-krokový přístup nemůže být dokončen před 32. týdnem těhotenství 

(American Diabetes Association, 2004). Detekce žen s vyšším rizikem GDM na počátku 

těhotenství je požadovaným cílem, protože zásahy, jako je stravování, léčba a cvičení, by 

mohly být aplikovány dříve, což by mělo pozitivní vliv na matku i dítě. 

mikroRNA jsou nutné pro vývoj pankreatu a regulaci glukózou stimulované sekrece 

inzulinu (Lynn et al, 2007; Plaisance et al, 2006; Poy et al, 2004). Bylo zjištěno, že miRNA 

jsou zapojeny do patogeneze diabetu, a že řada miRNA se jinak exprimuje v β-buňkách 

slinivky břišní (Ouaamari et al, 2008), játrech (Zhao et al, 2009), tukové tkáni (Zhao et al, 

2009) a v kosterních svalech (Huang et al, 2009) zvířecích modelů 1. nebo 2. typu diabetu. Po 

objevení miRNA v lidském séru, se Zhao et al začali zabývat myšlenkou, že by sérové 

                                                 
6
 přítomnost cukru (glukózy) v moči 
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miRNA mohly sloužit jako kandidátní biomarkery pro relativně brzkou predikci GDM 

v těhotenství.  

V jejich studii měly případy a kontroly dobrou shodu ve věku, BMI, gestačním týdnu 

a graviditě. Byly objeveny tři mikroRNA (miR-132, miR-29a a miR-222), které měly 

signifikantně odlišnou expresi u žen s GDM ve srovnání s kontrolami (Zhao et al, 2011). 

Insulinem indukovaný gen 1 (Insig1) byl prokázán jako cílový gen pro miR-29a. Krapivner 

et al prezentovali, že Insig1 hraje roli v homeostázi glukózy a že akce Insig1 souvisí se sterol 

regulačními vazebnými proteiny (SREBP). Insig1 je blokátorem proteolytické aktivace 

SREBPs, které ovlivňují geny regulující cholesterol a metabolismus mastných kyselin 

a nejspíš i geny podílející se na homeostázi glukózy, protože cílovým genem SREBPs je 

fospfenolpyruvat karboxy kináza 2 (PCK2). Tím dochází ke zprostředkované regulaci PCK2, 

což je klíčový enzym v glykolýze a glukoneogenezi (Krapivner et al, 2007). Dále byl 

zkoumán vztah mezi expresí Insig1 a expresí miR-29a a následně změna exprese PCK2 (He et 

al, 2007). Zhao et al provedli pokus v HepG2 buňkách (buněčná linie lidského karcinomu 

jater) a zjistili, že exprese miR-29a významně poklesla, pokud byly tyto buňky 

transfektovány
7
 anti-miR-29a (miRNA inhibitor sekvenčně specifický a chemicky upravený 

pro přesné zacílení a vyřazení individuální miRNA molekuly, též označovaný jako hsa-mir-

29a (Gene-pharma)) ve srovnání s buňkami, které byly transfektovány anti-miR-neg, 

viz Figure 6. To mělo vliv na expresi Insig1 proteinu v HepG2 buněčné linii, došlo ke zvýšení 

exprese Insig1, když byla miR-29a down-regulována. Buňky s down-regulovanou miR-29a 

měly také významně zvýšenou expresi mRNA pro PCK2 (Zhao et al, 2011), viz Figure 7. 

Figure 6 

 

                                                 
7
 infikování hostitelské buňky nukleovou kyselinou bez proteinového obalu 
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Figure 7 

 

Exprese miR-29a v séru poklesla ještě před zvýšením sérové glukózy (Zhao et al, 2011). 

↓ miR-29a  ↑ Insig1↓aktivaceSREBP  ↑ PCK2  ↑ glukózy v séru  GDM 

Závěrem bych chtěla říct, že miR-29a je tedy negativním regulátorem množství glukózy 

v séru. 

Biologické funkce miR-222 a miR-132 v GDM nejsou dosud jasné (Zhao et al, 2011). 

Pokud to shrnu, bylo ukázáno, že exprese miRNA (miR-29a, miR-222, miR-132) byly 

rozdílně vyjádřeny u žen s GDM a kontrol. Klinické použití těchto mikroRNA v predikci 

GDM ještě vyžaduje další výzkum a optimalizaci. 

3.4 Rakovina prsu 

Rakovina prsu je nejčastější příčinou úmrtí na rakovinu u žen po celém světě. Příčiny 

onemocnění jsou jak genetické, tak enviromentální. Celosvětově se odhaduje, že každý rok je 

diagnostikována rakovina prsu více než jednomu milionu žen a více než 410 tisíc zemře na 

tuto nemoc (Coughlin, Ekwueme, 2009 – review). Lepší diagnostické přístupy jsou nezbytně 

nutné pro včasné odhalení případů rakoviny prsu, tím by se výrazně zvýšila míra přežití 

pacientek. 

3.4.1 Diagnostika rakoviny prsu 

V současné době mezi diagnostické nástroje patří mammograf, nicméně tento přístroj má 

své limitace, včetně používání ionizujícího záření a míry falešní pozitivity v rozmezí 8-10% 

(Taplin et al, 2008). 

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
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Výzkum se zaměřil na hledání citlivého, specifického a co nejméně invazivního 

biomarkeru, který by bylo možné použít k detekci časných nádorových změn a tím usnadnit 

detekci rakoviny prsu v raném stádiu. Bylo by dobré, kdyby se tento marker dal také využít ke 

sledování odpovědi pacientek na léčbu. Heneghan et al se ve své studii jako první zaměřili na 

cirkulující miRNA u pacientek s rakovinou prsu a zjistili, že genové exprese miR-195 a let-7a 

jsou signifikantně vyšší v krvi pacientek s rakovinou prsu v porovnání se zdravými 

kontrolami, viz Tabulka 2 a Figure 8. Z grafu také vyplývá, že dva týdny po resekci tumoru 

došlo ke snížení genové exprese miR-195 a let-7a na úroveň, která se vyskytuje u zdravých 

kontrol. Pacientky s rakovinou prsu od kontrol bylo možné odlišit s vysokou specifitou 

a senzitivitou. Tato studie je také první, která pro detekci a kvantifikaci miRNA upřednostnila 

plnoperiferní krev před plasmou nebo sérem, vzorky krve pacientů a kontrolních osob byly 

srovnatelné v úrovních bílých krvinek, hemoglobinu, hematokritu. V této studii dále 

zaznamenali značný nárůst genové exprese miR-195 u metastatizující rakoviny prsu 

v porovnání s raným stádiem rakoviny (Heneghan et al, 2010).  

V navazující studii Heneghan et al zjistili, že zvýšená genová exprese miR-195 je 

specifická pro rakovinu prsu a lze tak rozlišit rakovinu prsu od dalších druhů rakovin a od 

kontrol se senzitivitou 88% a specifitou 91% (Heneghan et al, 2010). 

Jiná skupina publikovala, že miR-21, miR-106, miR-155 měly v séru u pacientek 

s rakovinou prsu zvýšenou relativní expresi v porovnání se zdravými kontrolami a miR-126, 

miR-199a, miR-335 měly sníženou expresi v séru u pacientek s rakovinou prsu ve srovnání 

s kontrolami. V téže studii bylo také prokázáno, že relativní exprese miRNA je úzce spjata 

s klinickopatologickými rysy rakoviny prsu, jako je histologický stupeň nádoru a exprese 

receptorů pohlavních hormonů, viz Figure 9 (Wang et al, 2010). 

 

Tabulka 2 
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Figure 8 

 

Figure 9 

  

 

Byly provedeny další studie, které byly zaměřeny na různé miRNA. Zde bych vzhledem 

k omezenému rozsahu práce uvedla pouze závěry, ke kterým se výzkumné skupiny 

dopracovaly. Byly zaznamenány odlišné 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 srovnání se zdravými 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 Odběr krve 

Pro účely neinvazivní prenatální diagnostiky jsou odebírány vzorky periférní krve matky 

(10-12 ml) do zkumavek obsahujících EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctová). Tímto 

dochází k vyvazování vápníku a krev se tak stává nesrážlivou (Hromadníková et al, 2006; 

Chim et al, 2008). 

4.2 Separace plasmy z nesrážlivé periferní krve 

Pro účely neinvazivní prenatální diagnostiky se používá plasma i sérum. Zde budu 

demonstrovat separaci plasmy z nesrážlivé periferní krve matky, která se získává odběrem 

krve do zkumavek EDTA. Separace plasmy se provádí centrifugací vzorků mateřské krve, 

krev se centrifuguje dvakrát (Chim et al, 2008). Nejlepších výsledků je dosahováno při menší 

odstředivé síle (přibližně 1 200-1 600g), jelikož při použití větší odstředivé síly klesá celkové 

množství nukleových kyselin, včetně fetálních.  

4.3 Izolace miRNA z plazmy 

Nejprve se extrahuje celková RNA pomocí Trizol LS. miRNA izolační kit slouží 

k obohacení krátkých miRNA z celkové RNA. DNA kontaminace se odstraní pomocí 

DNasa I (Chim et al, 2008).  

4.4 Polymerázová řetězcová reakce 

4.4.1 Historie: 

miRNA profilace je důležitým nástrojem pro identifikaci rozdílné exprese miRNA 

v normálních a patofyziologických procesech. 

Používaly se tři techniky k detekci a kvantifikaci miRNA, klonování, hybridizace se 

selektivními sondami a polymerázová řetězcová reakce (PCR). 

Klonovací strategie identifikovala v počátcích velké množství miRNA a ukázala, že se 

miRNA vyskytují u mnoha druhů, jak rostlinných, tak živočišných (Lagos-Quintana et al, 

2001). Klonovací metoda však není vhodná pro rozsáhlé detekce stovek miRNA, z tohoto 

hlediska je časově náročná a nepraktická. Byly používány i další metody, které se ale ukázaly 

pro amplifikaci miRNA nevhodné. Tímto se dostáváme k PCR. Techniky založené na PCR 

jsou schopné detekovat malý počet kopií jednotlivých miRNA s vysokou citlivostí 

a specifičností. 

4.4.2 Reverzně-transkripční polymerázová řetězcová reakce 

Reverzně-transkripční polymerázová řetězcová reakce (RT-PCR) je kombinací reversní 

transkripce a PCR. Může profilovat expresi miRNA pouze na nanogramech celkové RNA 
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nebo dokonce na jedné buňce (Chen C. et al, 2005; Tang et al, 2006). RT-PCR je metoda, 

která nejprve přepíše miRNA do cDNA (komplementární) a poté tuto cDNA amplifikuje 

pomocí PCR. K přepisu miRNA do cDNA jsou použity reverzní transkriptázy (RNA 

dependentní DNA polymerázy). V současné době kvantitativní RT-PCR užívající array 

metodu (qPCR-array) mohou kombinovat vysokou specifitu RT-PCR s možností profilovat 

velké množství miRNA v jednom experimentu (Mestdagh et al, 2008). 

V pokusu, který provedl Chim et al, byla použita ke kvantifikaci miRNA kvantitativní RT-

PCR analýza v reálném čase. Použili TaqMan MicroRNA Assay, u kterého byla prokázána 

vysoká specifita k určité miRNA, ale ne pro její delší prekurzory nebo jiné vysoce homologní 

miRNA, které se v sekvenci liší v jediném nukleotidu. Chen et al navrhli nové schéma RT-

PCR v reálném čase pro kvantifikaci miRNA, viz Figure 10. Zahrnuje dva kroky: reverzní 

transkripci a PCR v reálném čase (viz kapitola 4.4.3 PCR v reálném čase). V prvním kroku je 

vlásenkový RT primer hybridizován k miRNA molekule a pak je reverzně transkribován 

s MultiScribe reverzní transkriptázou. Dále je produkt reverzní transkripce kvantifikován 

pomocí TaqMan PCR v reálném čase (Chen C. et al, 2005; Chim et al, 2008).  

4.4.3 PCR v reálném čase 

Název PCR v reálném čase plně odpovídá, jelikož tato metoda umožňuje sledovat 

kvantifikaci cDNA (cDNA komplementární k dané miRNA vznikla v procesu reverzní 

transkripce) monitorováním fluorescence emitované v průběhu polymerázové řetězcové 

reakce (indikátoru amplifikace požadované cDNA) v každém cyklu. Pro záznam amplifikace 

se využívají detekční sondy. Sondy se váží specificky nebo nespecificky na amplifikovanou 

cDNA. 

Nespecifické sondy mají větší riziko falešně pozitivních signálů při tvorbě nespecifických 

vazeb, proto se při zjišťování hladin cDNA v prenatální diagnostice nevyužívají. 

V předchozím oddílu jsem zmiňovala TaqMan sondy. TaqMan sondy patří mezi sondy tvořící 

specifickou vazbu s cílovou sekvencí. Testování pomocí TaqMan je založeno na 5´ 

nukleázové aktivitě Taq polymerázy, která rozštěpí a nahradí oligonukleotidovou sondu 

hybridizovanou s cílovou molekulou cDNA (Holland et al, 1991). TaqMan sonda obsahuje na 

svém 5´ konci fluorescenční barvu, která je označována jako „reportér“, a na svém 3´ konci 

fluorescenční barvu označovanou jako „quencher“ (zhášeč). Pokud není sonda rozštěpena, 

quencher inhibuje fluorescenční signál reportéru. Po rozštěpení sondy se reportér odštěpí od 

zhášeče, nedochází tak k redukci fluorescence reportéru a fluorescence je umožněna (Heid et 

al, 1996; Lee L. G. et al, 1993), viz Figure 11. 
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Pro absolutní kvantifikaci hladin nukleových kyselin, případně miRNA, je nutné vytvořit 

standardní křivku DNA o známé koncentraci. Pro relativní kvantifikaci se nejčastěji využívá 

komparativní Ct metody (Livak, Schmittgen, 2001). 

 

Figure 10 

 

 

Figure 11 
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Závěr 

Po objevení extracelulárních mikroRNA se začalo přemýšlet nad jejich využitím 

v diagnostice a predikci těhotenských komplikací a nádorového bujení. S postupem času se 

hledají mikroRNA specifické pro určité tkáně, aby byly patologie s nimi spojené 

diagnostikovány co nejpřesněji.  

Pro diferenciaci mezi fyziologickým a patologickým průběhem gravidity bylo vybráno 

7 mikroRNA (miR-516-5p, miR-517*, miR-518b, miR-520a*, miR-520h, miR-525, miR-

526a), které by v dalších studiích mohly prokázat význam v diagnostice a predikci jedné 

z nejzávažnějších těhotenských komplikací, preeklampsii. 

Ve výzkumu zabývajícím se těhotenstvím komplikovaným růstovou retardací se dosud 

nepodařilo prokázat významné rozdíly v relativních hladinách individuálních miRNA 

obsažených v plazmě. Když se výzkum zaměřil na miRNA jako na skupinu, bylo zjištěno, že 

úrovně relativních hladin všech zkoumaných druhů miRNA byly zvýšeny v plazmě žen 

s těhotenstvím komplikovaným růstovou retardací plodu v porovnání s normálním 

těhotenstvím.  

Ženy s gestačním diabetem měly v séru rozdílně vyjádřené exprese miRNA (miR-29a, 

miR-222, miR-132) v porovnání se zdravými kontrolami. 

Genové exprese miR-195 a let-7a byly prokázány signifikantně vyšší v plné krvi pacientek 

s rakovinou prsu v porovnání se zdravými kontrolami. Dále bylo zjištěno, že zvýšení exprese 

miR-195 v plnoperiferní krvi je specifické pro rakovinu prsu. Toto zjištění by v budoucnu po 

dalším výzkumu umožnilo rozlišit rakovinu prsu od dalších druhů rakovin a od zdravých 

jedinců. Jiná skupina publikovala, že miR-21, miR-106, miR-155 měly v séru u pacientek 

s rakovinou prsu zvýšenou relativní expresi v porovnání se zdravými kontrolami a miR-126, 

miR-199a, miR-335 měly sníženou expresi v séru pacientek s rakovinou prsu ve srovnání 

s kontrolami. V téže studii bylo také prokázáno, že exprese miRNA je úzce spjata 

s klinickopatologickými rysy rakoviny prsu, jako je histologický stupeň nádoru a exprese 

receptorů pohlavních hormonů. 

Ve spojení s nejrůznějšími patologiemi bylo zkoumáno velké množství extracelulárních 

mikroRNA, ale klinické použití mikroRNA v diagnostice a predikci onemocnění ještě 

vyžaduje další výzkum a optimalizaci.  

V budoucnu, po rozpoznání konkrétních funkcí jednotlivých mikroRNA, by se daly 

zjištěné poznatky využít k zabránění rozvoje onemocnění pomocí genové terapie, například 

pomocí zásahů do regulace transkripce. 
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