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Cesky

Byly zkoumany a korelovany dva v dnesni dobé zajimavé
trendy — miRNA a koufeni. Koufeni je celosvétoveé
rozSifeny zlozvyk, ktery je vyznamnym faktorem

ovliviiujicim vznik a vyvoj chorob. MiRNA je RNA
0 velikosti  pfiblizné 22  nukleotidd s regula¢nim
potencidlem. Diky svym vlastnostem, rozli¢nym funkcim
a vyskytu v riznych lidskych tekutinach jako je krev, moc,
sliny, jsou idedlnim kandidatem na biomarkery.

V provedeném skrininku u kutfakt bylo nalezeno pét
miRNA, jejichz exprese byla vlivem koufeni zménéna.
Tuto hypotézu se snazila tato prace potvrdit. Na vétsim
vzorku jedinci (43) byla meéfena relativni exprese Ctyf
vybranych miRNA v moc¢i pomoci metody RT-qPCR.
Jedinci byli rozdéleni na kurdky a nekutaky. Kutéci byli
jedinci, ktefi se chtéli vylécit se ze zavislosti na nikotinu
a prisli do Centra pro 1écbu zavislosti na tabaku. Byly
u nich provedeny celkem tii odbéry: na zacatku odvykaci
kury, po tfech tydnech a po roce odvykani.

Zjisténa relativni exprese testovanych miRNA nebyla
vyznamn¢ statisticky ovlivnéna koufenim. Ukazuje se,
ze koufeni je jen dalsi z faktort, ktery minoritné ovliviiuje
hladiny miRNA v mo¢i. Vzorek moéi je ve svém sloZeni
velice nestdly a byva ovlivnén mnoha faktory. Zaroven
se potvrdila relevance potvrzeni skrininku jinou metodou
na vét§im poctu vzorkd. Pres negativni vysledky prace lze
i nadale souhlasit s budoucim potencidlem miRNA

a s pokracovanim Vv jejich dalSim vyzkumu.
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Czech

Nowadays are studied and tied two striking trends —
miRNA and smoking. Smoking is a worldwide dangerous
habit. It is a significant factor with influence
on the genesis and development of disease. MiRNA is
RNA with a length of about 22 nucleotides
with regulatory ability. Thanks to their nature, diverse
functions, and existence in varied human fluids like blood,
urine, saliva there are the ideal candidate for biomarkers.
In executed screening by smokers was founded five
miRNAs, which expression was changed under the effect
of smoking. This thesis was tested to be confirmed
by these theses. By RT-gPCR was measured relative
expression of four selected miRNAs on a greater sample
of individuals (43). People are divided between smokers
and nonsmokers. Smokers were a person who would like
to end their nicotine addiction. Thus, they came
to the Centre for therapy of nicotine addiction. There was
three urine collection: on the start of withdrawal therapy,
after three weeks and after year.

Found relative expression of measured miRNA wasn’t
substantially influenced by smoking. It turns out that it’s
another factor with minority influence on the surface
of mMiRNA in urine. A urine sample had a volatile
composition and was affected by many aspects. Together,
with more samples, was confirmed that screening by other
method was relevant. Through negative results of this
these, it can further agree with a future potential
of miRNAs and continue with their later study.
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SEZNAM ZKRATEK

BAL bronchoalveolarni lavaz

CEVal adukt akrylonitrilu hemoglobinu

Ct cycle threshold — prahova hodnota cyklu

DNA deoxyribonukleova kyselina

FEV1 objem vzduchu vydechnuty za prvni vtefinu usilovného vydechu po

maximalnim nadechu

CHOPN Chronické obstruk¢éni choroba

IL-1 interleukin 1

IL-8 interleukin 8

ILV intraluminalni vezikuly

MVB multivezikularni téla

MVE multivezikuldrni elementy

PCR polymerazova fetézova reakce
PSA prostaticky specificky antigen
gPCR quantitative PCR

RIN RNA integrity number

RNAI RNA interference

ROS reaktivni formy kysliku

RT reverzni transkripce

TE Tris/EDTA pufr

Tm melting temperature (teplota tani)
TNEQ celkovy ekvivalent nikotinu v moci
UTRs untranslated regions



1 UVOD

Koufeni je celosvétové rozsitené bez ohledu na vék, pohlavi, rasu, narodnost. Jeho vliv
na zdravi ¢lovéka je stdle monitorovan a o velikosti negativnich disledkt koufeni u kuiaka
se stale vede diskuze.

Nepftiznivy vliv koufeni byl prokazan mnoha studiemi. Ve 40 let provadéné studii byl
zjistén CastéjSi vyskyt onemocnéni jako rakovina jicnu, hornich cest dychacich a plic
u tézkych kufaku oproti nekuiakiim. Bylo dokazano, ze kutdk si primérné zkratil svoje
doziti 0 7,5 let (Doll et al., 1994). Kouteni Ize tak posuzovat jako jeden z faktor negativné
ovliviujici zdravi ¢lovéka. Piesto samotni kufaci, at’ uz si védomi samotného faktu, ¢inikoli,
zvySuji U sebe riziko vzniku chorob spojenych s koufenim. Z toho divodu nabyva
na dulezitosti prevence a S ni spojena vcasna diagnostika prvniho stadia onemocnéni.

Neustale jsou tak kladeny pozadavky na piesnéj$i diagnostiku nemoci.
Predevsim se hledaji neinvazivni zpisoby, které by odhalily danou chorobu, a ptipadné jeji
stadium. Zachyceni nemoci v ranému stadiu je prioritou, protoze muze byt zahajena
okamzita lécba.

Z téchto diivodu se stale hledaji vhodné metody stanoveni, a také dostate¢né robustni
markery. Je potieba, aby tyto markery mély detekovatelné hladiny v ramci méfitelného
rozsahu pouzitych piistroju a vyskytovaly se ve zvoleném vzorku. Dalsi podminkou je,
ze bude marker ovlivnén pouze malym mnozstvim faktor. Celkové stanoveni nesmi byt
nakladné, a tudiz dostupné pro vSechny laboratote (Weber et al., 2010).

Jednim z pouzivanych markerti jsou miRNA. Pfinosem pro stanoveni je jejich témét
kosmopolitni vyskyt, nebot’ se kromé matetského mléka, slin, slz, plodové vody, bronchialni
lavazi (BAL), mozkomisniho moku, peritonealni a pleuralni tekutiny, spermatu nachazi také
v plasmé a mo¢i (Weber et al., 2010). Mo¢ sama piedstavuje idealni vzorek, nebot’ ji lze
jednoduse ziskat, a to i ve velkém mnozstvi.

MIiRNA jsou pomérné¢ novodoby objev. Prvni miRNA byla objevena v roce 1993
(Lee et al., 1993) a stale jsou objevovany dalsi miRNA. Vyzkum se také zabyva jejich roli
v regulaci reakci probihajicich v lidském téle a jejich mozném zapojeni v patologickych
procesech. Jelikoz je rozsah vyskytu miRNA natolik Siroky, nebyla zatim stanovena
standardni metoda, pro jejich stanoveni. OvSsem o qPCR se mluvi jako o zlatém standardu
pro stanoveni miRNA (Becker et al., 2010; Hunt et al., 2015). Pfesto i stanoveni touto
metodou ma sva tuskali. Jejich velikost piedstavuje jeden z problému jejich stanoveni.
Navzdory vSemu reprezentuji miRNA smér, kterym by se v budoucnu mohla diagnostika

v klinické praxi vydat.



Cilem této prace bylo prispét k ostatnim studiim zabyvajicich se miRNA a pomoci
v dalsim vyzkumu. Koufeni je celosvétové rozsitenym zlozvykem. Ztoho divodu je
dulezité zjistit, zdali ma koufeni vliv na expresi miRNA vyuzivanych jako markery.
Pokud ano, je nutné koufeni zohlediiovat ve studiich, v nichz jsou miRNA vyuzivané jako
markery. Vysledky tohoto zkoumani by mély potvrdit hypotézu vytvoienou na zakladé
skrininku, Ze exprese téchto ¢tyf miRNA — miR-337-3p, miR-3613-5p, miR-3921
amiR-5094, v moci je ovlivnéna koufenim. Pozorovani tak mohou pfispét k hlub§imu

poznani podminek, které mohou plsobit na expresi miRNA.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Koureni

Slozek obsazenych v tabakovém koufi je priblizné 4 700 (Borgerding and Klus, 2005;
Thielen et al., 2008). Talhout a kolegové (2011) ve svém ¢lanku piedstavili 98 potencialné
rizikovych latek, které jsou soucasti cigaretového kouie. Jedna se napiiklad o acrolein,
anilin, benzen, beryllium, 1,3-butadien, kadmium, rtut’, kobalt, formaldehyd a oxid uhelnaty.
Hecht (1999) hovoti o 55 karcinogenech vyskytujicich se v cigaretovém koufi.

Skodlivost koufeni souvisi pravé s karcinogeny a mutageny. Koufici &lovék je
dobrovolné témto latkdm vystavovan. PoSkozeni je zpiisobeno metabolity polycyklickych
aromatickych hydrokarbonii, N-nitrosamind a pravdépodobné také aromatickych amind.
Dochazi k nému mutagenezi, nebo oxidaénim poskozenim DNA. V kone¢ném dusledku
mohou karcinogeny a mutageny V cigaretovém koufi zpusobit vicenasobné genetické
defekty, rezistenci na naslednou terapii, nebo zvySeni bunétné proliferace. Je tedy
prekvapivé, ze pouze desetina tézkych kurakli onemocni rakovinou plic (Shields, 1999).

Muze se zdat, Ze mnozstvi karcinogentl obsazenych v jedné cigareté¢ nemuze uskodit.
Ovsem v horizontu let, kdy kutak koufi, se miize toto mnozstvi nasobit a vysledny efekt jiz
nebude bezvyznamny. Problém neni nikotin obsazeny V cigaretach, ale pravé karcinogeny,
které ho doprovazi. Touha po nikotinu bohuzel ptekona i rizika kouteni, se kterymi je kuradk
obeznamen (Hecht, 1999; Pfeifer et al., 2002). Tato touha souvisi s potiebou koufit.
A dle studii provedenych na lidech a zvifatech jsou dlouhodobym vystavenim nikotinu
vyvolany zmény v dopaminové signalizaci (Laviolette and van der Kooy, 2004).

Bé&hem koufeni (spalovani) vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS), které se vyskytuji
ptevazné v plynné formé. Bylo zjiSténo, Ze jim v prichodu dostate¢né nebrani ani cigaretové
filtry. ROS tak jdou béhem kouteni kutfakovi pfimo do plic (Huang et al., 2005). Mezi ROS
patii také hydroxylovy radikal. Jeho tvorba souvisi s tvorbou dehtu pii koufeni. Dehet
obsahuje drobné Castice, které se pii kouteni dostavaji do plicnich sklipkil. Zde ptichazeji
do kontaktu s krvi ve vlase¢nicich, ktera odvadi ve vod¢ rozpustné latky. Superoxid pak
vznikd reakci semichinonového radikalu s kyslikem. Néslednou dismutaci superoxidu
vzniké peroxid vodiku, ktery reaguje s kovy (Zeleznaty kationt) za tvorby velmi reaktivniho
hydroxylového radikalu. Pokud tyto reakce probihaji v buné¢ném jadru muze byt poskozena
DNA (Valavanidis et al., 2009). Na rozdil od cigaretového koufe samotné cigaretové listy
nejsou Skodlivé, nebot pred spalovanim obsahovaly jen velmi malé mnozstvi ROS.

Stejny vysledek byl po spalovani také u cigaretového popela (Huang et al., 2005).
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Negativnimu vlivu jsou primarné vystaveny plice. Tento fakt byl pozorovan
pti patologickém vyzkumu tkané bronchioli, termindlnich bronchioli a respiracnich
bronchiolii. Zanétlivy proces byl zformovan spojenim cigaretového koufe se zménami
epitelu, bunééného infiltratu, pojivové tkané a s také uklddanim uhlikového pigmentu
(Hogg et al., 1994). Inhalace cigaretového koute byla rizikovy faktor chronické obstrukéni
choroby (CHOPN) (Scanlon et al., 2000).

Kouteni podporuje tvorbu cytokini a zvysuje také mnozstvi bunék v BAL, které jsou
do vzniku zanétu zapojeny. Studie BAL prokazala, ze mnozstvi vykoufenych cigaret zvysSuje
ptfitomnost cytokinil IL-1 a IL-8. Se zvySujici se davkou vykouienych cigaret byl pozorovan
vzestup mnozstvi makrofagi, ale i neutrofili. Ty jsou navic atrahovany IL-8, coz bylo
potvrzeno (Kuschner et al., 1996). Koncentrace lymfocytt v periferni krvi zen kuracek byly
rozdilné ve dnech, kdy koutily, oproti dniim, kdy nekoufily. Koufenim byl sniZzovan
pfirozeny vzestup koncentrace lymfocytli v prib&éhu dne. Koncentrace eozinofili byla
koutenim sniZzena (Winkel and Statland, 1981).

Sohledem na vySe zminéné informace piedstavuje koufeni riziko, které mize
podporovat vznik fady onemocnéni u kuiakd. Jedna se o CHOPN (Higgins et al., 1984),
rakovinu plic (Doll and Hill, 1950), nebo astma (Ulrik and Lange, 2001).

2.1.1 Choroby vzniklé v dusledku koufeni

Koufeni potencidlné navySuje vyskyt chorob vedoucich ke smrti, coz bylo ukdzano
u skupiny kouficich britskych 1ékaii pozorovanych po dobu 40 let. Jedna se predevsim
0 rakovinu jicnu, hornich cest dychacich a plic. Jejich vyskyt byl zna¢né zvysen u tézkych
kufakt oproti nekufdkim. Mensi riziko, nez u piedeslych onemocnéni bylo oproti
nekufdkim U rakoviny slinivky bfi$ni a mocového méchyie. Rakovina zaludku byla dalsi
z nemoci vyskytujicich se ¢astéji u kurakt. U tézkych kufakt byly kromé rakoviny castéji
pozorovany i dal$i onemocnéni — CHOPN, cor pulmonale, astma a aneurysma aorty
(Doll et al., 1994).

Pravé u chronické obstrukéni choroby bylo koufeni jednim z negativné putisobicich
faktord. Prispivalo ke zvysSeni rizika vedouciho k vySSimu vyskytu CHOPN
(Higgins et al., 1984). U dal kouficich kufaku, ktefi jiz méli problémy s dychanim, byla
jednovtefinova vitalni kapacita plic (FEV1) za pét let polovi¢ni nez u exkurakd, ktefi vydrzeli
nekoufit. Celkova funkce plic byla u tézkych kutaki zhorSena oproti tém, ktefi koufili méné
(Scanlon et al., 2000). Jiz zvySenim spotieby o jeden bali¢ek cigaret bylo riziko CHOPN

dvojnasobné (Higgins et al., 1984). Také vyznamny narust rizika meningokové choroby
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u déti souvisel s vy$sim mnozstvim vykoufenych balicku cigaret denné a poctem kuiaku
v domécnosti, ktefi je koufili. Dospéli jedinci, ktefi byli pasivné nadmérné vystaveni
cigaretovému kouti méli vétsi riziko vzniku meningokové nemoci (Fischer et al., 1997).

VySe zminénd potence jiz probihajictho zanétu cigaretovym koufem
(Hogg et al., 1994) by mohla pro astma ptedstavovat zhorSeni stavu a také negativné ovlivnit
budouci vyvoj nemoci. Navzdory tomu nebylo aktivni koufeni shledano jako dostate¢né
silny a nezavisly faktor. Pfesto mize pfispivat ke zvySeni moznosti budouci hospitalizace
a pripadné smrti (Ulrik and Lange, 2001).

Rakovina plic pfedstavuje dal$i onemocnéni souvisejici s kourenim. Doll a Hill (1950)
zkoumali nartst tohoto onemocnéni ve spravni oblasti Velky Londyn. Byla zjisténa spojitost
mezi koufenim a rakovinou plic. Ov§em byly vzneseny pochybnosti o velikosti vlivu koufeni
na vznik nemoci. Pravé tomu byla vénovana pozornost V podobné studii, ale S jinou
metodologii. Také zde byl pozorovan vliv koutfeni na vznik rakoviny plic, ale vliv byl
pouze vedlejsi. A byl sméfovan usledovanych piipadit pouze na wurcité skupiny
(Doll and Hill, 1954). Wynder (1950) pak poukazal na souvislost koufeni také S vyS§im
vyskytem bronchogenniho karcinomu.

Nadpolovi¢nich hodnot dosahlo koufeni jako suverénni faktor u invazivni
pneumokokové choroby. Studovanou populaci byli star§i imunokompetentni dospéli ve véku
18-64 let trpici touto nemoci. Vice nez polovina pacientd byla tvorena souc¢asnymi kuiaky.
Dalsimi rizikovymi faktory byly pasivni koufeni a u pacienta se jiz vyskytujici chronicka
choroba (Nuorti et al., 2000).

Je obecné€ znamo, ze kouieni neni zdravi prospésné. Béhem ctyticeti let byla sledovana
etnost umrti mezi kuféky a nekuiaky ve vékovém rozmezi 35-69 let. Umrti kuiékd bylo
021 % vyssi a dalsi zvyseni 0 9 % bylo spojeno s koufenim 25 a vice cigaret denné
(Doll et al., 1994). Za nasledujicich deset let byl vysledek ptedchoziho pozorovani stejny.
Prevence a zkvalitnéni 1é¢by bylo nejspise disledkem rustu pieziti u nekufak. Navzdory
tomu u kutakd nebyla zjisténa zadna zména v pieziti (Doll et al., 2004). Kuiak své pieziti
mohl ovlivnit, jestlize piestal koufit. OvSem benefity vychazejici z ukonceni kouteni byly
ovlivnény vékem zastaveni kouteni (Doll et al., 1994). Cim diive kutak skon¢il s koufenim,
tim vice bylo jeho pfeziti blize nekutrdkovi. Jestlize kutfdk nekoufil jiz od stfednich let,
bylo o¢ekavané preziti zvyseno o 10 let (Doll et al., 2004). Nejvétsi benefit mélo zastaveni
kouteni ve véku 30 let, nebot’ doslo k redukci pozdéjsich rizik vzniku rakoviny plic o vice
nez 90 %. Mensi snizeni rizika bylo pfi zastaveni koufeni v 50 nebo 60 letech. Presto nejvice

snizili riziko nekuraci (Peto, 2000).
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Druhym extrémem bylo, jestlize kufak pokracoval v koufeni. Svym poc¢inanim si byl
kufak schopen snizit svou délku Zivota o 7,5 let. Jednalo-li se o t€zké kuiaky, bylo to
az 10 let (Doll et al., 1994). Tento stav nebyl zménén koufenim mensiho poctu cigaret,
nebo vyménou za jiny typ tabakového vyrobku. Nejvice kufaci prospéli svému zdravi,
kdyz vibec nekoufili (Peto, 2000).

Stav kufaki trpicich vySe zminénymi nemocemi, které byly vice ¢i méné ovlivnény
koufenim, byl nekoutenim zlepsen. Piikladem byla chronicka obstrukéni choroba a jeji dalsi
zhorSeni pfi pokracovani v kouteni (Scanlon et al., 2000).

Kromé samotného aktu koufeni, byla pro stav nemoci podstatna také spotieba cigaret.
Riziko rozvoje rakoviny plic bylo 50nasobné zvySovano u osob nad 45 let se spotiebou
cigaret denné 25 a vice (Doll and Hill, 1950). Stejna situace byla u invazivni pneumokokové
nemoci. Zde krom¢ zvyseného mnozstvi vykoutenych cigaret za den byly dulezité
i pack-years, po které kutrak koutil (Nuorti et al., 2000). Pravé u tézkych kuiaka kouficich
vice nez 20 let bylo vysoké procento vyskytu bronchogenniho karcinomu (Wynder, 1950).

Krom¢ doby koufeni byl vyznamny i zacatek koufeni. Studie provedené
ve Velké Britanii vroce 1950 a 1990 poukazaly na kumulativni efekt rizika spojeny
s koufenim. Druhd zminovand studie zjistila, Ze pokud jedinci zahdjili koufeni
pied 15. rokem Zivota, m¢li pozdé&ji az dvojnasobné riziko vzniku rakoviny nez skupiny,
které¢ zacaly koufit o pét ¢i vice let pozdé€ji. Nejnizsi riziko rakoviny plic budou mit vzdy
nekufaci. Presto U soucasnych kutakd na odvykaci kufe bylo pozorovano, ze ¢im byla doba
nekoufeni delsi, tim je pomér rizika vzniku rakoviny plic nizsi (Peto, 2000). Po zhruba
13 letech nekoufeni, kdy ro¢ni pokles rizika u exkuiaka byl o 14 % za rok, bylo budouciho
riziko vzniku invazivni pneumokokové nemoci na urovni nekuiaktt (Nuorti et al., 2000).
Naopak Wynder (1950) vyslovil pfedpoklad, Ze k manifestaci nemoci, bronchogenniho

karcinomu, muze dojit az po desetiletém a viceletém nekouteni (Wynder, 1950).

2.2 microRNA

MiRNA predstavuje skupinu RNA o velikosti zhruba 22 nukleotidi. Jedna
se 0 jednofetézcoveé, malé, endogenné exprimované RNA, které nekoduji Zadny protein.
Jejich regula¢ni potencial predstavuje posttranskripcni regulaci exprese gend u zvifat
a rostlin (Bartel, 2004; Dong et al., 2013). Pravé regulace gent je stale predmétem vyzkumu.
Lze piedpokladat, Ze regulace jednoho genu probiha prostfednictvim vice miRNA, a naopak

vice genti mize byt diky nedokonalému parovani cilem jedné miRNA (Dong et al., 2013).
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Regulace genové exprese probiha posttranskripcné potla¢enim translace nebo ovlivnénim
degradace mRNA. MiRNA pusobi na mRNA ve spojeni s umlcovacim komplexem
indukovanym RNA (Hunt et al., 2015)

Samotny nazev miRNA vznikl diky jejich velikosti a byl pouZit souc¢asné ve tfech
¢lancich vydanych v publikaci Science v roce 2001. Tento termin byl uzivan k popisu stRNA
a jinych malych RNA s analogickymi vlastnostmi, av§ak neznamou funkci (Bartel, 2004;
Lagos-Quintana, 2001; Lau, 2001; Lee, 2001).

Vsechny dosud objevené a publikované miRNA lze vyhledat v miRBase registru.
Kazda miRNA ma sviij specificky nazev slozeny z pismen a ¢isel. Pfirazeni miRNA
ke druhu organismu vyjadiuji 3-4 pismena pfed samotnym nazvem. Naptiklad ,hsa“
predstavuje zkratku pro Homo sapiens. Za touto piedponou nasleduje nazev miRNA
znazornény zkratkou pro zralou miRNA - ,miR*“, a sekvencné piifazené jedinecné
identifikacni ¢islo. Posledni ¢asti nazvu jsou piipony. Jestlize se miRNA odliSuje
1 nebo 2 bazemi, je k nazvu piidano pismeno (miR-10b). Ciselna piipona byva piiddvana,
pokud maji miRNA stejnou sekvenci, ale li§i se jejich priméarni transkripty,
ze kterych vznikly. Pokud je miRNA odvozena z 5" ramene pre-miRNA, pfidava
se piipona 5p. Naopak vznik z 3'ramene pre-miRNA je oznaden piiponou 3p
(Bartels and Tsongalis, 2009).

2.2.1 Objeveni miRNA

Prvni objevenou miRNA byla lin-4 vroce 1993 v Caenorhabditis elegans.
Jeji konzervované sekvencni c¢asti  byly nalezeny také v dalSich tfech druzich
Caenorhabditis. U detekovaného genu lin-4 nebyla v jeho genové sekvenci zjisténa
sekvence kodujici protein. Jeho produkty byly dva transkripty lin-4L RNA (61 nukleotidi)
a lin-4S RNA (22 nukleotidt). Spekulovalo se, ze by tyto genové produkty lin-4 mohly byt
aktivnimi. U obou transkripti byla nalezena komplementarita k iseku 3"'UTR lin-14.
Regulace lin-14 pravdépodobné probiha na zakladé piimé RNA-RNA interakce mRNA
nejspise s lin-4S. Dochazi k ovlivnéni translace a je snizovano mnozstvi proteinu LIN-14.
Regulace timto zptisobem piedstavuje vysoce efektivni a specifické ovlivnéni vyvoje
(Lee et al., 1993).

Pozdg¢ji byla v C. elegans objevena miRNA let-7. Byl nalezen 21 nukleotidi dlouhy
transkript, u kterého se ptedpokladalo, Ze nebude translatovan. Dtivodem byl chybéjici start
kodon AUG a konzervovanost sekvence. Velikost tohoto transkriptu byla dle pozorovani

konecna. Neocekaval se jeho dalsi sestfih a vznik vétsiho transkriptu. Stejna sekvence let-7
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RNA byla nalezena také u C. briggsae. Mutace vyvolané v let-7 DNA byly pieneseny
do nalezeného let-7 RNA transkriptu. Na zaklad¢ zjisténych faktt byl vysloven nazor,

ze let-7 je RNA molekula. Zaroven byla zjisténa a potvrzena komplementarita mezi let-7
a oblastmi 3"'UTR mRNA geni lin-14, 1in-28 a lin-41. Tyto oblasti na MRNA se nachazi
vedle oblasti, které jsou komplementarni k regulatni RNA lin-4, piipadné se piekryvaji.
Dle tohoto pozorovani lze konstatovat, ze se obé tyto RNA mohou podilet na regulaci téchto
gent (Reinhart et al., 2000).

Samotna velikost miRNA let-7 mlze byt dilezity parametr pro funkci miRNA,
nebot’ obdobnou velikost, 21-25 nukleotidd, maji také RNA béhem RNA interference
(RNAI). Dalsi paralela miRNA s RNAI je ve vyskytu dlouhych regionti duplexové RNA,
coz poukazuje na piipadnou analogii jejich drah zpracovani a amplifikace

(Pasquinelli et al., 2000).

2.2.2 Vyskyt miRNA

MIRNA jsou evolu¢né konzervovanou RNA (Dong et al., 2013). Jejich exprese a evolu¢ni
konzervace muize souviset s jejich funkci. MiRNA jako mozné riboregulatory mohou pinit
funkci posttranskripéni regulace genli navazanim se na specifické sekvence mRNA. Zaroven
mohou diky své nadmérné a rtiznorodé genové expresi figurovat v rozli¢nych regulaénich
drahach (Lau, 2001). Geny miRNA byly nalezeny jak v exonech, tak i mezi geny kodujicimi
proteiny (Ambros, 2001).

MiRNA jsou genova rodina pochézejici ze starovékého predka RNA genu.
Dukazy byly nalezeny u miRNA let-7 (Ambros, 2001). Dle analyzy bylo zjisténo,
7e U velkého mmnozstvi zivocichu je jeji velikost a sekvence neménna (viz obr. 1)
(Pasquinelli et al., 2000). Dale byla také prokazana podobnost vzniku let-7 v ramci Zivo¢isné
fiSe a byl objeven cil let-7 (lin-41) kromé hadatka také u hmyzu, nebo obratlovci
(Ambros, 2001). Davodem konzervace sekvence let-7 je pravdépodobné schopnost cilit
na vice sekvenci. Proto u ni nedochazelo kovariaci k ¢astému evolu¢nimu driftu a jeji
sekvence zustala zachovana nezménéna. Naopak ke zna¢né evoluci nejspise doslo u miR-6
u D. melanogaster a miR-27 u HeLa. Mezi témito dvéma miRNA byl shodny pouze kratky
usek a nebyly zjistény jiz dalsi podobnosti. Pravé mensi pocet cilovych sekvenci muze
znamenat vétsi kovariaci (Lagos-Quintana, 2001). OvSem kvili zachovani ¢aste¢né
homologie u sekvenci miRNA, a tedy i1 parovani v sekundarni zdhybové struktufe, vede
vznikla zména ke kompenzacni zméné na druhém rameni zahybu. Tento fakt z pohledu

fylogenetiky reprezentuje relevanci sekundarni zahybové struktury (Lau, 2001).
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C. elegans D. melanogaster H. sapiens chr22

Obr. 1: Genova sekvence let-7 u C. elegans, D. melanogaster a H. sapiens na chr22

se zvyraznénymi konzervovanymi useky (pfevzato z Pasquinelli et al., 2000)

Vyskyt miRNA u ¢lovéka byl potvrzen objevenim transkriptu let-7 RNA o velikosti
21 nukleotidt v lidské tkani. Jeji exprese se Vv jednotlivych tkanich lisila, coz teoreticky
naznacuje bunééné regulovanou expresi (Pasquinelli et al., 2000). MiRNA byly nalezeny
vplazm¢ a séru (Mitchell et al.,, 2008), vmoc¢i (Hanke et al., 2010) aslinach
(Park et al., 2009). MiRNA se podafilo nalézt celkem ve 12 télesnych tekutinaich — moci,
pleuralni tekutin€é, mozkomisnim moku, bronchialni lavazi, slzach, plazme, plodové vodé,
mlezivu, peritonealni tekutiné, matefském mléce, spermatu a slinach. Pravé u slin,
ale i matetského mléka a spermatu bylo nalezeno vétsi spektrum miRNA. Naopak v moc¢i,
mozkomisnim moku a pleurdlni tekutiné byla rGznorodost MIRNA nejmensi
(Weber et al., 2010).

Nekteré miRNA byly pozorovany ve vice té€lesnych tekutinach. To mize odkazovat
na jejich spole¢nou funkci nebo piivod. Naopak jiné miRNA byly pro urcité télesné tekutiny
specifické. Nejméné jedinecnych miRNA bylo objeveno v moci, bronchidlni lavazi
a mozkomiSnim moku oproti plazmé obsahujici nejvice specifickyjch miRNA
(Weber et al., 2010).
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Weber a kolegové (2010) srovnavali vzorky od tfi zdravych pacientt, tii pacientd
s urotelidlnim karcinomem hornich mocovych cest a tfi pacientl s urotelialnim karcinomem
mocového méchyte. Vysledky prokazaly vice riznych miRNA u pacientd s urotelianimi
karcinomy. Na zakladé vysledku l1ze piedpokladat, Ze ménici se spektrum miRNA v mo¢i
muze odpovidat probihajicim patofyziologickym procesim. Toto pozorovani predpovida
mozné budouci vyuziti miRNA jako biomarkert pro urCeni a sledovani raznych

patofyziologii.
2.2.3 MIiRNA jako biomarkery

Vyuziti miRNA jako biomarkert pfedpokladd, Ze budou spliovat charakteristiky idealniho
biomarkeru. Takovy typ biomarkeru lze kvantifikovat neinvazivné a za nizké naklady.
Predevsim pak je dulezita specifita pro studované onemocnéni a spolehlivé v€asné zjisténi
ptiznakii nemoci pred jeji manifestaci (Weber et al., 2010).

Nyni ma VétSina pouzivanych marker proteinovy zaklad a jejich pouziti muze byt
problémové. Ne vSechny proteiny se mohou vyskytovat v dostatecném mnozstvi v plazmé
aséru. Navic je v téchto vzorcich problém celkové zastoupeni proteinti. Dale mohou
proteinové biomarkery podléhat posttranslaénim modifikacim a jejich afinita neni vzdy
vysoka. Z tohoto pohledu se pak miRNA jevi jako vyhodné feSeni. Jejich specifi¢nost i limit
detekce Ize jednoduse zajistit. Metody pro jejich samotnou detekci a amplifikaci pak jsou
jednoduché. Vyhodou je jejich nizka komplexita a také nejsou znamy zadné zmény
po zpracovani. Jsou pro urCité¢ tkané specifické a jejich sekvence jsou mezi lidmi
a modelovymi organismy konzervované. (Weber et al. , 2010).

Dalsim dilezitym meznikem pro vyuziti miRNA jako markera bylo jejich objeveni
v exosomech. Valadi a kolegové (2007) zjistili, Ze se v exosomech vyskytuje RNA,
ale i miRNA. Dtikaz o tom poskytlo srovnani mezi kontrolnimi a RNAsou osetfenymi
skupinami exosomi linii mySich Zirnych bunék (MC/9). U oSetfené skupiny nebyla
pozorovana zadna degradace RNA. K ni doSlo pouze v piipadé, kdy byla ke vzorku RNA
externé pfidana. Exosomy chranily RNA 1 pfed ucinky trypsinu, coZ jen potvrdilo,
ze se RNA nenachazi vné¢ exosomu na jeho vnéjSich strukturdch ¢i makromolekulach
(Valadi et al., 2007).

MiRNA byly nalezeny také v cirkulujicich nadorovych exosomech v séru pacientek,
kterym byl diagnostikovan ser6zni papilarni adenokarcinom vajecnikii. Provedené srovnani
hladin miRNA pochazejicich z nadorovych buné¢k a miRNA z nadorovych exosomu

cirkulujicich v periferni krvi prokazalo jejich vzdjemnou korelaci. Hladiny vybranych
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miRNA byly zvySeny v exosomech pochazejicich ze séra pacientek s rakovinou, na rozdil
od miRNA v exosomech ze séra pacientek s benignim onemocnénim. U kontrol pak nebyly
tyto miRNA detekovany (Taylor and Gercel-Taylor, 2008). Korelace v hladinach miRNA
U nadorovych bunék a cirkulujicich exosomil v periferni krvi ukazuje, Ze miRNA obsazené
v exosomech mohou byt selektivné vybirany (Simpson et al., 2009)

Nalezené miRNA v téchto dvou zminénych studiich (Taylor and Gercel-Taylor, 2008;
Valadi et al., 2007) byly spoleén¢ s miRNA zjisténych v dalsi studii (Hunter et al., 2008)
porovnany. Byl zjistén piekryv pouze v osmi miRNA. Lze piedpokladat, Ze divodem
nizkého ptekryvu je bunécna specifita nalezenych miRNA, nebo jejich ndhodné zatazeni.
Vliv mohly mit i rozdilné metody pouzité pii izolaci a purifikaci miRNA. Pfesto objev
mIiRNA v exosomech a jejich zmény exprese maji nesmirny potencial pro diagnostiku
(Simpson et al., 2009).

MIiRNA se vmocéi mohou vyskytnout dvéma zpisoby — pasivnim a aktivnim
(viz obr. 2). Rozdil je nejen v potiebé energie, ale i puvodu samotnych miRNA. Pasivni
cestou jsou miRNA uvoliovany z bunék poskozené tkan€, nebo z bunék v apoptdze.
sekretovany mikrovacky, mezi které patii i mikrocastice a exosomy. Sekrece se d&je

za normalnich i patologickych podminek (Mlcochova et al., 2014).
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Obr. 2: Mechanismus sekrece miIRNA v moci. (A) Pasivni cesta, (B) aktivni sekrece

exocytozou sekrecnich vacku, (C) sekrece cestou plazmatickych mikroc¢astic, (D) sekrece

cestou MVB a exosomt (pievzato z Mlcochova et al., 2014)

2.3 Exosomy

Jedna se o malé vacky o priméru 50-90 nm. Oznaceni exosomy vyjadiuje podstatu jejich
vzniku, ktery pfedstavuje exocytézu vacki do extracelularniho  prostiedi
(Johnstone et al., 1987). Naopak pokud jsou uvniti multivezikularnich endosomt (MVE)
nazyvaji se intralumindlni vezikuly (ILVs) (Février and Raposo, 2004). MVE byvaji také
oznacovany jako multivezikularni téla (MVB) (Sotelo and Porter, 1959).
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Obr. 3: Proces vzniku exosomu (pfevzato z Théry et al., 2002)

Vyzkumy zrani retikulocyti ukazaly proces vytvaieni exosomi (viz obr. 3). Bylo
pouzito znaceni zlatem. Byl znacen samotny transferinovy receptor pochdzejiciho z lidského
séra (Harding et al., 1983), nebo znacena krali¢i protilatka IgG proti ovéimu transferinovému
receptoru (Pan et al., 1985). Oznacené receptory byly endocytozou pohlceny do malych
endosomti. Poté se tvofily multivezikularni elementy/endosomy (MVE) o praméru
200-400 nm. Uvnitt nich se zacaly formovat malé vacky o velikosti 50 nm. Po spojeni
membrany MVE a plazmatické membrany buiiky doslo k exocytoéze vezikuld. Ty na svém
povrchu nesly znaceny transferrinovy receptor (Harding et al., 1983; Pan et al., 1985).
Plivod exosomil z ov¢ich retikulocyti a ¢ervenych krvinek potvrdilo také jejich podobajici
se slozeni fosfolipidi membrany (Johnstone et al., 1987).

Exosomy jsou lipoproteinové struktury (Johnstone et al., 1987). Skladba proteint
vyskytujicich se v exosomech je rtiznoroda. Objevuji se zde proteiny z cytosolu, soucasti
endocytl a také plazmatické membrany (Théry et al., 2002). To bylo potvrzeno vyzkumem
na mysSich dendritickych bunkdch odvozenych ze sleziny. Byly srovnavany proteiny
vyskytujici se v exosomech s proteiny dendritickych bungk, jejich cytosolu a plazmatické
membrany. Srovnani ukazalo, ze U exosomi na rozdil od srovnavanych skupin jsou urcité

proteiny vice ¢i méné pritomné, nebo neptitomné (Théry et al., 1999).
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Exosomy tedy nejsou jen vezikuly, které predstavuji ¢asti plazmatické membrany.
Poukézalo na to odlisné slozeni proteini membrany exosomu a plazmatické membrany
(Raposo et al,, 1996; Théry et al., 2002). Naopak pfitomnost proteinti endocytl
v exosomech, potvrzovala jejich mechanismus vzniku (Théry et al., 2002). Tvorba exosomti,
jak bylo jiz vy$e zminéno, je spojena s endocytézou a vznikem multivezikularnich elementi
(Harding et al., 1983; Pan et al., 1985).

Praveé schéma vzniku exosomi ukazuje na spole¢nou vlastnost exosomu a apoptickych
mikrovezikul. Proces lze oznacit za tzv. ,,puceni dovniti* (viz obr. 4). Dochazi k tvorbé
vezikull uvnitt MVE. Ty se odliSuji orientaci své membrdny a v ni obsazenych
transmembranovych proteinti od ptivodnich endosomt a tedy celého vnitiniho vezikulového

transportniho systému (Pan et al., 1985; Théry et al., 2002).

Normalni intracelularni puceni Obracené intracelularni puceni

Endocytdza

[\ Sekrece
\/

Klathrinem potazené

vacky

Vylucovani

Transportni vacek

Extracelularni/lumenalni
€ doména

Cytosolicka doména

Transmembranovy
protein

Obr. 4: Rozdil mezi tvorbou vezikuldi normalnim intracelularnim a obracenym

intracelularnim pucenim (pievzato z Théry et al., 2002)

Exosomy jsou sice produkovany zivymi buiikami (Théry et al.,, 2002),
ptesto se v jistém ohledu podobaji apoptickym mikrovezikulim (Aupeix et al., 1997).
Jejich spoleénym znakem je uspofadani membrany — luminalni strana membrany je vné
a cytosolickd uvnitt vezikulu. Na liniich mySich dendritickych bunék D1 odvozenych
ze sleziny byla ukazana caste¢na shoda ve skladbé proteinti exosomu a mikrovezikul
vznikajicich pfi apoptoze. Casteénd shoda mezi exosomy a mikrovezikuly vznikajici

pfi apoptoze buiiky panuje také ve skladbé proteintl, coz bylo ukdzano na liniich mySich
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dendritickych bunék D1 odvozenych ze sleziny. OvSem celkové proteinové schéma
exosomu a apoptickych vezikull se odliSovalo. Dalsi rozdily byly pozorovany také
ve velikosti, hustoté a tvaru (tvar salku je typicky pro exosomy). Soucasné u téchto linii
nebyla nalezena absolutni shoda ve spektru membranovych proteinit exosomu a endocyti.
Vznik exosomu je tak teoreticky doprovazen néjakym tiidicim mechanismem urc¢ujicim
vysledné sloZeni exosomil (Théry et al., 2001).

Sekrece exosomu neni pouze spojena s retikulocyty, ale mohou byt sekretovany
B-lymfocyty, dendritickymi buiikami. Exosomy byly nalezeny také v T-lymfocytech,
zirnych buiikach, krevnich destickach, v nékterych bunkach nadorovych linii a ve stfevnich
epitelidlnich bunkach (Février and Raposo, 2004).

Dalsim vzorkem, ve kterém byly nalezeny exosomy je mo¢. Jednalo se o exosomy
z epitelia renalniho tubulu a byly velké 35-40 nm. Jejich zpisob vzniku spojeny s orientaci
membrany cytoplazmickou stranou dovnitt je odlisil od endosomti, nebo jinych sekreénich
vackl. Slozeni proteini v nalezenych exosomech se shodoval s teorii vzniku exosomu
pucenim dovnitt. Na zéklad€ pozorovani se predpokladalo, ze exosomy v moci jsou tvoieny
endocytickou cestou. K ni dochazi spojenim membran MVB a bun¢k renalniho epitelu.
Cytosol a vném obsazené proteiny uvnitf exosomu mohou Vv dalsich letech pomoci
pii neinvazivnim testovani. Mohou byt sledovany mozné zmény exprese proteinil
odehravajici se v bunikach renalniho tubulu (Pisitkun et al., 2004).

Obecné jsou exosomy dobrymi kanditaty pro vyuziti v diagnostice a terapii.
Diivodem je, Ze se jedna o nezivé, z tekutin jednoduse izolovatelné Castice, ve kterych jsou
obsazeny molekuly zapojené v nejruznéjSich procesech uvniti bunky a zaroven jsou schopny
pienaset antigenni informace (van Niel et al., 2006). Patologické, ale i fyziologické zmény
renalniho systému, tak mohou byt identifikovany diky tomu, Ze mo¢ piijde do kontaktu
s celym rendlnim systémem. Zaroven se v ni vyskytuji zbytky cytosolu z bunék rendlniho
epitelu (Pisitkun et al., 2004). OvSem i pies tato pozitiva je podstatné hledat v exosomech
také nastroj invaze nadorovych bunék do zdravé tkan¢, ale i patogent pro zvyseni schopnosti

svého $ifeni mezi bunkami (van Niel et al., 2006).

2.4 Real-time PCR

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je Siroce rozsifenou metodou
ama nejruznéjsi aplikace. Byla objevena Kary Muliss vroce 1983. Nazev odkazuje

na vyuziti DNA polymerazy a riistu mnozstvi DNA fetézovou fadou.
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Dtivodem jejiho Sirokého vyuziti je jednoduchost a vysokou mira spéchu stanoveni.
Nejzakladnéj$i uspofadani PCR vyuziva vzorek DNA, ke kterému jsou piidany
oligonukleotidové primery, deoxynukleotid trifosfaty a termostabilni Tag DNA polymeraza
ve vhodném pufru. Nésledné¢ dochazi ke stfidani teplot smési n€kolik hodin, a dochazi
k amplifikaci vzorku (Saiki, 1989).

Vyhodné spojeni reverzni transkripce a polymerazové tetézové reakce umoznilo
hodnotit expresi genti v posuzovaném vzorku (Murphy et al., 1990; Noonan et al., 1990).
Vystupni hodnotou méfeni metodou real-time PCR je Cislo cyklu, pii kterém dosahne
fluorescence prahové hodnoty (Ct) — v PCR reakci nastane stav, piikterém bé&hem
probihajiciho cyklu pfesahne fluorescence barviva reportéru jeji libovolné nastavenou
hladinu (viz obr. 5). Ciselné vyjadfend hodnota Ct je pfevricena k mnozstvi amplikonu

v reakci (¢im nizsi hodnota Ct je, tim je vice amplikonu) (Schmittgen and Livak, 2008).
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Obr. 5: Typicky vystup real-time PCR, vypocet Ct. Pocet cykli PCR reakce je 40.
Ctoznacuje bod, ve kterém kiivka dosahla prahové hodnoty (Cervena cara)

(pfevzato z Schmittgen and Livak, 2008).

Real-time PCR je povazovana za metodu s niz$i hustotou, jelikoz je provadéna
na 96- nebo 384-jamkové desticce. Nicméné diky jeji jedinecné citlivosti je mozné profilovat
nékolik stovek gent, piestoze nedosahuje vykonnosti jako CcDNA microarray
(Schmittgen and Livak, 2008).

Expresi genu, napiiklad miRNA, lze hodnotit metodou absolutni kvantifikace,

ktera zahrnuje standardni kfivku pro kazdou miRNA. Ta je vytvoiena na zakladé postupného
23



fedéni ptivodné znamého mnozstvi cDNA. S ohledem na to, ze pii této kvantifikaci neni
vyzadovana endogenni kontrola, nachazi tato varianta uplatnéni v diagnostice
(Moldovan et al., 2014). Dale 1ze absolutni kvantifikaci vyuzit, jestlize zjistujeme absolutni
pocet kopii transkripta (Livak and Schmittgen, 2001). Pokud ale neni tato informace
nezbytna a tvorba standardni kiivky mtize byt v této situaci slozita, pfistupujeme k moznosti
relativni kvantifikace (Schmittgen and Livak, 2008). Ta hodnoti pomér Ct hodnot mezi
sledovanym genem a vnitini kontrolou (Moldovan et al., 2014). Ta by méla byt neménna
vici podminkam experimentu (Schmittgen and Livak, 2008). Soucasné je nutné, aby byla
vnitini kontrola také univerzalni, ale zaroven aby se vyskytovala a stabilné¢ exprimovala
pii riznych podminkach a patologiich. V ptipad¢ endogennich kontrol je dilezité, aby méli
velikost, ale i u¢innost zesileni podobnou se zkoumanymi miRNA (Moldovan et al., 2014).

Jestlize chceme vyhodnotit vysledky real-time PCR pomoci relativni kvantifikace,
je jednou z moznosti 2722t (komparativni Ct) metoda, s jejiz pomoci vypocitame relativni
zmény Vv genové expresi pozorovaného vzorku vic¢i kontrolnimu vzorku. VytéZnost
amplifikace by méla byt u referen¢niho a méteného vzorku zhruba totozna, jinak je vhodné
pouzit absolutni kvantifikaci. Je dilezité normalizovat mnozstvi RNA ptichazejici do PCR,
k ¢emuz slouzi vnitini kontrola. K tomuto tcelu 1ze vyuzit housekeeping gen, ktery nesmi
byt nikterak ovlivnén nakladanim se vzorkem. Jako kalibrator se nejCastéji pouziva
neoSetfeny vzorek (Livak and Schmittgen, 2001).

Pokud je pouzita komparativni Ct metoda, tak u neosetiené kontroly je zména genové
exprese rovna jedné. Naopak u oSetfenych vzorkli dochdzi ke zméné genové exprese
v porovnani s neoSetienou kontrolou (Livak and Schmittgen, 2001). Jistou piekazkou
v aplikaci 224t metody je nutnost zachovat ptedpokladanou uéinnosti PCR, protoze pokud

neni, pfichazi na fadu jeji optimalizace.

27AACt = [(C, testovaného genu — C, vniti'ni kontroly)oSetieny vzorek]

— [(C; testovaného genu — C, vnitini kontroly)neos$etfena kontrola]

Neni podstatné, které ACt bude ve vzorci prvni, nebo druhé, vliv to ma pouze
na kone¢ny vyklad vypocteného vysledku. Vzorec v této podobé tika, ze je porovnavana
exprese testovaného genu vztazena na vnitini kontrolu v osSetfeném vzorku s neoSetienou
kontrolou (Schmittgen and Livak, 2008).

Stanoveni miRNA metodou qPCR ma své vyhody ve srovnani s microarray. Lze ji
provadét rychlé a senzitivni stanoveni velkého dynamického rozsahu za pouziti
nanogramového mnozstvi vychoziho materialu (Benes and Castoldi, 2010). Navzdory tomu

stanoveni miRNA ptedstavuje do budoucna vyzvu.
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Pro detekci miRNA je podstatna specifita a citlivost (Hunt et al., 2015), nebot’ frakce
miRNA zaujima pouze 0,01 % z celkové RNA izolované ze vzorku (Dong et al., 2013).
Jakékoli neoCekavané zvySeni mnozstvi miRNA, mize znamenat zdménu miRNA
za nedefinované RNA fragmenty. Ale riziko mozného rozpoznani a degradace nukleazami
by mélo byt snizeno malou velikosti miRNA. Méla by tak byt zarucena jeji vétsi stabilita
avliv degradace celkové RNA by nemél byt na rozdil od mRNA tak vyrazny
(Becker et al., 2010). Ptesto muze degradace celkové RNA ovlivnit analyzu exprese
MIRNA. Ztoho divodu je dulezity kvalitni vychozi material (Hunt et al., 2015;
Ibberson et al., 2009) a integrita RNA by méla byt sledovana jiz ve fazich ptedchazejicich
samotné analyze genové exprese (Becker et al., 2010; Hunt et al., 2015). Parametrem
integrity RNA je hodnota RIN (RNA integrity number). Pro spolehlivé vysledky pii analyze
MIRNA by mélo nebyvat hodnot RIN=5 (Becker et al., 2010), nebo RIN=7
(Ibberson et al., 2009).

Jak jiz bylo vySe zminéno Becker a kolegové (2010) piisuzovali vétsi stabilitu miRNA
oproti mRNA. Stabilita miRNA byla zkoumana v mo¢i zdravych osob po dobu 5 dnt
za pokojové teploty 25°C a pii teplot¢ 4 °C. Byl sledovan také vliv na stabilitu
MIRNA po deseti zamrazenich pii -80 °C a naslednych rozmrazenich (Mall et al., 2013).
Navzdory tomu, Ze mo¢ obsahuje nukleazy vcetné RNAs (Hanke et al.,, 2010),
byla prokazana relativni stabilita miRNA za uvedenych podminek (Malletal., 2013).
Divodem mohla byt jejich mala velikost (Hanke et al., 2010), nebo jejich
vyskyt v exosomech, mikrocasticich, mikrovezikulech a multivezikulech
(Schwarzenbach et al., 2011), ptipadné obé vlastnosti zaroven. Piesto byla nakonec po ¢ase
pozorovana degradace. OvSsem hodnoty u testovanych miRNA byly stale u horni hranice
detekce (Mall et al., 2013) na prahové hodnoté cyklu 35 (Ji et al., 2009). Rychlost, s jakou
k degradaci doslo, Dbyla utestovanych miRNA shodna anezavisela na sekvencich
reprezentativnich miRNA. Pro nejleps$i vysledky bylo doporu¢eno méfit miRNA v moci
béhem 24 hodin (Mall et al., 2013).

K podobnym zavérim dospél iYun a kolegové (2012). Stabilita miRNA byla
sledovéna celkem u Ctyf vzorkli supernatantu moci zdravych dobrovolnikd. Vzorky byly
podrobeny sedmi cyklim zmrazeni a rozmrazeni, nebo byly ponechany 72 hodin
pii pokojové teploté. VSechny vzorky mély za vSech zkoumanych podminek stabilni
mnozstvi ~ miRNA. Na  zdklad¢é  tohoto  pozorovani  bylo  potvrzeno,

ze se MiRNA v supernatantu moci nachazeji ve stabilni formé.
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2.4.1 TagMan™ microRNA assays

Pouzivani metod vyuzivajicich klonovani, Northern blotting a prodluzovani primert
pro stanoveni miRNA ma své limity. Jejich senzitivita a specifita neni dostate¢na.
Naopak Tagman PCR assay upravenou pro stanoveni miRNA byly vyfeSeny problémy
piedchozich metod. Napiiklad amplifikace miRNA o velikosti pouhych 22 nukleotidi
a falesné pozitivni signal. Ten byl vyvolavan podobnymi miRNA, prekurzory
a genomickymi sekvencemi. Tagman PCR analyzou byla spojena zvysena specifita
reportért Tagman assay, senzitivita PCR a moznost sledovat velky dynamicky rozsah
Vv realném case. Schéma reakce TagMan miRNA assays se sklada ze dvou krokd: reverzni
transkripce pomoci stem-loop primert nasledované real-time PCR (Chen, 2005).

TagMan™ microRNA assays patfi mezi kvantitativni RT-PCR assays, kterymi lze
stanovit zralé miRNA. Oproti klasické Tagman™ RT-PCR assay vyuziva TagMan™
microRNA assay bc¢hem reverzni transkripce stem-loop primery (viz obr. 6)
(Schmittgen et al., 2008).

A miRNA £ stem-loop miRNA
P oH R \‘* specific primer
« [REVERZNI it
RANSKRIPTAZ
Fadto §
P-r"” j,
OHIIIIllllllIlllllllllllllllllllL)'/v
miRNA linear miRNA
B Pr—rrrrrrrrrrr 1T+ OH specific primer
T . - L_L.l_(\(
¢ g
REVERZNI )
OHlllllllllllllllllllllllll\,\l\NP

Obr. 6: Srovnani reverzni transkripce zralé miRNA vyuzivajici (A) stem-loop specifického
mIRNA primeru, (B) linearniho specifického mMIRNA primeru (pfevzato z Benes
and Castoldi, 2010)

Touto modifikaci RT primeru byla az 100nasobné zvySena ucinnost reverzni
transkripce. Zaroven bylo mozné na zakladé ACt hodnot odlisit miRNA lisici o dvé baze

(Chen, 2005). Stem-loop primery jsou dlouhé oligonukleotidy. Vazi se na stem-loop mista
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miRNA (Chugh and Dittmer, 2012) k jejich 3¢ konctim, ¢imz je umoznéno odliseni podobné
miRNA. Struktura stem-loop primert zabranuje pfipadné vazbé na prekurzory miRNA,
nebo dalsi dlouhé RNA (Schmittgen et al., 2008).

Vyhodou stem-loop primert je jejich schopnost ptesného zacileni na zralé formy
miRNA. Pozadi je snizeno a specifita je naopak zvySena (Hunt et al., 2015). Pro strukturu
stem-loop primeru je dalezity pocet bazi, které¢ jsou komplementarni k 3 ’konci antisense
(protismérného) vlakna. Nejlepsi vysledky byly u primert s velikosti vazebné ¢asti 5 a 6 bazi
(Jung et al., 2013).

Stem-loop primerem je také =zajiSténa stabilita miRNA a heteroduplexu DNA
pfi reverzni transkripci. A to pfipojenim bazi nachazejicich se za o¢kem (loop) stem-loop
primeru. Diky tomu je u¢innost reverzni transkripce zajisténa, i kdyz jsou RT primery kratkeé.
Po reverzni transkripci je zvétSen produkt rozbalenim stem-loop primeru a pfidanim
sekvence po sméru miRNA. Vysledkem je zlepSeni nasledné TagMan™ assay
(Schmittgen et al., 2008).

Béhem miRNA TagMan™ assay specialné navrzena smyc¢ka na RT primeru interaguje
se zralymi mIRNA. Vazbou vznika chiméra a pti prodluzovani miRNA ve sméru 3* dochazi
reverzni transkriptazou k tvorbé produktu (viz obr. 7). Vlakno produktu je poté schopno
vazat specifické primery a sondu pii PCR (Moldovan et al., 2014). Po reverzni transkripci
je RT produkt kvantifikovan TagMan PCR za pouziti dopifedného primeru specifického
pro miRNA, reverzniho primeru a barvivem ozna¢ené TagMan sondy (viz obr. 7). Kratky
usek nachazejici se na doptedném primeru na jeho 5 konci zajist'uje zvyseni Tm (teplota tani)
s ohledem na sekvenci miRNA molekuly (Chen, 2005). Teploty tani miRNA nabyvaji
riznych hodnot. Divodem je jejich maléd velikost, kterd odpovida velikosti standardniho
PCR primeru (Hunt et al., 2015), ale i rGznorodost v obsahu guaninu a cytosinu
(Benes and Castoldi, 2010). Z technického hlediska je tak senzitivni a specifické Stanoveni
miRNA ve vzorku obtizné (Benes and Castoldi, 2010) a pii detekci je vyzvou optimalizovat

soubé&zné probihajici reakce (Hunt et al., 2015).
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Obr 7: Schéma TagMan™ microRNA assays (pfevzato z Hunt et al., 2015)

Komplikaci pii stanoveni je 1 slozitost selektivniho ¢isténi zralych miRNA,
nebot’ nemaji spolecny znak. Soucasné se hledana cilova sekvence nemusi vyskytovat pouze
ve zralé miRNA, ale i v primarnim transkriptu (pri-miRNA) a prekurzoru (pre-miRNA).
Jestlize miRNA pochazeji ze stejné miRNA rodiny, mize byt analyza komplikovana
jejich analogickymi  sekvencemi  lisicimi se pouze v jednom  nukleotidu
(Benes and Castoldi, 2010).

Reverzni transkripce je nasledovana qPCR a amplifikované produkty jsou detekovany
a kvantifikovany v realném ¢ase (Gibson et al., 1996). Je sledovano zvyseni fluorescen¢niho
signalu reportéru odpovidajici mnozstvi DNA vznikajici béhem kazdého cyklu PCR
(Nolan et al., 2006). Jednim ze zdroja fluorescen¢niho signalu mohou byt TagMan sondy.
Jedna se 0 dvojité¢ oznacené hydrolyzacni sondy obsahujici na jednom konci fluorescenéni
reportér a na druhém konci zhase¢. Prave blizkost zhasece je prekazkou v emisi fluorescence
reportéru. TagMan sondy se hybridizuji na vnitini Gsek amplikonu. Taq polymerazou je
od primeru prodluzovan ftetézec cDNA, az dosahne 5" konce TagMan sondy.
Zatimco exonukleazovou aktivitou Taq polymerazy je ve sméru 5° — 3’ hydrolyzovana
TagMan sonda. Nasledné jiz neni fluorescencni reportér v blizkosti zhaseCe a dochazi
k emisi fluorescence. Intenzita fluorescence je tmérna mnozstvi vznikajicich produkti PCR
reakce. Z tohoto diivodu je mozné piesné kvantifikovat amplifikované cile pti probihajici
reakci. Je nutné mit na zfeteli i mozny vznik dimerd primert, nebo vznik dalsich
nespecifickych amplifikacnich produktt. U nich neni emitovana fluorescence, ¢imz mutze

byt snizovana citlivost a i¢innost qPCR reakce (Benes and Castoldi, 2010).
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Tagman sondami, které jsou vyuzity pii real-time amplifikaci, jsou ovlivnény prahové
hodnoty v poctu cilovych a referencnich molekul. Proto je pii jejich pouziti dilezité sledovat
tyto faktory — barvivo reportéru na sondé¢, ucinnost Sté€peni a Cistota sondy, dale nastaveni
prahu fluorescence a vlivu sekvenéniho kontextu na fluorescenci sondy
(Livak and Schmittgen, 2001).

Dale je také dulezité zhodnotit, jaké informace jsou o miRNA hledany. Stanoveni
aktivni, zralé miRNA je upfednostiiovano pted inaktivni pre-miRNA. Ale jestlize chceme
urcit konkrétni mista mozné regulace pomoci miRNA, je potfeba stanovit zralou miRNA
i prekurzor (Schmittgen et al., 2008). Analyza meziprodukti v prubéhu zrani miRNA
poskytne rozdilné informace o bunce. Informace o delecich, amplifikacich nebo SNPs
vgenu mMIRNA jsou ziskany analyzou genového lokusu miRNA pomoci qPCR.
Vice 0 regulaci transkripce lze zjistit testovanim pri-miRNA a pre-miRNA. Naopak
informace o funkci, specifité cile, zménach ve zpracovani a exportu miRNA, pfipadné jeji

stabilité, budou poskytnuty analyzou zralé miRNA (Chugh and Dittmer, 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

B-mercaptoethanol, 96% ethanol, MiIRCURY ™ RNA Isolation Kit — Biofluids (Exicon A/S,
Vedbaek, Danko), Nuclease-free water, primery: RNU6B (RT 001093), hsa-miR-337-3p
(RT 002157), hsa-miR-3613-5p (RT 463197_mat), hsa-miR-3921 (RT 462722_mat), hsa-
miR-5094 (RT 475625 _mat) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), TagMan®
MicroRNA Assay — hsa-miR-337-3p (TM 002157), hsa-miR-3613-5p (TM 463197 _mat),
hsa-miR-3921 (TM 462722_mat), hsa-miR-5094 (TM 475625 _mat), TagMan® MicroRNA
Control Assay — RNU6B (TM 001093) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), TagMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
TagMan® Universal Master Mix 11, no UNG (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
Tris/EDTA pufr, Urine microRNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp., Kanada)

3.1.2 Biologicky material

Byla pouzita mo¢ 43 zdravych jedinca (Tab. 1 a 2). 18 z nich byli nekufaci, kteti za rok
vykoufili 1 nebo méné cigaret. Ve skupiné kutrakt bylo 25 jedinct, ktefi pfisli do Centra
pro lécbu zavislosti na tabaku (soucasti Kliniky plicnich nemoci a tuberkuldzy
Fakultni nemocnice Olomouc). U kufakt byly provedeny celkem ti#i odbéry: prvni
na zacatku odvykaci kury (soucasni kufaci), druhy po 3-8 tydnech (tfitydenni exkuiaci)
a tieti po roce odvykani (rocni exkutaci). VSichni testovani byli ¢eského ptivodu.

Odbéry vzorku moci probihaly od 11-15 hodin v poradné pro odvykani koufeni u pana
prim. MUDr. Stanislava Losse. Jedinci byli pfed odbérem seznameni s pouzitim vzorku
k védeckym uceliim a podepsali informovany souhlas s t€asti ve vyzkumné studii. Vyplnili
také Fagerstromuv test zavislosti na nikotinu a bylo jim vypocteno skore. Moc¢ byla
odebirdna do centrifuga¢ni zkumavky o objemu 50 ml. Ke zpracovani vzorku doslo

nejpozd¢ji 2 hodiny po odbéru.
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Tab. 1: Hodnoceni 43 jedinct — 25 kutaki a 18 nekuiakt

Pohlavi Charakteristika osob Prumér £SD  Maximum Minimum

Kuraci 15muzd Vek 47 £11,8 69 25
10 Zen Skore* 5+42,5 9 0
Prvni cigareta (vek) 15+34 23 7
Pravidelného koufeni 18 £3,3 25
y 11
(vek)
Nekuiaci 9 muzit  VEk 48 +6 59 38
9 Zen

*Fagerstromuv test zavislosti na nikotinu

Tab. 2: Vyhodnoceni pack-year u kurakt
Pocet cigaret/den  Doba pravidelného koufeni ~ Pack-year*

Primér £SD 22 +18,8 28,7 +12,5 34,5 +34,7
Maximum 100 49 170
Minimum 6 8 5

*Pack-year = (pocet cigaret/20 (pocet cigaret v krabic¢ce = ,,pack™) - doba koufeni

3.1.3 Metody

Zpracovani moci

Zkumavka s odebranou moci byla vlozena do centrifugy a stocena pii 1700 rpm po dobu

10 minut pii pokojové teploté. Ve flowboxu byla tekutina bez peletu rozd€lena

do 10 aliquott o objemu 1 ml. Aliquoty byly uchovany pii teploté —80 °C.

Izolace miRNA z mo¢i

Izolace mIRNA z mo¢i probihaly pii pokojové teploté a pii praci byly pouzivany

Spicky s filtrem,

Kizolaci miRNA byl pouzit purifikacni kit Urine microRNA Purification Kit

(Norgen Biotek Corp., Kanada). Béhem izolace byly dodrzovany RNA free podminky.
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* Piiprava lyza¢niho pufru A pfidanim 10 pl B-mercaptoethanolu®na 1

* Ptiprava promyvaciho roztoku A ptfidanim 42 ml 96% ethanolu.
ml
Ptiprava pufru.

* 1 ml moci byl smichéan s 1,5 ml ptipraveného lyza¢niho pufru A a
promichan vortexem po dobu 1 min™.

) * Bylo pfidano 1,5 ml 96% ethanolu™ a promichano vortexem po dobu
Lyze 10s.

8000 rpm po dobu 1 minuty a pfi laboratorni teploté.

* Lyzat byl ptefiltrovan pies kolonky pfi rychlosti chlazené centrifugy }

Filtrace
* Promyvani promyvacim roztokem A.
| * Tento krok byl tfikrat opakovan.
Promyvani
* Bylo piidano 25 pl elu¢niho roztoku a inkubovano 15 min™".
Eluce * Centrifugace 2 minuty pfi rychlosti 2000 rpm a poté 14 000 rpm.
u

“B-mercaptoethanol  silng, ale pouze dodasné inhibuje intracelularni RNAsy,
které se uvoliiuji béhem lyze. Dochazi k redukci disulfidickych mistk a je pozménéna
ptirozena konformace enzymu diilezita pro jeho aktivitu.

“V ptivodnim navodu 15 s. Zvyseno pro zlepseni homogenizace.

““Ethanol vytvofil podminky, za kterych byla RNA specificky vazana k membrané kolonky,
a kontaminanty byly odmyty.

"Byl zménén ptivodni eluéni objem (50 pl) a byla pfidana inkubace 15 minut s ohledem

na dosazeni vyssi vytéznosti miRNA z moci.

RNA byla uchovana na mrazicim stojanku a byla zméfena jeji koncentrace
na Nanodropu 2000 (Thermo Scientific). Pfi méteni byl jako blank pouzit elu¢ni roztok.
Objem méfené RNA byl 2 pl. Koncentrace vzorku RNA byla pramérmé 10,2 ng/ul
(minimum 3,5 ng/ul, maximum 26,6 ng/ul). RNA byla nasledné uchovavana pfi teploté
—80 °C.
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Reverzni transkripce

Cilem reverzni transkripce bylo ptipravit ze ziskané RNA ¢cDNA. Price na piipravu
reverzni transkripce probihaly na ledu a byly pouzivany Spicky s filtrem.
MasterMix byl vytvofen pridavanim latek z kitu TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) v pofadi a mnozstvi podle
nize uvedené tabulky (Tab. 3) s 20% piesahem. Cely obsah byl nakonec promichan.

Tab. 3: Slozeni MasterMixu a mnozstvi latek pro 1 vzorek

Latky 1 vzorek (ul)
DEPC voda 4,16
10X Reverse Transcription Buffer 1,50
dNTP Mix w/dTTp (100 mM) 0,15
RNAse Inhibitor (20 U/ul) 0,19
MultiScribe ™ Reverse Transcriptase (50 U/ul) 1,00

Pro kazdy vzorek bylo do zkumavky napipetovano 7 ul pfipraveného MasterMixu.
Do reakce bylo piidano 5 pul RNA izolované z moci, jejiz koncentrace byla 10 ng/ul RNA.
Mix byl promichan vortexem a centrifugovan. Poté byly pfidany 3 pl poolovaného
RT primeru. Ten byl ptipraven spojenim 10 pl z kazdého z péti primerid (RNU6B, hsa-miR-
337-3p, hsa-miR-3613-5p, hsa-miR-3921 a hsa-miR-5094). Obsah byl znovu opatrné
promichan vortexem a centrifugovan. Nasledovala inkubace na ledu po dobu 5 minut.

Na termocykleru byl nastaven program s nasledujicimi podminkami (Tab. 4).

Tab. 4: Cykliza¢ni schéma reverzni transkripce v termocykleru

1. krok 2. krok 3. krok Chlazeni
‘[eplota ((®)] 16 42 85 4
Cas (min) 30 30 5 0

Preamplifikace

Prace probihala na ledu a byly pouzivany Spicky s filtrem. Pro kazdy vzorek byly
do zkumavek pipetovany latky v mnozstvi podle nize uvedené tabulky (Tab. 5). Pooled
assay mix byl pfipraven napipetovanim 5 ul 5 poolovanych TagMan® MicroRNA Assay
(RNU6B, hsa-miR-337-3p, hsa-miR-3613-5p, hsa-miR-3921 a hsa-miR-5094) a objem byl
doplnén TE pufrem na 500 pl.

Tab. 5: Slozeni preamplifika¢niho mixu a mnozstvi latek pro 1 vzorek

Latky 1 vzorek (ul)
TagMan® PreAmp Master Mix (2X) 12,50
Pooled assay mix 6,25
cDNA 6,25
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Obsah byl promichan pomoci vortexu a centrifugovan. Vzorky byly vlozeny
do termocykleru a preamplifikace probihala podle cyklizaéniho schématu znazornéného

nize v tabulce (Tab. 6).

Tab. 6: Cykliza¢ni schéma preamplifikace v termocykleru

Potatetni 14 cykli
denaturace Denaturace /\nealing,  Chlazeni
elongace
Teplota (°C) 95 95 60 2
Cas 10 min 15 sec 4 min 0

Real-time PCR

Veskera prace probihala na ledu a byly pouzivany $picky s filtrem. TagMan®
MicroRNA Assay (RNU6B, hsa-miR-337-3p, hsa-miR-3613-5p, hsa-miR-3921,
hsa-miR-5094) byly vytazeny a ponechany pomalu rozmrznout v chladicim stojanku.

Do kazdé zkumavky bylo napipetovano mnozstvi latek podle nize uvedené tabulky (Tab. 7).

Tab. 7: Mnozstvi latek pfidavanych do reakce pro 1 sondu a pro triplikat 1 sondy

Latky 1 sonda (ul) Triplikat (ul), presah

12,5 %
Nuclease-free voda 2,0 6,75
TagMan 2X Universal PCR MasterMix 5,0 16,90
TagMan® MicroRNA Assay 0,5 1,69
Vzorek (fedéni 1:10) 2,5 8,44

Obsah byl promichdan vortexem a centrifugovan. Do 96-jamkové mikrotitracni
desticky bylo pipetovano V triplikatu 10 ul pfipraveného roztoku. Desticka byla utésnéna
folii, zcentrifugovana a vlozena do pfistroje LightCycler® 480 Real-Time PCR System
(Roche Diagnostics International Ltd, Rotkreuz, Svycarsko). Real-time PCR probihala podle

cykliza¢niho schématu uvedeného nize v tabulce (Tab. 8).

Tab. 8: Cyklizaéni schéma real-time PCR v LightCycleru® 480 Real-Time PCR System

Pocatec¢ni 40 cykla
denaturace Denaturace Anneal/extend
Teplota (°C) 95 95 60
Cas 10 min 15 sec 60 sec
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Analyza a vyhodnoceni dat

Z vysledkt triplikatd vzorkti byly vybrany dva hodnotové nejblizsi duplikaty,
které byly nasledné zprimérovany.

Ziskana data byla hodnocena podle niZze uvedeného vzorce a byla vypocitana relativni
exprese genu (244°Y) ur¢ité miRNA u konkrétniho jedince. Jako vnitini kontrola byl pouZit
housekeeping gen RNU6B a neosetienou kontrolou byl vzorek od jedince, ktery byl nekuiak

(neni zahrnut ve vyhodnocenych datech).

278ACt = [(C, testovaného genu — C, vnitini kontroly)osetieny vzorek]

— [(C; testovaného genu — C, vnitini kontroly)neos$etifena kontrola]
Vysledky byly statisticky vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 7. Mezi sebou
byly srovnany skupiny soucasnych kutrakt a nekutrakd. Dalsi srovnani bylo mezi skupinou
nekufdkl a ro¢nich exkuraki. V obou ptipadech byl pro vyhodnoceni dat pouzit
Mann-Whitney test (neparovy, neparametricky). Pfi vzajemném porovnani soucasnych
kuraki, tritydennich exkurakd a rocnich exkurakd byl uzit Wilcoxon test (parovy,
neparametricky). V programu GraphPad Prism 7 byla provedena také korela¢ni analyza

s daty relativni exprese testovanych miRNA a charakteristikami soucasnych kuiaka.
3.1.4 Pristroje a zarizeni

centrifuga Jouan MR 1812 (Jouan, Francie), centrifuga Z233MK-2 (Hermle LaborTechnik
GmbH, Wehingen, Némecko), Eppendorf 6325 Vapo.Protect MasterCycler Pro-S w/ 6320
Control Panel (Eppendorf, Némecko), flowbox Topsafe 1.2 (EuroClone S.p.A., Italie),
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics International Ltd, Rotkreuz,
Svycarsko), mini centrifuga Spectrafuge™ (Labnet International, Inc.; USA), Thermo
Scientific™ Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA),

vortex Mixer (Labnet International, Inc.; USA)
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3.2 Vysledky

Izolace miRNA byla primarné provedena na miRCURY™ RNA Isolation Kit — Biofluids
(Exiqgon A/S, Vedbaek, Danko). Naslednd méfeni na Nanodropu 2000 ukazala, ze mnozstvi
vyizolované miRNA je nizké (< 10 ng/ul). Proto byla do zpracovani vzorku zahrnuta
ethanolova precipitace. Dalsim méfenim bylo zjisténo, ze koncentrace mMIRNA byla stale
nizka. Z toho diivodu byl zménén typ kitu na purifikacni kit Urine microRNA Purification
Kit (Norgen Biotek Corp., Kanada), u kterého po mensich upravach pracovniho postupu byla
izolovana MIRNA o primérné koncentraci 10,2 ng/ul (minimum 3,5 ng/ul, maximum
26,6 ng/pul).

Z péti ve skrininku nalezenych miRNA byly testovany celkem ¢étyti — miR-337-3p,
miR-3613-5p, miR-3921 a miR-5094. Vysledky relativni exprese miRNA u jednotlivych
jedinci byly porovnany mezi skupinami soucasnych kufakd, tfitydennich exkufakd, ro¢nich
exkufaki a kontrolni skupinou nekutakti. Zméfena relativni exprese miRNA u soucasnych
kurakt pred odvykaci karou byla dana do korelace s dal§i charakteristikou téchto

jedinci — pack-year, vék, pohlavi a skore ve Fagerstromové testu zavislosti na nikotinu.

3.2.1 miR-337-3p, miR-3613-5p, miR-3921 a miR-5094
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Graf 1: Statistické srovnani vysledkd relativni exprese miR-337-3p u skupin nekuiakl
(kontrolni), soucasnych kuidki, tiitydennich exkuidk a ro¢nich exkufdki (o p > 0,05;

m p>0,05; * p > 0,05; ** p > 0,05; *** p > 0,05)
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Data relativni exprese miR-337-3p byla u jednotlivych skupin porovnana (Graf 1).
Relativni exprese miR-337-3p mezi nekutfaky a soucasnymi kutaky se nelisila (p > 0,05).
Ttitydenni odvykaci kura nezménila relativni expresi miR-337-3p (p > 0,05). Zadna zména
v relativni expresi miR-337-3p nebyla zjisténa ani po roénim odvykani (p > 0,05).

Relativni exprese miR-337-3p se u nekufakt a ro¢nich exkutaki nelisila (p > 0,05).
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Graf 2a, b: Vliv hodnoty pack-year a véku na relativni expresi miR-337-3p u soucasnych
kuraku pted odvykaci karou (p > 0,05; p > 0,05)

Relativni exprese miR-337-3p byla zméfena jen u 11 soucasnych kufakd,
z toho u dvou nebyl zjistén pack-year. U soucasnych kutaki hodnota pack year nekorelovala
srelativni expresi miR-337-3p (p>0,05; Graf 2a). Relativni exprese miR-337-3p
soucasnych kurakt nekorelovala s jejich vékem (p > 0,05; Graf 2b).
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Graf 3a, b: Vliv pohlavi a skore ve Fagerstromové testu zavislosti na nikotinu (p > 0,05)

na relativni expresi miR-337-3p u soucasnych kuiakt pied odvykaci karou

Relativni exprese miR-337-3p soucasnych kufaki se nelisila podle pohlavi (Graf 3a).
Skore ve Fagerstromovée testu zavislosti na nikotinu nekorelovalo s relativni expresi

miR-337-3p ve skupin¢ soucasnych kutaku (p > 0,05; Graf 3b).

38



o
1 L
o 60 *kk
% r (e} % r ok 1
o« 40 4
€ v
& 20r . .
: : ' : :
3 10 .
= v .
Z ° . . .
© v
_ | [
g b . :
4r . v " __ e
L S R S A-..; *
L ]
o2f B
*° vy vv" ';-- -
0 PYVYY ) LA 4 an *.0
A N\ | é,\ 3 (.;\ D (;\
‘«Q \4)@ R :}@
N R NS NS
2 Q X er
¢ «? & Q
9 QO
) < O
(_)O O <
4'\.*
é\

Graf 4: Statistické srovnani vysledku relativni exprese miR-3613-5p u skupin nekufaku
(kontrolni), soucasnych kutaki, tfitydennich exkuiakll a ro¢nich exkutakit (o p > 0,05;

m p>0,05; * p > 0,05; ** p > 0,05; *** p > 0,05)

Data relativni exprese miR-3613-5p byla u jednotlivych skupin porovnana (Graf 4).
Relativni exprese miR-3613-5p mezi nekuraky a soucasnymi kuraky se nelisila (p > 0,05).
Ttitydenni odvykaci kura nezménila relativni expresi miR-3613-5p (p > 0,05). Zadna zména
v relativni expresi miR-3613-5p nebyla zjisténa ani po roénim odvykani (p > 0,05). Relativni

exprese miR-3613-5p se u nekuiakl a ro¢nich exkufakt nelisila (p > 0,05).
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Graf 5a, b: Vliv hodnoty pack-year a véku na relativni expresi miR-3613-5p u soucasnych
kufakt pied odvykaci karou (p > 0,05; p > 0,05)

U soucasnych kutakt hodnota pack year nekorelovala s relativni expresi
miR-3613-5p (p > 0,05; Graf 5a). Relativni exprese miR-3613-5p soucasnych kuraki
nekorelovala s jejich vékem (p > 0,05; Graf 5b).
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Graf 6a, b: Vliv pohlavi a skore ve Fagerstromové testu zavislosti na nikotinu (p > 0,05)

na relativni expresi miR-3613-5p u souc¢asnych kuiaka pred odvykaci kurou

Relativni exprese miR-3613-5p sou¢asnych kuiaku se nelisila podle pohlavi (Graf 6a).
Skore ve Fagerstromové testu zavislosti na nikotinu nekorelovalo s relativni expresi
miR-3613-5p ve skupiné soucasnych kuiaka (p > 0,05; Graf 6b).
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Graf 7: Statistické srovnani vysledku relativni exprese miR-3921 u skupin nekufaku
(kontrolni), soucasnych kutaki, tfitydennich exkufakl a ro¢nich exkuiaku (o p > 0,05;

m p=0,03; * p>0,05; ** p > 0,05; *** p > 0,05)

Data relativni exprese miR-3921 byla u jednotlivych skupin porovnana (Graf 7).
Relativni exprese miR-3921 mezi nekufaky a soucasnymi kutaky se nelisila (p > 0,05).
Ttitydenni odvykaci kira nezménila relativni expresi miR-3921 (p > 0,05). Zadna zména
v relativni exprese miR-3921 nebyla zjisténa ani po ro¢nim odvykani (p > 0,05). Ve srovnani

s nekufaky byla relativni exprese miR-3921 u kufakt po jednoro¢ni odvykaci kiife snizena
(p =0,03).
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Graf 8a, b: VIiv hodnoty pack-year a véku na relativni expresi miR-3921 u soucasnych

kutaka pied odvykaci karou (p > 0,05; p > 0,05)

U soucasnych kurakt hodnota pack year nekorelovala s relativni expresi miR-3921
(p > 0,05; Graf 8a). Relativni exprese miR-3921 soucasnych kutrakid nekorelovala s jejich
vékem (p > 0,05; Graf 8b).
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Graf 9a, b: Vliv pohlavi a skoére ve Fagerstromové testu zavislosti na nikotinu (p > 0,05)

na relativni expresi miR-3921 u soucasnych kufaku pied odvykaci ktirou

Relativni exprese miR-3921 soucasnych kufaki se neliila podle pohlavi (Graf 9a).
Skore ve Fagerstromové testu zavislosti na nikotinu nekorelovalo s relativni expresi

miR-3921 ve skupin¢ soucasnych kuiaku (p > 0,05; Graf 9b).
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Graf 10: Statistické srovnani vysledku relativni exprese miR-5094 u skupin nekuiaku
(kontrolni), soucasnych kutaki, tfitydennich exkufakll a ro¢nich exkuiaki (o p > 0,05;

m p>0,05; * p>0,05; ** p>0,05; *** p>0,05)

Data relativni exprese miR-5094 byla u jednotlivych skupin porovnana (Graf 10).
Relativni exprese miR-5094 mezi nekuiaky a soucasnymi kufaky se nelisila (p > 0,05).
Ttitydenni odvykaci kara nezménila relativni expresi miR-5094 (p > 0,05). Zadna zména
v relativni expresi mMiR-5094 nebyla zjisténa ani po ro¢nim odvykani (p > 0,05).

Relativni exprese miR-5094 se u nekufaka a ro¢nich exkuiaku nelisila (p > 0,05).
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Graf 11a, b: VIiv hodnoty pack-year a v€ku na relativni expresi miR-5094 u soucasnych
kurakt pred odvykaci karou (p > 0,05; p > 0,05)

U soucasnych kutakl hodnota pack year nekorelovala s relativni expresi miR-5094
(p > 0,05; Graf 11a). Relativni exprese miR-5094 soucasnych kutakt nekorelovala s jejich
vékem (p > 0,05; Graf 11b).
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Graf 12a, b: Vliv pohlavi a skoére ve Fagerstromoveé testu zavislosti na nikotinu (p > 0,05)

na relativni expresi miR-5094 u soucasnych kurakt pied odvykaci kiirou

Relativni exprese miR-5094 soucasnych kutaki se neliSila podle pohlavi (Graf 12a).
Skore ve Fagerstromové testu zavislosti na nikotinu nekorelovalo s relativni expresi

miR-5094 ve skupiné soucasnych kuiaku (p > 0,05; Graf 12b).
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3.3 Diskuze

Byl proveden skrinink na 9 jedincich, ktery ukazal, ze hladiny péti miRNA byly ovlivnény
koufenim testovanych osob. A ptedpokladalo se jejich vyuziti jako biomarkerd.

Na zéklade téchto zjisténi bylo provedeno podrobnéjsi testovani u ¢tyi miRNA —
miR-337-3p, MiR-3613-5p, miR-3921, miR-5094, které mélo potvrdit, pfipadné zamitnout
moznost dal§iho zkoumani miRNA.

Celkem bylo otestovano 43 jedincu. 25 jedinct priSlo znovu na odbéry po 3 tydnech
apo roce. Zbyvajici jedinci predstavovali kontrolni skupinu. Byla snaha dosahnout
dostatecné ruznorodosti ve véku a také stejného poméru pohlavi. Presto se nejedna
0 reprezentativni vzorky.

Kvili vyse zminénym divodim nejsou ziskané hodnoty, ale 1 zavéry dostatecné
statisticky dulezité, ale pro testovani hypotézy 1ze povazovat mnozstvi a riznorodost vzorku

za dostacujici.
3.3.1 miR-337-3p, miR-3613-5p, miR-3921 a miR-5094

Na zacatku celého meéteni se vychazelo z vySe uvedeného skrininku, ktery poukézal
na ovlivnéni exprese ¢tyi miRNA koufenim testovanych jedincd. Dalsi zkoumani tohoto
fenoménu, které bylo naplni této prace, neukazalo souvislost mezi koufenim a relativni
expresi MIiR-337-3p, miR-3613-5p, mMiR-3921 a miR-5094. Je tedy dulezité,
aby po primarnim skrininku a nalezeni moZzného biomarkeru nasledovalo dalsi testovani
na veétsi skupiné vzorki. A pro budouci vyuziti biomarkerti by méla byt pomoci valida¢ni
studie ovéfena vyslovena hypotéza jejich rozdilné exkrece v ramci srovnavanych skupin.
Vhodné je zatadit srovnani se skupinou jedinct piedstavujicich kontroly, nebo pfipadné také
zatadit vzajemné srovnani v ramci podskupin (Hoorn et al., 2005). V tomto piipadé
se projevila zavadéjici vlastnost skrininku, ktery lze pouzit pouze jako primarni zdroj
vyhledavani iregulovanych, ¢i jinak pozménénych slozek systému. Je podstatné, aby bylo
poté zafazeno dalSi rozsahlej$i méfeni, které potvrdi, anebo vyvrati pfedchozi zjiSténi
(Banerjee et al., 2015).

Statisticky ptredstavuje nalezeni odlisn¢ exprimovanych genid problém, nebot’ kromée
zjisténé zmeny exprese genu, chceme o této zméné shromazdit S néjakou pravdépodobnosti
ditkazy. Lze si pomoci testovanim vicendsobnych hypotéz. To pfedstavuje realizaci testu
pro kazdy gen nulové hypotézy soucasné bez asociace mezi hladinami exprese a odpovéd'mi,
nebo kovariacemi. Srovnavani exprese tak velkého mnozstvi genii vede k problému

nasobného testovani hypotéz a jednou ze dvou chyb je chyba typu I. A proto piestoze byl
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vysledek srovnani exprese miR-3921 mezi skupinami nekufdki a ro¢nich exkutrakt
statisticky vyznamny, jedna se 0 faleSn¢ pozitivni vysledek. Pokud pouZijeme nejvice
pouzivané feseni — Bonferroniho proceduru, ktera zamitne kazdou hypotézu s hodnotou
p <o/m (a — zvolena hladina vyznamnosti testu, m — pocet zaroven provedenych testi),
vysledek jiz nedosahuje statisticky vyznamnych hodnot (Ge et al., 2003).

U soucasnych kufakt byly vysledky jejich prvniho odbéru vztaZzeny na dalsi
proménné, ktery mohly modifikovat celkovy vliv koufeni na expresi miRNA — pack-year,
vek, pohlavi a skore ve Fagerstromové testu zavislosti na nikotinu. Korelace dat relativni
exprese miR-337-3p, miR-3613-5p, miR-3921 a miR-5094 se zminénymi faktory neukazala,
ze jimi byla hladina miRNA ovlivnéna.

Vyzkum téchto miRNA demonstroval, ze data jsou nahodn¢ distribuovana,
a nepotvrdilo se spojeni téchto MIRNA s koufenim a jeho negativnim dopadem na jejich
expresi. Lze predpokladat, Ze pack-year, v€k, pohlavi a skore ve Fagerstromové testu
zavislosti na nikotinu Se nefadi mezi majoritni faktory ovliviiujici expresi sledovanych
miRNA.

Dosud nebyly provedeny vyzkumy, ve kterych by byly sledovany rozdily v hladinach
exosomalni miRNA v moc¢i mezi soucasnymi kufdky, tfitydennimi exkuraky a ro¢nimi
exkuraky. Divodem miize byt, Ze moc¢ je komplikovany vzorek, protoze oproti krvi a séru
se jedna o odpadni produkt téla. Jednotlivé slozky moci se u jednotlivcti mohou vzajemné
velmi liSit a ztézovat tak vysetfeni. Na stejné téma byly provedeny studie pouze na plasmé
(Banerjee et al., 2015; Takahashi et al., 2013). Ovsem i se vzorky plazmy mize byt problém,
kterym je hemolyza, ktera nasledné mize mit vliv na hladiny miRNA (Kirschner et al., 2011;
McDonald et al., 2011; Pritchard et al., 2012).

Banerjee a kolegové (2015) se snazili nalézt mezi mIRNA nové potencialni
biomarkery a zaroven hledali miRNA s riznou expresi U zdravych kutakt, nekuraka
a exkurakt. Vzorky byly stejné jako v této studii testovany v duplikatech. Hledala
se korelace mezi hladinami miRNA a celkového ekvivalentu nikotinu v moc¢i (TNEQ)
a efektivni davky kyanoethylvalinu (CEVal — adukt akrylonitrilu hemoglobinu). Na zakladé
TNEQ bylo mozné monitorovani rutinniho koufeni béhem par dni a CEVal odpovidalo
rutinnimu koufeni za nékolik mésicu. Celkem bylo testovano vice jedinct, a to konkrétné
70. Byla stanovena také jasna kritéria pro jednotlivé skupiny, které byly monitorovany
po kratsi dobu 6 mésici. Byly odebrany dva vzorky plazmy. Pouziti plazmy vyZadovalo
pouziti jiné metodiky. Rozdil se tykal rovnéz i detekéni technologie — SYBR® green-based,
a piistroje — Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR systém.
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Ziskana data byla normalizovana matematickym korek¢nim faktorem a primérem
obvykle exprimovanych cili miRNA u vSech vzorkli. Zména exprese byla pocitana
obdobnym zplisobem, ktery vychazi ze vzorce 244", Vysledky ukéazaly pouze na mir-124,
jejiz exprese byla koufenim zvySena. Snizeni jeji hladiny u exkuiakt bylo pravdépodobné
spojeno s odvykanim koufeni. Regresni analyza pak poukazala na vztah davky a u¢inku mezi
expresi mir-124 a biomarkerem CEVal. OvSem pfi zahrnuti dalSich souvisejicich faktort —
veék, pohlavi, pack-year, nebyl vztah jiz signifikantni. MiRNA let-7a, jako dal$i z moznych
miRNA ovlivnénych koufenim, naopak prokazala korelaci az pti zahrnuti dalSich faktori,
a to pouze u biomarkeru TNEQ (Banerjee et al., 2015).

Vliv koufeni na hladiny miRNA v plazmé& byl pfedmétem 1 dalsi studie. Cilem
vyzkumu bylo zjistit, jakym zptisobem zmény v hladindich miRNA vystihuji patogenni
pusobeni riznych chorob. Pocet zkoumanych osob byl nizsi, jednalo se o 11 kutéka
a 7 zdravych nekufakua. Jedinci byli v§ichni muzi a byli charakterizovani na zakladé véku,
vySky a vahy. Kufaci byli dale definovani také obsahem nikotinu v plazmé, vékem
na zacatku koufeni, poctem cigaret za den, lety koufeni, pack-year a oblibenou znackou
cigaret. Primeéry charakteristik jedinct byly v porovnani s timto vyzkumem nizsi. Pouzita
metodika byla rozdilna s ohledem na vyuziti plazmy jako testovaného vzorku. K analyze
pomoci kvantitativni real-time PCR byla vyuzita Tagman Human MicroRNA Array. Méfeni
probihalo na 7900HT Fast Real-Time PCR systému. Kromé exprese miRNA byla sledovana
I koncentrace nikotinu a kotininu v plazmé. Statistické zhodnoceni rozdili v ramci skupin
kuraki a nekurdktt bylo provedeno pomoci neparového oboustranného t-testu
(Takahashi et al., 2013).

Podafilo se nalézt zmény u 44 miRNA, které se liSily svymi hladinami u kuiaki
a nekufakl. Zaroven nebyla shledana spojitost mezi expresi miRNA a hladinami nikotinu
a kotininu v plazmé, ani spojeni s predeslym koufenim u kuraku. Diference vysledkt pouze
Ctyf osob vySetfovanych v dobé koufeni a v dobé odvykani vedla k zavéru, Ze koufeni
rozhodné ovlivituje expresi miRNA v plazmé. Jejich srovnani s nekuiaky pak ukazalo,
ze hladiny miRNA se po zastaveni koufeni vratily na aroven nekutakt. V zavéru studie bylo
poukazano na nutnost zohlednéni faktoru koufeni pii hledani miRNA jako potencialnich
biomarkert riznych onemocnéni (Takahashi et al., 2013).

Vyzkum Takahashi a kolegti (2013) byl kritizovan Banerjee a kolegy (2015) za nizky
pocet dobrovolnikti vedouci k moznym falesné pozitivnim hodnotam u nékterych miRNA.
Zaroven U znovu testovanych 17 miRNA se neprokazala v ¢lanku deklarovana zména
exprese na zakladé koufeni. Toto zjiSténi pfisuzovali pouziti malého poctu vzorkd,

¢i Spatnému statistickému vyhodnoceni. Navic poukazali na vhodnost vyuziti metody
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mircoarray pro vysoce u¢inny skrinink. OvSem ziskana data, zvlasté ta odchylena, podle nich
poté musi byt potvrzena pomoci specifi¢téj$i a citlivéjsi metody QRT-PCR
(Banerjee et al., 2015). Vysledky této prace jen potvrzuji zavér tohoto ¢lanku.

Vliv riznych faktord na hladiny miRNA v plazmé a séru zatim neni zcela zfejmy.
Je otazkou, jestli je u klinickych studii provadénych u ¢lovéka nutné faktory zohlednovat.
Jedna se napiiklad o Zivotni styl, sport, spanek, dopliky stravy, pohlavi, spottebu alkoholu
a cigaret, stres, nebo zivotni prostiedi (Takahashi et al., 2013). Je tézké nalézt idealni
kandidaty do studie, a proto je nezbytné délat kompromisy a zahrnovat do studie jen faktory,
které zasadnim zptisobem ovlivni pozorovani. Vystupem této prace muize byt i jakési snizeni
proménnych, které je nutné zohlediovat pti vytvaieni experimentalnich studii u ¢loveka.
Jednou z nich muize byt pravé koufeni.

Vyzkumy (Butz et al., 2016; Deli¢ et al., 2016; Foj et al., 2017; Giilli Amuran et al.,
2020; Hirschfeld et al., 2020; Khurana et al., 2017) testovaly vzorky mo¢i a hledaly moznosti
vyuziti miRNA jako biomarkeru pii stanoveni rtiznych onemocnéni. Koufeni nebylo
u testovanych jedinci zohlednovano.

Ve studii (Deli¢ et al., 2016) byla zkoumana deregulace exprese exosomalni miRNA
vV moci a jeji souvislost s diabetickou nefropatii. V prvni skuping bylo kontrolnich jedincii 8
ave druhé 6. Zdravou kontrolou byli jedinci, ktefi nem¢li diabetes a odhadovana
glomerularni filtrace nebyla > 90. Dal$imi informacemi pak byl v&k, pohlavi a pomér
mg albuminu/ g kreatinin v mo¢i.

Foj a kolegové (2017) zkoumali moznost vyuziti miRNA v mocCovém peletu
a exosomech pii detekci a progndze rakoviny prostaty. Celkem u 10 zdravych dobrovolnika
byly sledovany tyto faktory — negativni digitalni rektalni vySetfeni a hladina PSA
(prostaticky specificky antigen) byla nizsi nez 4 ug/l (Foj et al., 2017).

Treti z predstavenych studii (Hirschfeld et al., 2020) sestavala ze 40 zen
jako kontrolnich jedinct. Byl hledan potencial miRNA v mo¢i jako neinvazivnich
biomarkeru pii detekci rakoviny prsu. U kontrolnich jedinct byl proveden skrinink rakoviny
prsu, nebo souvisejicich pfiznakt. Byla provedena prohlidka a prohmatani prsu véetné
regionalnich lymfatickych uzlin.

U vSech tifi studii se u zdravych kontrolnich jedinct zamétovali piedevsim
na vylou¢eni onemocnéni u zkoumané osoby, ktera pak byla oznac¢ena za zdravou kontrolu.
Nebyly zde zohlediiovéany dalsi faktory ovliviiujici zdravotni stav ¢lovéka, prestoze koufeni
je rizikovy faktor u fady onemocnéni (Takahashi et al., 2013). Ovsem diky této praci,
Vv niz nebyl potvrzen zéasadni vliv koufeni na hladiny exprese miRNA v moci, nemusi byt

koufeni zahrnuto do studii jako faktor, ktery by mohl pozménit ziskana data.
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Bylo zjisténo, ze koufeni neovlivituje hladiny relativni exprese miRNA v moci natolik,
aby jejich piipadna zména mohla vést k dalsim vySetfenim a brzké diagnostice chorob
spojenych s koufenim jako rizikovym faktorem. Na druhé strané je nyni mozné priklonit
se k nazoru, Ze koufeni rozsifené v ramci celosvétové populace ovliviiuje relativni expresi
mMiRNA malo. Jsou nutné dalsi studie na stejné téma, piesto Ize jiz nyni hovofit 0 nepatrném
vlivu koufeni na vysledky exprese miRNA ve vyzkumech. Zadna z testovanych miRNA —

miR-337-3p, miR-3613-5p, miR-3921 a miR-5094, neni vhodna pro dalsi vyzkum.
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4 ZAVER

Hypotéza stanovend na zacatku prace nebyla potvrzena. Bylo zjisténo, Ze koufeni
neovliviiuje zadnou MiRNA vybranou ve skrininku — miR-337-3p, miR-3613-5p, miR-3921
a miR-5094, natolik, aby byla zahrnuta do dalSich vyzkumt miRNA v moci. Exprese
jednotlivych miRNA u soucasnych kutakti byla srovnavana i s jejich hodnotami pack-year,
vékem, pohlavim a skérem ve Fagerstrémové testu zavislosti na nikotinu. Zadné spojeni
mezi témito proménnymi a hladinou exprese jednotlivych miRNA nebylo objeveno.

Ukazalo se, ze tyto miRNA nejsou vhodné jako biomarkery pro choroby, u nichz je
koufeni podstatnym faktorem pii vzniku. Prestoze mély tyto ¢tyfi miRNA dle skrininku
nejvétsi pravdépodobnost ovlivnitelnosti své exprese koufenim, Ize po zobecnéni jejich
vysledku prohlasit, ze neni potfeba pfi testovani miRNA sledovat, zdali testovani jedinci
koufi.

Vysledky samotného skrininku se liSily od nasledného testovani, coz potvrzuje
dilezitost ovéfovaciho vyzkumu na vétSim mnozstvi vzorkd kvili dolozeni diikkazu
0 spravnosti pfedchozich vysledka.

Zkoumana skupina kouficich byla slozena z 15 muz a 10 Zen a kontrolni skupina
z 9 muzi a 9 Zen. Kontrolni skupina byla tedy mensi, coz mohlo ovlivnit vysledky. Pohlavi
bylo v obou skupinidch zastoupeno rovnomérné. Naopak vsechny vékové kategorie
zastoupeny nebyly. Tyto skute¢nosti spole¢né s faktem, ze bylo testovano pouze 43 jedincd,
mohou vypovidat 0 nizkém statistickém vyznamu. OvSem pro potvrzeni, nebo vyvraceni
hypotézy byl tento stav dostacujici.

MiRNA svymi vlastnostmi a vyskytem piedstavuji dokonaly prototyp pro neinvazivni
testovani. Celkoveé prace potvrzuje a podporuje dalsi zkoumani miRNA a jejich vyuziti
jako biomarkeru. Naznacuje, Ze stanoveni miRNA, napiiklad i moci, se v budoucnu mozna
stane nedilnou soucasti vySetfeni u n¢kterych onemocnéni. Bohuzel je vyzkum nyni teprve
na zacatku, a je potfeba hledat odpovédi na mnohé otézky a nalézt ptipadna feseni n€kterych

problémd.
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