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Abstrakt

MicroRNA (miRNA) jsou kratké nekoddujici RNA o délce 18 az 25 nukleotidd hrajici
stézejni roli v posttranskripéni regulaci genové exprese. Existuji miRNA, jejichz exprese je
omezena pouze na urCity typ tkan€, a choroby, které jsou charakteristické unikatnim
expresnim profilem miRNA. Predpokladala jsem, Ze by spontanni pfed¢asny porod (PTB)
a pred¢asny odtok plodové vody (PPROM) mohl byt charakterizovan unikatnim expresnim
profilem miRNA.

Sledovala jsem genovou expresi 15 placentarné specifickych miRNA (miR-512-5p, miR-
515-5p, miR-516b-5p, miR-517-5p, miR-518b, miR-518f-5p, miR-519a-5p, miR-519d-3p,
miR-519e-5p, miR-520a-5p, MmiR-520h, miR-524-5p, miR-525-5p, miR-526a a miR-526b-
5p) v placentarni tkani u pacientek s PTB, PPROM a u Zen s fyziologickou graviditou
aporodem v terminu (FG). PTB skupinu tvofilo 24 pacientek, PPROM skupinu 75
pacientek a FG skupinu 20 pacientek. Ke kvantifikaci genové exprese byla pouzita
kvantitativni PCR Vv realném ¢ase. UPTB jsem Vv porovnani s kontrolami (FG)
identifikovala 3 signifikantné upregulované miRNA (miR-516b-5p, miR-519d-3p a miR-
524-5p) a 4 miRNA (miR-518b, miR-519a-5p, miR-520h a miR-526a) s trendem
k upregulaci. U PPROM jsem identifikovala 3 miRNA (miR-519d-3p, miR-520h a miR-
526b-5p) s trendem k downregulaci v porovnani s kontrolami. Zaroven bylo identifikovano
5 signifikantné upregulovanych miRNA (miR-516b-5p, miR-518b, miR-519d-3p, miR-
520h a miR-526a) u PTB oproti PPROM. Trend k upregulaci u PTB byl pozorovan u 2
miRNA (miR-519a-5p a miR-524-5p) ve srovnani s PPROM.

Vramci skupiny pacientek s PPROM neovliviiovala pfitomnost histologické
chorioamnionitidy ani pfitomnost mikrobidlni invaze amnidlni dutiny expresi Zadné
z testovanych miRNA. Ve skupiné pacientek s PTB nebyla pozorovdna zavislost mezi
genovou expresi zkoumanych miRNA a gestacnim stafim v dobé porodu. Naopak ve
skupiné PPROM pacientek byla identifikovana slaba negativni korelace mezi genovou
expresi u vech testovanych miRNA a gesta¢nim staifim plodu v dob¢ porodu.

Z vysledkl prace vyplyva, ze patogeneze PTB a PPROM je odlisna. PTB a PPROM se lisi
expresnim profilem C19MC microRNA v placentarni tkani. Pro PTB je charakteristicka
upregulace a pro PPROM downregulace C19MC microRNA.



Kli¢ova slova: microRNA, spontanni pfedasny porod, piedcasny odtok plodové vody,
PTB, PPROM



Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs with a length of 18 to 25 nucleotides
playing a pivotal role in post-transcriptional regulation of gene expression. There are
miRNAs whose expression is limited to a certain tissue type and diseases which are
characterized by a unique miRNA expression profile. | assumed spontaneous preterm birth
(PTB) and preterm prelabor rupture of membranes (PPROM) would be characterized by a
unique miRNA expression profile.

| observed the gene expression of 15 placental specific miRNAs (miR-512-5p, miR-515-
5p, mMiR-516b-5p, MiR-517-5p, miR-518b, miR-518f-5p, miR-519a-5p, MiR-519d-3p,
miR-519e-5p, miR-520a-5p, MiR-520h, miR-524-5p, miR-525-5p, miR-526a and miR-
526b-5p) in placental tissue of pacients with PTB, PPROM and women with term in labor
pregnancies (FG). PTB group consisted of 24 pacients, PPROM group of 75 pacients and
FG group of 20 pacients. Quantitative real-time PCR was used to quantify gene expression.
In the group of PTB pregnancies | identified 3 significantly upregulated miRNAs (miR-
516b-5p, MiR-519d-3p and miR-524-5p) and 4 miRNAs (miR-518b, miR-519a-5p, miR-
520h and miR-526a) with a trend to upregulation compared to controls (FG). In the group
of PPROM pregnancies | identified 3 miRNAs (miR-519d-3p, miR-520h and miR-256b-
5p) with a trend to downregulation compared to controls. 5 significantly upregulated
miRNAs (miR-516b-5p, miR-518b, miR-519d-3p, miR-520h and miR-526a) were detected
in PTB pregnancies compared to PPROM. The group of PTB pregnancies showed a trend
to upregulation for 2 miRNAs (miR-519a-5p and miR-524-5p).

Within the group of patients with PPROM neither presence of histological
chorioamnionitis or microbial invasion of the amniotic cavity affected expression of any of
the tested miRNAs. In the group of patients with PTB there wasn't any correlation between
gene expression of studied miRNAs and gestational age at delivery. Conversely, in the
group of patients with PPROM a weak negative correlation between gene expression of all
tested miRNAs and gestational age at delivery was observed.

According to results of the thesis there is a difference between a patogenesis of PTB and
PPROM. PTB and PPROM differ in an expression profile of C19MC microRNAs in
placental tissue. The upregulation of C19MC microRNAs is characteristic for PTB and
downregulation of CL19MC microRNAs for PPROM.



Key words: microRNA, spontaneous preterm birth, preterm prelabor rupture of
membranes, PTB, PPROM



Obsah

SEZNAM ZKIALEK ...t 10
1 TIVOO ottt 12
2. IMICTORNA L. 14
2.0 HISEOTIE ..o 14
2.2. Kritéria pro identifikaci miCrORNA ..........ccoiiiiiiiiiii e 14
2.3, NOMENKIALUIA ... 15
2.4. Rozlozeni genii kodujicich microRNA v eNOMU .......cccvvveriiviiiiiiiiiiieiieceieee 16
2.5, BIOQEBNEZE ...ttt ettt et et e et e et et e et e e et e e e nna e e e nnraeennes 17
2.5.1 TrANSKITPCE . eeutiee it e ettt e e et e et e et e e st e e e st e e e ete e e anneeeesnraeans 17
2.5.2. MAIUTACE .....ceiiiiiiieiie e 17
2.6. Regulace genové exprese pomoci MiRNA .........ccoiiiiiiiiiiiiee e 19
2.7. Metody detekce a kvantifikace MICFORNA ...........cooviiiiiiiiec e 20
2.7.1. Kvantitativni PCR v r€dlném Case..........cccoovvrriiiiiiiiieiiiiece e 21
3. PTEdCASIIY POTOM ...t 25
3.1. Klasifikace spontanniho pied¢asného porodu a porodu s pred¢asnym odtokem
PLOAOVE VOAY ...t e e e e e e e e 25
3.2. Patofyziologie vzniku spontanniho pted¢asného porodu a porodu s piedéasnym
odtokem plodové vody — Spolené Znaky ...........cceeviiiiiiiiiiniiieiie e 25
BL2. 1 INTEKCE .o 26
3.2.2. Zanétliva odpoveéd’ bez pritomnosti mikroorganizmu ...........ccccoevveiivieiinnenne 26

3.3. Patofyziologie vzniku spontanniho pfed¢asného porodu a porodu s pied¢asnym

odtokem plodové vody — odliSNé ZnaKy..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 27
3.3.1. Snizeny obsah kolagenu ve fetdlnich membranach u PPROM....................... 27
3.3.2. Apoptdza U PPROM .......ccoiiiiiii 27
3.3.3. Senescence plodovych obalti u PPROM...........ccccoviiiiiiiiiiie 28

3.4. Rizikov¢ faktory vzniku spontdnniho ptedcasného porodu a porodu s pfedasnym

odtokem PlodOVE VOAY .......ocoiiiiiiiiiiiic e 29

3.5. Genetické predispozice pro rozvoj pfedcasného porodu............cccevvvieiiiiiiiinennnn 29
350 GEN TINF et 29
3.5.2. GEN ILLB ... 30

B 0.3 BN LD oo e ————— 31



3.5.4. GENMMPL ... 31

3.5.5. BN MMPO ... 32

3.6. DIiagnostika PPROM ..........oiiiiiiiiiiie et 32
3.7. LECDA PPROM ...ttt 33

4. Uloha MiCrORNA V tEROtENSIVI......cvevevevrrreeeeeceeteteiesesesesesssseeese e tesss s s enssssessesesenns 35
4.1. Exprese microRNA v placentarni tKANT ...........oocuvvviieiiiiiiiiiiiiiicceeeesiiiiiieee e 35
4.2. Exprese MICTORNA UPTB @ PPROM .....c.oiiiiiiiiiiieeec s 36

5. CHLE PIACE ...ttt 38
6. MAtEIIAL......ooiiiiiiiii 39
0 Y11 (oo Y TSRS 41
7.1. Prvotni zpracovani materidlil..........cccoiviiiiiiiiiiiiciiie e 41
7.2. Izolace RNA obohacené o miRNA z placentarni tkang..............ccccoovviriiiiiinennnn 41
7.3. MiRNA, jejichZ exprese byla teStovana...........coccovveeiiiiiiiiniiiiiee e 42
7.4, ReVETZNT traNSKIIPCE. .vvvvviiiiiiiiiiiiiiiitie e e e s s sttt e e e e e e e s st r e e e e e s s s eeeaeeeeaanes 43
7.5. Kvantitativiii PCR v 1€4INEM CaSE .........uvviiiiiiiiiiiiiiiciicceec e 44
7.6. Relativni kvantifikace placentarné specifickych microRNA ...........cccccooiviiieennn. 45
7.7. Statistickd analyZa.........cccooviiiiiiiiii 45

8. VYSIEAKY ..t 47

8.1. Porovnani exprese placentarné specifickych miRNA: PTB vs. PPROM vs. FG.... 47
8.2. Porovnani genové exprese placentarné specifickych miRNA ve skupiné PPROM
pacientek s ohledem na pfitomnost a absenci MIAC ..........ccooveiiiiiiiiiiienicneece 53
8.3. Porovnani genové exprese placentarné specifickych miRNA ve skupiné PPROM
pacientek s ohledem na pritomnost a absenci HCA ...........cccoeeviiiiieiiiiie e 54

8.4. Vztah mezi genovou expresi placentarné specifickych miRNA a gesta¢nim stafim

plodu v dobé porodu u PPROM ..o 55

8.5. Vztah mezi genovou expresi placentarné specifickych miRNA a gestacnim starim

plodu v dob& porodu u PTB ... 64
0. DISKUZE ... 65
1O, ZZAVET .ttt ettt b bbb e b 69

11. Seznam pouZite IIEETATUTY .....cocuviiiiiiiiiiiie it 70



Seznam zkratek

3'UTR
408

60S
AFP
Ago2
APC
ARE
Bcl-2
Cl14MC
C19MC
Cafl
CASP2
Cepl
Ccr4
cDNA

Ct

DAMP
DAO

Dcpl, 2

DGCRS8
ECM
elF4
EXP5
F2-1soP
fFN

FG
HCA
IAI

IG-DMR

IGFBP-1

IL-1B, -6, -8
ILIRA
ILIRN
ILIRN*2

nepiekladana oblast na 3 '’konci mRNA

mald ribozomalni podjednotka (40 Svedbergi)
velka ribozomalni podjednotka (60 Svedbergii)
a-fetoprotein

protein Argonaut 2

antigen prezentujici buiika

AU-bohat¢ elementy

mRNA a protein lymfomt B bun¢k 2

genovy klastr na chromozomu 14

genovy klastr na chromozomu 19

faktor 1 asociovany s Ccr4

enzym kaspaza 2

cytochrom c peroxidaza 1

chemokinovy receptor s C-C motivem 4
komplementarni DNA

Cislo cyklu, ve kterém hodnota fluorescenéniho signalu piekro¢i
stanovenou prahovou hodnotu.

molekularni vzory spojené s nebezpecim
enzym diaminooxiddza

protein 1, 2 odstrafiujici metylguanosinovou ¢epicku mRNA
(decapping mRNA 1, 2)

protein chromozomalni (kritické) oblasti 8 DiGeorgova syndromu
extracelularni matrix

protein Exportin-5

isoprostan tfidy F2

fetalni fibronektin

fyziologické gravidita s porodem v terminu

histologické4 chorioamnionitida

intraamniélni zanét

mezigenova odlisné metylovana oblast (intergenic-derived
differentially methylated region)

vazebny protein 1 k inzulinu-podobnému ristovému faktoru
(insulin-like growth factor binding protein-1)

interleukin-1, -6, -8

antagonista receptoru IL-1

gen pro antagonistu receptoru IL-1

alela 2 v genu pro antagonistu receptoru IL-1
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ISH

LNA

m7G Cepicka
MGB sonda
MIAC
miRNA
MMP-1,-2,-9
MT1-MMP
NPV

PACT

Pan2,3

PAP polymeréza
PLA2G4B
polyA konec

PPROM

PPV
pre-miRNA
pri-miRNA
PRR

PTB
qRT-PCR

Ran-GTP

RIIID
RISC
RNA Pol II, III
ROS
siRNA
SNP
TLR
TNF-a
TPROM
TRBP
Xl
B-hCG

hybridizace in situ

uzamcené nukleové kyseliny (locked nucleic acid)
7-metylguanosinova cepicka

sonda vdazajici se do malého zlabku

mikrobidlni invaze amnialni dutiny

microRNA

matrixova metaloproteinaza-1,-2,-9

matrixova metaloproteinaza membranového typu 1
negativni prediktivni hodnota

aktivator proteinu interferonem-indukované protein kinazy (protein
activator of the interferon-indused protein kinase)

polyA nukleaza 2

polymeréza prodluzujici polyA konec
fosfolipaza A2 skupiny IVB
polyadenylovany konec

ptedcasny odtok plodové vody (preterm prelabor rupture of
membranes)

pozitivni prediktivni hodnota

prekurzorova microRNA

primarni microRNA transkript

receptory rozpoznavajici vzory

spontanni pred¢asny porod

kvantitativni polymerazova fetézcova reakce v realném Case

forma jaderného proteinu piibuzného s Ras (Ras-related nuclear
protein) s navazanym GTP

doména ribonukleédz typu I1I

umlcujici komplex indukovany RNA

enzym RNA polymeraza II, III

reaktivni kyslikoveé radikaly

malé interferujici RNA

jednonukleotidovy polymorfismus

receptor podobny genu Toll

faktor nadorové nekrozy o

pred¢asny odtok plodové vody v terminu
(trans-activation response RNA-binding protein)
5’-3"exoribonukledza 1

B podjednotka lidského choriového gonadotropinu
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1. Uvod

Porod pted stanovenou fyziologickou hranici zahrnujici spontanni piedc¢asny porod
a predcasny odtok plodové vody je jednou z nejéastéjSich tehotenskych komplikaci.
Takovyto typ porodu je pfi¢inou 5 % (v rozvinutych zemich) az 18 % (Vv rozvojovych
zemich) novorozenecké umrtnosti (Blencowe et al., 2012). Kromé neonatalni timrtnosti
zanechava porod pied terminem na novorozencich trvalé nasledky souvisejici
s nedostateCnym vyvinem organti. PfedCasné narozené déti mivaji plicni vady (Hibbard et
al., 2010), vady sluchu a zraku, opozdény psychomotoricky vyvoj, poruchy uceni
a zvyseny vyskyt détské mozkové obrny (Mwaniki et al., 2012).

MicroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici jednotetézcové molekuly o délce 18 az
25 nukleotidl se zasadni roli v posttranskripéni regulaci. Vazbou na cilovou mRNA jsou
schopny inhibovat translaci nebo cilovou mMRNA degradovat (Mathonnet et al., 2007; Wu
et al., 2006). Tuto funkci miRNA uplatiiuji v mnoha biologickych procesech a regula¢nich
drahach. Uastni se napt. bun&éné diferenciace (Huang et al., 2010a), apoptézy (Welch et
al., 2007), senescence (Menghini et al., 2009) a regulace proliferace bunky (Brennecke et
al., 2003).

Bylo prokazano, ze miRNA hraji roli ve fyziologickém 1 patologickém prubéhu
gravidity (Morales Prieto, Markert, 2011). U t&hotenskych komplikaci asociovanych
s poruchami ve funkci placenty byly v minulosti popsany miRNA se signifikantné odlisnou
expresi v placentarni tkani v porovnani s fyziologickymi graviditami, kdy porod probé&hl
vV terminu. Lze tedy pfedpokladat, Ze rozdiln¢ exprimované miRNA ziejmé hraji roli
Vv patogenezi téchto komplikaci. T€hotenskymi komplikacemi vyznaujicimi se zménami
v expresi MiRNA v placentarni tkani byla napt. preeklampsie (Enquobahrie et al., 2011) ¢i
intrauterinni rustova retardace (Hromadnikova et al., 2015a).

Ve studii Yu Liang a kolegl byla identifikovana rozsahla skupina microRNA,
jejichz exprese je omezena témét vyhradné na placentarni tkan, pficemz tyto miRNA jsou
ze znacéné casti kodovany v klastrech na chromozomech ¢. 14 a 19 (Bortolin-Cavaillé et
al., 2009; Liang et al., 2007; Seitz et al., 2004). Studium exprese téchto miRNA v placenté
u spontanniho ptedcasného porodu a predcasného odtoku plodové vody by mohlo pfinést
nové objevy prispivajici k pochopeni patofyziologie téchto tehotenskych komplikaci.

Ve své praci jsem porovnavala expresi 15 placentarné specifickych miRNA

exprimovanych v genovém klastru na chromozomu ¢. 19 (C19MC) ve vzorcich placentarni
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tkan¢ u pacientek se spontannim pied¢asnym porodem, pacientek s pfed¢asnym odtokem
plodové vody a u Zen s fyziologickym pribéhem gravidity a porodem v terminu. Tato
pilotni studie m¢la za kol zjistit, zda nékteré testované miRNA hraji roli v patogenezi
vzniku zminénych téhotenskych komplikaci. V dobé zacatku tohoto vyzkumu nebyly
publikovany zadné studie detekujici expresi CLOMC microRNA u pacientek se spontannim

pred¢asnym porodem a u pacientek s pred¢asnym odtokem plodové vody.
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2. MicroRNA

2.1. Historie

Poprvé byla microRNA objevena u Caenhorhabditis elegans v roce 1993. Tehdy
Lee a kolegové popsali, ze gen lin-4, ktery je zodpovédny za kontrolu spravného
nacasovani larvalniho vyvoje C. elegans, nekoduje vznik proteinu, ale produkuje dva malé
transkripty. Jeden z nich dosahuje délky 22 nukleotidi a druhy délky 61 nukleotidi. Obé
tyto lin-4 RNA jsou komplementarni k repetitivni sekvenci v 3" nepiekladané oblasti
(3’UTR) mRNA genu lin-14. Pro piechod C. elegans z prvniho larvalniho stadia (L1) do
druhého (L2) musi dojit v ramci fady regulacnich drah k poklesu hladiny proteinu LIN-14.
To je zajisténo navazanim dvou zminénych lin-4 RNA do 3'UTR mRNA lin-14 a dochazi
tak Kk represi jeji translace. RNA lin-4 timto zptisobem negativné reguluje hladinu proteinu
LIN-14 (Lee et al., 1993).

V roce 2000 byla popsana druha molekula RNA tohoto typu, a to let-7 u C. elegans,
dosahujici délky 21 nukleotidi. Tato RNA funguje stejnym zpisobem jako lin-4. Let-7
naseda do 3'UTR mRNA gent lin-14, 1in-28, lin-41, lin-42 a daf-12 a tim brani translaci
ptislusnych mRNA. Gen let-7 je u C. elegans nezbytny pro pfeménu z larvalniho stadia do
dospélce (Reinhart et al., 2000).

Necely rok od objevu let-7 RNA ohlasily tfi laboratoie v souctu pies 100 genti pro
kratké RNA s potencialné regulacni roli u ruznych druhli organismu. Mariana Lagos-
Quintana a spolupracovnici se rozhodli se souhlasem ¢lent dal$ich dvou laboratofi
prezentujicich nové objevené geny pro RNA pojmenovat tyto kratké RNA s regulacni
ulohou miRNA (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee, Ambros, 2001).

2.2. Kritéria pro identifikaci microRNA

Aby nedochazelo k nespravnému oznacovani siRNA nebo casti jinych RNA
pojmem microRNA, publikovali Ambros a kolegové kritéria, jimiZ jsou microRNA jasné

identifikovany (Ambros et al., 2003).
Kritéria pro genovou expresi:

1. Je detekovan ptiblizn€ 22 nukleotidli dlouhy RNA transkript hybridizaci k RNA

definované velikosti, zpravidla Northern blotem.

14



2. Je identifikovana pfiblizné 22 nukleotidii dlouha sekvence v cDNA knihovné.
Tyto sekvence musi byt zcela komplementarni ke genomickym sekvencim

organizmu, ze kterého byly ziskany.
Kritéria pro biogenezi:

3. Je predikovéana sekundarni struktura prekurzoru, ktera obsahuje uvnitt jednoho
raménka vlasenky pfiblizné¢ 22 nukleotidi dlouhou sekvenci miRNA a spolu
S druhym raménkem vlasenky dosahuje délky miniméalné¢ 16 bp. Vlasenka
prekurzoru tvofi sekundarni strukturu s nejniz§i moznou volnou energii
aneméla by obsahovat velké vnitini smycky ani vyduté. U zivocichi jsou
miRNA prekurzory obvykle dlouhé okolo 60 az 80 nukleotidii, zatimco u rostlin
jsou variabilnéj$i a mohou obsahovat az nékolik stovek nukleotida.

4. Sekvence miRNA a jejiho prekurzoru jsou fylogeneticky konzervovany. Je-li
konzervovanou strukturou vlasenka, méla by vyhovovat stejnym pozadavkim
parovani jako v bod¢ 3, ale nemusi byt sekundarni strukturou s nejnizsi volnou
energii.

5. U organismii se snizenou funkci enzymu Dicer je detekovano hromadéni

zvySené¢ho mnozstvi prekurzoru miRNA, jehozZ pfeménu Dicer katalyzuje.

V ideédlnim piipadé€ je za dostatecny dikaz identifikace miRNA povazovano splnéni
kritérii 1, 4 a 5. Ackoli pti nedostatku dat 1ze za dostacujici povazovat 1 kombinaci kritérii
1 a 4. V kazdém ptipadé je nutno splnit jedno z kritérii pro genovou expresi a jedno

z kritérii pro biogenezi (Ambros et al., 2003).

2.3. Nomenklatura

Pojmenovavani microRNA se fidi né€kolika nasledujicimi pravidly, z nichZ se
vymykaji lin-4 a let-7. U nich zistava zachovan historicky originalni nazev a vSechny
jejich homology jsou pojmenovavany podle n&j. Oznaceni microRNA je slozeno ze dvou
Casti. Predponu tvoii tfipismenna zkratka miR, nebo mir. MiIR nesou ve svém nazvu
maturované miRNA, zatimco nékteré geny pro microRNA a primarni transkripty jsou
oznacovany jako mir. Pfipona je tvofena jedine¢nym Cislem, z n¢hoz lze usuzovat, kdy

vvvvv

potiebu uptesnéni druhu u homolognich miRNA se pfed miR/mir piSe tii- az Ctyfpismenna
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ptedpona. Tvoii ji zkratka druhu organismu, u néhoz se miRNA vyskytuje. Napf.
u ¢lovéka je touto piredponou hsa podle Homo sapiens (Ambros et al., 2003; Griffiths-
Jones et al., 2006; Griffiths-Jones, 2004).

Geny kédujici miRNA jsou psany standardné kurzivou. U zivocichll nesou stejny
nazev jako jimi kédovand microRNA pouze s tim rozdilem, Zze maji v nazvu v ptedponé
mir malé r (napt. mir-16). Gen pro rostlinnou miRNA je tvofen vSemi velkymi pismeny
apred identifikacnim c¢islem je vynechana pomlcka (napt. MIR156) (Griffiths-Jones,
2004).

V ptipad¢, Ze se U vice druhti organismu vyskytnou microRNA identické sekvence,
ponesou az na predponu specifikujici druhovou piislusnost stejny nazev. Zaroven pokud
jsou objeveny téméf totozné ortology, lze je pojmenovat stejnym identifikacnim ¢islem
(napt. miR-1 u Drosophily se 1i8i jednim nukleotidem od miR-1 u ¢lovéka). Pokud se
nckteré¢ miRNA 1i8i pouze v jednom ¢i dvou nukleotidech, je za unikétni Cislo pfidavano
jesté jedno malé pismeno (napi. hsa-miR-520b a hsa-miR-520h). Kdyz je stejna miRNA
koédovéana z vice genovych lokust, je to rozliSeno pfipojenim pomlcky a Cisla za jejim
nazvem (napf. miR-24-1 a miR-24-2) (Ambros et al., 2003; Griffiths-Jones et al., 2006;
Lagos-Quintana et al., 2001).

Z jednoho miRNA prekurzoru mohou vznikat 2 microRNA, z kazdého raménka
vlasenky jedna. Dokud neni zjisténo, ze kterého raménka dochazi k prevazujici expresi
mMIiRNA, jsou oznacovany ptiponou -3p pro 3’ raménko a Sp pro 5° raménko. Diive byly
oznacovany piiponou -s pro 5" raménko a -as pro 3" raménko. Oznaceni -S a -as vychazi
z pojmenovani ramének sense a antisense. Kdyz je objeveno, ze kterého raménka dochazi
k predominantni expresi, neni jeho produkt graficky nijak specificky oznacovan, protoze
pro odliSeni slouZi ozna¢eni minoritné exprimovaného produktu hvézdickou. Napf. miR-56

vznika ve vétsi mife nez miR-56* (Griffiths-Jones, 2004).

2.4. Rozlozeni genil kddujicich microRNA v genomu

Geny pro microRNA tvofi jednu z nejbohatSich genovych rodin a jsou hojné
zastoupeny v rostlinné i zivocisné fisi, mezi protisty i viry. Sekvence microRNA jsou
umistény na ruznych mistech v genomu (Ha, Kim, 2014). MiRNA geny byly
identifikovany v intronech protein-kodujicich geni a v intronech i exonech dlouhych

nekodujicich RNA transkriptd (Rodriguez et al., 2004).
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Geny pro miRNA se mohou vyskytovat v genomu samostatné nebo ve shlucich
(klastrech). Samostatné lezici geny jsou piepisovany do monocistronnich primarnich
transkript,, zatimco geny v klastrech jsou zpravidla piepisovany spolecné a tvori

polycistronni nascentni transkripty (Lee et al., 2002).

2.5. Biogeneze

Biogeneze microRNA je zahajena transkripci, po niz nasleduje nékolikakrokovy

proces maturace nejprve Vv jadie a nasledné v cytoplazmé.

2.5.1 Transkripce

Geny pro microRNA jsou piepisovany zejména RNA polymerazou I (RNA Pol 1)
a minoritné RNA polymerazou 111 (RNA Pol 111). RNA Pol II zajistuje piepis primarniho
microRNA transkriptu (pri-miRNA) obsahujici promotor, 7-metylguanosinovou ¢epic¢ku
(m7G) a 3’ polyA konec (Lee et al., 2004). Pri-miRNA je dlouha okolo 80 nukleotidt a je
soucasti vlasenkové struktury. RNA Pol 11l piepisuje nékteré virové miRNA (Pfeffer et al.,
2005).

2.5.2. Maturace

Maturaci zahajuje v jadfe endonukleaza Drosha §tépenim pri-miRNA v blizkosti
vlasenky a uvolnénim pfiblizné¢ 70 nukleotidi dlouhého meziproduktu nazyvaného
pre-miRNA (Yoontae Lee et al., 2003). Drosha tvoii spolu s kofaktorem DGCRS8
(DiGeorge syndrome chromosomal region 8) komplex Mikroprocesor (Kwon et al., 2016).

Drosha je jaderny protein a patfi do rodiny ribonukleaz typu III. Na C-konci
proteinu ma dvé domény ribonukleazového typu Il (RIIID) a kazda RIIID doména
obsahuje vazebné misto pro jednu molekulu DGCR8 (Kwon et al., 2016). DGCR8
obsahuje 2 vazebné domény pro dsRNA (dsRBD), které¢ jsou dilezité pro rozpoznavani
a vazbu pri-miRNA, protoze Drosha interaguje s RNA substratem pouze pfechodné béhem
katalytického procesu (Yeom et al., 2006). Dv¢é RIIID domény enzymu Drosha vytvofi
dimer a vznikne tim jedno misto, kde je pri-miRNA upravovana na pre-miRNA. Jedna
podjednotka (RI1IDa) stépi 3” konec a druha podjednotka (RIIIDDb) 5° konec vlasenky
RNA. Vysledkem tohoto $tépeni je 5'fosfat a piesah dlouhy 2 nukleotidy na 3° konci.
Dvounukleotidovy pfesah slouzi k interakci s proteiny, jez se UcCastni dalSich krokl

maturace (Han et al., 2004).

17



Po stépeni enzymem Drosha musi byt pre-miRNA transportovana do cytoplazmy.
Aby mohla projit pfes jadernou membranu, vytvoii transportni komplex s receptorem
Exportin-5 (EXP5) a s GTP-vazebnym proteinem Ran-GTP, jez umozni jeji
transmembranovy piechod (Lund et al., 2004).

V cytoplazmé je pre-miRNA s$tépena endonukledzou Dicer, jejiz ¢innosti vznika
mMIiRNA duplex o délce priblizné 22 nukleotidia (Bernstein et al., 2001). S Dicerem jsou
asociovany dsRNA vazebné proteiny TRBP (trans-activation response RNA-binding
protein) a PACT (protein activator of the interferon-indused protein kinase) (Lee et al.,
2013). Dicer je endonukleaza nalezici stejné jako Drosha do rodiny ribonukleaz typu III.
C-koncové domény Diceru (RIIIDa a RIIIDb) spolu vytvaii intramolekularni dimer, ktery
slouzi jako katalytické misto. N-koncovd dsRBD doména rozpoznava a vaze preferencné
pre-miRNA s dvounukleotidovym pifesahem na 3° konci a fosfatem na 5° konci
vytvorenymi Droshou (Zhang et al., 2004). Mista, ktera Dicer rozpoznava a $tépi, jsou
vzdalena pfiblizn¢ 22 nukleotidii od 3" konce dsRNA, coz je nazyvéano tzv. “pravidlem
pocitani od 3" konce” (Vermeulen et al., 2005). U lidskych miRNA bylo popsano také
“pravidlo pocitani od 5" konce”. U tohoto pravidla vyzaduje Dicer fosfatovou skupinu na
5" konci a vlakno $tépi ve vzdalenosti 22 nukleotidi od 5° konce pre-miRNA (Park et al.,
2011).

Finalnim krokem biogeneze je inkorporace jednoho vlakna miRNA duplexu
reprezentujiciho maturovanou MIRNA do ribonukledzového komplexu RISC (RNA-
induced silencing complex), jenz plni roli efektoru pfi uml¢ovani gent pomoci microRNA.
RISC komplex je tvofen proteiny Dicer a Argonaut 2 (Ago2) a dopliiuji je pomocné
proteiny TRPB, PACT a dalsi (Lee et al., 2013). Stézejni roli hraje Ago2, ktery umoziuje
rozpoznat a stépit cilovou mRNA, k niZ je maturovand miRNA komplementarni a jejiz
expresi ma regulovat. Jedno vlakno z miRNA duplexu nazyvané “guide® zustava soucasti
RISC komplexu a druhé vlakno oznacované jako “passenger je degradovano (Ha, Kim,
2014). Urceni toho, zda bude vlakno “guide* nebo “passenger, neni nahodné, ale zavisi na
stabilité¢ obou konctt RNA duplexu. Obvykle je vlakno s méné stabilnim 5” koncem urceno
jako “guide (Schwarz et al.,, 2003). Proces biogeneze miRNA je znazornén na

obrazku ¢. 1.
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Obr. 1: Schematické znazornéni microRNA biogeneze

Geny koédujici miRNA jsou piepisovany do pri-miRNA RNA polymerazou II. Z pri-miRNA je nasledné
vystépena pre-miRNA endonukleazou Drosha spolu s kofaktorem DGCRS8. Pre-miRNA je exportovana
zjadra do cytoplazmy pomoci komplexu Exportin-5-Ran-GTP. V cytoplazmé je miRNA meziprodukt
upravovan endonukleazou Dicer a vznika miRNA duplex. “Passenger vlakno z miRNA duplexu je
degradovano a “guide vlakno nased4 na RISC komplex. RISC komplex reguluje genovou expresi inhibici
translace RNA nebo degradaci cilové mRNA komplementarni pomoci vazby miRNA ke 3'UTR cilové
mMRNA. (Upraveno dle Huang et al., 2010)

2.6. Regulace genoveé exprese pomoci miRNA

Maturovana microRNA muze regulovat genovou expresi na post-transkripéni
urovni dvéma zpusoby. Prvnim je inhibice translace cilovych geni a druhym je degradace
cilové mRNA. V obou pfipadech je vSak dulezitym krokem vazba maturované miRNA, jez
je soucasti RISC komplexu, k cilové sekvenci MRNA. Vazba je zprostifedkovana pomoci
komplementarniho parovani tzv. “seed” sekvence na 5 konci miRNA ke 3'UTR cilové
MRNA. Tato oblast se obvykle nachazi na pozici 2. — 8. nukleotidu miRNA (Lewis et al.,
2003). V zavislosti na mife komplementarity k cilové mRNA nastava jeden ¢i druhy
zpusob vyse zminéné regulace (Hutvagner, Zamore, 2002).

K represi translace dochéazi na riiznych tGrovnich tohoto procesu. Na Grovni iniciace
je zabranéno translaci vazbou proteinu Ago2 jako soucasti RISC komplexu na m7G

¢epicku cilové mRNA, a proto nemiize byt m7G cCepicka piistupnd iniciatnimu faktoru
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elF4, ktery je nezbytny pro iniciaci (Kiriakidou et al., 2007). Jinym zptsobem represe
(40S) podjednotce, bez ¢ehoz nemize byt translace zahajena (Wang et al., 2008). Na
urovni elongace je vznikajici polypeptidovy fetézec vytvoien nedokonceny, protoze
ribozomy piedéasné disociuji od mRNA a elongace bez nich nemtize pokracovat (Petersen
et al., 2006).

Pokud ma byt mRNA degradovana, dochazi nejprve k interakci RISC komplexu
s deadenyla¢nimi komplexy Pan2-Pan3 a Ccr4-Cafl, které maji za kol odstranit polyA
konec na 3 konci mRNA. Nasleduje odstranéni m7G ¢epicky komplexem Dcpl-Dcp2
arozstépeni mRNA 5'- 3" exonukleazovou aktivitou enzymu Xrnl (Chen et al., 2009;
Rehwinkel et al., 2005).

Krom¢ miRNA vyhradné inhibujicich translaci byla popsana lidska miR-369-3,
ktera osciluje mezi represi a aktivaci v zavislosti na fazi bunééného cyklu. V proliferujicich
buiikach reprimuje translaci, zatimco v GO fazi podminuje aktivaci. Pokud se za téchto
okolnosti miR-369-3 vaze k AU-bohatym elementim (ARE) mRNA TNF-a (tumor
necrosis factor-a), je to povazovano za aktiva¢ni signal k mobilizaci ¢lent RISC komplexu

za ucelem snizeni resp. zvyseni translace (Vasudevan et al., 2007).

2.7. Metody detekce a kvantifikace microRNA

K detekci miRNA se vyuziva nékolika metod jako je sekvenovani, Northern blot, in
situ hybridizace (ISH), microarray a kvantitativni PCR Vv realném case.

Sekvenovani nové generace je vysokokapacitni technika s vysokou citlivosti a Ize
pomoci n¢ho rozlisit heterogenni konce, délky a miru exprese (Guo et al., 2011).

Northern blot je pouzivan Kk detekci hladin miRNA. Nevyhodou této metody je
nizka senzitivita a neschopnost analyzy mnoha vzorkt najednou. Pouziti specialnich LNA
sond (locked nucleic acid), v nichz je kazdy tfeti nukleotid nahrazen LNA, jeji senzitivitu
pro detekci miIRNA zvySuje. LNA oligonukleotidy jsou tfidou bicyklickych RNA analogt
s mnohonasobné vyssi afinitou k cilové RNA ¢i DNA (Koshkin, Wengel, 1998;
Schmittgen et al., 2004).

In situ hybridizace umoziuje vizualizovat expresi a lokalizaci molekul v bunce,
tkani ¢i embryu pomoci hybridizace DNA ¢i RNA sond k cilové sekvenci. Hlavni vyhodou
této metody je mistné-Casové stanoveni exprese, coz muze byt u miRNA dilezitym

voditkem k urceni biologické ulohy ¢i patologie piislusnych nemoci. ISH poskytuje také
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semikvantitativni analyzu exprese miRNA. Senzitivitu této metody zvysuje stejné jako
u Northern blotu pouziti LNA sond (de Planell-Saguer, Rodicio, 2013).

Metoda microarray je schopna stanovit miru exprese velkého mnozstvi soucasné
analyzovanych microRNA bez nutnosti jejich reverzni transkripce do komplementarni
DNA. Principem této metody je hybridizace fluorescencné znacenych miRNA
k oligonukleotidovym sondam, které jsou pevné vazany kovalentni vazbou k piesné
definovanym, ohrani¢enym castem arraye (Cipu). Dle intenzity fluorescencniho signalu na
pfislusné pozici lze detekovat miru exprese dané miRNA. Kvili své nizsi senzitivité je
potieba takto ziskané vysledky potvrdit senzitivnéj$i metodou, napi. gRT-PCR (Li, Ruan,
2009). Vzhledem k tomu, Ze jsem pomoci gRT-PCR prakticky detekovala microRNA ve

své praci, vénuji této metode vEtsi prostor nez ostatnim.

2.7.1. Kvantitativni PCR v redlném case

Kvantitativni PCR v redlném case je modifikaci klasické PCR (polymerazové
fetézcové reakce), kterd je nyni jednou z nejvyuzivanéjSich metod molekuldrni biologie.
Principem PCR je namnozeni specifického tsekii DNA. Toho lze docilit cyklickym
stiidanim tii dil¢ich ¢asti reakce. V prvni fazi dochazi vlivem vysoké teploty k denaturaci
dvou vlaken DNA. Obvykle k denaturaci dochazi pti teploté okolo 95 °C. Ve druhé fazi
hybridizuji k jednovlaknové DNA primery (pfimy a zpétny), které vymezuji oblast, jez ma
byt amplifikovana. Béhem tieti faze dochazi ¢innosti DNA polymerazy k samotné syntéze
nového vlakna DNA. Mnohonasobné opakovani takovéhoto cyklu ma za nasledek
exponencialni nartst po¢ateéni DNA (Mullis et al., 1986). Pii reakci se zpravidla pouziva
termostabilni Taq polymeraza izolovana z organizmu Thermus aquaticus, ktera vydrzi
teplotu az 95 °C, a proto si zachovava schopnost amplifikace 1 po nékolik desitek cykla
(Saiki et al., 1988).

U metody kvantitativni PCR v realném c¢ase lze mnozstvi piibyvajiciho PCR
produktu sledovat v podobé fluorescencniho signalu tzv. v realném case, mysleno od
zacatku az do konce PCR reakce. Na rozdil od konvenéni PCR, u niz lze produkt detekovat
az po skon¢eni samotné reakce a kvantifikovat jej napt. pomoci elektroforézy (Heid et al.,
1996). Pokud jsou pomoci kvantitativni PCR analyzovany miRNA ¢i jiné RNA, je nutno
tyto nukleové kyseliny nejprve reverzné piepsat do komplementarni DNA (cDNA), ktera
slouzi jako vychozi produkt qRT-PCR (Gibson et al., 1996).
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Amplifikovanou DNA Ize detekovat specificky nebo nespecificky. Ke specifické
detekci se vyuzivaji specialni fluorescen¢ni sondy, napt. tzv. TagMan sondy. Takovato
sonda je znacena dvéma druhy fluorescencnich barev. Na 5 konci je navazan reportér a na
3" konci zhase¢ (quencher). V této podobé sonda hybridizuje k cilové DNA ve stejné fazi
jako primery. Dokud je sonda neporusena, je zhaSe¢ v dostateéné blizkosti k reportéru
a fluorescence reportérem emitovana je zhaseCem absorbovana. Ve fazi prodluzovani DNA
fetézce Stépi DNA polymerdza svou 5°-3 exonukledzovou aktivitou navazanou sondu
areportér se dostava daleko od zhaSece. V tomto okamziku dojde k emisi fluorescence,
ktera je zaznamenana detektorem v Case, kdy k ni doslo. Na konci reakce je vysledkem
amplifikaéni kiivka zobrazujici nartst fluorescence v ¢ase. Cislo cyklu, ve kterém
amplifikacni kiivka piekroci stanoveny prah, je popisovano jako Ct (cycle treshold) (Heid
et al., 1996). Nespecificky Ize detekovat celkovou DNA znac¢enou pomoci fluorescenéni
barvy vazici se do DNA. Nespecificka barva je napi. SYBR Green (Lind et al., 2006).

Princip fungovani TagMan sondy je znadzornén na obrazku €. 2.

denaturace Fluorescence reporteru je zhasena

3

. 0
—— _ ==

primer sonda

nasednuti primerd Fluorescence reporteru je zhasena

\';

prodluZovani hiv Fluorescence reporteru je
nového vlakna \ o r’ﬂ detekovana

Obr. 2: Schematické znazornéni fungovani TagqMan hydrolyza¢ni sondy béhem kvantitativni PCR.
Cinnosti 5'-3"exonukleazové aktivity termostabilni DNA polymerazy je tépena sonda béhem prodluzovéni
amplifikujiciho se vlakna, coz zplsobi oddéleni a oddaleni reportérového fluoroforu od zhasece. V ptipade
pusobeni externiho svételného zdroje (hv) je emitovana fluorescence béhem kazdého PCR cyklu umérna
mnozstvi vznikajiciho produktu. (Upraveno dle Koch, 2004)
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Kvantitativni PCR v realném case nabizi dva zpuasoby kvantifikace — absolutni
arelativni. U absolutni kvantifikace je spolu se vzorkem neznamé koncentrace
amplifikovano nékolik vzorkli zndmé koncentrace, z nichZ je sestavena standardni kiivka.
Z kitivky lze nasledné odecist koncentraci neznamého vzorku (Dhanasekaran et al., 2010).
Pomoci relativni kvantifikace lze uréit relativni mnozstvi exprimovaného genu vuci
housekeepingovému nebo jinému genu vyznacujicimu se stalou expresi ve vSech
testovanych vzorcich (Heid et al., 1996).

Pti pouziti specialnich primert pro detekci miRNA je kvantitativni PCR vysoce
senzitivni a specifickd metoda, a to i pro nizké hladiny miRNA. Zaroven je to
vysokokapacitni metoda umoznujici analyzu mnoha vzork najednou (Schmittgen et al.,
2004). Pokud ma byt zachovana vysoka senzitivita této metody, pouzivani standardnich
primert neni pro detekci miRNA vhodné z nékolika divodi. MiRNA jsou prilis kratké
molekuly pro pouzivani konvencnich primerti (maturované miRNA dosahuji ptiblizné
stejné délky jako standardni primery). Sekvence miRNA jsou velmi podobné a nevhodné
zvolené primery by mohly hybridizovat k jinym obdobnym miRNA. Standardni primery
by mohly nasedat nejen na maturované miRNA, ale i1 na jejich prekurzory ¢i ¢asti jinych
RNA, pokud by byly ve vzorku piitomné. Tato uskali pii detekci miRNA eliminuje
pouzivani alternativnich druhii reverzné transkriptazovych primert, z nichz jsou nejcastéjsi
nasledujici dva druhy (Schmittgen et al., 2008).

Prvnim druhem jsou tzv. stem-loop primery (primery s vlasenkou). Tyto reverzné-
transkriptazové (RT) primery jsou tvofeny kratkou jednovlaknovou ¢asti komplementarni
k miRNA, na ni navazujici dvouvlaknovou ¢asti a smyckou, ktera je tvofena univerzalni
vazebnou sekvenci. Nejprve dojde k hybridizaci jednovlaknové ¢asti primeru ke 3" konci
mMIRNA a reverzni transkriptazou je vznikajici vlakno prodluzovano a miRNA je piepsana
do cDNA. V této fazi je zachovana struktura vlasenky primeru. Nasledné dojde pomoci
kvantitativni PCR k amplifikaci cDNA a jeji detekci. V prvni fazi kvantitativni PCR
denaturuje dvouvlaknova c¢ast RT primeru, o né&jz je cDNA prodlouzena, a primer
linearizuje. K takovéto cDNA molekule hybridizuje specificky pfimy primer, univerzalni
reverzni primer a hydrolyzacni TagMan sonda, diky niZ je mozné amplifikaci sledovat
(Chen et al., 2005). Na obrazku ¢. 3 je schematicky zndzornéno fungovani stem-loop
primeru.

Jinym druhem alternativnich primerti jsou linearni oligo(dT) primery. Pro

fungovani téchto primert musi nejprve poly(A) polymerdza (PAP) prodlouzit 3" konec
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maturované miRNA o n€kolik adenosini a vytvofit poly(A) konec. Nasledné prob&hne
reverzni transkripce s témito primery, které obsahuji na 3" konci oligo(dT) a na 5" konci
univerzalni sekvenci pro vazbu PCR primert. Béhem reverzni transkripce se oligo(dT)
sekvence primeru navaze na poly(A) konec miRNA a dochazi od n¢ho k prodluzovani
nového fetézce a Kvytvofeni c¢DNA. Pii nasledné kvantitativni PCR hybridizuji
k prodlouzenym cDNA vlaknim univerzalni zpétny primer a specificky pfimy primer
(Shi, Chiang, 2005).

RT primer

Reverzni transkripce se \

mlRNA

stem-loop primery

,“”“””“”“"”I
E cDNA

Kvantitativni PCR

v

3

pfimy primer

e
= zpétny

7 primer
TagMan sonda P

Obr. 3: Schematické znazornéni fungovani stem-loop primeru béhem kvantitativni PCR.

V prvnim kroku se navaze RT stem-loop primer ke 3" konci maturované miRNA molekuly a ta je pomoci
reverzni transkriptazy piepsana do cDNA. Nasledné je ¢cDNA kvantifikovana pomoci kvantitativni PCR
s vyuzitim TagMan sond. K cDNA hybridizuji specificky pfimy primer, univerzalni zpétny primer
a fluorescenéné znacend TagMan sonda. Princip fungovani TaqgMan sondy je popsan na obrazku ¢. 2.
(Upraveno dle Chen et al., 2005)
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3. Pied¢asny porod

Pted¢asny porod je definovany jako jakykoliv porod pied dokoncenym 37. tydnem
téhotenstvi. Je jednou z nejcastéjSich pficin timrtnosti novorozenct a jeho podil na vSech
porodech je 5 — 18 % (Blencowe et al., 2012). Nasledky pfed¢asné narozenych déti souvisi
s nedostateCnym vyvinem organa pied jejich narozenim. Patii mezi n¢ poruchy uceni
a kognitivnich procesti, opozdény psychomotoricky vyvoj, zvySeny vyskyt détské
mozkové obrny, vady sluchu, zraku (Mwaniki et al., 2012) a vady plic (Hibbard et al.,
2010). Z klinického hlediska lze pred¢asny porod rozdélit do nasledujicich tii skupin
(Goldenberg et al., 2008):

1. Indikace cisaiského fezu nebo vyvolani porodu vlivem komplikaci na strané
matky nebo plodu je pti¢inou 30 — 35 % piedcasnych porodu.
2. Spontanni pred¢asny porod tvoii 40 — 45 % vSech pred¢asnych porod.

3. PiedCasny odtok plodové vody se vyskytuje u 25 — 30 % pied¢asnych porodd.

3.1. Klasifikace spontanniho piedcasného porodu a porodu s piedcasnym

odtokem plodové vody

Spontanni piedcasny porod (PTB = spontaneous preterm birth) je definovan
nastupem pravidelnych kontrakci pfed dokon¢enym 37. tydnem téhotenstvi (Goldenberg
et al., 2008).

Predcasny odtok plodové vody je definovan jako ruptura plodovych oball
s odtokem plodové vody vice nez hodinu pfed nastupem kontrakei. V anglické literatute je
oznacovan jako PROM (prelabor rupture of membranes). PROM se dle doby ruptury
plodovych obalt déli do dvou skupin: TPROM a PPROM. TPROM (term prelabor rupture
of membranes) nastava po dokon¢eném 37. gestaénim tydnu a K PPROM (preterm prelabor
rupture od membranes) dochdzi pred 37. tydnem téhotenstvi. PPROM se vyskytuje
piiblizné u 3 % porodi (Mercer, 2003).

3.2. Patofyziologie vzniku spontanniho piedcasného porodu a porodu
s predCasnym odtokem plodové vody — spole¢né znaky

Etiologie PTB a PPROM je multifaktorialni a mize k nim dojit za pfitomnosti
jednoho ¢i nékolika patofyziologickych jevl. Existuje nékolik hypotéz popisujicich mozné

pfic¢iny téchto téhotenskych komplikaci.
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3.2.1. Infekce

Infekce doprovazi znacnou ¢ast pripadit PTB a PPROM. Nejcastéjsimi typy infekci
u téchto tehotenskych komplikaci jsou mikrobidlni invaze amnialni dutiny (MIAC =
microbial infection of the amniotic cavity) a intraamnialni zanét (IAI = intraamniotic
inflammation) vedouci k histologické chorioamnionitidé (HCA = histologic
chorioamnionitis), coz je zanét fetdlnich membran (amnionu a chorionu). Infekce vyvolava
produkci a sekreci zanétlivych cytokini, které indukuji produkei prostaglandinti vedouci
k dozravani délozniho ¢ipku a kontrakcim u PTB. U PPROM zanétlivé markery vyvolavaji
dalsi niZze popsané procesy vedouci k ruptuie plodovych obala (Fortunato, Menon, 2001).
MIAC je podminén piitomnosti genitalnich mycoplasmat (Ureaplasma spp. a Mycoplasma

hominis) a/nebo ptitomnosti Chlamydia trachomatis (Musilova et al., 2015).

3.2.2. Zéanétliva odpoveéd’ bez pritomnosti mikroorganizmi

Krom¢ infekénich agens mize byt zanét vyvolan tzv. sterilng, tzn. bez
detekovanych mikroorganizmti. Vyskyt intraamnidlniho zanétu bez ptfitomnych
mikroorganizmti byl popsan u PTB i u PPROM, avSak v rozdilném procentualnim
zastoupeni. Zatimco u PPROM pacientek byl sterilni zanét i mikroby indukovany zanét
zastoupen stejné, a to piiblizné u 30 % testovanych zen, u PTB byl mikrobidlni zanét
zastoupen pouze v 11 %, avSak sterilni zanét byl zastoupenim srovnatelny s PPROM
pacientkami. Ob¢ t€hotenské komplikace se liSily v sile vyvolané imunitni reakce
jednotlivymi typy zanéti. U PTB dokazal mikroby vyvolany zanét indukovat silnéjsi
imunitni reakci neZ sterilni zanét, zatimco u PPROM nebyl rozdil v sile imunitni odpovédi
mezi obéma typy zanétu statisticky signifikantni (Romero et al., 2014, 2015).

Romero a kolegové popsali mozny mechanismus vzniku sterilniho zdnétu u PTB
pacientek. Pfi zanétu vyvolaném napf. bunéénym stresem ¢i nekrotickymi buiikami
dochazi k produkci tzv. DAMPs (danger associated molecular patterns = molekularni
vzory spojené s nebezpe¢im). DAMPs jsou rozpoznavany PRR receptory (PRR = pattern
recognition receptor) jako napi. TLR (toll-like receptor)-2, -4 a -9 na povrchu antigen
prezentujicich bunék (APC), coz vede k sekreci stresovych signalli nazyvanych alarminy.
Alarminy mohou indukovat zanét stimulaci produkce zanétlivych cytokind jako IL-6,
IL-1p, IL-8 ¢i TNF-a (Bianchi, 2007, Romero et al., 2014). Mechanismus zodpovédny za
indukci sterilniho IAT u PPROM zatim neni znam (Romero et al., 2015).
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3.3. Patofyziologie vzniku spontanniho piedéasného porodu a porodu

s predCasnym odtokem plodové vody — odlisné znaky

Jestlize u PTB i PPROM dochazi k produkci zanétlivych markertt vedoucich
k pfed¢asnému porodu, pravdépodobné existuje n&jaky dalsi faktor, ktery je piitomen
u PPROM, ale nikoliv u PTB, a pokud ano, tak pouze v minimalni mife
(Fortunato, Menon, 2001). V nasledujici studii byla zkoumana schopnost zanétlivych
cytokini IL-1B, IL-6 a TNF-a vyvolat imunitni reakci v plodovych obalech. Dle jejich
proces apoptdzy, expresi matrixovych metaloproteinaz (MMP) vedoucich k degradaci
extracelularni matrix plodovych oball a aktivaci kaspaz. Tyto d¢je, podrobnéji popsané
dale, jsou spojovany s patofyziologii vzniku PPROM (Fortunato et al., 2002). V navazujici
studii byla zjisténa u IL-1P nizsi a u IL-6 minimalni schopnost vyvolat apoptozu a expresi
matrixovych metaloproteinaz v plodovych obalech (Fortunato, Menon, 2003).

Z téchto objevil lze soudit, ze n&které z analyzovanych cytokind mohou byt
rozhodujicim faktorem v tom, zda dojde k iniciaci jedné ¢i druhé cytokinové drahy vedouci
ke vzniku PTB ¢i PPROM. To muze byt také ovlivnéno hormony nebo dal§imi exogennim

faktory jako napft. infekci. (Fortunato et al., 2002).

3.3.1. SniZeny obsah kolagenu ve fetdlnich membranach u PPROM

Snizeni obsahu kolagenu v plodovych obalech vede ke sniZeni pruznosti fetalnich
membran a snaz$i ruptufe. Matrixové metaloproteinazy jsou enzymy schopné degradovat
extracelularni matrix, v tomto piipadé ECM plodovych obalii. Pii porovnavani obsahu
MMP v plodovych obalech u PTB a PPROM byl vyskyt MMP-9, MMP-2 a MT1-MMP
(aktivator MMP-2) u skupiny PPROM pacientek signifikantné vyssi. Vyznamné vyssi
vyskyt MMP-2 a MMP-9 byl nasledné potvrzen i v plodové vodé (Fortunato, Menon,
2001). V jiné studii byl potvrzen signifikantné vyssi vyskyt matrixové metaloproteinazy 8
Vv plodové vodé PPROM pacientek oproti PTB pacientkam (Maymon et al., 2000a). Tyto
objevy ukazuji na matrixové metaloproteinazy jako na mozné efektory vzniku ruptury

plodovych obalt.

3.3.2. Apoptdéza u PPROM
Apoptoza fetalnich membran je dobie popsana jako faktor asociovany s PPROM

(Canzoneri et al., 2013), u kterého k ni dochazi ve vétsi mife nez u PTB (Fortunato et al.,
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2000). To potvrzuje studie detekujici transkripty geni s pro- nebo anti-apoptotickou funkci
v plodovych obalech. U PPROM byla detekovand 10x vyssi exprese MRNA p53
(proapoptoticka funkce) oproti PTB. U PTB byla 3,5x niz§i exprese mRNA Bax
(proapoptoticka funkce) nez u PPROM. mRNA Bcl-2 s antiapoptotickou funkci se u PTB
vyskytovala 100x vice nez u PPROM, coz naznacuje predominantni efekt u PTB
(Fortunato, Menon, 2001).

U bungk fetalnich membran mize ziejmé dojit k ptechodnému zastaveni bunééného
cyklu, a pokud se podminky obklopujici bunku nezleps$i, mize to potencionalné vést
k apoptdze nebo senescenci (Serrano et al., 1997; Zindy et al., 1998). Osud burky, at’ uz
zit nebo podstoupit bunécnou smrt apoptéozou nebo senescenci, pravdépodobné zavisi na

rizikovych faktorech.

3.3.3. Senescence plodovych obali u PPROM

Pravdépodobnou hypotézou vysvétlujici vznik PPROM je senescence plodovych
obalti. Na starnuti buiiky se podili pfedevS$im oxidativni stres. Jednim z biomarkert
asociovanyCh s oxidativnim stresem je eikosanoid a metabolit kyseliny arachidonové
F2-isoprostan (F2-1soP) (Menon et al., 2011). Tato latka byla detekovana v plodové vodé
PPROM pacientek ve vyssi koncentraci nez u PTB pacientek, coz naznacuje vy$si miru
oxidativniho stresu u pacientek s pfed¢asnym odtokem plodové vody (Menon et al., 2014).
Stejny zavér u PPROM pacientek podporuje rovnéz studie popisujici kratsi délku telomer
fetalnich leukocyti u pacientek s rupturou plodovych obali v porovnani s PTB
pacientkami odpovidajiciho gesta¢niho stafi (Menon et al., 2012). Délka telomer fetalnich
leukocytll u pacientek s PPROM s gesta¢nim stafim niz§im nez 34 tydni t€hotenstvi byla
srovnatelnd s délkou telomer pacientek s fyziologickym porodem V terminu. Tento
vysledek ukazuje na zrychleny proces starnuti u PPROM. Stejny fakt naznacuje rozdilna
morfologie bunék plodovych obalt. Bunky u PPROM byly oproti buitkdm u PTB zplostélé
a zvétsené, coz odpovida charakteristice senescentnich bun¢k (Menon et al., 2014).

Vlivem rizikovych faktorii dochazi ke hromadéni reaktivnich kyslikovych radikali
(ROS) a aktivaci pred¢asného starnuti fetalnich membran u PPROM. Senescence je mj.
charakteristicka nevratnym zastavenim bunééného cyklu. Ale na rozdil od apoptozy tyto
bunky pietrvavaji v prostfedi tkdné¢ a zmeéni svoji funkci tak, ze indukuji produkci

zanétlivych markert (Coppé et al., 2010; Menon et al., 2014). Zanétlivé znaky tvori zaklad
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PPROM a redukuji pruznost plodovych obalt, coz vede k jejich ruptute (Moore et al.,
2010).

3.4. Rizikové faktory vzniku spontanniho pied¢asného porodu a porodu

s predCasnym odtokem plodové vody

Rizikové faktory souvisejici s PTB a PPROM jsou opakované potraty, uterinni
a cervikdlni anomalie, umélé oplodnéni, vicecetné tchotenstvi, zdravotni komplikace
matky, vaginalni krvaceni béhem téhotenstvi, abnormalni placentace, urogenitalni infekce,
nizky socioekonomicky status, koufeni a nizky BMI index v dobé poceti. Dalsi faktory
asociované s predCasnym porodem jsou ve€k matky, parita, dédi¢nost ¢i uzivani drog
(Menon, 2008). Nejvétsim rizikem pro predéasny nastup porodu je pied¢asné narozené dité

v ptedchozi gravidité (Mercer et al., 1999).

3.5. Genetické predispozice pro rozvoj pred¢asného porodu

Pti zkoumani moZznych kandidatnich genti zodpovédnych za PTB ¢i PPROM bylo
objeveno nékolik gend, u nichZ jsou ptevazné jednonukleotidové polymorfismy (SNP)
asociované s nastupem porodu pied terminem. Lze tedy predpokladat, ze by ptipadna
regulace téchto genii pomoci miRNA vedla také k predcasnému porodu. Jedna se
pfedev§im o geny kodujici proteiny, které hraji roli pfi zanétu nebo v imunitni odpovéedi

béhem tehotenstvi ¢i pii porodu.

3.5.1. Gen TNF

Gen TNF koduje protein TNF-a, ktery hraje roli v remodelaci cervixu a fetalnich
membran a indukuje produkci matrixovych metaloproteinaz degradujicich ECM (So et al.,
1992). Monzon-Bordonaba a kolegové popsali, Ze TNF-a se uéastni rozdilnym zptisobem
fyziologického téhotenstvi S porodem v terminu a gravidity koncici predcasnou rupturou
plodovych obali. Za normélnich podminek TNF-o indukuje diferenciaci trofoblastu,
implantaci, vyvoj placenty a riist plodovych obalt. Pfi deregulaci sekrece TNF-a miize
dojit k inhibici endokrinni funkce, aktivaci protedz a degradaci ECM. Tyto dé&je mohou
Vv rané fazi té¢hotenstvi vyustit v jeho spontanni zanik a v pozdéjsi fazi gravidity mize dojit
k pfed¢asné ruptuie plodovych obali ¢i PTB (Monzon-Bordonaba et al., 2002).

V souvislosti se zadnétlivou odpovédi byl studovan polymorfismus v TNF genu na

pozici 308 (oblast promotoru genu TNF), a to konkrétné alela TNF(-308A). U jedinct
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s alespon jednou alelou TNF(-308A) dochazi k mirné nadprodukci TNF-a a intenzivnéjsi
zanétlivé aktivité (Gonzalez et al., 2003). Nejprve byla studovana souvislost pied¢asného
porodu (nerozliSeno PTB a PPROM) s vyskytem TNF(-308A). Zavislost vSak nebyla
potvrzena (Dizon-Townson et al., 1997). Nasledn¢ se Roberts a kolegové zabyvali
souvislosti mezi vyskytem TNF(-308A) a vznikem PTB a PPROM. Dle jejich vysledka
existuje vztah mezi vyskytem alely -308A a vznikem PPROM, ale spojitost vyskytu této
alely se vznikem PTB prokazana nebyla (Roberts et al., 1999). V jiné studii byl potvrzen
vztah mezi vyskytem piedCasného porodu a pritomnosti TNF(-308A) alely (Moore et al.,
2004). Autofi studie vSak v ramci pfed¢asného porodu nerozlisovali mezi PTB a PPROM.
Z prezentovanych vysledka lze predpokladat jistou spojitost mezi vyskytem alely -308A
TNF genu a vznikem pfed¢asného porodu. Rozhodné vsak nelze potvrdit souvislost této
alely s PTB ¢i PPROM. Odlisné vysledky mohou byt zpusobeny jak rozdilnym
zastoupenim PTB ¢i PPROM v rdmci predcasného porodu, tak odliSnym slozenim

testované populace (genetické 1 rasové).

3.5.2. Gen IL1B

Gen IL1B koduje protein IL-1p, ktery je dal$im prozanétlivym cytokinem hrajicim
roli v téhotenstvi. U primatd IL-1f prostupuje amnidlni dutinou a indukuje produkci
prozanétlivych cytokind, prostaglandint a zvySuje délozni ¢innost (Sadowsky et al., 2003).
IL-1B soutézi s ILIRA (antagonista receptoru IL-1 kodovan genem IL1RN) o vazbu na
IL-1 receptor a ILIRA tak mutze zabranit zanétu indukovanému IL-1p vedouci k porodu
(Arend, 1991; Witkin et al., 1994). Jedinci s variantou genu ILIRN — alela 2 IL-1RA
(ILARN*2) maji signifikantné vyssi hladinu IL-1RA v plazmé oproti kontrolam, které
ILIRN*2 nemaji (Hurme, Santtila, 1998).

Vliv vyskytu ILIRN*2 na vznik PTB byl studovan v polské populaci a autofi
dospéli k zavéru, ze nositelky ILIRN*2 jsou asociovany s vys$im rizikem wvzniku
spontanniho pred¢asného porodu (Kalinka, Bitner, 2009). Tyto vysledky jsou piekvapivé,
protoze byla popsana souvislost této alelické varianty s vyssi hladinou IL-1RA, u né&jz se
predpokladéa, Ze suprimuje zanét vyvolany IL-1P. Stejni autoii zkoumali v dalsi studii
souvislost vyskytu ILIRN*2 se vznikem PPROM a konstatovali, ze vyskyt ILIRN*2
nepredisponuje jejich nositele k rozvoji PPROM (Kalinka, Bitner, 2009). V dalsi studii
zjistovali Geng a kolegové vliv vyskytu ILIRN*2 na vznik PTB a PPROM V riznorodé
populaci USA. Pii analyze celé populace nebyl zjistén vliv vyskytu ILLRN*2 na zadny ze
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zkoumanych druhti pfed¢asného porodu. Pii analyze dil¢ich populaci byla zjiSténa
souvislost vyskytu ILIRN*2 na vznik PTB i PPROM u hispanské populace (Geng et al.,
2002). VIliv ILIRN*2 na PPROM byl zkouman také u viceCetnych téhotenstvi a byla
potvrzena souvislost s vyskytem IL1IRN*2 a vznikem PPROM (Kalish et al., 2003).

Vlivem ruznorodého slozeni studované populace jsou proto i tyto vysledky nekonzistentni.

3.5.3.Gen IL6

Protein IL-6 kédovany genem IL6 je prozanétlivy cytokin aktivujici akutni fazi
imunitni odpovédi, stimuluje T lymfocyty, indukuje konecnou diferenciaci B lymfocytd
a indukuje produkci C-reaktivniho proteinu (Papanicolaou et al., 1998). ZvySena hladina
IL-6 byla popsana v nékolika studiich u PTB i u PPROM (Goepfert et al., 2001; Rizzo
et al., 1998; Romero et al., 1990).

Polymorfismus v promotoru genu IL6, konkrétné alela IL6(-174C) byla zkoumana
v souvislosti se vznikem PTB. Nejprve byla popsana souvislost vyskytu IL6(-174C) alely
se snizenou hladinou IL-6 v plazmé (Hoffmann et al., 2002) a nasledné¢ autofi jiné studie
prezentovali signifikantné nizsi frekvenci obou kopii IL6(-174C) u Zzen s PTB (Simhan
et al., 2003). Ve studii Simhana a kolegl existuji disproporce v testovanych parametrech

mezi jednotlivymi rasami.

3.5.4. Gen MMP1

Gen MMP1 koduje stejnojmenny protein, ktery se ucastni ruptury plodovych obalt
pomoci matrixovych metaloproteindz degradujicich kolagen. Nejprve MMP1 katabolizuje
fibrilarni kolagen, ktery je nasledné degradovan zelatinazami MMP2 a MMP9 (Crider
et al., 2005).

K nartistu koncentrace MMP1 s gestacnim stafim dochazi jak u PPROM, u n¢jz
byla prokazana asociace s MMP1, tak u fyziologického porodu v terminu (Maymon et al.,
2000b). U MMP1 byl zkouman polymorfismus v jeho promotoru na pozici -1607, a to alela
2G, u niZ je na zminé€né pozici inzertovan guanin. Porovnavan byl vyskyt této alely
uPPROM a u FG v buiikdch amnionu u afroamerické populace. Autofi této studie
pozorovali signifikantné vyssi vyskyt 2G alely u PPROM nez u kontrol. Vyvozuji tedy, ze
alela 2G ma silngjsi promotorovou aktivitu v amnialnich bunikach a ptedstavuje pii vlivu

stejnych rizikovych faktorti vétsi riziko vzniku PPROM (Fujimoto et al., 2002).
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3.5.5. Gen MMP9

MMP9 koéduje stejnojmenny protein, jenz se ucastni degradace bazalni membrany
a ostatnich soucasti ECM. K naristu jeho koncentrace dochazi v dobé porodu (McLaren
etal., 2000). Pti hledani mozného polymorfismu predisponujiciho ke vzniku PPROM
zkoumali Ferrand a kolegové promotor MMP9. Jejich predpoklad, ze délka CA repetitivni
sekvence na pozici -1562 tohoto genu je predisponujici pro vznik PPROM se nepotvrdila.
Autori vSak zjistili, Ze 14 opakovani CA repetice se poji se signifikantn¢ vys$$im rizikem
PPROM nez 20 opakovani CA repetice a vede ke zvysené expresi MMP9 (Ferrand et al.,
2002).

3.6. Diagnostika PPROM

Vzhledem k tomu, Ze pfi malém uniku amnialni tekutiny neni vzdy jasné, zda se
jedna o plodovou vodu ¢i jiné télni tekutiny, bylo vyvinuto nékolik diagnostickych testt,
které jsou schopny zainajici PPROM zachytit. Mezi orientacni testy patii test stanovujici
vaginalni pH, napf. pomoci pH indikatoru nitrazinu, a tzv. ferning test (fern = kapradina).
Mg¢teni pH jako indikatoru PPROM vychazi z faktu, Zze pH plodové vody je vySsi nez
standardni vaginalni pH, a pokud jiz doslo k ruptufe plodovych obald, lze takto pfitomnost
plodové vody detekovat (Abdelazim, Makhlouf, 2011; Ernest et al., 1989). Pti ferning
testu se vyuziva schopnosti plodové vody krystalizovat a pod mikroskopem lze pozorovat
krystaly pfipominajici tvar kapradiny (Abdelazim, Makhlouf, 2011). Oba testy je nutno
potvrdit jinym diagnostickym testem. PPROM je mozno stanovit na zdkladé meéteni
koncentrace prolaktinu ve vaginalni tekutin€. Koncentrace tohoto hormonu totiz vzrista
s blizicim se porodem (Buyukbayrak et al., 2004). Jinym indikatorem zacinajictho PPROM
je zvySena koncentrace p podjednotky lidského choriového gonadotropinu (B-hCG) v krvi
(oproti FG) (Tian et al., 2014). Dalsim zpusobem jak PPROM diagnostikovat je detekce
a-fetoproteinu (AFP) ve vaginalni tekutiné nebo v cervikalnim sekretu. AFP se v plodové
vodé nachazi ve vysoké koncentraci na rozdil od ostatnich télnich tekutin, za které by
mohla byt plodova voda zaménéna (Kishida et al., 1995). Zacinajici PPROM lze
identifikovat také detekci IGFBP-1 (insulin-like growth factor binding protein-1) ve
vaginalni tekuting, protoZe jeho koncentrace v plodové vodé je mnohonasobné vyssi nez
Vv jinych tekutinach, s nimiz by mohla byt plodova voda zaménéna (Darj, Lyrenas, 1998).

Diagnostikovat PPROM lze také na zdkladé zvySené koncentrace fetdlniho fibronektinu
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(fFFN) (Abdelazim, 2012) ¢i diaminooxidazy (DAO) (Gaucherand et al., 1997) ve vaginalni

tekutin€. Hodnotici kritéria popsanych testt jsou zobrazeny v tabulce €. 1.

Tabulka €. 1: Vysledky hodnoticich kritérii diagnostickych testu detekujicich nastup PPROM

Nizev testu/detekovana Senzitivita Specificita
litka Hrani¢ni hodnota %) (%) PPV (%) | NPV (%)

Nitrazinovy test pozitivni/negativni 90-97 16-70 93-75 80-93
Ferning test pozitivni/negativni 51-98 70-88 84-93 87-97
Prolaktin > 30-50 puIU/ml 70-95 76-78 72-87 75-93
B-hCG > 40-65 pIU/ml 68-95 70-95 73-91 78-97
AFP >30 pg/l 90-94 95-100 94-100 91-94
IGFBP-1 >3 ng/l 74-97 74-98 73-97 56-95
fFEN > 50 ng/ml 97-98 70-97 74-93 98-100
DAO > 25 ulU/test 83 90-100 100 89

(Upraveno dle Caughey et al., 2008; Di Renzo et al., 2011; EI-Messidi, Cameron, 2010)

3.7. Lécba PPROM

Pti prokazani odtoku plodové vody je nezbytna hospitalizace, stanoveni infekénich
markert (pocet leukocytt, hladina C-reaktivniho proteinu, piipadné hladina cytokind IL-6
a TNF-a), provedeni mikrobiologického vySetfeni s odebranim vzorku na kultivaci z hrdla
a pochvy u ptredéasného porodu a za ptitomnosti zanétlivych markert a vylouceni distresu
plodu provedenim kardiotokografie. Za pfitomnosti infekce ¢i kolonizace pochvy
streptokoky skupiny B dochdzi k okamzité provokaci porodu a intravendéznimu podani
antibiotik. Jestlize existuji kontraindikace k vaginalnimu vedeni porodu, je téhotenstvi
ukonéeno elektivnim cisatskym fezem (Méchurova, Rokytova, 2002).

Pokud nejsou pfitomny znamky infekce plodu a matky, znamky distresu plodu ani
pozitivni vysledek kultivace streptokokti skupiny B, je u gestacniho stafi niz§iho nez 28.
tydnt doporucen expektacni postup a individualni pfistup, u 28. az 31. tydne téhotenstvi je
porod provokovan za 72 hodin po odtoku plodové vody (24 hodin po ukonceni indukce
plicni zralosti), u 32. az 34. gesta¢niho tydne za 48 hodin a u 35. az 36. gesta¢niho tydne za
24 hodin. Profylakticky je doporuc¢eno podani antibiotik. Do 34. tydne téhotenstvi je

preventivné aplikovana tokolyza po dobu maturace plic. Kortikosteroidy jsou podavéany do
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34. tydne téhotenstvi a pouze pii negativnich infekénich markerech. Pokud se vyskytnou
znamky infekce matky nebo infekce ¢i distres plodu je nutno piistoupit k radikalnimu
postupu Vv kterékoli fazi téhotenstvi. V pfipadé¢ extrémné nezralého plodu (do 26.
gestaéniho tydne) je doporucen individualni pfistup. Pokud je plod v poloze koncem
panevnim do hmotnosti 2 500 grama, u vicecetného téhotenstvi do 32. gestaniho tydne,
u starSich t¢hotenstvi a nejsou-li plody v poloze podéIné hlavickou, je indikovan elektivni

cisafsky fez (Méchurova, Rokytova, 2002).
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4. Uloha microRNA v t&hotenstvi

Velmi dulezitou roli v téhotenstvi hraje placenta. Je to doCasny organ slouzici
k oboustrannému spojeni matky a plodu. Zprostiedkovava vyménu zivin, dychacich plynt
a odpadnich latek. Zaroven je to také endokrinni organ produkujici hormony a rastové
faktory potiebné pro embryonalni vyvoj. Spravna placentace je nezbytna pro fyziologicky

vyvoj plodu a udrzeni té¢hotenstvi.

4.1. Exprese microRNA v placentarni tkani

MicroRNA hraji dilezitou roli v regulaci vyvoje placenty a mnoho z nich bylo
identifikovano v placentarni tkani (Barad et al., 2004; Enquobabhrie et al., 2011; Luo et al.,
2012). Byla popsana tiloha miRNA v regulaci proliferace bun¢k trofoblastu, jejich migraci,
invazi a apoptoze (Fu et al., 2013; Li et al., 2013; Luo et al., 2012). Mnohé miRNA
exprimované¢ piedev§im nebo vyhradné v téhotenstvi se shlukuji do jednoho
chromozomalniho regionu. Tento klastr mlze byt fizen stejnym promotorem, mit
podobnou “seed” sekvenci a cilovou RNA.

CI9MC (miRNA klastr na chromozomu 19) je placentarné specificky, nachazi se
vV chromozomalni oblasti 19913.41 a je doposud nejvétsim objevenym lidskym genovym
Klastrem. Obsahuje 46 genti pro miRNA a je dlouhy pfiblizn¢ 100 kb (Bortolin-Cavaillé
et al., 2009). U C19MC se uplatiiuje genomovy imprinting a dochazi k preferenéni expresi
genll z paternalni alely. Exprese je regulovana odliSnou metylaci CpG bohaté oblasti
promotoru nachazejici se upstream od C19MC (Noguer-Dance et al., 2010).

MiRNA klastr na chromozomu 14 (C14MC) je dlouhy ptiblizn¢€ 40 kb a nachazi se
v chromozomalni oblasti 14q32. Klastr je tvofen 40 geny pro miRNA a vykazuje tkanoveé
specifickou expresi ve vyvijejicim se embryu a v placenté. Uplatituje se u n¢j také
genomovy imprinting, ale na rozdil od C19MC je C14MC exprimovan pouze z materndlni
alely. Exprese geni tohoto klastru mize byt regulovana metylaci IG-DMR (intergenic-
derived differentially methylated region) oblasti nachazejici se ptiblizné 200 kb upstream
od C14MC (Seitz et al., 2004).

Mira exprese jednotlivych miRNA se mezi prvnim a tfetim trimestrem t€hotenstvi
meéni. Morales-Prieto a kolegové popsali vzrustajici trend v expresi C19MC miRNA
Vv placentarni tkani od prvniho (interrupce) do tietiho trimestru a piesné opacny trend
v expresi C14MC miRNA (Morales-Prieto et al., 2012). Odlisny vysledek publikovali Gu
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a kolegové. Prezentuji, ze C19MC i C14MC miRNA jsou V placentarni tkani v prvnim
trimestru upregulované ve srovnani se tetim trimestrem (Gu et al., 2013). Z nasledujicich
divodt shledavam druhou zminénou praci méné diveéryhodnou. Jsou porovnavany vzorky
placentarni tkdné z prvniho trimestru (interrupce) asijské populace a vzorky ze tietiho
trimestru americké populace. V prvnim i ve téetim trimestru je testovano pouze 6 vzorkt
a vzorky ze tfetiho trimestru pochazeji z porodi mezi 30. — 38. tydnem téhotenstvi. To je
dlouhy ¢asovy interval, ale hlavné pod hranici gestacniho stafi porodu v terminu. Odlisné
exprese v prvnim a tfetim trimestru naznacuji, Ze jsou miRNA téchto klastri béhem vyvoje

rozdiln¢€ regulovany a maji specifickou funkci v rozdilnych stadiich téhotenstvi.

4.2. Exprese microRNA u PTB a PPROM

Bylo popsano, ze poruchy ve funkci a vyvoji placenty souvisi s nckolika
t¢hotenskymi komplikacemi jako je preeklampsie nebo fetalni ristova retardace. U téchto
komplikaci byla popsana rozdilna exprese miRNA zminénych klastri oproti fyziologickym
graviditam a pravdépodobna regulace pomoci miRNA (Hromadnikova et al., 2015b). Lze
tedy predpokladat moznou souvislost patofyziologie predéasného porodu (jak spontanniho
pred¢asného porodu, tak pied¢asného porodu s rupturou plodovych obali) s regulaci
pomoci microRNA.

Existuje vSak pouze nékolik studii zkoumajicich mozny vliv microRNA v regulaci
molekularnich mechanismi vedoucich k patofyziologii ptfed¢asného porodu (PTB
i PPROM). Montenegro a kolegové zkoumali expresni profil 455 miRNA z bunék
chorioamnionu. Chorioamnion obaluje amnialni dutinu a hraje roli v pfed¢asném porodu
I ve fyziologickém porodu v terminu (Haddad et al., 2006; Kim et al., 2004). Pomoci
microarray odhalili odlisnou expresi 39 miRNA u vzorkd pochazejicich z pred¢asného
porodu oproti vzorkiim z porodii v terminu. 31 z téchto miRNA bylo downregulovanych
u porodt v terminu. Naslednou PCR analyzou byly potvrzeny 4 microRNA - miR-338,
miR-449, miR-136, miR-199a*, u nichz byla exprese u porodii v terminu niz$i oproti
pred¢asnym porodiim. Po provedeni pocitacové predikce byla PLA2G4B mMRNA
vytipovana jako mozny cil miR-338. Fosfolipaza A2 skupiny IVB (PLA2G4B) je ¢len
proteinové rodiny cytosolickych fosfolipdz Az, jejichz funkce v chorioamnionu je klicova
pro biosyntézu prostaglandinti béhem porodu (Okazaki et al., 1981; Skannal et al., 1997).
Provedeni n¢kolika dalSich experimentalnich analyz potvrdilo vysledky pocitacové

predikce (Montenegro et al., 2009).
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Ve studii Mayor-Lynn a kolegh byla sledovana exprese 820 microRNA
v placentarni tkdni pomoci microarray. Exprese byla porovnavana u pacientek s PTB a FG.
U 141 microRNA byla odli$nad exprese mezi porovndvanymi skupinami, pfiCemz u PTB
bylo 113 miRNA upregulovanych a 23 downregulovanych oproti fyziologickym porodim
v terminu. Po provedeni upfesiiujici analyzy pomoci kvantitativni PCR odhalili u PTB
snizenou expresi 4 miRNA (miR-15b, miR-181, miR-210 a miR-483-5p) a trend ke
zvySené expresi miR-496 oproti porodiim v terminu (Mayor-Lynn et al., 2011).

V dalsi studii analyzovali Elovitz a kolegové miRNA v buikach cervixu
odebranych béhem 20. — 28. tydne téhotenstvi. Pomoci microarray analyzovali 5640
miRNA, pficemz exprese u 99 z nich se lisila u pacientek s PTB oproti Zendm, u nichz
probihal porod v terminu. Po provedeni validace primarnich dat pomoci kvantitativni PCR
byly upregulované pouze miR-143, miR-145 a miR-199b-5p v obdobi mezi 24. — 28.
tydnem tchotenstvi a v obdobi mezi 20. — 24. tydnem téhotenstvi byla upregulovana pouze
miR-106b* (Elovitz et al., 2014).

Elovitz a kolegové v dalsi studii zkoumali expresi miRNA v krevnim
séru predcasné€ rodicich pacientek a zen, u nichz probihal porod v terminu. Stejné jako
Vv ptedchozi studii analyzovali 5640 miRNA pomoci microarray a U 4 z nich se exprese
lisila mezi 2 zkoumanymi skupinami. Z téchto 4 miRNA byly maturované pouze
miR-200a* a miR-4695-5p. U zadné z téchto miRNA vSak nebyl vice nez dvojnasobny
rozdil v expresi mezi testovanymi skupinami a validace pomoci kvantitativni PCR nebyla
provedena (Elovitz et al., 2015).

V neddvné studii zkoumali Enquobahrie a kolegové expresi miRNA pomoci
kvantitativni PCR v buiikkdch amnionu a chorionu u fyziologicky rodicich Zen v terminu
a u pacientek s PTB a pacientek s PPROM. Prezentovali signifikantni rozdil v expresi
miR-223 v amnionu u PTB i u PPROM oproti kontrolam (Enquobabhrie et al., 2016).

Z vysledkt zminénych studii 1ze konstatovat, Ze byla identifikovana jedna miRNA

asociovana s patofyziologii PPROM a pouze nékolik malo miRNA asociovanych s PTB.
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5. Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda nékteré microRNA hraji roli v patofyziologii
spontanniho pfedcasného porodu (PTB) a porodu s piedCasnym odtokem plodové vody
(PPROM). Za timto uc¢elem byla porovnana exprese 15 placentarné specifickych
microRNA kodovanych genovym klastrem na chromozomu 19 (C19MC) v placentarni
tkani mezi fyziologickymi graviditami, u nichz prob&hl porod v terminu, graviditami
s PTB a graviditami s PPROM. 15 testovanymi, placentarné specifickymi microRNA byly:
miR-512-5p, miR-515-5p, miR-516b-5p, miR-517-5p, miR-518b, miR-518f-5p, miR-
519a-5p, miR-519d-3p, miR-519e-5p, miR-520a-5p, miR-520h, miR-524-5p, miR-525-5p,
miR-526a a miR-526b-5p. Jako endogenni kontroly slouzily RNU6B a RNU38B.

Dalsim cilem bylo urcit, zda piitomnost mikrobialni infekce amnialni dutiny
(MIAC) ¢i pritomnost histologické chorioamnionitidy (HCA) ovliviiuje genovou expresi
C19MC miRNA u téhotnych Zen s PPROM. Z tohoto dtivodu byla porovnana exprese vyse
zminénych 15 miRNA v ramci skupiny PPROM pacientek v zavislosti na piitomnosti
MIAC a HCA.

Poslednim cilem bylo wurcit, zda exprese 15 zminénych miRNA koreluje
s gesta¢nim stafim plodu v dobé porodu u skupiny pacientek s PPROM a s PTB.
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6. Material

Jako zpracovavany materidl slouzila ¢ast placentarni tkané z oblasti centralniho
kotyledonu (fetalni ¢ast placenty). Vzorky placentarni tkané s t¢hotenskymi komplikacemi
(PTB a PPROM) poskytla Fakultni nemocnice Hradec Kréalové a vzorky fyziologickych
gravidit s porodem v terminu (FG) byly poskytnuty Ustavem pro pé¢i o matku a ditd
Vv Praze Podoli. Ze studie byly vylouceny pacientky s viceCetnym t€hotenstvim a pacientky
vykazujici gestaéni hypertenzi, preeklampsii, diabetes mellitus a viditelné vaginalni
krvaceni. Zaroven byly vyloucCeny zeny, jejichz plody jevily znamky fetdlni rastové
regardace, fetalni hypoxie a plody s piitomnosti kongenitalnich a chromozomalnich
abnormalit. Biologicky material byl poskytnut na zaklad¢ informovaného souhlasu
pacientek a se souhlasem etické komise.

Material poskytlo celkem 119 téhotnych zen. Studovany soubor tvofilo 24 Zen se
spontannim pied¢asnym porodem, 75 pacientek s ptred¢asnym odtokem plodové vody a 20
zen s fyziologickou graviditou a porodem v terminu. Gesta¢ni stafi v dobé porodu bylo
UPTB v rozmezi 25+1 — 36+2 (median 34+0), u PPROM 24+0 — 36+5 (median 34+0)
a u FG 38+5 — 40+4 (median 39+6). Gestac¢ni staii bylo stanoveno ultrasonograficky.

Tabulka ¢. 2: Pocet analyzovanych vzorki rozdéleny dle diagnéz pacientek a minimum a maximum
gestacniho stafi v dobé porodu odpovidajici diagnostické skupiné

s, Pocet pacientek ve skupiné | Rozsah gestacniho stafi v dobé porodu
Diagnéza . . . - . . .
se stejnou diagnézou ve skupiné se stejnou diagnozou
PTB 24 25+1 — 36+2
PPROM 75 24+0 — 36+5
FG 20 38+5—-40+4

Fyziologicka gravidita byla definovana normalnim pribéhem téhotenstvi
a porodem zdravého novorozence v terminu s hmotnosti vétsi nez 2500 grami.

Ptred¢asny porod byl definovan pfitomnosti pravidelnych déloznich stahl
s frekvenci nejméné 2 kontrakce za 10 minut, které byly doprovazeny zménou délozniho
¢ipku vedouci k porodu pted dokoncenym 37. tydnem téhotenstvi.

Predcasny odtok plodové vody byl definovan jako unik amnidlni tekutiny
s porodem zahajenym nejdiive za 2 hodiny. PPROM byl diagnostikovan vizualné

a Vv piipad¢ nutnosti potvrzen pozitivnim testem na pFitomnost IGFBP-1 (insulin-like
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growth factor-binding protein-1) (ACTIM PROM test; Medix Biochemica, Kauniainen,
Finland) ve vaginalnim sekretu.

Pacientkdm s PPROM bez znamek infekce, u nichz doslo k zac¢atku porodu pied 34.
tydnem téhotenstvi, byly podany kortikosteroidy k urychleni zrani plic, tokolytika po dobu
48 hodin a antibiotika. Pacientkam, u nichZ zacal porod po 34. tydnu téhotenstvi, nebyla
indikovana zadna 1écba kromé podani antibiotik. U PPROM pacientek doslo k indukci
porodu nebo k cisatskému fezu do 72 hodin od ruptury plodovych obalt.

Ze 75 pacientek s PPROM vykazovalo 19 znamky mikrobidlni invaze amnialni
dutiny (MIAC), 10 trp€lo intraamnialnim zanétem s mikrobialni infekci (IAI) a u 47 byla
diagnostikovana histologickd chorioamnionitida (HCA). Ze vSech PPROM pacientek
vykazovaly 3 pouze MIAC a 27 pouze HCA. U 17 pacientek byla pfitomna MIAC i HCA

zaroven a 22 zen nemélo ani MIAC ani HCA.

Tabulka €. 3: Pocet analyzovanych vzorki PPROM pacientek rozdéleny dle vyskytu a typu pritomné
infekce.

Typ pritomné infekce Pocet p(;li;i;:(t;l;z danou
MIAC 19
HCA 47
1Al 10
pouze MIAC 3
pouze HCA 27
MIAC i HCA soucasné 17
bez MIAC a HCA 22

MIAC byla definovana jako pozitivni vysledek analyzy PCR na genitalni
mycoplasmata (Mycoplasma hominis, Ureaplasma species) a/nebo Chlamydia trachomatis
a/nebo 16S rRNA gen v plodové vode.

Intraamnidlni zanét asociovany s mikrobidlni infekci byl definovan pfitomnosti
MIAC s koncentraci IL-6 v plodové vodé vys§i nez 745 pg/ml (méfeno laterdlni
pratokovou immunoassayi).

HCA byla diagnostikovana na zaklad¢ infiltrace neutrofili do choriodeciduy
(stupenn 3-4) a/nebo do chorionu (stupen 3-4) a/nebo do pupecniku (stupen 1-4) a/nebo
do amnionu (stupen 1-4) dle kritérii Salafiy a kolegt (Salafia et al., 1989).
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7. Metody

7.1. Prvotni zpracovani materialu

Vzorky biologického materialu byly odebrany ihned po porodu a vlozeny do
RNAlateru (Ambion, Austin, USA). Po dorufeni na Oddéleni molekularni biologie
a patologie bunky, 3. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy v Praze byly promyvany PBS
a lyzanim roztokem, aby doslo k odstranéni krve. Nésledné byly zamrazeny na -80 °C

v RNAlateru, kde byly uchovavany, dokud nedoslo k jejich dalSimu zpracovani.

7.2. Izolace RNA obohacené o miRNA z placentarni tkané

Vzorky placentarni tkdné byly pfed zpracovanim rozmrazeny a 30 — 70 mg tkan¢
bylo oddéleno za icelem izolace. K extrakci RNA obohacené o miRNA z placentarni tkané
byl pouzit mirVana microRNA Isolation kit (Ambion, Austin, USA). Dle udaji vyrobce
byl k placentarni tkani o vySe zminéné hmotnosti na ledu ptidan desetinasobek lyza¢niho
pufru (Lysis/Binding Buffer) (napt. 70 mg tkdn¢ odpovida 700 pl Lysis/Binding Bufferu)
a vzorek byl homogenizovan tkanovym homogenizatorem (TissueRuptor, Qiagen). K takto
vytvofené¢ homogenni suspenzi byl pfidin homogenizacni roztok (Homogenate Additive)
Vv objemu odpovidajicimu 1/10 objemu pfidaného Lysis/Binding Bufferu (napt. 700 pl
Lysis/Binding Bufferu odpovida 70 pl Homogenate Additive). Smés byla promichana
a inkubovdna 10 minut na ledu. Po uplynuti této doby byl ke smési ptidan fenol-
chloroform v objemu odpovidajicimu objemu ptidaného Lysis/Binding Bufferu. VVzorek
byl nasledné diikladné zvortexovan, rozalikvotovan do 2 ml zkumavek a centrifugovan pfii
10 000 x g po dobu 5 minut. V tomto stadiu doslo ve vzorku k oddéleni vodné a organické
faze. DNA ziistala v organické fazi a vodna faze obsahujici RNA byla odsata do
samostatné zkumavky. K odebrané vodné fazi byl pfiddn 100% ethanol v objemu
odpovidajicimu 1/3 objemu vodné faze. VSe bylo promichdno a vzorek byl nanesen na
kolonku a vortexovan po dobu 15 sekund. V takto nizké koncentraci ethanolu prosly malé
RNA skrz kolonku, ale velké RNA zustaly zachyceny na kolonce. Aby v dal$im kroku
doslo k zachyceni malych RNA na kolonce, byl k filtratu pfidan 100% etanol v objemu 2/3
filtratu. Po promichani byl vzorek znovu aplikovan na novou kolonku a centrifugovan 15
sekund pii 10 000 x g. Nepotiebny filtrat byl slit a malé RNA zachycené na kolonce byly
nékolikrat promyty promyvacimi roztoky (1x Wash Solution 1, 2x Wash Solution 2/3). Po
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promyvacich krocich byl vzorek centrifugovan 1 minutu pti 10 000 x g kvili odstranéni
rezidualni tekutiny. Nakonec byla RNA zachycena na kolonce eluovana 100 pl elu¢niho
roztoku (Elution Solution) o teploté 95 °C.

K minimalizaci DNA kontaminace bylo k eluatu ptfidano 5 pl DNazy I (Fermentas
International, Ontario, Canada) a nasledovala inkubace po dobu 30 minut pti 37 °C.
K odstranéni piipadnych PCR inhibitora bylo ke vzorku po skonceni inkubace piidano 5 pl
EDTA (Fermentas International, Ontario, Canada) a vzorek byl inkubovan 10 minut pii
65 °C.

Koncentrace a kvalita vyizolované RNA byla stanovena na spektrofotometru
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA). Koncentrace byla métena v ng/ul
a Cistota vysledné RNA byla zjiStovana pomérem absorbanci (A) pii specifickych
vinovych délkach. A(260/280) se pohybovala mezi 1,8 — 2,0, coz vylucuje kontaminaci
proteiny nebo fenoly absorbujici pfi 280 nm. A(260/230) byla vétsi nez 1,6, coz dokazuje
zanedbatelnou pfitomnost polysacharidii nebo jinych latek absorbujicich pti 230 nm. Na
zaklad¢ zmérené koncentrace byl vzorek pied reverzni transkripci nafedén na koncentraci

3 ng/pl.

7.3. MiRNA, jejichz exprese byla testovana

V této praci bylo vybrano k analyze 15 placentarné specifickych microRNA
exprimovanych na chromozomalnich klastru C19MC, jejichZz exprese je detekovatelna
pouze u te€hotnych Zen. V placentarni tkani lze tyto miRNA detekovat ve 100 % piipadi.

Jako endogenni kontroly pro normalizaci exprese testovanych miRNA slouZily
RNU6B a RNU38B. Tyto miRNA byly vybrany pomoci softwaru GeNorm (Primer
Design, Ltd., Southampton University, Highfield Campus, Southampton Haunts, UK).
Exprese kontrolnich miRNA neni omezena pouze na placentarni tkan. Posledni
detekovanou miRNA byla syntetickd cel-miR-39, ktera byla do studie zatazena kvuli
minimalizaci fluktuace dat. Sekvence analyzovanych miRNA a jejich tkanova specificita

jsou uvedeny v tabulce €. 4.
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Tabulka €. 4: Seznam analyzovanych miRNA, jejich sekvence a tkanova specifita

mMiRNA

Sekvence miRNA (5°-3)

Tkanova specificita

hsa-miR-512-5p

CACUCAGCCUUGAGGGCACUuUUC

placentarné specificka

hsa-miR-515-5p

UUCUCCAAAAGAAAGCACUUUCUG

placentarné specificka

hsa-miR-516b-5p

AUCUGGAGGUAAGAAGCACUUU

placentarné specificka

hsa-miR-517-5p

CCUCUAGAUGGAAGCACUGUCU

placentarné specificka

hsa-miR-518b

CAAAGCGCUCCCCUUUAGAGGU

placentarné specificka

hsa-miR-518f-5p

CUCUAGAGGGAAGCACUUUCUC

placentarné specificka

hsa-miR-519a-5p

CUCUAGAGGGAAGCGCUUUCUG

placentarné specificka

hsa-miR-519d-3p

CAAAGUGCCUCCCUUUAGAGUGU

placentarné specificka

hsa-miR-519e-5p

UUCUCCAAAAGGGAGCACUUUC

placentarné specificka

hsa-miR-520a-5p

CUCCAGAGGGAAGUACUUUCU

placentarné specificka

hsa-miR-520h

ACAAAGUGCUUCCCUUUAGAGU

placentarné specificka

hsa-miR-524-5p

CUACAAAGGGAAGCACUUUCUC

placentarné specificka

hsa-miR-525-5p

CUCCAGAGGGAUGCACuuuUcCU

placentarn¢ specificka

hsa-miR-526a CUCUAGAGGGAAGCACUUUCUG placentarné specificka
hsa-miR-526b-5p CUCUUGAGGGAAGCACUUUCUGU placentarné specificka
has-RNU6B CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAG tkanove nespecificka
CGTTCCATATTTTT
hsa-RNU38B CCAGTTCTGCTACTGACAGTAAGTGAAG tkanoveé nespecificka
ATAAAGTGTGTCTGAGGAGA
syn-cel-miR-39 UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG (synteticka)

(www.mirbase.org, www.thermofisher.com)

7.4. Reverzni transkripce

Vsechny miRNA, které mély byt detekovany, byly reverzni transkripci prepsany do
komplementarni DNA za pouziti TagMan MicroRNA Assay obsahujici microRNA-
specifické stem-loop RT primery a TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Branchburg, USA) dle pokyni od vyrobce. Reak¢ni objem pro
kontrolni miRNA (RNU6B a RNU38B) byl 10 ul a pro ostatni miRNA, které byly
pfedmétem vyzkumu (miR-512-5p, miR-515-5p, miR-516b-5p, miR-517-5p, miR-518b,
miR-518f-5p, miR-519a-5p, MiR-519d-3p, MiR-519e-5p, 520a-5p, MiR-520h, MmiR-524-
5p, MiR-525-5p, MiR-526a, MiR-526b-5p), 32 ul. SloZeni obou typt reak¢énich smési je

popsano v tabulce cCislo 5.
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Tabulka ¢. 5: SloZeni reakéni smési pro reverzni transkripci

. . . | Objem slozky pro 32 ul reakci -
Slozka reakéni smési Objem slozky,prf) 10 pl reakei MiRNA, které jsou piedmétem
kontrolni miRNA [pl] ,
vyzkumu [pl]
dNTPs (100mM) 0,10 0,32
Reverzni transkriptaza
(MultiScribe™ Reverse 0,70 2,13
Transcriptase, 50U/ul)
Pufr pro RT (10x Reverse
Transcription Buffer) 1,00 3,20
Inhibitor RNaz (RNase 0,10 0,43
Inhibitor, 20 U/ul)
Nuclease-free voda 2,70 8,85
RT primery (Megaplex™ RT 2,00 6,40
Primers)
Vzorek 3,40 10,70

Reverzni transkripce byla provadéna v cycleru 7500 Real-Time PCR system
(Applied Biosystems, Branchburg, USA) za nasledujicich teplotnich parametrd: 30 minut
pti 16 °C, 30 minut pii 42 °C, 5 minut pii 85 °C a 10 minut pti 4 °C.

7.5. Kvantitativni PCR v realném Case

Po dokonCeni reverzni transkripce byla vysledna cDNA amplifikovana
a kvantifikovana pomoci kvantitativni PCR Vv redlném case. K jednotlivym typim cDNA
byly nasledné ptidany piislusné specifické PCR primery, TagMan MGB sondy (TagMan
MicroRNA Assay, Applied Biostytems, Branchburg, USA) a slozky TagMan Universal
PCR Master Mixu (Applied Biosystems, Branchburg, USA), pficemz celkovy reakcni

objem byl 35 pul. SloZeni reakéni smési je popsano v tabulce €. 6.

Tabulka €. 6: SloZeni reakéni smési pro kvantitativni PCR

Objem reagencie pro 35 pl
reakci - miRNA, které jsou
predmétem vyzkumu [ul]

Objem reagencie pro 35 pul

Typ reagencie reakci - kontrolni miRNA [pul]

TagMan 2x Universal PCR

Master Mix 17.5 18,2
Nuclease-free voda 11,3 0,0
PCR_ primery (20x Taq_Man 18 18

MicroRNA Assay mix) ' '
cDNA 44 15,0
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PCR reakce probihala tvodnich 10 minut pii 95 °C pro aktivaci DNA polymerazy
a poté nasledovalo 50 cykli s teplotnim profilem: 15 sekund pti 95 °C a 60 sekund pii
60 °C. Reakce byla provedena v cycleru 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Branchburg, USA).

Vsechny vzorky byly analyzovany v duplikatech a pti kazdé PCR reakci byly
pouzity negativni kontroly obsahujici misto cDNA vodu a referenéni vzorek, tj. vzorek
jedné nahodné zvolené placenty pochdzejici z fyziologického pribéhu tehotenstvi
s porodem Vterminu. Negativni kontroly nevykazovaly zadny amplifikacni signal
a stanovované vzorky byly povazovany za pozitivni, pokud amplifikacni signal piekrocil

prah reakce (Ct) pied 40. cyklem.

7.6. Relativni kvantifikace placentarné specifickych microRNA

Exprese jednotlivych placentarné specifickych miRNA byla stanovena pomoci
relativni kvantifikace s vyuzitim komparativni Ct metody (Livak, Schmittgen, 2001).
U této metody je Ct vzorku porovnavano vuéi geometrickému priméru Ct hodnot
zvolenych endogennich kontrol vykazujicich stadlou expresi ve vSech analyzovanych
vzorcich. Jako referenéni vzorek, vici kterému byla porovnavana exprese miRNA vsech
studovanych placentarnich vzorki, slouzil vzorek jedné ndhodné zvolené placentdrni tkdné
pochazejici z fyziologického pribehu téhotenstvi s porodem v terminu. Pro kazdy vzorek
byl spocitan rozdil Ct hodnoty (ACt) pfislusné microRNA a geometrického priméru dvou
nami vybranych endogennich kontrol (RNU6B a RNU38B). Od ACt byla nasledné
odectena Ct hodnota referen¢niho vzorku, ¢imzZ byla ziskdna hodnota AACt. K ziskani

finalni hodnoty byla hodnota AACt piepocitana dle vzorce 2-4A¢,

7.7. Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena v program Statistica 9.0 (StatSoft, Inc., USA).
V ramci jednotlivych analyzovanych skupin (FG, PTB, PPROM) bylo nejprve testovano
normalni rozloZeni dat pomoci Shapiro-Wilkova testu. Vzhledem k tomu, Ze rozlozeni
Vv jednotlivych diagnostickych skupindch normdlni nebylo, byly ke statistické analyze
pouzity neparametrické testy. Pro porovnani exprese miRNA mezi dvéma skupinami byl
pouzit Mann-Whitneylv test a pro porovnani mezi tfemi skupinami slouzil Kruskal-

Wallistiv test. Vysledky Kruskal-Wallisova i Mann-Whitneyova testu byly pouzitim
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Spearmanovy parcidlni korelace adjustovany na gestacni staii v dob¢ porodu. Hladina
vyznamnosti (p hodnota) provadéného testu byla stanovena na hodnotu 0,05.

Korelace mezi expresi miRNA v placentarni tkani a gestaénim stafim Vv dobé
porodu u PPROM pacientek a u PTB pacientek byla stanovena pomoci Spearmanova
korelaéniho koeficientu (p). Hodnota korela¢niho koeficientu od -0,5 do 0 znamena mirnou

negativni korelaci. Hladina vyznamnosti byla stanovena na hodnotu 0,05.
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8. Vysledky

V prvni Casti prace byla porovnana genova exprese placentarné specifickych
mMIRNA mezi jednotlivymi skupinami pacientek s PTB, sPPROM a Zenami
s fyziologickym prabéhem gravidity, které porodily v terminu.

Ve druhé casti prace byla porovndna relativni genovd exprese placentarné
specifickych miRNA mezi skupinami pacientek s PPROM s pfitomnosti a pacientek
s PPROM s absenci MIAC. V dalsi ¢asti prace byla porovnana genova exprese piislusnych
MIRNA mezi skupinami pacientek s PPROM s vyskytem a absenci HCA.

V posledni casti prace byla zjiStovana zavislost mezi relativni genovou expresi
placentarné specifickych miRNA a gesta¢nim statim plodu v dobé porodu ve skupinach

pacientek s PPROM a PTB.

8.1. Porovnani exprese placentarné specifickych miRNA: PTB vs. PPROM
vs. FG

Pomoci Kruskal-Wallisova testu byla porovnana relativni genova exprese mezi
ttemi hodnocenymi skupinami. Vysledky byly adjustovany na gestacni stafi v dobé
porodu. Skupina fyziologickych gravidit s porodem v terminu zahrnovala 20
pacientek, skupinu pacientek se spontannim piedcasnym porodem tvofilo 24 Zzen a skupina
pacientek s pfedcasnym odtokem plodové vody zahrnovala 75 Zen. Vysledky dil¢ich
p hodnot mezi testovanymi skupinami jsou prezentovany v tabulce ¢. 7. MIRNA se
signifikantn¢ odliSnou expresi a s rozdilem exprese na hranici statistické signifikance jsou
zvyraznény tuénym pismem. Vysledky exprese téchto miRNA jsou zobrazeny v grafech
¢. 1 — 8 a pocty predikovanych cild téchto miRNA jsou shrnuty v tabulce €. 8.

U skupiny pacientek s PTB byly v porovnani s Zenami s FG identifikovany 3 z 15
mMIRNA (miR-516b-5p: p = 0,02; miR-519d-3p: p = 0,04 a miR-524-5p: p = 0,01), které
byly statisticky signifikantné¢ upregulované. U dalSich 4 miRNA (miR-518b: p = 0,07
miR-519a-5p: p = 0,09; miR-520h: p = 0,06 a miR-526a: p = 0,08) byl pozorovan trend
k upregulaci. U skupiny pacientek s PPROM byl v porovnani se skupinou zZen s FG
pozorovan trend k downregulaci u 3 z 15 miRNA (miR-519d-3p: p = 0,07; miR-520h: p =
0,08 a miR-526b-5p: p = 0,07).

Pfi porovnani genové exprese mezi skupinami pacientek s PTB a PPROM bylo
identifikovano 5 miRNA (miR-516b-5p: p = 0,05; miR-518b: p = 0,01; miR-519d-3p: p =
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0,05; miR-520h: p = 0,04; miR-526a: p = 0,03), jejichZz exprese byla u skupiny pacientek
s PTB vyrazné vyssi. U skupiny pacientek s PTB byl pozorovan trend ke zvySené expresi
u 2 miRNA (miR-519a-5p: p = 0,09 a miR-524-5p: p = 0,07).

Tabulka ¢&. 7: Vysledky porovnani genové exprese placentarné specifickych miRNA mezi skupinami
pacientek s PTB, PPROM a FG

MiRNA p hodnota PTB vs. FG p hodnota PPROM vs. FG | p hodnota PTB vs. PPROM
miR-512-5p 0,71 0,74 0,95
miR-515-5p 0,22 0,81 0,89
miR-516b-5p 0,02 0,73 0,05
miR-517-5p 0,12 0,97 0,11

miR-518b 0,07 0,31 0,01
miR-518f-5p 0,43 0,99 0,15
miR-519a-5p 0,09 0,54 0,09
miR-519d-3p 0,04 0,07 0,05
miR-519e-5p 0,55 0,52 0,17
miR-520a-5p 0,35 0,64 0,33

miR-520h 0,06 0,08 0,04
miR-524-5p 0,01 0,40 0,07
miR-525-5p 0,23 0,28 0,11

miR-526a 0,08 0,76 0,03
miR-526b-5p 0,80 0,07 0,83

Popisky ke grafiim ¢. 1 —8:

— Median

[ 25%-75%

T Rozsah neodleh.
0 Odlehlé

* Extrémy
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Graf ¢. 1: Genova exprese miR-516b-5p
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Graf ¢. 3: Genova exprese miR-519a-5p
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Graf ¢. 4: Genova exprese miR-519d-3p
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Graf ¢. 5: Genova exprese miR-520h

Relativni kvantifikace genové exprese
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Graf ¢. 6: Genova exprese miR-524-5p
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Graf ¢. 7: Genova exprese miR-526a
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Tabulka ¢. 8: Pocet predikovanych cili (genii) pro miRNA se signifikantné odli§nou genovou expresi
asrozdilem v genové expresi na hranici statistické signifikance mezi skupinami pacientek s PTB,
PPROM a FG

MiRNA pocet predikovanych cili
miR-516b-5p 416
miR-518b 30
miR-519a-5p 206
miR-519d-3p 844
miR-520h 462
miR-524-5p 916
miR-526a 215
miR-526b-5p 221

Vyhledani cilii uvedenych miRNA bylo provedeno v miRDB databazi pro predikci
miRNA cila (http://mirdb.org/miRDB).

8.2. Porovnani genové exprese placentarné specifickych miRNA ve skupiné

PPROM pacientek s ohledem na piitomnost a absenci MIAC

Pomoci Mann-Whitneyova testu byla porovnana relativni genova exprese
testovanych miRNA ve skupiné PPROM pacientek v zavislosti na pfitomnosti ¢i absenci
mikrobidlni invaze amnialni dutiny. Vysledky byly adjustovany na gesta¢ni stafi v dobé
porodu. Skupina PPROM pacientek s vyskytem MIAC zahrnovala 19 Zen a skupina
pacientek bez vyskytu MIAC zahrnovala 49 Zen. Zadna z testovanych microRNA
nevykazovala po adjustaci na gestacni stafi v dobé porodu statisticky vyznamny rozdil

mezi testovanymi skupinami. Vysledky jsou prezentovany v tabulce ¢. 9.
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Tabulka ¢. 9: Vysledky porovnani genové exprese placentarné specifickych miRNA ve skupiné
pacientek s PPROM s ohledem na p¥itomnost a absenci MIAC

miRNA p hodnota

miR-512-5p 0,65
miR-515-5p 0,67
miR-516b-5p 0,85
miR-517-5p 0,69

miR-518b 0,44
miR-518f-5p 0,19
miR-519a-5p 0,66
miR-519d-3p 0,34
miR-519e-5p 0,52
miR-520a-5p 0,81

miR-520h 0,52
miR-524-5p 0,58
miR-525-5p 0,98

miR-526a 0,93
miR-526b-5p 0,47

8.3. Porovnani genové exprese placentarné specifickych miRNA ve skupiné

PPROM pacientek s ohledem na ptitomnost a absenci HCA

Pomoci Mann-Whitneyova testu byla porovnana relativni genova exprese
testovanych miRNA u PPROM pacientek v zavislosti na ptfitomnosti ¢i absenci
histologické chorioamnionitidy. Vysledky byly adjustovany na gestacni stafi v dobé¢
porodu. Skupina PPROM pacientek s vyskytem HCA zahrnovala 47 Zen a skupina bez
vyskytu HCA zahrnovala 27 Zen. Zadna z testovanych microRNA nevykazovala po
adjustaci na gestacni stafi v dob& porodu statisticky vyznamny rozdil mezi testovanymi

skupinami. Vysledky jsou prezentovany v tabulce €. 10.
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Tabulka €. 10: Vysledky porovnani genové exprese placentarné specifickych miRNA ve skupiné
pacientek s PPROM s ohledem na p¥itomnost a absenci HCA

miRNA p hodnota

miR-512-5p 0,31
miR-515-5p 0,34
miR-516b-5p 0,45
miR-517-5p 0,42

miR-518b 0,43
miR-518f-5p 0,30
miR-519a-5p 0,38
miR-519d-3p 0,75
miR-519e-5p 0,70
miR-520a-5p 0,55

miR-520h 0,83
miR-524-5p 0,43
miR-525-5p 0,49

miR-526a 0,21
miR-526b-5p 0,89

8.4. Vztah mezi genovou expresi placentarné specifickych miRNA

a gestacnim starim plodu v dobé porodu u PPROM

Pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu byl zjistovan vztah mezi genovou
expresi placentarné specifickych miRNA a gestaénim stafim plodu v dobé porodu ve
skupiné pacientek s PPROM. Skupina PPROM pacientek zahrnovala 75 Zen. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce ¢. 11. VSechny testované miRNA vykazovaly statisticky
vyznamnou zavislost se slabou negativni korelaci. Pfislusné p hodnoty jsou vyznaceny
tucné. S narGstem gestac¢niho stafi dochazelo k poklesu genové exprese vSech testovanych
miIRNA a naopak s poklesem gestaéniho stafi dochazelo k nartistu genové exprese
testovanych miRNA. Vysledky korelace gestacniho stafi v dob& porodu a genové exprese

vsech testovanych miRNA jsou zobrazeny v grafech ¢. 9 — 23.
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Tabulka ¢. 11: Vztah mezi genovou expresi placentarné specifickych miRNA a gesta¢nim starim plodu

v dobé porodu u PPROM

MiRNA korelaé¢ni koeficient p p hodnota
miR-512-5p -0,35 0,003
miR-515-5p -0,34 0,004
miR-516b-5p -0,33 0,006
miR-517-5p -0,27 0,02

miR-518b -0,39 0,001
miR-518f-5p -0,35 0,004
miR-519a-5p -0,32 0,007
miR-519d-3p -0,35 0,003
miR-519e-5p -0,28 0,02
miR-520a-5p -0,28 0,02

miR-520h -0,37 0,002
miR-524-5p -0,37 0,002
miR-525-5p -0,30 0,01

miR-526a -0,33 0,006
miR-526b-5p -0,47 <0,001

Graf ¢. 9: Vztah mezi genovou expresi miR-512-5p a gesta¢nim staiim v dobé porodu

u PPROM
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Graf ¢ 10: Vztah mezi genovou expresi miR-515-5p a gestaénim starFim v dobé
porodu u PPROM
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Graf ¢. 11: Vztah mezi genovou expresi miR-516b-5p a gestaénim stafim v dobé
porodu u PPROM
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Graf ¢ 12: Vztah mezi genovou expresi miR-517-5p a gestaénim staFim v dobé

porodu u PPROM
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Graf ¢. 13: VVztah mezi genovou expresi miR-518b a gesta¢nim stafim v dobé porodu

u PPROM
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Graf ¢ 14: Vztah mezi genovou expresi miR-518f-5p a gestaénim staiim v dobé
porodu u PPROM
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Graf ¢. 15: Vztah mezi genovou expresi miR-519a-5p a gestaénim stafim v dobé
porodu u PPROM
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Graf ¢. 16: Vztah mezi genovou expresi miR-519d-3p a gestaénim staFim v dobé
porodu u PPROM
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Graf ¢ 17: Vztah mezi genovou expresi miR-519e-5p a gesta¢nim starfim v dobé
porodu u PPROM
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Graf ¢ 18: Vztah mezi genovou expresi miR-520a-5p a gestaénim stafim v dobé

porodu u PPROM

Vztah mezi genovou expresi miR-520a-5p a gesta¢nim stafim v dobé porodu u PPROM
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Graf ¢. 19: VVztah mezi genovou expresi miR-520h a gesta¢nim starim v dobé porodu

u PPROM

Vztah mezi genovou expresi miR-520h a gesta¢nim staiim v dobé porodu u PPROM
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Graf ¢. 20: Vztah mezi genovou expresi miR-524-5p a gestaénim staFim v dobé
porodu u PPROM

Vztah mezi genovou expresi miR-524-5p a gestaénim staiim v dobé porodu u PPROM
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Graf ¢. 21: Vztah mezi genovou expresi miR-525-5p a gesta¢nim stafim v dobé
porodu u PPROM

Vztah mezi genovou expresi miR-525-5p a gestaénim staiim v dobé porodu u PPROM
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Graf ¢&. 22: Vztah mezi genovou expresi miR-526a a gestaénim staiim v dobé porodu
u PPROM

Vztah mezi genovou expresi miR-526a a gesta¢nim stafim v dobé porodu u PPROM
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Graf ¢. 23: Vztah mezi genovou expresi miR-526b-5p a gesta¢nim stafim v dobé
porodu u PPROM

Vztah mezi genovou expresi miR-526b-5p a gestacnim statim v dobé porodu u PPROM
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8.5. Vztah mezi genovou expresi placentarné specifickych miRNA

a gestacnim starim plodu v dob¢ porodu u PTB

Pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu byl zjistovan vztah mezi genovou
expresi placentdrné specifickych miRNA a gestacnim stafim plodu v dobé porodu ve
skupiné pacientek s PTB. Skupinu PTB pacientek tvofilo 24 zen. Vysledky této analyzy
jsou uvedeny v tabulce &. 12. Zadna z testovanych miRNA nevykazovala signifikantni

zavislost genové exprese na gestaénim staii plodu v dobé porodu.

Tabulka ¢. 12: Vztah mezi genovou expresi placentarné specifickych miRNA a gesta¢nim stafim plodu
vV dobé porodu u PTB

miRNA korela¢ni koeficient p p hodnota

miR-512-5p -0,03 0,89
miR-515-5p -0,11 0,60
miR-516b-5p 0,11 0,60
miR-517-5p 0,17 0,42

miR-518b 0,12 0,59
miR-518f-5p -0,05 0,83
miR-519a-5p 0,008 0,97
miR-519d-3p 0,25 0,25
miR-519e-5p -0,22 0,30
miR-520a-5p -0,09 0,67

miR-520h 0,18 0,40
miR-524-5p 0,26 0,22
miR-525-5p 0,15 0,49

miR-526a 0,28 0,19
miR-526b-5p -0,11 0,61
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9. Diskuze

V diplomové praci jsem stanovila expresni profil 15 placentdrné specifickych
MIRNA (miR-512-5p, miR-515-5p, miR-516b-5p, miR-517-5p, miR-518b, miR-518f-5p,
miR-519a-5p, miR-519d-3p, miR-519e-5p, miR-520a-5p, mIiR-520h, miR-524-5p,
miR-525-5p, miR-526a a miR-526b-5p) v placentarni tkani pacientek se spontannim
ptfedcasnym porodem (PTB), pacientek s pfedCasnym odtokem plodové vody (PPROM)
azen s fyziologickym priubéhem gravidity a porodem v terminu (FG). Ve skupiné
pacientek s PTB byly 3 miRNA signifikantné¢ upregulovany (miR-516b-5p, miR-519-3p
a miR-524-5p) a genova exprese u 4 miRNA (miR-518b, miR-519a-5p, miR-520h a miR-
526a) vykazovala trend kupregulaci. U PPROM pacientek byl v porovnani s FG
pozorovan trend k downregulaci u 3 testovanych miRNA (miR-519d-3p, miR-520h a miR-
526b-5p). Pii porovnani genové exprese mezi skupinami pacientek s PTB a PPROM bylo
identifikovano 5 miRNA (miR-516b-5p, miR-518b, miR-519d-3p, miR-520h a miR-526a),
které byly u PTB signifikantné upregulovany a 2 miRNA (miR-519a-5p a miR-524-5p)
s trendem K upregulaci ve skupiné PTB.

Predpokladala jsem, ze vzhledem k rozdilné expresi testovanych miRNA
u fyziologické a patologické gravidity (PTB a PPROM) by bylo mozné vytipovat miRNA
s diagnostickym potencidlem, které¢ by slouzily k testovani v dalSich studiich. Zaroveii
jsem piedpokladala, ze by u odlisn¢ exprimovanych C19MC miRNA mezi skupinami
pacientek s PTB, PPROM a FG bylo mozné predikovat geny, které hraji roli v patogenezi
pred¢asného porodu.

Doposud byly publikovany tii studie se statisticky vyznamnymi rozdily
v genové expresi miRNA v placenté ¢i plodovych obalech u PTB a jedna studie u PPROM
ve srovnani s fyziologickymi graviditami S porodem v terminu. V prvni studii byly
v chorioamnionu identifikovany 4 microRNA (miR-338, miR-449, miR-136 a miR-199a*)
se signifikantné upregulovanou expresi u PTB oproti fyziologickym graviditam s porodem
v terminu (Montenegro et al., 2009). Ve druhé studii detekujici miRNA v placentarni tkani
byly identifikovany 4 jiné miRNA (miR-15b, miR-181, miR-210 a miR-483-5p) s odlisnou
expresi u PTB. Na rozdil od pfedchozi studie byla exprese u PTB oproti fyziologickym
graviditdm s porodem v terminu downregulovana (Mayor-Lynn et al., 2011). V nedavno
publikované studii byla studovana exprese miRNA v amnionu a v chorionu u pacientek
s PTB au pacientek s PPROM. V amnionu byla u PTB i PPROM downregulovana miR-
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223, ale v chorionu Zzadné signifikantni rozdily v genové expresi popsany nebyly
(Enquobahrie et al., 2016). Zadné z vyse uvedenych MiRNA v$ak v nasi studii nebyly
testovany.

U miRNA s vyrazné odlisnou genovou expresi mezi testovanymi skupinami jsem
nasledné vyhledala predikované cile (geny), jejichz funkci by mohly uvedené miRNA
regulovat (http://mirdb.org/miRDB). U miR-516b-5p jsem vyhledala 416 potencialnich
cilt, u miR-518b 30 potencialnich cilt, u miR-519a-5p bylo cilti 206, u miR-519d-3p jsem
nalezla 844 cild, u miR-520h 462 cili, u miR-524-5p bylo cili 916, u miR-526 bylo
nalezeno 215 cili a u miR-526b-5p jsem vyhledala 221 potencialnich cili. Vzhledem
k vysokému poctu predikovanych cill, jez by jednotlivé miRNA mohly regulovat, jsem se
zabyvala pouze témi, které byly popsany v literatute, ze hraji roli v patogenezi PPROM
a PTB. Exprese jednoho genu mutze byt regulovana prostfednictvim celé fady microRNA
a souhrn jejich up- a down-regulaci finalné rozhoduje o mife exprese konkrétniho genu.

Matrixova metaloproteinaza 2 (MMP-2, gen MMP2) je jeden z potencialnich cili
miR-519d-3p a miR-520h. Exprese genu MMP2 muize byt regulovana dalsimi 57 miRNA
(miR-548e-3p, mIiR-548f-3p, miR-4516, miR-548a-3p, miR-548ar-3p, miR-548az-3p,
miR-4755-3p, miR-6774-5p, miR-4434, miR-5703, miR-760, miR-3064-3p, miR-5006-5p,
miR-4446-3p, miR-1305, miR-6883-5p, miR-4708-5p, miR-4728-5p, miR-149-3p, miR-
2110, miR-6785-5p, miR-6829-5p, miR-330-3p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-106b-5p,
miR-93-5p, miR-526b-3p, miR-499b-5p, miR-17-5p, miR-106a-5p, miR-5685, miR-4690-
3p, MiR-1538, miR-4745-3p, miR-4293, miR-4656, miR-5010-5p, miR-4525, miR-4651,
miR-3064-5p, miR-4441, miR-186-3p, miR-5689, miR-4433b-3p, miR-6716-5p, MiR-
6807-5p, miR1273g-5p, miR-6853-3p, miR-3148, miR-635, miR-520g-3p, miR-5586-3p,
miR-4691-5p, miR-4783-3p, mMiR-6792-3p a miR-4296). Zvysena exprese MMP-2
v plodovych obalech byla potvrzena u skupiny pacientek s PPROM (Fortunato et al., 2000)
a u skupiny pacientek s ptedéasnym porodem (PTB a PPROM nerozliseno) (Yonemoto et
al., 2006) ve srovnani s fyziologickou graviditou a porodem v terminu. V placentarni tkani
u skupiny pacientek s ptredéasnym porodem (PTB a PPROM nerozliseno) nebyl
publikovan statisticky vyznamny rozdil v expresi MMP-2 v porovnani s kontrolami (Xu et
al., 2002). Odlisné vysledky jednotlivych studii mohou byt zplsobeny rozdilnym
zastoupenim PTB a PPROM ve skupiné pacientek s pied€asnym porodem a malym
testovanym souborem studie Xu a kolegti. Dosud publikované studie popisuji MMP-2 jako

mozny efektor degradace ECM plodovych obald, ale Zadna z nich toto tvrzeni nepotvrdila.
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V in vitro studii provadéné na bunkach trofoblastu bylo potvrzeno, Ze overexprese miR-
519d-3p downreguluje expresi mMRNA a proteinu MMP-2 (Ding et al., 2015).

Jako potencialni cil miR-519a-5p a miR-526a byl identifikovan TLR-2 (Toll-like
receptor 2). Exprese genu TLR2 muze byt regulovana dalsimi 36 miRNA (miR-561-3p,
miR-3126-3p, miR-6165, miR-7108-5p, miR-5588-5p, miR-4720-5p, miR-4799-3p, miR-
5481, miR-654-3p, miR-5699-5p, miR-376b-3p, MiR-4793-5p, miR-376a-3p, MiR-5692b,
miR-548ap-3p, mMiR-548aa, MiR-5692c, miR-548t-3p, miR-4307, miR-520c-5p, miR-
519c¢-5p, miR-518d-5p, miR-518f-5p, miR-522-5p, miR-519b-5p, miR-518e-5p, MiR-523-
5p, miR-4294, miR-6870-3p, miR-4475, miR-548h-3p, miR-548ac, miR-548d-3p, miR-
548z, miR-548bb-3p a MiR-6768-5p). Zvysena exprese TLR-2 byla pozorovana pouze
V plodovych obalech u skupin pacientek s PTB a PPROM za pfitomnosti histologické
chorioamnionitidy (Kim et al., 2004). Ac¢koli nebyly publikovany studie popisujici asociaci
TLR-2 s pfed¢asnym porodem bez vyskytu histologické chorioamnionitidy, existuje studie
popisujici souvislost polymorfismu v TLR2 genu (-16934TA/AA a 753ArgGIn/GInGlIn)
s pred¢asnym porodem (Krediet et al., 2007).

Jako dalsi potencialni cil miR-519d-3p byla nalezena matrixova metaloproteinaza 3
(MMP-3). Gen MMP3 muize byt regulovan dalsimi 18 miRNA (miR-888-3p, miR-6800-
5p, miR-371b-3p, miR-367-5p, miR-4803, miR-146b-3p, miR-623, miR-4501, miR-6794-
3p, MiR-574-5p, miR-4672, miR-93-5p, miR-20b-5p, miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-526b-
3p, MiR-106b-5p a miR-106a-5p). Ve studii Sundrani a kolegti byla popsana asociace
pfed¢asného porodu (PTB tvotfilo 70 % této skupiny) se zvySenou hladinou MMP-3
Vv placentarni tkani (Sundrani et al., 2013). Nicmén¢ studie potvrzujici, ze MMP-3 je
schopna degradovat ECM plodovych obalii publikovany nebyly.

Porovnani genové exprese testovanych miRNA u PPROM pacientek v zavislosti na
pritomnosti MIAC a HCA nepfineslo po adjustaci vysledkii na gestacni stafi zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skupinami. Z téchto vysledki se nezda byt
pravdépodobné, ze by piitomnost mikrobidlni invaze amnialni dutiny nebo histologické
chorioamnionitidy ovliviiovala expresi testovanych placentarné specifickych miRNA
u PPROM. Studie hodnotici genovou expresi u PTB v zavislosti na pfitomnosti HCA
Vv plodovych obalech identifikovala 2 miRNA (miR-223 a miR-338), u nichz byla exprese
téchto miRNA mnohonasobné vyssi u pacientek s HCA (Montenegro et al., 2007). Nas
soubor PTB pacientek nebyl ale dostatecné velky, aby po rozdéleni na pacientky

s pritomnosti a absenci HCA poskytoval relevantni vysledky.
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V posledni Casti prace byla prokazana slaba negativni korelace mezi expresi vSech
15 testovanych placentarné specifickych miRNA a gestatnim stafim v dob¢ porodu ve
skupiné pacientek s PPROM. Ve skupiné pacientek s PTB vSak nebyla potvrzena zavislost
genové exprese zadné z testovanych miRNA na gesta¢nim staii v dobé porodu. Expresi
mIiRNA v chorioamnionu u PTB pacientek v zavislosti na gesta¢nim stafi v dobé porodu
zkoumal Montenegro a kolegové. Na rozdil od vysledkt této prace bylo ve zminéné studii
popsano 13 miRNA (miR-199b, miR-373, miR-218, miR-154, miR-338, miR-198, miR-
214, miR-370, miR-213, miR-107, miR-199a, miR-222 a miR-330), jejichz exprese
s nartistem gesta¢niho staii klesala (Montenegro et al., 2007). Jednalo se vSak O jiné
miRNA nez byly nami sledovany. Studie hodnotici zmény v genové expresi miRNA

S nartistem gestacniho staii v dobé porodu u PPROM pacientek dosud publikovana nebyla.
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10. Zaveér

Ve své praci jsem porovnala metodou relativni kvantifikace genovou expresi
15 placentarn¢ specifickych miRNA (kédovanych genovym klastrem na chromozomu 19)
Vv placentarni tkani mezi skupinami pacientek s fyziologickym prabéhem gravidity
s porodem Vv terminu (FG), spontannim pied¢asnym porodem (PTB) a piedCasnym
odtokem plodové vody (PPROM). V placentarni tkani PTB pacientek byly v porovnani
s FG identifikovany 3 signifikantné upregulované microRNA (miR-516b-5p, miR-519d-3p
a miR-524-5p) a 4 miRNA (miR-518b, miR-519a-5p, miR-520h a miR-526a) s trendem
k upregulaci. Skupina PPROM pacientek vykazovala trend k downregulaci u 3 miRNA
(miR-519d-3p, MiR-520h a miR-526b-5p) v porovnani s FG. U skupiny PTB pacientek
bylo v porovnani s PPROM pacientkami detekovano 5 signifikantné upregulovanych
mMIRNA (miR-516b-5p, miR-518b, miR-519d-3p, miR-520h a miR526a) a2 mMiRNA
s trendem k upregulaci (miR-519a-5p a miR-524-5p).

Dale jsem porovnavala genovou expresi téchto placentarné specifickych miRNA ve
skuping pacientek s PPROM v zavislosti na piitomnosti a absenci mikrobialni infekce
amnialni dutiny (MIAC) a histologické chorioamnionitidy (HCA). Genova exprese
testovanych miRNA se signifikantné nelisila mezi pacientkami s vyskytem a absenci
MIAC ani HCA.

Na zéavér jsem zjistovala, zda koreluje genova exprese vySe zminénych miRNA
s gestacnim stafim plodu v dobé porodu ve skupin¢ pacientek s PPROM a PTB. U vSech
testovanych miRNA (miR-512-5p, miR-515-5p, miR-516b-5p, miR-517-5p, miR-518b,
miR-518f-5p, miR-519a-5p, MiR-519d-3p, MiR-519e-5p, MiR-520a-5p, miR-520h, miR-
524-5p, miR-525-5p, miR-526a a miR-526b-5p) jsem identifikovala slabou negativni
korelaci mezi genovou expresi MiIRNA a gestacnim staiim v dob& porodu ve skupiné
pacientek s PPROM. Zavislost genové exprese testovanych miRNA na gestacnim stafi
v dobé& porodu ve skupiné pacientek s PTB potvrzena nebyla.

Dle prezentovanych vysledki jsou PTB a PPROM charakterizovany unikatnim
expresnim profilem placentarné specifickych C19MC miRNA a vyse zminéné miRNA
patrné hraji roli v patofyziologii téchto téhotenskych komplikaci. Identifikované miRNA
mohou byt pfedmétem dal$iho vyzkumu smeétujiciho k Casné diagnostice ptredCasného

porodu.
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