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Abstrakt

MicroRNA (miRNA) jsou kratké nekédujici 21-23 nukleotidi dlouhé
jednoretézcové RNA. Patii mezi vyznamné posttranskripéni regulatory genové
exprese, které reguluji jak fyziologické, tak patologické procesy. Nékteré microRNA,
resp. vySe jejich exprese, jsou specifické pouze pro urcity typ tkané nebo pro

patologicky stav.

Predpokladem mé diplomové prace bylo, Ze genova exprese vybranych 28
kardiovaskularnich microRNA (miR-1-3p, miR-16-5p, miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-
20b-5p, miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-24-3p, miR-26a-5p, miR-29a-3p, miR-92a-3p,
miR-100-5p, miR-103a-3p, miR-125b-5p, miR-126-3p, miR-130b-3p, miR-133a-3p,
miR-143-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-181-5p, miR-195-5p, miR-199a-5p, miR-
210-3p, miR-221-3p, miR-342-3p, miR-499a-5p, miR-574-3p) se liSi v pupecnikové
krvi téhotnych Zen s fyziologickym pribéhem gravidity (FG), gestacni hypertenzi (GH),
preeklampsii (PE) a fetdlni rdstovou retardaci (FGR). Soubor pacientek cital 184
téhotnych Zen, ztoho 44 kontrol, 47 sdiagnézou GH, 56 s diagnézou PE a 37
s diagnézou FGR. Relativni kvantifikace microRNA byla provedena metodou

kvantitativni PCR v realném case.

Vysledky ukdazaly trend kdown-regulaci miR-195-5p v pupecnikové Kkrvi
pacientek s GH. Dale trend k up-regulaci miR-92a-3p u pacietek s mirnou formou
preeklampsie. Oproti tomu pacientky se zavaznou formou PE, vykazovaly
v pupecnikové krvi down-regulaci miR-195-5p a miR-574-3p, a trend k down-regulaci
miR-26a-5p, miR-145-5p, miR-199a-5p a miR-221-3p. Podobné pacientky
s preeklampsii, u kterych bylo nutno ukoncit téhotenstvi pred 34. tydnem, mély
v pupecnikové krvi down-regulovanou miR-145-5p a vykazovaly trend k down-
regulaci miR-26a-5p a miR-574-3p. Centralizace obéhu plodu byla asociovana
s vySSimi hladinami miR-1-3p a miR-133a-3p u téhotenstvi s PE. Téhotenstvi s FGR
s abnormalnimi hodnotami priitoku v arteria umbilicalis, resp. arteria cerebri media,

vykazovala down-regulaci miR-221-3p, resp. miR-143-3p.

Epigenetické zmény v pupecnikové krvi zplsobené téhotenskymi

komplikacemi mohou byt vysledkem dysfunkce placenty a naruSené funkce



kardiovaskularniho systému matky. Pozdéji by tyto zmény mohly zplsobovat

kardiovaskuldrni onemocnéni u déti narozenych z téchto téhotenstvi.

Klicova slova: microRNA, kardiovaskuldrni onemocnéni, gestatni hypertenze,
preeklampsie, fetdlni rlstovd retardace, pupecnikova krev, kvantitativni PCR

v redlném case



Abstract

MicroRNA (miRNA) are small non-coding 21-23 nucleotides long one strand
RNAs. They are among the major posttranscriptional regulators of gene expression that
regulate both physiological and pathological processes. Some of microRNAs, amount of
their expression respectively, are specific only for certain type of tissue or pathological

condition.

The hypothesis for my diploma thesis was that gene expression of 28
cardiovascular disease associated microRNAs (miR-1-3p, miR-16-5p, miR-17-5p, miR-
20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-24-3p, miR-26a-5p, miR-29a-3p,
miR-92a-3p, miR-100-5p, miR-103a-3p, miR-125b-5p, miR-126-3p, miR-130b-3p,
miR-133a-3p, miR-143-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-181-5p, miR-195-5p, miR-
199a-5p, miR-210-3p, miR-221-3p, miR-342-3p, miR-499a-5p, miR-574-3p) would
differ in umbilical cord blood between groups of women with physiological
pregnancies (FG), gestational hypertension (GH), preeclampsia (PE) and fetal growth
restriciton (FGR).

The studied cohort consisted of 184 pregnant women involving 44 controls, 47
GH pregnancies, 56 PE pregnancies and 37 FGR pregnancies. Relative quantification of

microRNAs was performed by quantitative real-time PCR.

Results showed a trend to miR-195-5p down-regulation in umbilical cord blood
of GH patients. On the other hand, mild PE showed trend to miR-92a-3p up-regulation.
Patients diagnosed with severe preeclampsie showed down-regulation of miR-195-5p
and miR-574-3p and trend to down-regulation of miR-26a-5p, miR-145-5p, miR-199a-
5p and miR-221-3p. Similarly, down-regulation of miR-145-5p and trend to down-
regulation of miR-26a-5p and miR-574-3p was observed in severe PE pregnancies
requiring termination before 34 weeks of gestation. The centralization of fetal
circulation was associated with higher levels of miR-1-3p and miR-133a-3p in PE
pregnancies. FGR pregnancies with abnormal values of flow rate in the umbilical
artery/the middle cerebral artery demonstrated down-regulation of miR-221-3p,

respectively miR-143-3p.



Epigenetic changes in umbilical cord blood induced by pregnancy-related
complications may appear as result of dysfunctional placenta and impaired maternal
cardiovascular function and may cause later onset of cardiovascular diseases in

offsprings.

Key words: microRNA, cardiovascular diseases, gestational hypertension,
preeclampsia, intrauterine growth restriction, umbilical cord blood, quantitative real-

time PCR
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1. Uvod

Pupecnikova krev zajiStuje vyménu Kysliku a Zivin mezi matkou a plodem. Jeji
odbér se provadi az po prestiiZeni pupecniku a nepredstavuje Zadné riziko pro matku
ani dité. Pro mou diplomovou praci predstavovala pupecnikova krev zdroj kratkych
nekodujicich RNA, microRNA. Konkrétné vybranych microRNA, které se podileji

na rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni.

MicroRNA jsou kratké nekddujici molekuly RNA, které posttranskripcné
reguluji genovou expresi, degraduji mRNA nebo inhibuji translaci a tim zastavuji
proces vzniku proteinu. Jsou dulezité v patologickych i fyziologickych procesech
buriky, reguluji napriklad diferenciaci, rist, proliferaci i apoptézu bunék (Ambros
2004, Hwang et Mendell 2006). Nejen jejich nadmérné mnozZstvi ale i nedostatek
mohou vést k riznym dysfunkcim. MicroRNA posttranskrip¢né reguluji priblizné 30 %
lidského genomu (Lewis et al. 2005). MicroRNA jsou hojné exprimovany
v kardiovaskularnim systému (Lagos-Quintana et al. 2002). Epigenetické modifikace,
jako zmény v microRNA expresi, metylace DNA a modifikace histontli se podileji na
patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni a pri prenosu do dalsi generace mohou

stav jesté zhorsit (Thornburg 2015).

Vzorky pupecnikové krve byly ziskany od matek s fyziologickym priibéhem
téhotenstvi (kontrolni vzorky) a od matek s abnormalnim pribéhem téhotenstvi -
gestacni hypertenze, preeklampsie, pripadné fetalni riistova retardace. Predpokladem
bylo, Ze by se hladiny nékterych microRNA mohly mezi jednotlivymi skupinami lisit.
Da se predpokladat, Ze specificky profil genové exprese kardiovaskularnich microRNA
je charakteristicky pro jednotlivé téhotenské komplikace, coZ by mohlo znamenat
potencialni riziko budouciho rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni u déti, které se

narodily z téchto komplikovanych téhotenstvi.
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2. MicroRNA

2.1 Historie

Prvni microRNA byla objevena roku 1993 u modelového organismu
Ceanorhabditis elegans (C. elegans) tymem Rosalindy C. Lee. Sekvence, které byly
popsany, jeSté nebyly oznaceny jako microRNA, nicméné byly to dva kratké transkripty
genu lin-4, priblizné 22 a 61 nukleotidli dlouhé a obsahovaly komplementarni sekvence
k repetitivni oblasti v 3 nepreklddané oblasti (UTR) mRNA genu lin-14. Predpokladalo
se tedy, Ze kratké transkripty genu lin-4 reguluji translaci mRNA lin-14 pomoci RNA-
RNA anti-sense interakce. Transkript lin-4 negativné reguluje mnozZstvi proteinu LIN-

14 (Lee et al. 1993).

V roce 2000 byla popsana dalsi kratkd RNA, konkrétné 21 nukleotidi dlouha
let-7, taktéz u C. elegans. Tato RNA je komplementarni k 3 UTR gent lin-14, lin-28,
lin-41, lin-42 a daf-12, tudizZ funguje obdobné jako transkript genu lin-4 (Reinhart et al.
2000). Let-7 RNA byla objevena i u dalSich druhti zivocichi, hraje roli ve fylogenezi, u
C. elegans je nutnad pro prechod z posledniho larvalniho stddia do stadia dospélce

(Pasquinelli et al. 2000).

O rok pozdéji vysla série ¢lanka vénujicich se této problematice a pro malé
regulacni RNA byl ustanoven termin microRNA, stale pribyvalo vice gent kédujicich
microRNA a také se ukazalo, Ze nékteré microRNA jsou vysoce konzervované a plni
podobné tlohy u odliSnych druhii (Lagos-Quintana et al. 2001, Lee et Ambros 2001,
Lauetal 2001).

2.2 Definice miRNA
Aby nedochdazelo k zaménam miRNA s jinymi kratkymi RNA molekulami, fidi se
jejich klasifikace nasledujicimi kritérii:

a) Detekce priblizné 22 nukleotidi dlouhého RNA transkriptu probiha pomoci
hybridizace RNA (nejcastéji pomoci metody Northern blot).
b) Identifikace sekvence v knihovné cDNA, sekvence musi presné odpovidat

sekvenci organismu, z kterého byla ziskana.
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c) Predikce potencialni prekurzorové strukury, ktera obsahuje priblizné 22
nukleotidl dlouhou sekvence uvnitt jednoho raménka vlasenky. U Zivocichi
jsou tyto prekurzory dlouhé 60-80 nukleotid(, u rostlin jsou variabilnéjsi a
mohou dosahnout délky nékolik set nukleotidu.

d) Fylogeneticka konzervace sekvence a jejiho prekurzoru.

e) Detekce zvySeného mnoZstvi prekurzoru u organismi se sniZenou funkci

Diceru (viz kap. Biogeneze miRNA).

Zadné z vyse uvedenych kritériich nestaci samo o sobé, aby kandidatni gen byl
oznacen jako nova miRNA. Kritéria a a b by nevyloucily siRNA, vlasenkova sekvence
taktéZz neni charakteristicka pouze pro miRNA a totéz plati i o Diceru. Proto je nutné,
aby nova miRNA splnovala alespon jedno z kritérii pro expresi (a, b) a jedno pro

biogenezi (¢, d, e) (Ambros et al. 2003).

2.3 Distribuce genli pro miRNA v genomu

Geny pro miRNA jsou rozmistény po celém genomu, na vSech chromozomech
vyjma chromozomu Y. Pfiblizné polovina téchto gent je v klastrech a je primarné
transkribovana jako polycistronni transkript (Lee et al. 2002). Geny pro miRNA v ramci
jednoho klastru jsou si ¢asto pribuzné, predpoklada se u nich vznik genovou duplikaci,
mimo to ale klastry obsahuji i nepribuzné geny, je vSak moZna jejich funkcni
pribuznost, tedy vliv na stejnou cilovou sekvenci (Kim et Nam 2006). Pivodné se
predpokladalo, Ze geny pro miRNA jsou umistény v intergenovych oblastech (Lagos-
Quintana et al. 2001, Lee et Ambros 2001). Pozdéjsi studie vSak ukazaly, Ze vétSina
genli pro miRNA je lokalizovana v tzv. transkripcnich jednotkach, v intronech
kédujicich genti a v intronech i exonech gend pro nekédujici RNA (Rodriguez et al.

2004).

2.4 Biogeneze miRNA

Geny pro miRNA maji vlastni promotory a jsou transkribovany pomoci RNA
polymerazy II, ¢imzZ vznika primarni miRNA transkript, pri-miRNA. Primarni transkript
obsahuje 5 Cepicku a 3‘ poly(A) konec, coZ jsou ochranné oblasti typické i pro mRNA
(Lee et al. 2004). Pozdéji bylo zjisténo, Ze nékteré geny pro miRNA, konkrétné klastr

na chromozomu 19, C19MC, je transkribovan RNA polymerazou III (Borchert et al.
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2006). Primarni prekurzor, pri-miRNA, je delsi nez 70 nukleotidi a vytvari
komplementarni sekundarni struktury, které se skladaji do vlasenkovych struktur (Lee
et al. 2002). Pri-miRNA jsou dale zkracovany na priblizné 70 nukleotidti dlouhé pre-
miRNA, déje se tak diky jaderné nukledze zvané Drosha (Lee et al. 2003), ktera je v
komplexu s proteinem vazajicim dsRNA Pasha (jinak oznacovanym jako DGCRS,
protein kédovany genem, jenZz je deletovany u DiGeorgova syndromu), spole¢né
vytvareji multiproteinovy komplex zvany mikroprocesor (Denli et al. 2004, Gregory et
al. 2004). Kazda pre-miRNA je nasledné exportovana do cytoplazmy pomoci GTP-
dependentniho transportniho proteinu exportinu-5 (Yi et al. 2003). V cytoplazmé jsou
pre-miRNA dale zpracovavany interakci s enzymem Dicer do podoby maturovanych
dvouretézcovych miRNA (Bernstein et al 2001). Dicer je vkomplexu s dsRNA
vazebnym proteinem TRBP (z anglického trans-activator RNA binding protein)
(Chendrimada et al. 2005).

Geny miRNA
CYTOPLAZMA JADRO HENNINNINEENNREN

Zastaveni translace Degradace mRNA
S _ RNA polymeraza 11 Transkripce
»
Ll \J T I 444 Pri-miRNA
\"--...___,..-/
mRNA EEEEEEEEEEE R

t @
- ==
DGCRS

- ’Trrrm‘m‘rr@

L L L1 2o S
Maturovana miRNA

J:%llllllllllllﬂ_' al
" miRNA/miRNA* duplex

\ Sestiih /

/" Dicer ™ 5

Cmep ) w
— 3 Pre-miRNA

Obr. 1: Biogeneze miRNA (pievzato z Vlahova et al. 2014)

Syntéza microRNA zacina v jadre buiiky. RNA polymeraza Il vytvari primarni transkript -
pri-miRNA. Pri-miRNA vytvari vlasenkové struktury. Pri-miRNA je rozeznavana
mikroprocesorem (Drosha+DGCR8), ktera ji méni na pre-miRNA. Exportin-5 poté piesune pre-
miRNA z jadra do cytoplazmy. Dicer spolu s TRBP (trans-activator RNA binding protein) Stépi
pre-miRNA na duplexy miRNA/miRNA*, Retézec miRNA je navazan na komplex RISC (RNA-
induced silencing complex), druhy retézec je degradovan. Aktivni miRNA se vaze na 3 UTR
konec mRNA dle komplementarity bazi na polyribozomech.
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Jeden z retézcti je poté degradovan (tzv. passenger retézec, *miRNA) a druhy tzv.
guide tetézec je inkorporovan do tzv. miRISC (miRNA-induced silencing complex)
multiproteinového komplexu, jehoZ centralni ¢ast tvori proteiny Argonautové rodiny
(Carthew et Sontheimer 2009). Osud ftetézcii, tedy to, ktery zretézci je urcCeny
k degradaci neni vZdy stejny, zavisi na okolnich podminkach (typ tkané, stupen vyvoje
atd.) a aktivnimi fetézci se mohou stat oba. *miRNA tedy neni jen zbyteCnym

nadproduktem, ale miiZe byt ukazatelem zménéného stavu tkané (Bhayani et al. 2012).

2.5 MicroRNA interference

Jak jiz bylo zminéno, microRNA maji schopnost se vazat na mRNA, a tak bud’
tlumi jeji translaci nebo zptisobuiji jeji iplnou degradaci. MicroRNA se vazou na 3 UTR
sekvence mRNA. Parovani neni zcela komplementarni az na 2.-8. nukleotid, tzv. seed
sekvenci. 3 UTR oblasti kontroluji mnoho vlastnosti mRNA, jako jsou transport,
lokalizace, ucinnost translace a stabilita, proto tak maji microRNA Siroké spektrum
regulace. Nicméné vazba na 3‘ konec mRNA neni pravidlem, byla pozorovana i vazba
na 5 konec mRNA (@rom et al. 2008). Uplna komplementarita zptisobuje degradaci
cilové mRNA, prostiednictvim proteinu AGO2, nelUplna komplementarita pouze
inhibuje translaci, coZ je regulatni mechanismus vétSiny microRNA (Carthew et

Sontheimer 2009).

2.6 Nazvoslovi miRNA

Kazda (maturovana) microRNA je oznacena zkratkou ,miR“ a identifika¢nim
¢islem (napt. miR-1). Geny kodujici miRNA se oznacuji velmi podobné, zménou je malé
r a kurziva (napt. mir-1). Stejné tak pre-miRNA je znacena s malym r jako ,mir“. Pro
identifikaci organismu, z kterého miRNA pochazi, se jako predpona pridava 3-4
pismenna zkratka oznacujici druh, v pripadé clovéka je to zkratka ,hsa“ (z Homo
sapiens). MiRNA liSici se pouze predponou oznacujici druh jsou ortologni. Paralogni
sekvence lisici se v jednom ¢i dvou nukleotidech jsou odliSeny pouze priddnim malého
pismene (napf. miR-20a a miR-20b). Pre-miRNA, jejichZ geny jsou lokalizovany na
jiném misté v genomu, ale presto davaji vzniknout identickym maturovanym miRNA,
se odliSuji pridanim ¢iselné pripony (napft. mir-125b-1 a mir-125b-2 davaji vzniknout
zcela identické miR-125b). Pokud pochazi dvé miRNA z jedné vlasenkové struktury,

tak dle toho, z kterého retézce vlasenkového prekurzoru dana miRNA pochazi nese na
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konci jména jesté priponu ,-3p“ nebo ,-5p“ (Griffiths-Jones et al. 2006, Ambros et al.

2003).

2.7 Kardiovaskularni miRNA

U clovéka je znamo jiz pres 2500 miRNA (dle databaze miRBase,
http://www.mirbase.org/) a jejich pocet neustale stoupa, mnoho z nich je tkanové i
vyvojové  specifickych. Kardiovaskularni miRNA hraji roli v patogenezi
kardiovaskularnich onemocnénti, ovliviiuji expresi genti, které maji vliv na vyvoj srdce,
rozvoj onemocnéni apod. Ve své diplomové praci jsem detekovala 28 takovych miRNA,
jejich seznam a lokalizace jsou uvedeny vtabulce ¢. 1. Bliz$i charakteristika

jednotlivych miRNA je popsana dale v této kapitole.

2.7.1 Klastr miR-1/133a

MiR-1 i miR-133a jsou miRNA specifické pro svalstvo, tedy i pro srdecni
svalovinu. Béhem embryonalniho vyvoje hraji obé microRNA roli ve specializaci
embryondlnich kardiomyocytli, predevSim prostirednictvim Upravy hladiny
myokardinu (Wystub et al. 2013). MiR-1 je nadmérné exprimovana u jedinci
s onemocnénim korondrnich artérii. Pokud je u potkani nadmérné exprimovana u
normalnich jedinct, pripadné u téch, co prodélali srde¢ni infarkt, dochazi u nich ke
zhorseni arytmogeneze. Nadmérna exprese miR-1 zpomaluje kondukci a depolarizuje
cytoplazmatickou membranu posttranskripéni modifikaci genu KCNJZ2 (kdduje
podjednotku draslikového kandlu) a genu GJA1 (kéduje konexin 43), proto miiZe mit
miR-1 podstatnou patofyziologickou funkci v srdci (Yang et al. 2011). Mimo to miR-1
také blokuje mRNA genu kddujictho kalmodulin, ktery je velmi dilezity pro
vapnikovou signalizaci, jez je klicovym regulatorem ristu a funkce kardiomyocyti.
Navic miR-1 negativné reguluje i expresi klicovych transkrip¢nich faktort, které
ovliviiuji genovou expresi v zavislosti na vapniku. MiR-1 tedy negativné reguluje
komponenty vapnikové signalizace a tim ovliviiuje riistovou odpovéd’ kardiomyocyti
(Ikeda et al. 2009). Up-regulace miR-1 prispiva také k srde¢ni arytmii. (Su et al. 2017).
Do stejného klastru patii i miR-133a, ktera ma zasadni ulohu v kontrole proliferace
kardiomyocytl a suprimuje expresi genii asociovanych s bunéénym cyklem (geny pro

SRF transkrip¢ni faktor a cyklin D2) v srde¢nim svalstvu (Liu et al. 2008).
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2.7.2 MiR-499

MiR-1 spole¢né s miR-499 také reguluji proliferaci kardiomyocytarnich
progenitorovych bunék a jejich naslednou diferenciaci v kardiomyocyty. Diky modulaci
genové exprese mizou tyto miRNA ovlivnit kardiomyogenni diferenciaci. Konkrétné
miR-1 skrze represi HDAC4 (histon deacetylaza 4) indukuje diferenciaci bunék. MiR-
499, ktera je bohaté zastoupena v srdec¢ni tkani, cili na transkrip¢ni faktor SOX6, a tim

podporuje diferenciaci kardiomyocytt (Sluijter et al. 2010).

2.7.3 MiR-15 rodina

Do této skupiny miRNA patfi miR-15, miR-16 i miR-195 (jeSté miR-497, ktera je
mimo predmét zajmu mé prace), které spolecné sdili stejnou sekvenci na 5 konci. Up-
regulace téchto miRNA béhem neonatalniho obdobi miiZe byt dileZitym regulacnim
mechanismem, ktery fidi bunécny cyklus kardiomyocytt. Prili§ vysoka exprese miR-
195 v obdobi vyvoje srdce zplisobuje kongenitalni srde¢ni abnormality souvisejici
s pred¢asnym zastavenim bunécéného cyklu, miR-195 tedy negativné reguluje expresi
gent, které se podili na rizeni bunécného cyklu (napt. geny CHEK1, CDC2A, BIRCS,
NUSAP1 a dals{) (Porrello et al. 2011). Zna¢né sniZena exprese miR-16 byla nalezena
v hypertrofickych kardiomyocytech u mysiho modelu, zaroven v téchto burikach byla
zvySena exprese cyklini D1, D2 a E1 a fosforylovaného pRb (retinoblastomovy
protein) (Huang et al. 2015).

2.7.4 Vaskularni integrita a microRNA

Nékteré microRNA hraji roli v angiogenezi a vaskuldrni maturaci, taktéz reguluji
vaskularni i endotelidlni funkce. Mezi takové microRNA patfi i miR-126, ktera je
specificka pro endotel a moduluje jeho fenotyp (Fish et al. 2008). Cilena delece miR-
126 u mysi zplisobila netésnost cév, krvaceni a ¢aste¢nou letalitu embryi, kvili ztraté
vaskularni integrity a defektim endotelu (problémy s proliferaci a migraci bunék)
(Wang et al. 2008). ZvySené hladiny miR-126 sniZuji expresi VCAM-1 (vaskularni
adhezni bunécna molekula 1), ¢imZ prerusi signalni kaskadu TNFa (faktor nadorové
nekrézy o) v endotelidlnich bunikach, ¢imZ se sniZuje interakci leukocytli s butikami
endotelu. MiR-126 by tak mohla byt potencidlnim reguldtorem vaskuldrnich zanétt

(Harris et al. 2007).
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Klastr miR-17/92 patii mezi jeden z nejlépe prozkoumanych klastrti microRNA.
Patfi do néj hned 3 z 28 nami analyzovanych microRNA: miR-17, miR-20a a miR-92a,
mimo to obsahuje i jiné microRNA. Dysregulace microRNA tohoto klastru souvisi nejen
s kardiovaskularnimi ale i imunitnimi, neurodegenerativnimi a nadorovymi
onemocnénimi. Paralognim klastrem je miR-106a/363, kde se mimo jiné nachazii miR-
20b (Mogilyansky et Rigoutsos 2013). MiR-92a je vysoce exprimovana v endotelidlnich
bunikkdch a kontroluje rist novych cév - angiogenezi. AvSak priliSna exprese této
microRNA blokuje angiogenezi. MiR-92a cili na mRNA nékolika proangiogennich
proteini, v¢etné alfa5 podjednotky integrinu, coZ v endotelidlnich bunikach zpiisobuje
sniZen{ formovani kapilarnich kli¢ek. Antagonisté miR-92a zlepsuji riist cév a obnovu
poskozené tkané po infarktu myokardu u mysi, proto tato microRNA muze slouzit jako

cenny terapeuticky cil (Bonauer et al. 2009).

2.7.5 Ateroskler6za a microRNA

Ateroskleréza neboli kornaténi tepen je jednou =z hlavnich pfricin
kardiovaskularnich onemocnéni, je to chronické zanétlivé onemocnéni zplsobené
ukladanim lipidd a zanétlivych faktort vcévni sténé. Nejhojnéjsi microRNA
v makrofazich je miR-21 a jeji nedostatek vede kakcelerované ateroskleroze,
nekrotickym plakiim a zanétiim cév (Canfran-Duque et al. 2017). V poSkozenych c¢i
aterosklerotickych cévach bylo prokazana snizena hladina miR-143 a miR-145. MiR-
145 je nezbytna pro reprogramaci fibroblastt v buriky hladkého svalstva indukovanou
myokardinem a indukuje diferenciaci multipotentnich kmenovych bunék neuralni listy
vbuilkky hladké svaloviny cévni stény. Obé microRNA, miR-143 i miR-145,
kooperativné cili na transkrip¢ni faktory, pro podporu diferenciace na ukor proliferace
bunék hladkého svalstva (Cordes et al. 2009). Cilovym genem pro miR-145 je KLF5,
pokud je jeho exprese inhibovana, stoupa hladina myokardinu, coZ prispiva k modulaci
fenotypu bunék hladké svaloviny cévni stény (Cheng et al. 2009). SniZena exprese miR-
143 a miR-145 byla nalezena i u pacientli s aortalnim aneurysmatem, nedostatek
téchto microRNA indukuje strukturalni zmény aorty (Elia et al. 2009). Pfimym cilem
miR-195 je gen CDC42 (protein CDC42 je podstatny pro spravny chod bunécného
cyklu), tudiz i miR-195 inhibuje proliferaci a migraci bunék hladké svaloviny cévni

stény (Wang et al. 2012).
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2.7.6 Ischemicka choroba srdec¢ni a microRNA

MiR-23a miize primo inhibovat expresi TRF2 (telomericky vazebny faktor 2) a
tim indukovat zkracovani telomer a bunécnou senescenci (Luo et al. 2015). Velmi
recentni studie spojila tento objev s ischemickou chorobou srde¢ni a jejim cilem bylo
zjistit vysi exprese miR-23a v perifernich mononukledrnich burikach u pacientti s touto
chorobou. Vysledky ukazaly, Ze u pacienti sischemickou chorobou srdecni byla
zvySena exprese miR-23a, coz by mohlo poslouZit jako prognosticky marker, vhodny

pro monitoring v periferni krvi, pro toto onemocnéni (Satoh et al. 2017).

U pacientii s ischemickou chorobou srdecni, v piipadné kombinaci s diabetes
mellitus 2. typu, byly prokdzany sniZené hladiny exprese miR-24 v periferni krvi. Cilem
této microRNA je mRNA kodujici YKL-40, coZ je prozanétlivy glykoprotein, jehoZ
hladina stoupa pti kardiovaskularnich komplikacich (Deng et al. 2017).

2.7.7 Hypertroficka kardiomyopatie a microRNA

V plazmé pacientli s diagn6zou hypertrofické kardiomyopatie byla zjiSténa
zvySena exprese 12 microRNA v plazmé. Mezi nimi i miR-26a, miR-29a, miR-126, miR-
133a, miR-143, miR-145 a miR-199a, coZ naznaCuje, Ze remodelace myokardu je
spojena s uvoliiovanim téchto microRNA do krevniho recisté, avSak pouze hladiny
miR-199a a miR-29a pozitivné korelovaly s hypertrofii kardiomyocytli a pouze miR-
29a navic i s intersticialni fibrézou, coz z ni déla potencialni neinvazivni biomarker pro
sledovani remodelace myokardu pri hypertrofické kardiomyopatii (Roncarati et al.
2014). Oproti tomu miR-26 reguluje patologické strukturdlni zmény, alespon u
potkaniho modelu, pokud je v kardiomyocytech downregulovana dochazi ke
strukturalnim zméndm a vzniku hypertrofie (Zhang et al. 2013). Nadmérna exprese
miR-199a v kardiomyocytech vede ke zvétSovani bunék, hraje tedy také roli

v patogenezi srdecni hypertrofie (Song et al. 2010).

2.7.8 Srdecni selhani a microRNA

U biopsie myokardu pacientli, kteri prodélali srdecni selhani, byly oproti
kontrolni skupiné up-regulované nasledujici microRNA: miR-1, miR-21, miR-23, miR-
29, miR-130, miR-195 a miR-199 (Lai et al. 2015). Dale byla prokdzana nadmérna

exprese miR-100 u pripadi srdecniho selhani, zplsobuje down-regulaci geni
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podstatnych pro funkci srdce, napft. geny pro tézky retézec a-myosinu a SERCAZ2a
(Sucharov et al. 2008). Up-regulace miR-100 byla taktéZ nalezena u H202 indukované
apoptozy kardiomyocyti neonatdlnich mysi, funkéni analyza odhalila, Ze down-
regulace miR-100 tlumi apoptézu indukovanou H202. Déje se tak skrze potlaceni
exprese IGF1R (receptor pro insulinu podobny ristovy faktor 1) béhem tohoto procesu

(Chen et al 2015).

2.7.9 Hypoxie a microRNA

Pti poklesu kysliku je miR-199a v kardiomyocytech akutné downregulovana. To
znamena okamzitou expresi HIF-1a (hypoxii indukovany faktor 1a), ktery stabilizuje
protein p53, coZ vede k apoptéze. DalSim cilem miR-199a je SIRT1 (sirtuin 1), ktery je
zodpovédny za regulaci prolyl hydroxylazy 2, ktera stabilizuje HIF-1a. MiR-199a je
tedy hlavnim regulatorem drah vyvolanych hypoxii (Rane et al. 2009). Také miR-221
reaguje na hypoxii a redukuje posSkozeni srdce inhibici autofagie, déje se tak pomoci
down-regulace DDIT4 (transkipt indukovany poskozenim DNA), ktery inhibuje
formovani autofagozomu a down-regulaci TP53INP1 (Tumor Protein p53-inducible
nuclear protein), ktery inhibuje degradaci autofagozomu. MiR-221 ma protektivni

ucinky pri posSkozeni bunék hypoxii a naslednou reoxygenaci (Chen et al. 2016).
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Tab. ¢. 1: Charakteristika zkoumanych miRNA

nazev lc(l)ll::lin; (;izmalm sekvence 5‘ 2 3 hraje roli v patogenezi/funkce
dyslipidémiel, hypertrofickd kardiomyopatie?, infarkt
hsa-miR-1-3p 20q13.33 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU myokardu a srde¢ni selhani34, arytmies, ischemicka choroba
srde¢nis
o 1 angiogenezes, ateroskler6za’, infarkt myokardu a srde¢ni
hsa-miR-16-5p 13q14.2 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG selhani®
[ angiogeneze?, ischemicka choroba srde¢nil?, infarkt myokardu
hsa-miR-17-5p 13q31.3 CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG a sedesni selhanill
hsa-miR-20a-5p 13qg31.3 UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG angiogeneze?, ischemicka choroba srde¢nit0
i inzulinova rezistence a diabetes!?, infarkt myokardu a srde¢ni
hsa-miR-20b-5p X26.2 CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG selh4ni13
dyslipidémiel4, hypertenze!s, inzulinova rezistence a
hsa-miR-21-5p 17q923.1 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA diabetes!?, aterosklerdzals, angiogeneze!?, infarkt myokardu a
srdec¢ni selhani*!5, ischemicka choroba srde¢ni!8
) ischemicka choroba srdec¢nil?, infarkt myokardu a srde¢ni
hsa-miR-23a-3p 19p13.12 AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC selhan{420
. inzulinova rezistence a diabetes!?, infarkt myokardu a srdec¢ni
hsa-miR-24-3p 19p13.12 UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG selh4nizL
) inzulinova rezistence a diabetes??, infarkt myokardu a srde¢ni
hsa-miR-26a-5p 3p22.2 UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU selhanizs, hypertroficka kardiomyopatie?
: inzulinova rezistence a diabetes3?, hypertroficka
hsa-miR-29a-3p 7q32.3 UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA kardiomyopatie?4, infarkt myokardu a srdec¢ni selhani*25
b g9 angiogeneze?, ischemicka choroba srdecni??, infarkt myokardu
hsa-miR-92a-3p 13q31.3 UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU 2 sedesni selhanize
hsa-miR-100-5p 11q24.1 AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG angiogeneze??, infarkt myokardu a srde¢ni selhani26
hsa-miR-103-3p 20p13 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA infarkt myokardu a srdec¢ni selhaniz3
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hsa-miR-125b-5p | 21g21.1 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA infarkt myokardu a srdecni selhani2!

vaskularni zanéty?8, inzulinova rezistence a diabetes!?,
aterosklerdza?s, angiogenezed, hypertroficka

hsa-miR-126-3p 99343 UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG kardiomyopatie?4, ischemicka choroba srdecnil?, infarkt
myokardu a srdec¢ni selhani??
hsa-miR-130b-3p | 22q11.21 CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU hypoxie30, infarkt myokardu a srdec¢ni selhani+31
inzulinova rezistence a diabetes32, ischemicka choroba
hsa-miR-133a-3p | 20q13.33 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG srdecnil?, hypertroficka kardiomyopatie?4, infarkt myokardu a
srde¢ni selhani3
hypertenze33, aortalni aneurysmas3+, hypertroficka
hsa-miR-143-3p 5q32 UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC kardiomyopatie?4, ateroskler6zas3s, ischemicka choroba
srde¢ni33
hypertenze33, aortalni aneurysma34, hypertroficka
hsa-miR-145-5p 5q32 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU kardiomyopatie?4, ateroskler6zas3s, ischemicka choroba
srdecnilo
hsa-miR-146a-5p | 5q33.3 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU dyslipidémie36, ateroskler6zaté, vaskularni zanétys?
. TR : 28 o
hsa-miR-181a-5p | 9q33.3 AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU ‘S‘;glélcl;‘g;’a rezistence a diabetes®, ischemicka choroba
A= 0 a0
hsamiR-195-5p  17p13.1 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC | Vaskularni zanétys, ateroskler6za®, infarkt myokardu a
srde¢ni selhani*?21, ischemicka choroba srde¢ni*?
1041 j cni ni421
hsa-miR-199a-5p | 19p13.2 CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC | [YPoxie”, infarkt myolardu a srdecni selhani®,
ypertroficka kardiomyopatie2+
4 16 i 42 cni
hsa-miR-210-3p | 11p15.5 CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA Z‘Z‘fﬁgflljfmza - anglogeneze*, infarkt myokardu a srdecni
hsa-miR-221-3p Xpl11.3 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC angiogeneze*4, hypoxie*5, ischemicka choroba srdecni*6
hsa-miR-342-3p 14q32.2 UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU infarkt myokardu a srdecni selhani4’
hsa-miR-499a-5p | 20q11.22 UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU infarkt myokardu a srdecni selhani3
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hsa-miR-574-3p 4p14 CACGCUCAUGCACACACCCACA infarkt myokardu a srdecni selhani8
Data jsou z online databazi: http://www.omim.org/, http://www.mirbase.org/ a literatury
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3. Komplikace v téhotenstvi

Téhotenstvi je narocnym obdobim v Zivoté Zeny a dochazi béhem néj k radé
fyziologickych, biochemickych i anatomickych zmén. Patfi mezi né naptiklad vznik
placenty, zvySeni objemu krve o 30-50 %, coZ znamena vétsi zatiZeni srdce, u kterého
dochazi k mirné hypertrofii. Krevni tlak je v téhotenstvi niz$i neZ normalné. Placenta,
ktera je klicovym doCasnym organem pro téhotenstvi, je s plodem propojena pomoci
pupeclniku, ktery je tvoren tremi cévami (dvé arteriae umbilicales a vena umbilicalis).
Hlavni funkce placenty jsou vyména kysliku a Zivin mezi matkou a plodem, dale tvorba

hormoni a termoregulace.

Funk¢ni nedostateCnost placenty (placentarni insuficience) ovliviiuje nékolik
funkci placenty a zptlisobuje nutri¢ni a respira¢ni insuficienci plodu. RozliSujeme
placentarni insuficienci primarni a sekundarni. Primarni placentarni insuficience
vznika v dlsledku defektni placentace. Naslednd maladaptace mateiského
kardiovaskularniho systému je asociovana se Sirokym spektrem komplikaci, mezi
nimiz jsou i ¢asna preeklampsie (klinickd manifestace pred 34. tydnem gravidity) a
Casna fetdlni rlistova retardace (klinickd manifestace pred 32. tydnem gravidity)
(Brosens etal 2011). Nedavné studie ukazaly, Ze pozdni preeklampsie a fetalni riistova
retardace (klinickd manifestace po 34., resp. po 32. tydnu gravidity) mohou byt
matefského kardiovaskuldrniho systému, jenz neni schopnen zvladnout zvySené

hemodynamické a metabolické naroky téhotenstvi (Thilaganathan 2016).

3.1 Gestacni hypertenze

GestaCni hypertenze (GH) je nejcastéjsi pricinou zvySeného krevniho tlaku
v téhotenstvi. Postihuje priblizné 10 % Zen v pribéhu téhotenstvi (Duley 2009).
GestaCni hypertenze je definovana jako vyskyt hypertenze poprvé béhem druhé
poloviny téhotenstvi (po 20. tydnu gravidity), bez proteinurie a preeklampsie (viz dale)
snavracenim krevniho tlaku do normalnich hodnot béhem 12 tydni po porodu.
Chronicka hypertenze je definovana jako hypertenze, ktera se objevuje do 20. tydne

téhotenstvi (pripadné je pritomna uz pred téhotenstvim) a po porodu nemizi.
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Hypertenze je krevni tlak vy$si nebo rovny 140/90 mmHg (Report of the National High
Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure in

Pregnancy 2000).

Hypertenze v téhotenstvi zvySuje u matek riziko pozdéjSiho vyskytu
kardiovaskularnich onemocnéni, jako jsou ischemickd choroba srdecni, infarkt
myokardu, selhani srdce, ale i chronickych onemocnéni ledvin a diabetu 2. typu

(Mannisto et al. 2013).

3.2 Preeklampsie

Preeklampsie (PE) seobvykle objevuje po 20. tydnu téhotenstvi. Je
charakterizovana zvySenym krevnim tlakem (> 140/90 mmHg) doprovazenym
proteinurii, pfipadné otoky. Vyskytuje se az u 2-8 % téhotnych Zzen (WHO 1988).
Preeklampsie muiZe zplsobovat problémy jater, ledvin, mozku a srazeni krve. Tyto
komplikace maji vliv i na plod, coZ se projevi Spatnym ristem a rozvojem plodu.
Preeklampsie miiZe matku ohrozit na Zivoté, zejména v zemich s nedostatecnou
lékarskou péci. Zhruba 10 % pripadl piimé smrti matky v souvislosti s téhotenstvim

je asociovano s preeklampsii nebo eklampsii (Duley 1992).

Rizikovymi faktory preeklampsie jsou: vék nad 40 let, nuliparita, vice nez 10 let
od posledniho téhotenstvi, viceCetné téhotenstvi, preeklampsie v rodinné anamnéze,

BMI nad 30, onemocnéni kardiovaskularniho systému ¢i ledvin (Sibai 2003).

Jednou z hlavnich pri¢in preeklampsie je nerovnovaha angiogennich faktord, je
tak narusena vaskularni remodelace vedouci k placentalni insuficienci, coZ ohrozuje
plod nedostatkem kysliku (Pennington et al. 2012). U normadlniho téhotenstvi je
placenta vaskularizovana, aby mohlo dochazet kvyméné kysliku a Zivin mezi
materskym a fetalnim obéhem. Déje se tak invazi bunék extravilézniho cytotrofoblastu,
ktera je doprovazena vyraznou zménou exprese molekul bunécné adheze. V pripadé
preeklampsie je tato invaze nedokonalad a v materské spiralni artérie nejsou schopny
dostate¢né remodelace a dilatace, coZ vede k hypoperfuzi placenty a placentarni

insuficienci (Fischer 2015).
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Obr. 2: Schématické znazornéni implantace placenty. Bunky extravil6zniho trofoblastu jsou
proliferovany z kotvicich klki a invaduji do sliznice délohy, kde remodeluji a dilatuji matei'ské
spiralni artérie. U preeklampsie nedochazi k dostatecné invazi bunék extravilézniho
trofoblastu tudiZ ani kdostatecné dilataci mateiskych spirdlnich artérii, tim dochazi k
hypoperfuzi placenty. Placenta je tak vystavena hypoxii a neplni spravné vSechny fyziologické
funkce, coz prindSi komplikace pro matku i plod. (prevzato a upraveno =z
https://obgynkey.com/hypertensive-disorders-4/)

Preeklampsie miiZe byt dle zavaznosti klinickych priznaka dale rozdélena na
mirnou a zavaznou formu (mild preeclampsia - mPE, severe preeclampsia - sPE).
Mirna preeklampsie je charakterizovana krevnim tlakem vys$im nez 140/90 mmHg
v kombinaci s proteinurii nad 300 mg za 24 hodin. ZavaZna preeklampsie se projevuje
vys$$im krevnim tlakem nad 160/110 mmHg a proteinurii - 5 g za 24 hodin. Mezi dalsi
priznaky zavaznéjsi formy preeklampsie patii zvySena hladina kreatininu (oligurie -
méné nez 500 ml moci/24 hodin), bolest hlavy, poruchy vizu, plicni edém, fetalni
ristova retardace (ACOG Committee on Obstetric Practice 2002). Zavazna
preeklampsie mizZe vést k syndromu HELLP (zkratka z anglickych slov: Hemolysis,
Elevated Liver enzymes, Low Platelet count), jehoZ hlavnimi ptiznaky jsou hemolyza,
zvySené mnozstvi jaternich enzymd, sniZzeny pocet krevnich desticek (Weinstein
1982). Tento syndrom se vyvine priblizné u 20 % pacientek se zavaznou preeklampsii

(Sibai et al. 1993).

Déti narozené z téhotenstvi s preeklampsii maji prokazatelné vice rizikovych

faktort pro rozvoj kardiovaskularniho onemocnéni jizZ od rané faze Zivota, jedna se
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zejména o vySSi krevni tlak a BMI (Davis et al. 2012). Dale matkam, které prodélaly
preeklampsii v téhotenstvi a jejich détem, hrozi vyssi riziko rozvoje diabetu 2. typu, u

déti toto riziko negativné koreluje s porodni hmotnosti (Libby et al. 2007).

3.3 Fetalni rtistova retardace

Fetalni riistova retardace (FGR) neboli intrauterinni riistova restrikce (IUGR) je
oznaceni pro zpomaleny rist plodu, ktery je pod 10. vahovym percentilem vzhledem
ke gestanimu stari plodu. Pfi¢iny vzniku mohou byt riizné, hrubé je 1ze rozdélit na tti
skupiny: materndlni, fetadlni a placentdlni pri¢iny (ACOG Committee on Obstetric
Practice 2013). Do posledni skupiny patfi i vySe zminovana preeklampsie. Pro plody,
jejichz hmotnost je pod 10. percentilem pro dany gesta¢ni vék a maji normalni
Dopplerovské parametry, pouzivime oznaceni SGA (z anglického Small for Gestational

Age).

3.4 Dopplerovska ultrasonografie

Dopplerovska ultrasonografie je neinvazivni metoda, kterd umozZiuje
vizualizaci toku krve arteriemi. Mezi parametry Dopplerovské ultrasonografie patfi:
index pulzatility arteria umbilicalis a arteria cerebri media a cerebroplacentarni pomeér.
Indexy pulzatility udavaji hodnoty priitoku krve v danych cévach, cerebroplacentarni
pomér ukazuje miru centralizace obéhu plodu. Cerebroplacentarni pomér vyjadiuje
pomér mezi indexem pulzatility arteria cerebri media a indexem pulzatility arteria
umbilicalis. Pomoci této metody lze monitorovat stav plodu, odhalit jeho pfripadné
ohroZeni a pokud je to nezbytné, tak ukoncit téhotenstvi diive. Za patologické hodnoty
indexu pulzatility v arteria umbilicalis byly povazZovany vSechny nad 95. percentilem,
v pripadé indexu pulzatility v arteria cerebri media naopak vSechny pod 5. percentilem.
Hodnoty cerebroplacentarniho poméru byly povazovany za abnormalni, pokud byly

pod 5. percentilem.

Dal$im ukazatelem nestandardniho pribéhu téhotenstvi a placentarni
insuficience je mnozstvi plodové vody. Za normalni mnozstvi plodové vody se povaZuje
objem, kdy plod ma dostatek prostoru pro pohyb, je-li plod v pohybu omezen a okolo
sebe ma malé mnozstvi plodové vody, oznacuje se tento stav jako oligohydramnion,

pokud plodova voda zcela chybi jedna se o anhydramnion.
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4. Cil prace

Prvnim cilem prace bylo vybrat vhodné stabilni endogenni kontroly, pro
normalizaci dat PCR v realném case. Stabilni endogenni kontroly jsou takové geny,

které vykazuji nejstabilnéjsi expresi napric testovanymi vzorky.

DalSim cilem prace bylo porovnat miru exprese vybranych kardiovaskularnich
microRNA v pupecnikové krvi mezi t€hotenstvimi s fyziologickym pribéhem a
téhotenstvimi s patologickym pribéhem (u pacientek sdiagnézou gestacni

hypertenze, preeklampsie a fetalni rlistové retardace).

A konecné porovnat miru exprese kardiovaskularnich microRNA v pupecnikové
krvi sohledem na zavaZnost patologie (mirnd/zavazna forma preeklampsie,

Dopplerovské parametry) a s ohledem na termin porodu (pred/po 34. tydnu gestace).

Studie je soucasti dlouhodobého vyzkumu, jehoZ cilem je popsat komplexni
patologicky mechanismus u téhotenstvi skomplikovanym pribéhem a nalézt
biomarkery, které by pomohly v diagnostice, pripadné predikci pozdéjSiho vyskytu
takovych téhotenskych komplikaci.
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5. Material

Zpracovavanym materidlem byla pupecnikovd krev v EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova) odebirana v priibéhu porodu. Veskeré vzorky pochazely z
Ustavu pro pééi o matku a dité v Podoli, byly ziskiany s informovanym souhlasem
pacientek i se souhlasem etické komise 3. 1ékai'ské fakulty UK a UPMD. Celkem bylo
zpracovano 184 vzorkl pupecnikové krve od matek s fyziologickym pribéhem
téhotenstvi (44 vzork), s klinickou manifestaci preeklampsie (56 vzorki), gestacni
hypertenze (47 vzorkid) a fetdlni rdstové retardace (37 vzorkii). Podrobnéjsi
charakteristika matek a novorozencti je rozepsana v tabulce €. 2.

Tab. ¢. 2: Podrobna charakteristika matek a novorozenct u fyziologickych/patologickych
gravidit

porodu/odbéru vzorki (tydny)

(36+3-41+6)

(25+6 - 41+2)

(26+6 - 41+1)

FG (n=44) PE (n=56) GH (n=47) FGR (n=37)
vék matky (roky) 32 (20-39) 33 (22-43) 33 (26-41) 31 (20-41)
gestacni stari v dobé 40+0 36+0 39+0 37+5

(30+0 - 40+4)

zpUsob porodu

vaha novorozence (g)

(2780-4060)

(580-3770)

(1012-4580)

vaginalni 37 (84,1 %) 8 (14,3 %) 28 (59,6 %) 19 (51,4 %)
cisafskym rezem 7 (15,9 %) 48 (85,7 %) 19 (40,4 %) 18 (48,6 %)
3430 2320 3160 2470

(910-3000)

pohlavi novorozence

chlapec

21 (47,7%)

27 (48,2 %)

18 (38,3 %)

15 (40,5 %)

divka

23 (52,3 %)

29 (51,8 %)

29 (61,7 %)

22 (54,5 %)

matka prvorodicka

ano

29 (65,9 %)

45 (80,4 %)

31 (66 %)

27 (73 %)

ne

15 (34,1 %)

11 (19,6 %)

16 (34 %)

10 (27 %)

Vysvétleni zkratek: FG = fyziologicka gravidita, PE = preeklampsie, GH = gestacni hypertenze,
FGR = fetalni rlistova retardace. Uvedené hodnoty jsou mediany (rozptyly) pro kontinualni

data, pro proménné kategorické jsou hodnoty vyjadreny poctem (procentem).

Za zeny s fyziologickou graviditou byly povaZovany ty, jez nemély zadné
lékarské, téhotenské ani chirurgické komplikace a které porodily zdravé dité s vahou

> 2500 g po ukonceném 37. tydnu gravidity. Mezi Zeny s gestacni hypertenzi se radily
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ty, u kterych se nové objevila hypertenze (tlak vyssi nez 140/90 mmHg) po 20. tydnu
gravidity. Hypertenze nebyla doprovazena proteinurii ani jinymi priznaky typickymi
pro preeklampsii. Preeklampsie byla definovana jako vysoky krevni tlak > 140/90
mmHg, naméreny dvakrat alespon s 4 hodinovym odstupem, a s proteinurii vy$si nez
300 mg/24 hodin po 20. tydnu gestace. Pacientky s preeklampsii byly dale rozdéleny
do skupin dle zavazZnosti preeklampsie na mirnou formu (15 pacientek) a zavaznou
formu (41 pacientek). Zavazna forma preeklampsie byla diagnostikovana, pokud byl
pritomen jeden nebo vice z nasledujicich priznaki: systolicky krevni tlak > 160 mmHg
nebo diastolicky krevni tlak > 110 mmHg, proteinurie vyssi neZ 5 g/24 hodin, malé
mnozstvi moci (méné nez 500 ml/24 hodin), respiracni problémy (plicni edém nebo
cyanéza), porucha funkce jater, bolesti hlavy a poruchy vizu, bolesti v oblasti epigastria
nebo pravém hornim kvadrantu, trombocytopenie, zdvazna fetalni riistova retardace.
Fetalni rlistova retardace a SGA plody byly diagnostikovany, kdyZ odhadovana vaha
plodu byla pod 10. percentilem pro dany gestacni vék. Plody s fetalni rdstovou
retardaci musely navic vykazovat jesté alespon jeden znasledujicich priznaki:
abnormalni index pulzatility v arteria umbilicalis, nulovy nebo reverzni end-diastolicky
tok v arteria umbilicalis, abnormalni index pulzatility v arteria cerebri media, ptiznaky
centralizace obéhu plodu nebo nedostatek amniové tekutiny (oligohydramnion nebo
anhydramnion). Centralizace obéhu plodu je protektivni reakci proti hypoxii, ktera se

projevuje v redistribuci cirkulace v mozku, jatrech a srdci na tkor prokrveni perfierie.

Ze studie byly vylouceny pacientky, u nichZ byla prokazana pred¢asna ruptura
membran, infekce in utero, potrat, mrtvorozenost a dale pacientky se strukturalnimi a

chromozomalnimi abnormalitami u plodu.
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6. Metody

6.1 Prvotni zpracovani biologického materialu

Vzorky pupecnikové krve byly odebirdny v priibéhu porodu do 9ml zkumavek
s protisrazlivym cinidlem EDTA. Poté byly ihned po pfijmu do laboratore dale
zpracovany. Pupecnikova krev byla pouZita pro izolaci RNA (QIAamp RNA Blood Mini
Kit; Qiagen, Hilden, Némecko). K 200 pl pupecnikové krvi bylo pridano 1000 pl pufru
EL. Nasledovala inkubace na ledu po dobu 10 minut, poté byl vzorek stacen po dobu 10
minut v centrifuze vychlazené na 4 °C pti 400 x g. Poté byl odstranén supernatant a pro
lepsi promyti pelety bunék byl opét pridan pufr EL o objemu 400 pl. Nasledovala opét
centrifugace a odstranéni supernatantu. Na zaveér se k peleté bunék piidala smés pufru
RLT a B-merkaptoethanolu (347:3). Vzorek byl poté zamrazen pfi teploté -80 °C, aZ do

doby dalsiho zpracovani.

6.2 Izolace RNA obohacené o kratké RNA

Kizolaci byl pouzZivdn mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion, Austin, USA).
Vzorky byly rozmrazeny pti 37 °C po dobu 4 minut, posléze bylo ke vzorkiim piidano
600 pl pufru (Lysis/Binding Buffer) a promichano. K této smési se pridala 1/10 objemu
homogenizac¢niho roztoku (miRNA Homogenate Additive) a vzorek bylo nutno radné
promichat a poté nechat inkubovat na ledu po dobu 10 minut. Po inkubaci byl ptidan
1 ul 0,1nM syntetické miRNA C. elegans, ktera slouzila jako potencialni vnitini kontrola.
Nasledovalo opét promichani, po kterém se pridal Acid-Phenol-Chloroform v objemu
odpovidajicim pivodnimu lyzatu, poté bylo nutné smés alespoii 30 s vortexovat. Pro
oddéleni vodné a organické faze byla smés nasledné centrifugovana 5 minut pri
10000 x g. Vodna faze, tzn. faze obsahujici pouze RNA, byla odebrana do Cisté
zkumavky a podle objemu byla nafedéna 100% ethanolem (tfetina ptivodniho objemu)
a promichana. Nasledovala aplikace na kolonku pro odstranéni necistot a dlouhych
RNA molekul a centrifugace 15 sekund pri 10000 x g. Vznikly filtrat byl postupné
sbiran do nové zkumavky a opét nafedén 100% ethanolem (dvé tretiny ptivodniho
objemu) a promichan. Vzorek byl aplikovan na novou kolonku a centrifugovan 15
sekund pii 10000 x g, na kolonce se zachytily kratké molekuly RNA. Poté byla kolonka
promyta promyvacimi roztoky (miRNA Wash Solution 1 a miRNA Wash Solution 2/3)
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a zbavena rezidualni tekutiny. Finalnim krokem bylo kolonku promyt 100 pl elu¢niho
roztoku ohratého na 95 °C, tim doslo k uvolnéni potrebnych RNA molekul to roztoku,
ke kterému bylo posléze pridano jeSté 5 ul pufru a 5 pl DNazy - k minimalizaci
kontaminace DNA (Thermo Fisher Scientific, California, USA). Nasledovala inkubace
pti 37 °C po dobu 30 minut. Na zavér se pridalo 5 pl EDTA a vzorek byl inkubovan
dalSich 10 minut pri teploté 65 °C.

6.3 Reverzni transkripce

Jesté tentyZ den musely byt vzorky obsahujici jednotlivé miRNA piepsany
pomoci reverzni transkripce na cDNA, z diivodu rychlé degradace izolovanych miRNA.
K transkripci byl pouZit TagMan Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Branchburg, USA) a TagMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems, Branchburg, USA),
jejichZz soucasti jsou specifické RT primery s vlasenkou, tzv. stem-loop primery.
Reak¢ni objem pro vSechny testované miRNA i pro kontroly byl 7 pl. SloZeni reak¢ni

smési pro jednu jamku je uvedeno v tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3: SloZeni reak¢ni smési pro reverzni transkripci

komponenta mnoZstvi v pl
100 mM dNTPs 0,07
reverzni transkriptaza 0,49
pufr 0,70
inhibitor RNazy 0,07
voda 1,89
celkovy objem 3,22
RT primer 1,40
vzorek 2,38
celkovy reak¢ni objem 7,00

Reverzni transkripce byla provadéna v pristroji 7500 Real-Time PCR Systém (Applied
Biosystems, Branchburg, USA), teplotni profil je uveden v tabulce ¢. 4.

Tabulka €. 4: Teplotni profil reverzni transkripce

doba (min) | teplota (°C)
30 16

30 42

5 85

(o) 4
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6.4 Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném Case

Po reverzni transkripci nasledovala kvantitativni polymerazova retézova
reakce (kvantitativni PCR v redlném case). Jedna se o metodu, kde je mozné sledovat
amplifikaci cDNA v realném case, tedy je mozné urcit relativni mnozstvi jednotlivych

sledovanych usekli cDNA.

6.4.1 Princip kvantitativni PCR v realném cCase

Kvantitativni PCR vredlném case je zaloZzena na principu klasické PCR,
umoziuje vSak sledovani mnoZstvi vybraného useku DNA v ¢ase, hlavni vyhodou této
metody je jeji vysoka citlivost. Nejprve je nutné microRNA reverzné transkribovat do
cDNA. ProtoZe jsou microRNA velmi kratké, zhruba stejné velikosti jako béZny primer
pro PCR, a navic vykazuji vysoké mnoZstvi sekventni homologie v ramci rodin, byly

vyvinuty modifikované formy PCR, specialné pro microRNA.

Jednou z nich je i metoda, kterou jsem pouzivala pro ucely této studie, konkrétné
analyza exprese microRNA zaloZend na pouziti tzv. stem-loop primert neboli
vlasenkovych primert pri reverzni transkripci, které se navazou na 3‘ konec
microRNA, timto zptisobem dosdhneme prodlouzeni maturované microRNA a vyssi
specifity. TagMan sondy jsou vysoce specifické pro maturované microRNA, s piesnosti
na jeden nukleotid, mimo nich se pti amplifikaci vyuZzivaji jesté dva druhy primeru -
pfimy a zpétny (Chen et al. 2005, Schmittgen et al. 2008). Schématické znazornéni

pribéhu reakce je na obrazku ¢. 2.

TagMan sonda je pojmenovana dle Thermus aquaticus, coz je bakterie odolna
vysokym teplotam a vyznacuje se specialni Taq DNA polymerazou. Tento termostabilni
enzym ma 52 3‘ exonukledzovou aktivitu, kterd se uplatiiuje pri Stépeni TagMan
sondy (ta se sklada z fluoroforu kovalentné navazaného na 5 konec, oligonukleotidu a
z tzv. zhaSeCe na 3‘ konci) a tim dochazi k uvolnéni fluorescence, ktera umoznuje mérit

mnoZstvi DNA templatu (Holland et al. 1991)
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miRNA RT primer

Krok 1:
Reverzni transkripce

B RN RRAIIIIT
= cDNA

Krok 2:
PCR v realném ¢ase

v
\ pfimy primer

S

-\ zpétny
“.  primer
TagMan sonda

Obr. 3: Schéma priibéhu detekce microRNA pomoci real-time PCR; prvnim krokem je reverzni
transkripce, kdy dojde k navazani vlasenkového primeru, nasleduje druhy krok, samotna real-
time PCR, ktera vyzZaduje dva primery a specifickou TagMan sondu; Q znaci quencher = zhasec
a F znaci fluorofor (ptrevzato a upraveno dle Chen et al. 2005)

6.4.2 Prubéh kvantitativni PCR v realném case

K reakci byl pouZit univerzalni master mix (TagMan Universal PCR Master Mix,
Applied Biosystems), dale specifické primery a sondy (TagMan MicroRNA Assay,
Applied Biosystems), voda a vzorek cDNA zpredchozi reakce. Presné objemy

jednotlivych komponent jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.

Tabulka ¢. 5: SloZeni reakéni smési PCR v redlném case

reagent mnozstvi v pl
TagMan univerzalni PCR master mix 7,50

Voda (bez nukleaz) 3,75

TagMan microRNA smés primerd + sondy | 0,75

celkovy objem 12,00

+ cDNA + 3,00
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Soucasti kazdé analyzy byl i referencni vzorek (vzorek placentarni tkané
z fyziologického téhotenstvi s porodem v terminu redény na koncentraci 3 ng) a
negativni kontrola (dale jen NTC), kdy byl vzorek cDNA nahrazen vodou a ktera
slouzila ke zjisténi pripadné kontaminace. PCR byla provadéna na ptistroji 7500 Real-

Time PCR Systém (Applied Biosystems), teplotni profil je uveden v tabulce ¢. 6.

Tabulka ¢. 6: Teplotni profil PCR v realném case

doba teplota (°C) | proces

2 min 50 aktivace enzymi

10 min 95 aktivace enzymi

15s 95 denaturace PCR - 50 cykld
60s 60 annealing + elongace

6.5 Relativni kvantifikace

Exprese jednotlivych miRNA byla relativné kvantifikovdna pomoci tzv.
komparativni Ct metody (Ct, threshold cycle - prahova hodnota). Tato metoda
porovnava mnozstvi templatu vzorku vici interni kontrole - referencnimu vzorku.
Pomoci komparativni Ct metody byla porovnana Ct hodnota vzorku a geometricky
priamér Ct hodnot dvou nadmi vybranych endogennich kontrol (U75 a RNU44), coZ jsou
takové miRNA, které vykazovaly stalou expresi napri¢ analyzovanymi vzorky. Pro
kazdy vzorek byl vypocten rozdil Ct hodnoty ptislusSné miRNA a geometrického
priméru Ct hodnot dvou endogennich kontrol, totéZ bylo spocteno pro referenc¢ni
vzorek. Vysledna ACt referen¢niho vzorku byla odectena od ACt jednoho konkrétniho
vzorku, ¢imz jsme ziskali jednu vyslednou hodnotu AACt, ktera byla prepocitana dle

vzorce 2-8ACt s touto konecnou hodnotou byla provedena statisticka analyza.

6.6 Statisticka analyza dat

Statisticka analyza dat byla provedena v softwaru Statistica (verze 9.0; StatSoft,
Inc., USA). Normalita dat byla ovéfena Shapiro-Wilkovym testem (Shapiro et Wilk
1965), vzhledem k nenormalnimu rozdéleni dat byly nasledné pouZity neparametrické
testy. Pro srovnavani vysledkd dvou skupin byl pouZzit Mann-Whitneytiv U test, pro
srovnani tfi a vice skupin Kruskal-Wallisiiv test. Mann-Whitneylv U test je

neparametricky test nulové hypotézy, zda-li je stejné pravdépodobné, Ze nahodné
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vybrana hodnota z jedné skupiny bude mensi nez, nebo vétsi nez nahodné vybrana
hodnota z druhé skupiny test (Mann et Whitney 1947). Kruskal-Wallistv test rozsituje
Mann-Whitneyliv U test pro vice nez dvé skupiny, testuje shodu vybérovych
distribu¢nich funkci (Kruskal et Wallis 1952). Jako signifikantni jsou povaZovany
vysledky s p-hodnotou nizsi nez 0,05. Dale byla aplikovana Bonferroniho korekce,
ktera zamita nulovou hypotézu ve chvili, kdy je jeji p-hodnota mensi nebo rovna a/m,
kde a je hladina vyznamnosti testu (0,05) a m je poCet zaroven provedenych testi. Pro
srovnani dvou skupin byla tedy p-hodnota stanovena na p < 0,025, pro srovnani 3
skupin byla p-hodnota stanovena na p < 0,017, resp. 4 skupin p < 0,013. Korelace mezi
proménnymi byla vypoctena pomoci Spearmanova Kkorela¢niho koeficientu (p)
(Spearman 1904). Pokud byla hodnota korela¢niho koeficientu 0-0,5 jednalo se o slabé
pozitivni korelaci, pokud -0,5-0, jednalo se o slabé negativni korelaci. Hladina

vyznamnosti byla stanovena na p < 0,05.

Vysledkem grafického zpracovani jsou boxploty, kde tmava horizontalni linie
zna¢i median. Horni a dolni strana boxplotu ohranicuje 75. a 25. percentil. Horni a dolni
linie tzv. vousy znazornuji hodnoty, které nepresahly 1,5nasobek interkvartilového
rozpéti (25.-75. percentil). Odlehlé hodnoty jsou oznaceny krouzky, extrémni hodnoty

hvézdickami.
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7. Vysledky

Byla studovana genova exprese 28 kardiovaskularnich miRNA v pupecnikové
krvi na souboru 184 téhotnych Zen. Porovnana byla exprese mezi jednotlivymi

skupinami i v ramci skupin podle zavaznosti onemocnéni.

Soubor byl rozdélen do 4 zakladnich skupin - 44 Zen s normalnim priibéhem
téhotenstvi (FG), 47 s gestacni hypertenzi (GH), 56 s preeklampsii (PE) a 37 s fetalni
ristovou retardaci (FGR). Vramci skupiny 56 Zen s preeklampsii, 15 Zendam byla
diagnostikovdna mirnd forma preeklampsie a zbylym 41 Zendm zavazna forma.
Preeklampsie se objevila u 9 pacientek s chronickou hypertenzi a v 47 pripadech se
vyvinula preeklampsie, bez predchoziho vyksytu hypertenze. Z 37 pacientek s fetalni
ristovou retardaci jich 13 vykazovalo symptomy SGA. VétSina déti (35) z FGR
téhotenstvi se narodila po 34. gesta¢nim tydnu, pouze dvé pred 34. gesta¢nim tydnem.
Oligohydramnion nebo anhydramnion byl piitomen u 8 FGR piipadi a 6 pacientek s

PE.

Pri vySetfeni hemodynamiky pomoci Dopplerovské ultrasonografie byl nalezen
abnormalni index pulzatility v arteria umbilicalis u 9 Zen sPE a 7 Zen s FGR, a
abnormalni index pulzatility v arteria cerebri media u 8 Zen sPE a 3 Zen s FGR.
Cerebroplacentarni pomér byl pod 5. percentilem celkem u 26 pripada (14 PE a 12
FGR).

7.1 Vybér endogennich kontrol pro normalizaci dat PCR v redlném Case

Jako endogenni kontroly exprese byly vybrany RNU44 a U75. Tyto dvé mély
nejstabilnéjsi expresi napri¢ analyzovanymi vzorky, vybirany byly ptivodné z 19
testovanych kandidatnich endogennich kontrol (HY3, RNU6B, RNU19, RNU24,
RNU38B, RNU43, RNU44, RNU48, RNU49, RNU58A, RNU58B, RNU66, RPL21, U6
snRNA, U47, U54, U75, Z30 and cel-miR-39), jejichZ exprese byla méfena u 80 vzorkil
plné pupecnikové krve (20 FG, 20 GH, 20 PE a 20 FGR) a zpracovana pomoci softwaru
NormFinder (Torres et al. 2013). Vysledky byly ovéieny na vétSim souboru vzorkt (44
FG, 47 GH, 52 PE a 37 FGR). V obou pripadech byly RNU44 a U75 identifikovany jako

nejstabilnéjsi kratké nekddujici RNA srovnomérnou expresi u téhotnych
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s fyziologickym (FG) i abnormalnim (GH, PE, FGR) priibéhem téhotenstvi. Proto byly
vybrany jako normalizatory exprese miRNA pro metodu qPCR.

Graf ¢. 1: Stabilita exprese kratkych nekédujicich RNA /vybér nejvhodnéjSich endogennich
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Identifikace a nasledna validace ukazala, Ze U75 a RNU44 jsou v stabilné exprimovany
pupecnikové krvi u obou skupin pacientek - s normalnim nebo komplikovanym pribéhem
téhotenstvi.

7.2 Genova exprese kardiovaskularnich miRNA v pupecnikové krvi u

téhotenstvi s normalnim a patologickym pribéhem

Nejprve byly porovnany exprese kardiovaskuldrnich miRNA ve vzorcich
pupecnikové krve mezi skupinami fyziologickych gravidit a patologickych gravidit.
Genova exprese miRNA byla dale analyzovana s ohledem na zavaznost onemocnéni
(mirnd vs. zavazna forma preeklampsie) a termin porodu (pred/po 34. tydnu
téhotenstvi). Navic byla sledovana asociace mezi genovou expresi kardiovaskularnich
miRNA v pupecnikové krvi a predchozim vyskytem hypertenze ve skupiné pacientek

s preeklampsii.

U téhotenstvi s preeklampsii a/nebo fetalni riistovou retardaci byla exprese
jednotlivych miRNA hodnocena i sohledem naparametry Dopplerovské

ultrasonografie (index pulzatility v arteria umbilicalis, index pulzatility v arteria
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cerebri media a cerebroplacentarni pomér). NiZe jsou popsany pouze vysledky, které

dosahly statistické signifikance, nebo vykazovaly trend k down-regulaci/up-regulaci

miRNA u pacientek s abnormalnim priibéhem téhotenstvi.

7.2.1 Down-regulace miR-195-5p u téhotenstvi s gestacni hypertenzi

Pfi srovnani vSech testovanych skupin mezi sebou, byl u skupiny gravidit s GH

zjistén trend k down-regulaci miR-195-5p (p = 0,025) v pupecnikové krvi.

Graf ¢. 2: Genova exprese miR-195-5p u FG, GH, PE a FGR
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Down-regulace miR-195-5p (p = 0,025) v pupecnikové krvi pacientek s GH v porovnani

s fyziologickymi kontrolami dosahla statistické signifikance pouze pred aplikaci

Bonferonniho korekce (p < 0,013).

7.2.2 Up-regulace miR-92a-3p u téhotenstvi s mirnou preeklampsii

Ve srovnani

se skupinou fyziologickych gravidit,

vykazovaly vzorky

pupecnikové krve z téhotenstvi s mirnou formou PE trend k vy$si expresi miR-92a-3p

(p =0,044).
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Graf ¢. 3: Genova exprese miR-92a-3p u FG, zavazné PE a mirné PE
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Up-regulace miR-92a-3p (p = 0,044) v pupecnikové krvi pacientek s mirnou formou PE
v porovnani s fyziologickymi kontrolami dosahla statistické signifikance pouze pied aplikaci
Bonferonniho korekce (p < 0,017).

7.2.3 Down-regulace miR-26a-5p, miR-145-5p, miR-195-5p, miR-199a-5p,
miR-221-3p a miR-574-3p u téhotenstvi se zavaznou preeklampsii

Ve srovnani s kontrolni skupinou pacientek byl nalezen signifikantni rozdil -
sniZena exprese miR-195-5p (p = 0,010) a miR-574-3p (p = 0,002) u skupiny pacientek

se zavaznou PE.
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Graf ¢. 4: Genova exprese miR-195-5p u FG, zavazné PE a mirné PE
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Down-regulace miR-195-5p (p = 0,010) v pupecnikové krvi pacientek se zavaznou
formou PE v porovnani s fyziologickymi kontrolami je statisticky signifikantni i po

aplikaci Bonferonniho korekce (p < 0,017).

Graf ¢. 5: Genova exprese miR-574-3p u FG, zavazné PE a mirné PE
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Down-regulace miR-574-3p (p = 0,002) v pupecnikové krvi pacientek se zavaznou formou PE
v porovnani s fyziologickymi kontrolami je statisticky signifikantni i po aplikaci Bonferonniho
korekce (p <0,017).
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Navic dalsi ¢tytfi miRNA ve skupiné pacientek se zavaznou PE vykazovaly trend
k down-regulaci, konkrétné miR-26a-5p (p = 0,031), miR-145-5p (p = 0,042),
miR-199a-5p (p = 0,048), miR-221-3p (p = 0,028).

Graf ¢. 6: Genova exprese miR-26a-5p u FG, zavazné PE a mirné PE
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Down-regulace miR-26a-5p (p = 0,031) v pupec¢nikové krvi pacientek se zavaznou formou PE
v porovnani s fyziologickymi kontrolami dosahla statistické signifikance pouze pred aplikaci
Bonferonniho korekce (p < 0,017).
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Graf ¢. 7: Genova exprese miR-145-5p u FG, zavazné PE a mirné PE
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Down-regulace miR-145-5p (p = 0,042) v pupecnikové krvi pacientek se zavaznou formou PE
v porovnani s fyziologickymi kontrolami dosahla statistické signifikance pouze pred aplikaci
Bonferonniho korekce (p < 0,017).

Graf ¢. 8: Genova exprese miR-199a-5p u FG, zavazné PE a mirné PE

miR-199a-5p
1 '
t p= 0.048 5 1
g 0 I I o
o o
g © o
[}
c -1 T
[0
o -
[0}
[&]
0]
=
g -2
c
[
>
X
= 1
2 -3
© | o
GJ [N
o 4 o
fyziologické kontroly =~ zavazna PE mirna PE
(n=44) (n=41) (n=15)

Down-regulace miR-199a-5p (p = 0,048) v pupecnikové krvi pacientek se zavaznou formou
PE v porovnani s fyziologickymi kontrolami dosahla statistické signifikance pouze pied
aplikaci Bonferonniho korekce (p < 0,017).
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Graf ¢. 9: Genova exprese miR-221-3p u FG, zavazné PE a mirné PE
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Down-regulace miR-221-3p (p = 0,028) v pupecnikové krvi pacientek se zavaznou formou PE
v porovnani s fyziologickymi kontrolami dosahla statistické signifikance pouze pied aplikaci
Bonferonniho korekce (p < 0,017).

7.2.4 Down-regulace miR-26a-5p, miR-145-5p a miR-574-3p u téhotenstvi
s preeklampsii, ktera vyZadovala ukonceni gravidity pred 34. gestatnim tydnem

Ve srovnani se skupinou fyziologickych gravidit vykazovaly vzorky
pupecnikové krve ztéhotenstvi s preeklampsii, kterd bylo nutno ukoncit pred 34.
tydnem gravidity, sniZenou expresi se signifikantnim rozdilem u miR-145-5p (p =

0,015).
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Graf ¢. 10: Genova exprese miR-145-5p u FG a PE ukoncéenou pted/po 34. tydnu gravidity
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Down-regulace miR-145-5p (p = 0,015) v pupecnikové krvi pacientek s PE vyzadujici
ukonceni gravidity pred 34. tydnem v porovnanti s fyziologickymi kontrolami je statisticky

signifikantni i po aplikaci Bonferonniho korekce (p < 0,017).

Déle byl pozorovan trend k down-regulaci u miR-26a-5p (p = 0,050) a miR-574-

3p (p = 0,022) u preeklamptickych téhotenstvi ukoncenych pred 34. tydnem gestace.

Graf ¢. 11: Genova exprese miR-26a-5p u FG a PE ukoncenou pired/po 34. tydnu gravidity
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Down-regulace miR-26a-5p (p = 0,050) v pupecénikové krvi pacientek s PE vyZadujici
ukonceni gravidity pred 34. tydnem v porovnani s fyziologickymi kontrolami dosahla
statistické signifikance pouze pred aplikaci Bonferonniho korekce (p < 0,017).
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Graf ¢. 12: Genova exprese miR-574-3p u FG a PE ukoncenou pred/po 34. tydnu gravidity
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Down-regulace miR-574-3p (p = 0,022) v pupecnikové krvi pacientek s PE vyzadujici
ukonceni gravidity pred 34. tydnem v porovnanti s fyziologickymi kontrolami dosahla
statistické signifikance pouze pted aplikaci Bonferonniho korekce (p < 0,017).

7.2.5 Asociace mezi genovou expresi miR-1-3p a miR-133a-3p a zavaznou
formou preeklampsie s ohledem na parametry Dopplerovské ultrasonografie

Byl vypozorovan vliv cerebroplacentdrniho poméru na hladiny miR-1-3p
(p = -0,302, p = 0,045) a miR-133a-3p (p = -0,348, p = 0,020) u preeklamptickych
téhotenstvi s/bez FGR v pupecnikové krvi, coZ znamend, Ze centralizace krevniho

obéhu plodu zvySuje hladiny miR-1-3p a miR-133a-3p.
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Graf ¢. 13: Asociace mezi genovou expresi miR-1-3p v pupecnikové krvi a
cerebroplacentarnim pomérem pacientek s PE s/bez FGR
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Centralizace fetalniho obéhu slabé negativné korelovala s genovou expresi miR-1-3p
(p=-0,302, p = 0,045). Se snizujicimi se hodnotami cerebroplacentarniho poméru (pod 5.
percentil) se zvySovaly hladiny miR-1-3p v pupecnikové krvi pacientek s PE s/bez FGR.

Graf ¢. 14: Asociace mezi genovou expresi miR-133a-3p v pupec¢nikové krvi a
cerebroplacentarnim pomérem pacientek s PE s/bez FGR
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Centralizace fetalniho obéhu slabé negativné korelovala s genovou expresi miR-133a-
3p (p=-0,348, p =0,020). Se sniZujicimi se hodnotami cerebroplacentarntho poméru
(patologické pod 5. percentilem) se zvySovaly hladiny miR-133a-3p v pupecnikové
krvi pacientek s PE s/bez FGR.
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7.2.6 Asociace mezi genovou expresi miR-143-3p a miR-221-3p a zavaznosti
fetalni riistové retardace s ohledem na parametry Dopplerovské ultrasonografie

Index pulzatility v arteria umbilicalis ukazal slabou negativni korelaci s genovou

expresi miR-221-3p (p =-0,390, p = 0,017) v pupecnikové krvi Zen s FGR.

Graf ¢. 15: Asociace mezi genovou expresi miR-221-3p a indexem pulzatility v arteria
umbilicalis u téhotnych zen s FGR
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Index pulzatility v arteria umbilicalis slabé negativné koreloval s genovou expresi miR-
221-3p (p=-0,390, p = 0,017). Cim vy33i byly hodnoty indexu pulzatility v a. umbilicalis
(patologické nad 95. percentilem) tim nizsi byla exprese miR-221-3p v pupecnikové
krvi pacientek s FGR.
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Paralelné byla zjiSténa i sniZena genova exprese miR-143-3p (p = 0,350,
p = 0,036) v pupecnikové krvi u téhotenstvi s FGR s abnormalnimi pritoky krve v

arteria cerebri media.

Graf ¢. 16: Asociace mezi genovou expresi miR-143-3p a indexem pulzatility v arteria cerebri
media
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Index pulzatility v arteria cerebri media slabé pozitivné koreloval s genovou expresi
miR-143-3p (p = 0,350, p = 0,036). Cim nizsi byly hodnoty indexu pulzatility v a. cerebri
media (patologické pod 5. percentilem), tim niZsi byla i exprese miR-143-3p.
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8. Diskuze

V diplomové praci jsem analyzovala expresni profil 28 kardiovaskuldrnich
microRNA (miR-1-3p, miR-16-5p, miR-17-5p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-21-5p,
miR-23a-3p, miR-24-3p, miR-26a-5p, miR-29a-3p, miR-92a-3p, miR-100-5p, miR-
103a-3p, miR-125b-5p, miR-126-3p, miR-130b-3p, miR-133a-3p, miR-143-3p, miR-
145-5p, miR-146a-5p, miR-181-5p, miR-195-5p, miR-199a-5p, miR-210-3p, miR-221-
3p, miR-342-3p, miR-499a-5p, miR-574-3p) v pupecnikové krvi téhotnych Zen
s fyziologickym pribéhem gravidity (FG), s gestacni hypertenzi (GH), s preeklampsii
(PE) a s fetalni rastovou retardaci (FGR).

Analyza expresnich profili microRNA muze byt dilezitym nastrojem pro
diagnostiku a 1é¢bu onemocnéni. MicroRNA reguluji genovou expresi na
posttranskripcni Urovni pomoci RNA interference. Navic microRNA ovliviiuji i
transkrip¢ni faktory a maji vliv na kontrolu genové exprese. Pokud je komplementarita
microRNA a cilové mRNA udplng, je mRNA naStépena, pokud je komplementarita
Castecna miize microRNA potlacit translaci cilové mRNA. Vice microRNA miize
regulovat stejny gen. Mnoho genl je regulovano soucasné nékolika microRNA.
MicroRNA regulace je velice komplexni déj a interpretace dat je tim padem sloZzita

(Veraetal 2013).

Nejprve bylo nutné pred provedenim vlastnich experimentii genové exprese
miRNA v pupecnikové krvi vybrat stabilni endogenni kontroly pro normalizaci dat
gPCR. Jako optimdlni kontroly pro qPCR normalizaci dat byly vybrany dvé malé
nekédujici RNA - RNU44 a RNU75.

Nasledovalo srovnani genové exprese kardiovaskularnich microRNA mezi
skupinami pacientek s fyziologickym a abnormalnim pribéhem gravidity. Jednotlivé
microRNA byly vybrany na zakladé predchozich studii a o nichZ je znamo, Ze hraji roli
v patogenezi angiogeneze, zanétu cév, hypertenze, plicni hypertenze, dyslipidémie,
insulinové rezistence a diabetu, ateroskler6zy, ischemické choroby srdecni, infarktu

myokardu a srde¢niho selhani.
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Nebyly prokazany zadné signifikantni rozdily v genové expresi vybranych
microRNA mezi skupinou fyziologickych gravidit a gravidit s preeklampsii a fetalni
ristovou retardaci, bez ohledu na Kklinickou a dal$i symptomatologii. V piipadé
gestacni hypertenze vykazovala trend k abnormalni expresi pouze miR-195-5p, jejiZ
exprese byla ve vzorcich pupecnikové krve pacientek s GH sniZena ve srovnani se
skupinou fyziologickych kontrol. V predchozi studii zkoumajici expresni profil
kardiovaskuldrnich microRNA v matefské periferni krvi, byl rovnéZ pozorovan trend
k down-regulaci miR-195-5p u piipadi s gestacni hypertenzi (Hromadnikova et al.
2016, 2017). Tyto shodné vysledky naznacuji, Ze miR-195-5p hraje roli v patogenezi
gestacni hypertenze a naznacuji jeji potencial pro neinvazivni monitoring rozvoje

gestacni hypertenze.

Hojna exprese miR-195 byla identifikovana i v burikach hladkého svalstva cév u
potkaniho modelu. Hladina exprese byla niZsi v poSkozenych cévach ve srovnani
s hladinou exprese vcévach neporanénych. MiR-195 miZe byt potencidlnim
terapeutickym cilem, protozZe podavani miR-195 podstatné sniZilo zanét a bunécnou

proliferaci a inhibovalo tvorbu neointimy (Wang et al. 2012).

Déle byla studovana souvislost mezi expresi microRNA v pupecnikové krvi a
zavaznosti onemocnéni s ohledem na stupenn Kklinickych ptiznaki, termin porodu
(pted/po 34. tydnu téhotenstvi) a parametry Dopplerovské ultrasonografie. Vysledky
ukazaly, Ze tfi microRNA, konkrétné miR-26a-5p, miR-145-5p a miR-574-3p, byly
dysregulovany nebo vykazovaly trend k dysregulaci u téhotenstvi s projevem zavazné
preeklampsie, ktera vyZadovala ukonceni gravidity pred 34. tydnem téhotenstvi.
V porovnani s predchozi studii, ktera byla zamérena na sledovani expresniho profilu
kardiovaskuldrnich microRNA v placentarni tkani se vysledky shoduji u dvou ze trech
dysregulovanych microRNA. V placentarni tkani pacientek s preeklampsii, jejichz
téhotenstvi bylo ukonceno pred 34. tydnem téhotenstvi, byly rovnéZ downregulovany
miR-26a-5p, miR-103a-3p a miR-145-5p (Hromadnikova et al. 2015). Tyto vysledky
naznacuji, Ze minimalné dvé microRNA (miR-26a-5p a miR-145-5p), se podileji na
patogenezi primarni placentarni dysfunkce doprovazené naslednou maladaptaci
materského kardiovaskularniho systému, coZ vede k manifestaci ¢asné preeklampsie
se zavaznymi klinickymi priznaky (Hromadnikova et al. 2017). Takovy stav vyZaduje

okamzité ukonceni téhotenstvi cisarskym frezem, aby se predeSlo potencialné
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zavaznym materndlnim a perinatdlnim ndasledkiim. ZhorSeni kardiovaskuldrnich
funkci matky, které jsou spojené s primarni placentarni dysfunkci se v periferni krvi
matky projevuje down-regulaci nékolika klicovych microRNA (miR-17-5p, miR-100-
5p, miR-103a-3p, miR-125b-5p, miR-146a-5p, miR-195-5p, miR-199a-5p, miR-221-3p,
and miR-574-3p), které hraji roli ve vyskytu a rozvoji nékterych kardiovaskularnich

onemocnéni (Hromadnikova et al. 2016).

MiR-26a/b byla downregulovana u in vitro (kardiomyocyty) i in vivo potkaniho
modelu (s konstrikci abdomindlni aorty). MiR-26 reguluje patologické strukturalni
zmény srdce u potkand, coz by mohlo souviset s ovlivnénim signalni drahy GSK3(
(glykogen synthase kinase-3 3). MiR-26 ma tedy potencial pro diagnézu a lé¢bu srdecni
hypertrofie. Nadmérna exprese miR-26a tlumi expresi GSK3f a inhibuje hypertorfii
myokardu (Zhang et al. 2013).

MiR-145 reguluje proliferaci a diferenciaci bunék hladkého svalstva cév, kde je
Cheng et al. 2009). Exprese klastru miR-143/145 je sniZena v aorté pii stavu akutniho
i chronického stresu (konstrikce aorty, aneurysma aorty) (Elia et al. 2009). Naopak up-
regulace miR-145 byla pozorovana u bunék plicni tepny a plicni tkdné pacientt s plicni

arterialni hypertenzi (Caruso et al. 2012).

MiR-574 je up-regulovana v tkani srdce po infarktu ve srovnani se zdravou
srde¢ni tkani (BoStjancic et al. 2012). Vysledky nasi studie jsou v rozporu, ukazuji
opacny vysledek a to down-regulaci miR-574-3p u vzorka pupecnikové krve pacientek

s téhotenskymi komplikacemi.

Navic dalsi tfi microRNA - miR-195-5p, miR-199a-5p a miR-221-3p, vykazovaly
odlisSné exprese ve vzorcich pupecnikové krve matek s projevem zavazné preeklampsie
bez ohledu na gestalni stari. PrestoZe tyto microRNA nebyly dysregulované v
placentarni tkani pacientek s projevem zavazné PE (Hromadnikova et al 2015), v
periferni krvi matek s preeklampsii, jejichZz téhotenstvi bylo ukonceno pred 34.
tydnem, byla nalezena rovnéZz down-regulace nebo trend k down-regulaci miR-195-5p,
miR-199a-5p a miR-221-3p (Hromadnikova et al. 2016). Tyto vysledky naznacuji
moZny diagnosticky potencial miR-195-5p, miR-199a-5p a miR-221-3p, které by mohly
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prispét k ¢asné diagndze zavazné formy preeklampsie, jeZ vyZaduje okamZité ukonceni

téhotenstvi (Hromadnikova et al. 2017).

MiR-199a hraje roli v udrzovani velikosti kardiomyocyti (Song et al. 2010) a
v regulaci drah spousténych hypoxii. MiR-199a je akutné down-regulovana pri poklesu

kysliku, coZ zpusobuje rapidni nartist HIF1a (Rane et al. 2009).

MiR-221 vykazuje protektivni ucinky pri poSkozeni bunék hypoxii a naslednou
reoxygenaci a mohla by tedy byt novym terapeutickym cilem pro lécbu srde¢niho

ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Chen et al. 2016).

V pripadé vzorkl pupecnikové krve téhotnych Zen s preeklampsii, kde bylo
téhotenstvi ukonfeno az po 34. tydnu, nebyla nalezena dysregulace Zadné
kardiovaskularni microRNA. Pouze jedind microRNA, miR-92a-3p, vykazovala vyssi
genovou expresi v pupecnikové krvi mezi kontrolni skupinou a skupinou s mirnou
formou preeklampsie. Uméle vyvoland nadmérna exprese miR-92a v bunkach
endotelu blokovala angiogenezi in vitro i in vivo. U mySiho modelu s ischemii konc¢etim
a infarktem myokardu vedla inhibice miR-92a ke zlepSeni rtstu cév a uzdraveni
poskozené tkané (Bonauer et al. 2009). Dysregulace miR-92-3p v pupecnikové krvi
nezpiisobuje samotny patologicky proces, ale mize byt vysledkem dlouhodobého
kompenzaéniho mechanismu (Hromadnikova et al. 2017). Tyto vysledky podporuji
Thilaganathanovu hypotézu, Ze pozdéjsi nastup preeklampsie je spiSe spojen se
ziskanou dysfunkci placenty (sekundarni placentarni insuficience), jakoZto dlsledek
toho, Ze kardiovaskuldrni systém matky neni schopen zvladnout nadmérné
hemodynamické a metabolické pozadavky pokrocilého téhotenstvi (Thilaganathan

2017).

Ve vzorcich periferni krve pacientek smirnou formou preeklampsie
studovanych v predchozi studii byla prokazana nizsi exprese dvou jinych microRNA,

miR-100-5p a miR-125b-5p (Hromadnikova et al. 2016).

V placentarni tkani se sekundarni placentarni dysfunkce projevuje dysregulaci
jinych microRNA (miR-1-3p a miR-499a-5p), vyssi exprese téchto microRNA byla
detekovana v placentarni tkani pacientek s preeklampsii, kde téhotenstvi bylo

ukonceno azZ po 34. tydnu (Hromadnikova et al. 2015). Ani dysregulace miR-92a-3p
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v pupecnikové krvi matek s mirnou formou preeklampsie, ani dysregulace miR-1-3p
v placentarni tkani matek s preeklampsii po 34. tydnu zjevné nezapricinuje samotny
patologicky proces, ale je nejspiS dasledkem dlouhodobych kompenzacénich
mechanismii. Dysregulace miR-499a-5p se zacina objevovat v placentarni tkani jiz
béhem prvnich klinickych ptiznakil gestacni hypertenze, preeklampsie i fetalni riistové
retardace. Cim delsi je doba trvani klinickych obtiZi, tim vétsi je up-regulace miR-499a-
5p. Vyssi exprese miR-499a-5p je ziejmé vysledkem rozvoje kompenzacniho
mechanismu, pokud onemocnéni pretrvava delsi dobu (Hromadnikova et al. 2016,

2017).

PrestoZe se hladiny genové exprese miR-1-3p a miR-133a-3p neliSily mezi
kontrolni skupinou a skupinou téhotenstvi s preeklampsii, nejvyssi hladiny téchto
microRNA vykazovaly vzorky pupecnikové Kkrve pacientek sabnormalnim
cerebroplacentarnim pomérem. Centralizace fetalniho obéhu se tedy ziejmé projevuje
vys$simi hladinami miR-1-3p a miR-133a-3p v pupecnikové krvi. Obdobné téhotenstvi
s klinickymi pfiznaky preeklampsie po 34. tydnu a téhotenstvi s intrauterinni ristovou
restrikci s abnormalnimi pritoky varteria umbilicalis vykazovala signifikantné
zvySenou expresi miR-1-3p v placentarni tkani (Hromadnikova et al. 2015). V periferni
krvi matek se up-regulace téchto microRNA neobjevila, coZ je neumoziuje vyuzit jako
potencialni neinvazivni biomarkery v diagnostice PE a FGR (Hromadnikova et al.
2016). Nicméné vséru pacientek se syndromem HELLP, coZ je stav zavazné
preeklampsie s dal$imi komplikacemi, byla prokazana zvySena hladina miR-133a
(Stubertetal 2013). MiR-1 byla up-regulovana v srdec¢ni tkani pacientd, ktefi prodélali
srdec¢ni selhani ve srovnani se zdravymi kontrolami (Lai et al. 2015). Up-regulace miR-

1 u experimentalniho mysiho modelu navic prispiva k arytmii (Su et al. 2017).

V pripadé téhotenstvi s fetalni riistovou retardaci ukoncenych az po 34. tydnu
nebyly nalezeny Zadné statisticky vyznamné zmény v hladinach exprese microRNA ve
srovnani s kontrolni skupinou. Stejné vysledky prinesla i studie exprese microRNA v
placentarni tkani, jedinou vyjimkou byla miR-499a-5p, ktera byla up-regulovana
v placentarni tkani pacientek s intrauterinni riistovou restrikci (Hromadnikova et al.
2015). ProtoZze pozdni forma FGR je nasledkem sekundarni placentarni
nedostatecnosti zpisobené nejspiSe dysfunkci materndlniho kardiovaskularniho

systému, projevuje se tento fakt i v expresi kardiovaskularnich microRNA v periferni
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krvi matek. MiR-100-5p a miR-199a-5p vykazovaly sniZenou expresi u téhotenstvi
s intrauterinni rtstovou restrikci ukoncenych po 34. tydnu a dal$i microRNA
vykazovaly trend k down-regulaci - miR-17-5p, miR-125b-5p, miR-146a-5p, miR-221-
3p a miR-574-3p (Hromadnikova et al 2016).

S ohledem na parametry Dopplerovské ultrasonografie, které odrazeji
zavaznost preeklampsie a fetalni riistové retardace, lze pozorovat jistou korelaci s
expresi microRNA v pupecnikové krvi. Slaba negativni korelace byla nalezena mezi
rychlosti pritoku krve v arteria umbilicalis a genovou expresi miR-221-3p u pacientek
s FGR. Téhotenstvi s FGR s abnormalnimi pritoky v arteria umbilicalis (Pl nad 95.
percentil) vykazovala nizsi hladiny exprese miR-221-3p v pupecnikové krvi. Stejné tak
i v placentarni tkani a periferni krvi matek u téhotenstvi s intrauterinni rtstovou
restrikci byla miR-221-3p downregulovdna (Hromadnikova et al. 2015, 2016). MiR-
221-3p tedy hraje roli v patogenezi FGR a mohla by po dal$im prozkoumani slouZit jako
potencidlni neinvazivni biomarker pro diagnostiku FGR. SniZené hladiny cirkulujici
miR-221 jsou také spojovany s gestacni obezitou (Carreras-Badosa et al. 2015). Déle
miR-221 nepfimo ovliviiuje expresi endotelidlni syntazy oxidu dusnatého (eNOS)
v bunikdch béhem angiogeneze (Suaréz et al. 2007). Syntaza oxidu dusnatého je
exprimovana v placentarnim syncytiotrofoblastu a fetoplacentarnim a pupecnikovém
vaskularnim endotelu, kde bazalni produkce oxidu dusnatého (NO) prispiva k nizké
fetoplacentarni vaskularni rezistenci. Aktivita syntazy oxidu dusnatého klesa ke konci
téhotenstvi a exogenni oxid dusnaty relaxuje myometrium (Sladek et al. 1997). Zda se,
ze preeklampsie a fetdlni rlstova retardace intenzifikuji downregulaci miR-221,
obecné s cilem zvysit produkci oxidu dusnatého, k udrZeni nebo zpétnému navozeni

dilatace.

Na druhou stranu byla pozorovana slaba pozitivni korelace mezi pritoky krve
v arteria cerebri media a genovou expresi miR-143-3p v pupecnikové krvi u téhotenstvi
s fetalni riistovou retardaci. Téhotenstvi s FGR, kterd méla hodnoty priitoku krve pod
5. percentilem, zaroven vykazovala sniZenou expresi miR-143-3p v pupecnikové krvi
(Hromadnikova et al. 2017). Podobné vysledky byly nalezeny i v placentarni tkani, kde
downregulace miR-143-3p byla asociovdna s ¢asnou formou intrauterinni riistové
restrikce, ktera vyZadovala ukonceni téhotenstvi pred 34. tydnem (Hromadnikova et

al. 2015). Nicméné v periferni krvi matek nebyla nalezena odliSna exprese miR-143-3p
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mezi patologickymi a kontrolnimi graviditami, tudiZ ani tato microRNA nemiiZe byt
pouZita jako neinvazivni biomarker pro predikci a diagnostiku FGR (Hromadnikova et
al. 2016). Ackoliv knock-out genu kédujiciho miR-143 zabranil rozvoji plicni arterialni
hypertenze u experimentalniho mysiho modelu, deficience miR-143 ma tedy jistou

protektivni funkci v pripadé pulmonarni arterialni hypertenze (Deng et al. 2015).

59



9. Zaver

Ve své diplomové praci jsem analyzovala expresni profil 28 kardiovaskularnich
microRNA v pupecnikové krvi téhotnych Zen s fyziologickym priibéhem gravidity,
s diagnézou gestalni hypertenze, preeklampsie a fetalni rlistové retardace, pomoci
kvantitativni PCR vreadlném case. Expresni profily jednotlivych skupin byly dale

porovnany mezi sebou s ohledem na dalsi klinické parametry.

U téhotenstvi s gestacni hypertenzi byl nalezen trend k down-regulaci miR-195-
5p ve srovnani s kontrolami. U téhotenstvi s projevy mirné preeklampsie se objevil
trend k up-regulaci miR-92a-3p. Oproti tomu u téhotenstvi s projevy zavaziné
preeklampsie bylo down-regulovano, nebo byl pozorovan trend k down-regulaci hned
u nékolika microRNA - miR-26a-5p, miR-145-5p, miR-195-5p, miR-199a-5p, miR-221-
3p a miR-574-3p. U téhotenstvi s preeklampsii ukoncenych pred 34. tydnem byla
nalezena down-regulace nebo byl pozorovan trend k down-regulaci miR-26a-5p, miR-
145-5p a miR-574-3p. Dale byla pozorovana asociace mezi hladinami miR-1-3p a miR-
133a-3p v pupecnikové krvi a zavaznosti preeklampsie a asociace mezi expresi miR-
143-3p a miR-221 a zavaznosti fetdlni rlistové retardace s ohledem na parametry

Dopplerovské ultrasonografie.

Epigenetické zmény v pupecnikové Kkrvi zplsobené téhotenskymi
komplikacemi, které jsou vysledkem primarni ¢i sekundarni placentarni insuficience,
mohou prispivat k vyskytu kardiovaskuldrnich onemocnéni u déti narozenych z
téchto téhotenstvi. Nicméné kardiovaskularni onemocnéni jsou multifaktoridlné
podminéna, velkou roli tedy hraji i environmentalni faktory. Je potreba dalSi vyzkum,
ktery by se zabyval genovou expresi microRNA v periferni krvi déti po narozeni,
pripadné otdzkou, zda jsou epigenetické zmény zplisobené téhotenstvim prenaseny

skrze vice generaci.
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