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Souhrn

mikroRNA (zkracené miRNA nebo miR) predstavuji jednu ze skupin malych nekédujicich RNA, které se podileji na
negativni posttranskripéni regulaci genové exprese. Na podkladé komplementarity bazi se vazou na cilové mo-
lekuly messengerové RNA (mRNA) a svou vazbou bud' brani ptekladu mRNA do bilkoviny, nebo iniciuji degra-
daci cilové mRNA. Jedna miRNA casto cili vice riznych mRNA a jedna mRNA je ¢asto cilem vice rliznych miRNA
- timto zplGsobem vznikaji rozsahlé a propletené regula¢ni sité, jejichz naruseni vede k poruchdm vyvoje tkani
a organu a které je mozné detekovat u fady rlznych onemocnéni. Diky novym postuplim, které ndm umoznuji
hladiny miRNA modulovat (at jiz navySovat nebo snizovat) je mozné miRNA povaZovat za novou skupinu terapeu-
tickych cild, pficemz prvni klinické zkousky s vyuzitim blokady miR-122 v jatrech jiz pfinaseji své ovoce a ukazuje
se, ze terapie pomoci anti-miR-122 je mozné vyuzit v terapii chronické infekéni hepatitidy C. Vysledky animélnich
studii pak davaji dobré predpoklady k tomu, Ze miRNA bude mozné vyuzit i v terapii dalSich vnitfnich onemoc-
néni, v¢etné srde¢niho selhani, bronchidlniho astmatu, ¢i nespecifickych stfevnich zanétd. Kromé zapojeni miRNA
do patofyziologie nemoci a mozného terapeutického ovlivnéni jejich hladin je intenzivné studovan vyznam tzv.
extraceluldrnich, téz cirkulujicich, miRNA, tj. miRNA pFitomnych v extraceluldrnim prostoru véetné véech znamych
télnich tekutin, jako je plazma, sérum, mog, sliny ¢i pot. Cirkulujici miRNA vykazuji zna¢nou stabilitu, jejich hladiny
jsou konstantni u jedinct téhoz druhu, stanoveni téchto hladin je reproducibilni a co je nejdllezitéjsi — hladiny
extracelularnich miRNA se lisi mezi jedinci zdravymi a jedinci trpicimi ur¢itou nemoci. Do obéhu se dostavaji pa-
sivné pii nekréze bunék, nebo jsou do néj aktivné pumpovany a zajistuji mezibuné¢nou komunikaci mezi jednot-
livymi tkdnémi organizmu. Jejich hladiny tak mohou odrazet jak poskozeni tkani, tak zmény ve vnitfnim prostredi
vyvolané pfitomnosti nemoci. Cilem tohoto souhrnného ¢lédnku je predstavit miRNA klinikim, zejména pak inter-
nistim. Na jednoduchych ptikladech z klinické praxe nebo z klinické patofyziologie ¢lanek ukazuje jejich vyznam
v patofyziologii vnitfnich nemoci, poukdzat na jejich mozny |é¢ebny potencial a také na jejich mozné vyuziti v dia-
gnostice vnitfnich nemoci.
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microRNA and internal medicine: from pathophysiology to the new
diagnostic and therapeutic procedures

Summary

microRNAs (abbreviated miRNAs or miRs) represents one of the group of so called small non-coding RNAs which
participate in the negative post-transcriptional regulation of gene expression. According to the base complemen-
tarity they target molecules of messenger RNAs (mRNAs) which results either in translational blockade or in deg-
radation of target mRNA. One miRNA usually targets more mRNA and one mRNA is usually targeted by more than
one miRNA - complicated and interconnected regulatory networks are thus created and their disruption leads to
the abnormalities in development or results in the development of diseases. Within the past two decades, novel
mechanisms were described that enable us to modulate miRNA levels (either causing upregulation or downregula-
tion) - miRNAs can thus be considered as a novel potential group of therapeutic targets. First clinical trials using the
blockade of liver specific miR-122 showed very promising results in the treatment of chronic hepatitis C virus infec-
tion. Results of preclinical and animal studies are also promising providing future rationale for the development of
new therapeutics for various internal diseases including heart failure, bronchial asthma or inflammatory bowel dis-
eases. Moreover, miRNAs are not only affecting the pathophysiology of internal diseases, but they can also reflect
their presence - there is a group of miRNAs called extracellular, or circulating miRNAs, i.e. miRNAs that are pres-
ent in extracellular space including all known body fluids such as plasma, serum, urine, saliva or sweat. Circulating
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miRNAs are stable; their levels are constant among the individuals of one species, methods determining their levels
are reproducible and last but not least — levels of extracellular miRNAs differ between healthy and diseased individ-
uals. They are released into the circulation either after the cell necrosis or by active transport. Except of being po-
tential novel biomarkers, these miRNAs represent a novel mean of intercellular communication. Their levels thus
reflect not only the organ damage but also the changes of the homeostasis during various illnesses. The aim of the
current study is to provide the first insight into the miRNA world to clinicians, especially to internal medicine spe-
cialists. Using simple examples from clinical praxis or clinical pathophysiology, we are trying to present diagnostic

and therapeutic potential that is hidden within these tiny interesting molecules.

Key words: circulating microRNA - diagnostics — internal diseases — microRNA - therapy

Malé nekddujici RNA, mikroRNA a jejich
funkce

Malé nekédujici molekuly ribonukleovych kyselin (RNA -
ribonucleic acid) predstavuji relativné nedavno objevené
regulatory genové exprese [1]. Dle dfivéjsiho schématu,
platného po vice nez 50 let a zndmého téz jako dogma
molekuldrni biologie, je genetickd informace ¢lovéka ulo-
zena v molekuldch deoxyribonukleové kyseliny (DNA -
deoxyribonucleic acid), odkud jsou jeji useky, oznaco-
vané jako geny, pfepisovany do podoby pfenasecové RNA
(mRNA - messenger RNA) a vzniklé mRNA jsou matrici pro
vznik bilkovin. Tyto mRNA jsou téZ znamy jako ,kéduijici”
RNA, protoze ve své molekule kéduiji strukturu proteind,
avsak jejich podil na genomu ¢lovéka tvoii pouze 1,5-2 %
[2]. V poslednich 2 dekadach se vsak nas nahled na defi-

nici slova ,gen” musel zménit, nebot se ukazalo, ze velka
cast lidského genomu obsahuje nejen ,protein-kédujici
geny”, ale také geny pro kratké (tj. dlouhé jen par desitek
nukleotid(l) a nekddujici (tj. nedavaji vznik proteinim) mo-
lekuly RNA. Souhrnné se tyto molekuly RNA oznacuiji jako
,malé nekddujici RNA” (sncRNA - small non-coding RNAs)
a predstavuji enormné rozsahlou skupinu molekul, které
se podileji na regulaci genové exprese, a tim i na vyvoji
tkani a organ(, na udrzovani homeostazy, aviak také na
patogenezi fady onemocnéni [1-3].

mikroRNA (miRNA, miR) jsou jednou z podskupin
sncRNA o délce asi 22-24 nukleotidd. Jejich struktura je
zakédovana v genech, které jsou rozmistény difuzné po
celém nasem genomu, at jiz v intergennich oblastech
(tj. v oblastech mezi zndmymi protein-kédujicimi geny)

Obr. 1.1 a obr 1.2. Biogeneze a funkce mikroRNA
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1.1 Struktura mikroRNA je ulozena v DNA. Z DNA miRNA vznikaji piepisem pomoci enzymu RNA-polymerazy, ¢imz vznika primarni miRNA (pri-miRNA).
Tato je nasledné stépena enzymovym komplexem Drosha/DGCR8 za vzniku prekurzorové miRNA (pre-miRNA). pre-miRNA je transportovana z jadra
pomoci pfenasecového komplexu Exportin-5/RanGTP, ¢imz se dostavé do cytoplazmy, v niz je dale Stépena enzymem Dicer za vzniku zralych miRNA.
Doprovodné vlakno zralé miRNA je po rozvinuti degradovano, hlavni vlakno je zavzato do komplexu s argonautovymi proteiny za vzniku miRNA-
indukovaného tlumiciho komplexu (miRISC). miRISC se vaze na cilovou messengerovou RNA (mRNA): pokud je komplementarita bazi GpInd, dochazi
k jeji degradaci, je-li komplementarita netpInd, dochazi k blokadé translace, a tim bloku vzniku bilkovin.

1.2 Struktura pre-miRNA: jiz po prepisu se jednovldknova molekula RNA na podkladé komplementarity bazi skldada do podoby vlasenky (,hairpin”).
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nebo v oblastech intragennich (tj. jsou napf. ulozeny
vintronech jiz zndmych gend) [1]. Vznik miRNA je néko-
likastupniovy proces (obr. 1.1), ktery zahrnuje pfepis DNA
do molekuly primarni miRNA (pri-miRNA) s vyuzitim
enzymu RNA-polymerdazy, nasledné sestfih takto vzniklé
pri-miRNA pomoci enzymu Drosha do podoby prekur-
zorové miRNA (pre-miRNA), jez je nasledné premisténa
z jadra bunky do cytosolu pomoci pfenasecového sys-
tému exportin-5/RanGTP. pre-miRNA ma charakteris-
ticky tvar vlasenky (obr. 1.2), kterd je v cytoplazmé rozsté-
pena pomoci enzymu Dicer - vznika tak dvouvladknova
zrald (maturovand) molekula miRNA, v niz jedno vlakno
(oznacované jako doprovodné) podléhd ve vétsiné pii-
padd degradaci a druhé vladkno (oznacované jako ve-
douci) vytvoli komplex s argonautovymi proteiny [4].
Tento komplex nazyvame miRNA-indukovany tlumici
komplex (miRISC — miRNA-induced silencing complex),
jehoz cilem je utlumit expresi cilovych gent. Na pod-
kladé komplementarity bazi (adenin-uracil, guanin-cyto-
sin, tj. A-U, C-G) se miRNA véze na cilovou mRNA: je-li
komplementarita bazi Uplnd, nasleduje rozklad cilové
MRNA; je-li komplementarita bazi neuplnd, zplsobi
vazba miRISC na cilovou mRNA blok translace, tj. takto
zablokovana mRNA nemuze byt preklddana do bilkovin.
V obou pfipadech zajistuje miRISC tzv. negativni post-
-transkrip¢ni regulaci genové exprese, tj. svou vazbou na
MRNA (tj. posttranskripcné) brani vzniku (tj. negativni re-
gulace) cilovych proteind [4].

Regulace prostiednictvim miRNA je vysoce kom-
plexni. Jedna miRNA pomérné casto cili na mRNA vice
riznych protein(; tyto proteiny mohou byt soucasti
jedné signalni/metabolické drahy, nebo mohou patfit do
nékolika rtznych drah [5]. Jako pfiklad uvedme miR-33:
jednd se o miRNA dllezitou pro metabolizmus choles-
terolu, mastnych kyselin i glukézy (to znameng, ze ovliv-
fuje hladiny bilkovin/enzym0 dilezZitych pro metaboli-
zmus raznych zivin). V rdmci metabolizmu cholesterolu
tato miRNA cili jak na molekuly dllezité pro transport
cholesterolu do Zluce (napf. transportéry zavislé na pfi-
tomnosti adenozin-trisfosfatu, ABCB11, ¢i ATP8B1), tak
na molekuly zapojené do reverzniho transportu choles-
terolu z tkani do jater (napf. ABCA1, ABCG1) [6,7]. Timto
zplGsobem ovliviiuje miR-33 metabolizmus choleste-
rolu na nékolika urovnich, a vyznamné tak ovliviiuje
jeho hladiny v krvi. Druhy stuper komplexnosti vznika
tim, Zze jedna molekula mRNA je casto cilem rliznych
miRNA. Zdstaneme-li u metabolizmu cholesterolu, tak
molekula ABCA1, kterd je kriticka pfi transportu choles-
terolu do lipoproteinovych ¢&astic a pro vznik lipopro-
teinll o vysoké hustoté (HDL), je cilem nejen miR-33, ale
také miR-10, miR-26, miR-27, miR-144, miR-145 a dal3ich
miRNA [5]. S ohledem na vyse fecené Ize na miRNA na-
hlizet dvojim zplGsobem — nékteré miRNA se podileji na
jemném doladéni (,fine-tuning”) genové exprese a jiné
miRNA predstavuji vyznamné regulatory genové ex-
prese schopné privést buriky do apoptézy, ¢i naopak ini-
ciovat jejich proliferaci (mnozeni) a diferenciaci smérem
k vybranému buné¢nému typu.

mikroRNA v patofyziologii lidskych
onemocnéni

Byt malé svou velikosti, jsou miRNA velké svym po-
tencionalnim vyznamem. Zcela prvni miRNA, nazvana
lin-4, byla objevena v roce 1993 pfi studiich hlistice - ha-
datka obecného, Caenorhabditis elegans [8]. Na hadéatku
se ukdzalo, ze jsou miRNA nezbytné pro jeho zdarny
vyvoj a pro pfechody z jednotlivych larvalnich stadii do
stadia dospélého. Uplynulo pak asi 10 let a ukézalo se,
ze miRNA tvoli evolu¢né starou a vysoce zakonzervova-
nou skupinu molekul (jejich geny se v priibéhu evoluce
jen minimalné ménily a ¢lovék ma podobné geny kddu-
jici miRNA jako tfeba laboratorni potkan, makak ¢i zmi-
nované hadatko) a je mozné je detekovat i u ¢lovéka [9].
Podobné jako u hadétka pak bylo i u dalSich organizma
popsano, ze zvyseni, ¢i snizeni hladin ur¢itych miRNA
béhem embryogeneze ¢i organogeneze vede k opoz-
déni, ¢i naopak urychleni diferenciace nebo mnozeni
bunék a mlze vyustit v fadu vyvojovych abnormalit
[3]. Jednim z nejzndméjsich pokusl v této oblasti bylo
vygenerovani tzv. double knock-out mysi, u nichz byla
zcela vyfazena funkce Diceru (enzymu nezbytného pro
zpracovani miRNA, viz vyse), coz vyustilo v ¢asnou em-
bryonalni letalitu, zfejmé na podkladé poruchy expanze
Zloutkového vacku a naruseni vaskulogeneze [10].

Prvni studie, které asociovaly zménénou expresi
miRNA s lidskymi onemocnéni, pochézely z oblasti he-
matoonkologie. Calin et al prokazali, Ze u jedinct s chro-
nickou lymfocytarni leukemii (CLL) dochdzi ke snizeni ex-
prese miR-15 a miR-16 [11]. Jiz dlouhodobé je znamo, ze
u jedincd s CLL dochazi ¢asto k deleci genového lokusu
13q14. Pravé v tomto kratkém uUseku se nachazi geny
pro obé zmiriované miRNA, a tim Ze u jedincd s CLL do-
chézi ke ztraté jejich gend, dochazi i ke snizeni hladin
miR-15 a miR-16, které se za béznych okolnosti chovaji
jako nadorové supresory. Jejich absence vede k odol-
nosti nddorovych bunék vici apoptéze (mj. proto, ze
tyto miRNA cili antiapoptoticky gen BCL2, jehoz hladiny
jsou v postizenych burikach zvyseny) a urychluje proli-
feraci postizenych bunék, coz se nasledné projevi vzni-
kem CLL [12]. Stejna skupina také prokazala, ze zhruba
50 % gent pro miRNA se nachézi v oblastech, které jsou
deletovany nebo amplifikovany u rliznych typu rakoviny
[13] a dalsi prace v oblasti onkologie na sebe poté nedaly
dlouho cekat - ukazalo se, Ze u rdznych typl nador(
dochazi k dysregulaci hladin celych skupin miRNA, coz
muze u postizenych jedincd korelovat s prezitim, rych-
losti rGstu nadoru, ¢i odezvou na terapii, nebot byly po-
stupné popsany miRNA nezbytné pro procesy meta-
stazovani, apoptdzy, ¢i nadorové neoangiogeneze. Pro
detailnéjsi prehled miRNA zapojenych do rozvoje nador
odkazujeme na ¢eskou monografii O. Slabého a kolektivu,
mikroRNA v onkologii [14].

Dalsi nemoci, veetné viech oblasti vnitfniho lékarstvi,
na sebe nenechaly dlouho ¢ekat a v dnedni dobé Ize s nad-
sézkou fici, ze se miRNA podileji na patogenezi vsech
vnitfnich nemoci, od problematiky plicni (napf. chronicka
obstrukéni plicni nemoc ¢i asthma bronchiale [15]), gastro-
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enterologické (napf. viedova choroba gastroduodena [16],
nespecifické stfevni zanéty [17]), hematologické (anémie
a hematologické malignity [18]) pfes problematiku kardio-
angiologickou (ischemicka choroba srdec¢ni a infarkt myo-
kardu [19], srde¢ni selhani [20], hypertenze [21], arteridlni
aneuryzmata [22]), metabolickych onemocnéni (diabetes
mellitus ¢i dyslipidemie [23], osteopordza [24]) ¢i nefrolo-
gickou (tubulointersticidlni poskozeni ¢i chronicka led-
vinna nedostatecnost [25]) az k problematice infek¢nich
a koznich onemocnéni (napf. hepatitida C [26], psoriaza
[27]).

mikroRNA v terapii vnitfnich nemoci

Z odstavcli vyse jasné vyplyva, ze hladiny miRNA se u rliz-
nych onemocnéni méni, jak vlivem nemoci samotné, tak
pUsobenim rizikovych faktor(, lé¢iv nebo jinych vnéjsich
vlivll. Otazkou nyni z(istava, zda by bylo mozné tyto hla-
diny néjakym zplsobem ovlivnit k naSemu prospéchu,
tedy zda je mozné miRNA vyuzit v terapii onemocnéni.
Odpovéd neni zatim zcela jednoduchd, aviak vysledky
fady preklinickych a pilotnich klinickych studii ukazuji,
Ze jednoho dne se terapie s pomoci nekédujicich RNA
mozna doc¢kédme [28].

Obecné je mozné na terapii s vyuzitim miRNA nahli-
zet nasledovné: jsou-li hladiny miRNA vlivem nemoci
snizeny, je nutné tyto hladiny substituovat/navysit,
a naopak jsou-li hladiny miRNA zvyseny, je nutné tyto
amplifikované miRNA zablokovat. DopInéni chybéjicich
miRNA je znacné slozitéjsi proces a zahrnuje v sobé vy-
uziti demetylujicich agens (Iéky, které demetyluji ty
casti DNA, které koduji miRNA a tim umozni jejich
vyssi expresi), virovych vektord (s vyuzitim adenovir(i
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Ize do genomu buriky vpravit sekvenci miRNA, kterou
chceme doplnit a zvysit tak jeji expresi) nebo Ize vyuzit
Iéky, které zefektivni biogenezi miRNA (napf. latka
enoxacin zvysuje U¢innost enzymu Dicer, a tim tvorbu
miRNA) [1,28]. Zablokovéni zvy$ené exprimovanych
miRNA pak Ize dosdhnout s vyuzitim tzv. ,anti-miRNAs”
nebo ,miRNA-inhibitord” — zdkladem téchto molekul je
sekvence RNA, ktera presné odpovida sekvenci miRNA,
jejiz hladiny chceme snizit. Na podkladé komplementa-
rity bazi a s vyuzitim jevu tzv. RNA-interference se podany
miRNA-inhibitor spoji s cilenou miRNA, ¢imz zablokuje
jeji funkci. Molekula miRNA-inhibitor( jako takova je
vsak mélo stabilni (napf. hrozi jeji stépeni vlivem lytic-
kych enzym pfitomnych v plazmé) a je nutné ji modifi-
kovat (napt. napojenim na molekuly cholesterolu), ¢imz
je dosazeno vétsi stability, delSiho eliminac¢niho polo-
¢asu a dalsich vyhodnych vlastnosti [28]. V preklinic-
kych zkouskach se setkdme s obéma vyse popsanymi
postupy, do klinické praxe se vak v sou¢asné dobé jevi
jako slibnéjsi vyuziti miRNA-inhibitor( [29].

Prehled studii vyuzivajicich anti-miRNA v terapii rliznych
vnitfnich nemoci je uveden v tab. 1. Z této tabulky si dovo-
lujeme upozornit na klinickou studii NCT01200420 (clini-
caltrials.gov), kterd jiz probéhla ve fazi lla v roce 2013 [26].
Tato studie zahrnovala 36 jedinct s chronickou hepatiti-
dou C infikovanych virem HCV1. Postizenym jedincim
byla po dobu 5 tydnt subkutanné aplikovana léciva latka
zvana miRavirsen, coz je miRNA-inhibitor cileny proti ja-
terné specifické miR-122. Tato miRNA kromé toho, Ze plni
fadu fyziologickych funkci v hepatocytech, je ,zneuzi-
vana" virem hepatitidy C a jeji pfitomnost je nezbytna pro
jeho efektivnireplikaci. Blokdda miR-122 s vyuzitim miRa-

Tab. 1. mikroRNA s terapeutickym potenciadlem u vnitfnich nemoci

onemocnéni miRNA stru¢ny popis studie reference

obezita miR-21 18 tydn trvajici blokada miR-21 pomoci anti-miR-21 u obéznich mysi vedla k redukci [47]
hmotnosti a zmenseni velikosti adipocytd

ateroskleréza miR-33 u mysi a nelidskych primati krmenych vysokotucnou dietou byly navozeny zmény [48,49]

a dyslipidemie v lipidovém profilu a doslo ke vzniku aterosklerotickych platd; podani anti miR-33 vedlo
k redukci téchto platd, zvyseni hladin HDL a snizeni hladin VLDL

abdominalni miR-29 podani anti-miR-29 vede k zvyseni obsahu kolagenu v cévach, coz se projevi jako mensi [50,51]

aneuryzmata nardst objemu aneuryzmatu

infarkt myokardu miR-15 u pokusnych zvifat byl navozen infarkt myokardu podvazem koronarni arterie; zablokovani [52,53]
miR-15 vedlo k lepsi regeneraci myokardu, zvysil se pocet viabilnich kardiomyocytd, coz
vedlo ke zlepseni srde¢ni funkce

srdecni selhani miR-208a  u hypertenzi indukovaného srdec¢niho selhdni vede podani inhibitoru miR-208a k zpomaleni [54]
remodelace myokardu a zlepSuje preziti pokusnych zvifat

plicni hypertenze miR-145 podanim miR-145-inhibitoru dochézi k snizeni tlaku v pravé komore u zvifat s experimentalné [55]
navozenou plicni hypertenzi

asthma bronchiale miR-106a  aplikace miR-106 vede na mysim modelu k snizeni produkce interleukinu 10 a déle k snizeni [56]
hyperreaktivity, metaplazie poharkovych bunék, subepitelialni fibrézy a dalsich znamek
astmatu

Crohnova nemoc miR-141 intrakolickd aplikace prekurzorl miR-141 do modelu kolitidy vyvolané 2,4,6-trinitroenzoovou [57]
kyselinou (mysi model Crohnovy nemoci) vedlo ke zmirnéni zanétu strevni stény

miR-155 u mysi deficientnich v genu pro miR-155 byl pozorovan mirnéjsi prabéh experimentalné [58]

navozené kolitidy; navic byla pozorovéna celkové mirnéjsi zanétlivé reakce

hepatitida C miR-122 podani miRavirsenu (anti-miR-122) blokuje hepatalni miR-122, ¢imz brani replikaci viru [26]

hepatitidy C, snizuje virovou néloz u pacientd s hepatitidou C a mj. zlep3uje i hladiny

cholesterolu
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virsenu zpUsobila signifikantni redukci v celkové nalozi
virové RNA a tento efekt pretrval i po ukonceni aktivni
terapie. U 5 jedinct dokonce virovd RNA nebyla deteko-
vana vlbec [26]. Vysledky této prvni studie jasné po-
ukazuji na potencial, ktery by miRNA mohly znamenat
jako nové terapeutické cile v 1é¢bé vnitfnich nemoci.

mikroRNA jako diagnostické a prognosticke
markery

Dalsi pfelomovy objev tykajici se mozného vyuziti miRNA
v mediciné piisel v roce 2008. Ukdzalo se, ze krom vyse po-
psanych intracelularnich funkci je mozné miRNA deteko-
vat i v extraceluldrnim prostoru, at jiz se jednd o krevni
derivéty (sérum ¢i plazmu), mog, sliny, pot, nebo tfeba ma-
tefské mléko [30-33]. Hladiny miRNA je mozné stanovit
reproducibilné a jsou stabilni u jedincl jednoho druhu,
jsou nendhodné a méni se vlivem rliznych patologickych
stavll [30,31]. O nékterych miRNA se dokonce hovoii jako
o ,tkanoveé specifickych”, coz znamen4, ze jejich exprese je
v urcité tkani 40krat vyssi nez v ostatnich tkanich [34] a pfi-
tomnost takovych miRNA v krvi by mohla odrazet posko-
zeni jednotlivych organd. Vyznam cirkulujicich miRNA se
nyni jevi troji — mohou slouzit jako biomarkery nemoci ¢i
poskozeni orgdnu; mohou predikovat dalsi vyvoj nemoci
a v neposledni fadé predstavuji nové medidtory mezibu-
nécné komunikace [35].

Potenciondlni vyuziti miRNA jako biomarkerG riz-
nych nemoci je nyni intenzivné studovano ve vsech
oborech vnitiniho [ékafstvi — tento zajem odstartovalo
Vv jiz zmifilovaném roce 2008 zjisténi, ze miR-141 je zvy-
Sena v séru u pacientl s rakovinou prostaty [30], dale
ze miRNA dulezité pro funkci placenty jsou zvyseny
v cirkulaci u téhotnych zen [32] a Ze u pacient( s rako-
vinou plic, kolorekta a u pacientl s diabetem dochazi
ke zménam hladin specifickych miRNA oproti zdravym
osobam [31]. Cirkulujici miRNA se v cirkulaci nachazeji
v komplexu s proteiny nebo uschované uvnitt apo-
ptotickych télisek (télisek vznikajicich pfi zaniku burky
apoptdzou), exozoml a mikrovezikul nebo dokonce
uvnitt lipoproteinovych ¢&astic (HDL ¢i LDL) [35]. Bylo
prokdzano, ze po infarktu myokardu se do obéhu do-
stavaji srde¢né specifické miRNA (napf. miR-1, miR-208,
¢i miR-499) a jejich hladiny se méni podobné, jako hla-
diny srdec¢né specifickych troponint [36]. Celé skupiny
miRNA jsou v krvi dysregulovéany u pacientu s diabetem
a jsou asociovany s rozvojem jednotlivych skupin dia-
betickych komplikaci [37]; z nich uvedme napt. miR-126,
kterd byla prokazatelné snizena u diabetik{ s preklinic-
kym i klinickym postizenim tepen dolnich koncetin
[38], nebo napf. miR-375, jejiz hladiny na mysim modelu
streptozocinem indukovaného diabetu korelovaly s od-
umirdnim B-bunék pankreatu [39]. Jiné studie ukazuiji,
ze se hladiny miRNA méni u kufdkd, u nichz odrazeji
vznik plicni fibrézy, jiné cirkulujici miRNA jsou v krvi
zvyseny u jedincll s CHOPN ¢i astmatem [40]. Prehled
zminénych a dalSich ptikladd mozného vyuziti miRNA
v diagnostice vnitfnich nemoci udava tab. 2. Obecné Ize
na zakladé doposud provedenych studii fici, Ze hladiny

cirkulujicich miRNA citlivé odrazeji patologické zmény
v organizmu, jejich hladiny odrazeji nejen piitomnost,
ale i aktivitu onemocnéni a je mozné je reprodukova-
telné stanovit z télnich tekutin. Dalsi studie zamérené
na precizni stanoveni specificity a senzitivity na vétsich
kohortach pacientd s rdznymi onemocnénimi nebo
studie cilici na nalezeni vhodné vnitini kontroly (tj. kon-
krétni miRNA, jejiz hladiny se neméni vlivem zadné
z nemoci) jsou potiebné k tomu, aby se doposud zjis-
téné informace mohly prevést do klinické praxe.

Kromé diagnostického potencidlu pfinaseji zménéné
hladiny cirkulujicich miRNA i fadu dalSich informaci o dalSim
mozném vyvoji onemocnéni, tj. maji i prediktivni vyznam.
U jiz zmirovanych pacientd po infarktu myokardu predi-
kuji pretrvavajici zvysené hladiny miR-1 vznik ¢asného sr-
dec¢niho selhani (do 1 roku od prodélani infarktu) nebo
vznik zavaznych arytmii [41]. Jiz zmifovana miR-126 patfi
do panelu 5 miRNA (spolu s miR-15a, miR-320, miR-223
a miR-28-3p), jejichz zménéné hladiny predikuji budouci
vznik diabetu u jedinc(, ktefi jsou jesté normoglykemicti
- s vyuzitim 10 let zamrazenych vzorkd séra a dat z na-
sledného 10letého sledovani vzorkovanych pacientl to
ukazuji data od Zampetaki et al [38]. U pacientt s riiz-
nymi typy rakoviny koreluji hladiny cirkulujicich miRNA
s progndzou, prezitim pacientt ¢i mohou predikovat odezvu
néadoru na léc¢bu [42]. S ohledem na mozny prognosticky po-
tencidl, ktery by cirkulujici miRNA mohly mit ve viech ob-
lastech vnitfniho Iékafstvi, jsou nyni potieba dlouho-
dobé studie na velkych kohortach, které tento potencial
potvrdi, ¢i vyvrati.

V neposledni fadé je nutné u cirkulujicich miRNA
zminit i potencionalni vyznam v mezibuné¢né komu-
nikaci. Zde hraji roli zejména miRNA uschované v apo-
ptotickych téliscich, exozomech a lipoproteinovych
Casticich; ukazuje se, Ze takto uschované miRNA jsou
do extraceluldrnich télisek aktivné pumpovany pfi
jejich vzniku a mohou z nich byt aktivné predéany do ci-
lovych bunék, coz nasledné vede k ovlivnéni genové
exprese v téchto burikach [35]. V rdmci této prace uve-
deme 3 zajimavé pfiklady umoznujici nahled do patofy-
ziologie vnitfnich nemoci.

miR-126

miR-126, jiz zmifiovand v kontextu biomarkerd posti-
zeni cév u pacientl s diabetem, je uvolfovéana do cir-
kulace bunkami, které vlivem aterosklerotického po-
skozeni a ischemie vstupuji do apoptézy; miR-126 je
uschovana v apoptotickych téliscich a v této podobé je
nasledné vychytana v okolnich endotelovych burikach
(parakrinni komunikace), v nichz navozuje odolnost
vUci apoptdze a ovliviuje infiltraci cévni stény tkano-
vymi makrofagy [43]. miR-126 se tak vyznamnym zp(-
sobem podili na ochrané endotelu pred aterosklerézou.

miR-150

Dalsi miRNA, miR-150, je aktivné uvolfiovana do obéhu
makrofagy [44]. miR-150 produkovand makrofagy je
uschovana do exozomu (malych membranovych vacku),
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Tab. 2. mikroRNA jako diagnostické markery ve vnitinim lékafstvi

onemocnéni miRNA strucny popis studie reference
infarkt myokardu miR-133a, ve studii byla metaanalyzovéana data z 15 studii, jez ukazala, Ze krom jinych miRNA [36]
miR-499 (napf. miR-1, miR-208b) vykazuji miR-499 a miR-133 vysokou senzitivitu (0,88 a 0,89)

i specificitu (0,87 a 0,87; v uvedeném pofradi) v ¢asné diagnostice infarktu myokardu

srdecni selhani miR-423-5p hladiny miR-423-5p jsou vy33i u jedinct se srde¢nim selhanim (n = 30) oproti zdravym [59]
kontroldm (n = 39) a dusnym jedinclim, u nichz bylo srde¢ni selhani vylouc¢eno (n = 20)

fibrilace sini miR-150 hladiny miR-150 jsou snizeny u jedinc( s fibrilaci sini (n = 90) ve srovnani se zdravymi [60]
kontrolami, pfi¢emz u jedincl s perzistujici fibrilaci sini jsou jesté nizsi, nez u jedincd
s paroxyzmalni fibrilaci sini

plicni embolie miR-1233 u 30 pacientd s plicni embolii (prokdzanou pomoci CTA plicnice) byly hladiny miR-1233 [61]
zvyseny ve srovnani s pacienty po infarktu myokardu (n = 30) a se zdravymi kontrolami
(n=12)
hypertenze miR-505 hladiny let-7e, miR-505 a hcmv-miR-UL112 jsou signifikantné vy3si u jedincd s hypertenzi [62,63]
let-7e (n =117) ve srovnani se zdravymi kontrolami (n = 67). Zajimavosti je, Ze hcmv-miR-UL112
hcmv- neni lidska, nybrz cytomegalova (CMV) miRNA a tento objev tak nové spojuje hypertenzi
miR-UL112 a infekci CMV
hluboka Zilni miR-424-5p na kohorté 238 jedincti s podezienim na hlubokou Zilni trombézu (HZT) byly hladiny [64]
trombodza miR-424-5p zvy3eny u jedinc(, u nichz se HZT nésledné potvrdila
aneuryzma bfisni miR-191-3 na kohorté 60 pacientll s aneuryzmatem bfisni aorty byla zjisténa elevace 3 miRNA ve [65]
aorty miR-455-3p srovnani se zdravymi kontrolami (n = 60)
miR-1281
CHOPN/ astma miR-145-5p pilotni data ukazuji, ze hladiny cirkulujicich miR-145-5p a miR-338-3p jsou vy3si [66]
miR-338-3p a miR-3620-3p nizsi u pacientu s astmatem (n = 8) ve srovnani s pacienty s CHOPN

miR-3620-3p (n = 25); miR-3620-3p byla detekovatelna u vech pacientt s CHOPN a jeji hladiny byly
vyssi ve srovnani s kontrolami (n = 6); exprese miR-4455 a miR-4785 pak rozliSovala mezi
kutaky (n = 19) a nekutaky (n = 6)

idiopaticka plicni miR-21 hladiny miR-3675-3p, miR-21 and miR-155 jsou vy33i u jedincl s idiopatickou plicni [67,68]
fibréza miR-155 fibrézou (IPF; n = 76) ve srovnani s kontrolami (n = 73), zvyseni miR-21 bylo pozorovano
miR-3675-3p i v dalsi studii zahrnuijici 68 jedincti s IPF
plicni sarkoidéza miR-34a v pilotni studii zahrnujici 12 jedincd s plicni sarkoidézou byly nalezeny zvysené hladiny [69]
miR-34 v mononuklearnich burikach periferni krve, ve srovnani s kontrolni skupinou (n = 5)
nespecifické sttevni  miR-31 v rtiznych studiich byly profily miRNA, at uz ze stfevnich biopsii, ¢i télesnych tekutin [70,71]
zanéty miR-142-5p asociovany s Crohnovou nemoci (CN), ¢i ulcerdzni kolitidou (UK), napt. cirkulujici hladiny
miR-146a miR-101 a miR-375 jsou vy33i u jedincd s CN, miR-19a, miR142-5p, ¢i miR-494 jsou vyssi
miR-595 u jedincll s UK; navic, hladiny miR-595 a miR-1246 jsou vy3si u jedincl s aktivni formou
miR-1246 onemocnéni, ve srovnani s jedinci s neaktivni formou
a dalsi
nefroticky syndrom  miR-192 priciny nefrotického syndromu (NS) zahrnuji celou $kalu rliznych onemocnéni, hladiny [72]
miR-200c mocové miR-192 jsou vyssi u jedinct s diabetickou nefropatii, miR-200c je zase vyssi
miR-216a u pacient s fokalni glomerulosklerézou, miR-216 a dal$i miRNA mohou predikovat
a dalsi rychlejsi progresi onemocnéni
onemocnéni jater miR-122 zvy$ené hladiny jaterné-specifické miR-122 byly opakované nalezeny v krvi u jedinct [73-75]
miR-194 at jiz se zanétlivym, nddorovym, ¢i napf. alkoholickym postizenim jater, jiné miRNA pak
miR-200c mohou pomoci v diagnostice dalSich nemoci, napt. miR-200c je vyssi u jedinct s primarni
miR-483-5p sklerozujici cholangoitidou, zatimco miR-483-5p a miR-194 byly zvyseny u jedinc
a dalsi s cholangiokarcionomem
diabetes mellitus miR-27b profily riznych mikroRNA z fady studii byly asociovény at jiz s pfitomnosti prediabetu [38,76-78]
miR-29 (miR-126), diabetes mellitus (DM), ¢i s jeho komplikacemi. Napt. hladiny miR-20b, miR-15a,
miR-126 miR-126, miR-191, miR-320, ¢i miR-486 jsou vyssi u jedinc s DM ve srovnani se zdravymi
miR-320a kontrolami, hladiny miR-661, miR-571, miR-770-5p, miR-892b a miR-1303 jsou vyssi
miR-571 u téch pacientd s DM, ktefi trpi mikrovaskularnimi komplikacemi, specificky pak hladiny
miR-661 miR-27b, ¢i miR-320a asociovaly s vyskytem a progresi diabetické retinopatie, hladiny
a dalsi mocové miR-29 pak koreluji s mikroalbuminurii a vyskytem nefropatie, miR-15a, ¢i miR-503

jsou alterovény u jedincu s ischemickym postizenim dolnich koncetin

systémovy lupus miR-125a v recentnim souhrnném ¢lanku byly uvedené miRNA signifikantné snizeny (miR-125a, [79]
erythematodes miR-146a miR-146a), ¢i zvyseny (miR-148a) v imunitnich burikach (CD4+ T-lymfocytech nebo
(SLE) miR-148a obecné mononuklearnich burikach periferni krve) u jedinct trpicich SLE

a dalsi
revmatoidni miR-181d hladiny miR-181d, miR-4634 a miR-4764-5p byly zvyseny u jedincl s revmatoidni [80]
artritida miR-4634 artritidou (n = 80) ve srovnani se zdravymi kontrolami (n = 75), hladiny miR-4764-5p

miR-4764-5p a miR-4634 navic korelovaly s hladinami plazmatickych cytokind a nékterymi klinickymi

parametry
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v této podobé se dostava k burikdm cévni stény a zde
podporuje neoangiogenezu, tedy tvorbu novych cév.
Jedna ze signélnich molekul, kterd by se tohoto pro-
cesu mohla Ucastnit je vaskularni endotelidlni rdstovy
faktor (VEGF), jehoz hladiny jsou pomoci miR-150 ne-
pfimo navy3Sovany [45]. Aplikace miR-150 by tak jed-
noho dne mohla byt potenciondlné uzite¢nd u one-
mocnéni spojenych s ischemii.

miR-223

Jako posledni, avsak neméné dulezitou, uvadime roli
miR-223; tato miRNA predstavuje nejvice zastoupe-
nou miRNA v lipoproteinovych ¢asticich [46] a recentni
studie ukazuji, Ze miR-223 je mozné z HDL transpor-
tovat do endotelovych bunék, v nichz se tato miRNA
normalné nenachazi, a pfitomnost miR-223 v endote-
lovych burikéch snizuje expresi intracelularni adhezni
molekuly (ICAM1), kterd je dllezita pro rozvoj ateroskle-
rézy. Extracelularni prenos miRNA pomoci HDL ndm tak
castecné osvétluje dlouhodobé znamy fakt, ze HDL je
povazovan za ,hodny cholesterol”.

Zaver

Z vyse uvedeného jasné vyplyva, ze mikroRNA pred-
stavuji potenciondlné velice vyznamnou skupinu bio-
molekul, jejichz zapojeni do patofyziologie fady one-
mocnéni jiz nem(ize byt v soucasnosti zpochybriovano.
Animalni i humanni studie modulujici hladiny miRNA
v organizmu, tkani ¢i jen na bunécnych kulturach pak
ukazuji na jejich terapeuticky potencial v 1é¢bé rliznych
nemoci. Vyuziti panell (vybranych skupin) cirkuluji-
cich miRNA pak predstavuje novy atraktivni zpUsob jak
zjednodusit diagnostiku nékterych onemocnéni a jak
zefektivnit sledovéni pacientd s cilem vytvoreni tera-
pie na miru toho ¢i onoho konkrétniho pacienta a spl-
nuje predpoklady pro budouci vyuziti v ramci persona-
lizované mediciny. Nutno podotknout, Ze stale zlstava
fada nevyfesenych otézek, at jiz se jednd o mozné ne-
zadouci vedlejsi Ucinky terapie pomoci miRNA nebo
o presné urceni senzitivity a specifity cirkulujicich
miRNA v diagnostice; rovnéz neni mozné zanedbat fakt,
Ze pro stanoveni hladin miRNA jsou stale vyuzivany
technicky ndro¢né metody izolace a c¢asové narocné
metody stanoveni zalozené na polymerazové retézové
reakci v redlném case (tzv. real-time PCR) - i zrychleni,
standardizace a vylepseni téchto metod bude ¢asem
nezbytné pro zavedeni miRNA do bézné klinické praxe.
Po pfekonani viech téchto technickych obtizi vsak maji
miRNA velky predpoklad stat se novymi pomocniky
v péci o pacienty s vnitfnimi onemocnénimi.

Vznik této studie byl podporen z projektu ,Kardiovas-
kuldrni systém: od modelu pres terapii k prevenci” Cislo
MUNI/A/1365/2015 podporeného z prostiedku Ucelové
podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum, kterou po-
skytlo MSMT v roce 2016.
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