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Preeklampsia (PE) je multisystémova porucha stvisiaca s vysokou mortalitou a morbiditou matky a plodu. Jed-
nym z najzavaznejsSich aspektov preeklampsie je, Ze zatial neexistuju ziadne véasné varovné priznaky alebo ri-
zikové markery a patogenéza PE je tak stale zle vysvetlena. Objav miRNA priniesol nové poznatky v zakladnom
poznani o regulacii génovej expresie, no nachadza uplatnenie aj v klinickej praxi ako novy typ biomarkerov. Exo-
z6my mézu mat potencialnu tlohu ako aktivacné ¢inidla pri endotelovej dysfunkcii charakteristickej pre PE. Pod-
I'a aktualnych poznatkov existuji mikroRNA s odliSnou expresiou v pripadoch s PE a méze byt dolezita v samot-
nej patofyziol4gii ochorenia. MikroRNA markery PE mdzu pomoct pri pochopeni stavu a patogenézy a mozu byt
nastrojom pre preventivne stratégie na znizenie prevalencie, zavaznosti ochorenia a suvisiacich komplikacii.
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Preeclampsia in connection with exosome and miRNA

Preeclampsia (PE) is a multisystemic disorder related to high mortality and morbidity of a mother and her foe-
tus. One of the most serious aspects of preeclampsia is that there are no early warning signs or risk markers
and pathogenesis of PE is still poorly explained. The discovery of microRNA has brought new insights into the
basic knowledge of the regulation of gene expression, but it has also been found as an application of a new type
of a biomarker in clinical practice. Exosomes may have a potential role as activating agents in endothelial dys-
function, a hallmark of PE. According to current knowledge, microRNA with different expression in PE cases ex-
ists and may be important in the pathophysiology of the disease. MicroRNA markers of PE could help in under-
standing the condition and pathogenesis and could be a tool for preventive strategies to reduce the prevalence,

the severity of the disease and related complications.
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Uvod

Kazdy rok sa preeklampsia (PE) rozvinie u 10 miliénov
Zien na celom svete, pricom niektoré z nich zomru na PE
a s nou suvisiace hypertenzné ochorenia. Pocet deti, ktoré
zomru na tieto komplikacie, je tiez velmi vysoky. PE pred-
stavuje jednu z najzavaznejSich komplikacii pocas tehoten-
stva, ktora postihuje 2 — 8 % vSetkych tehotnych Zien a je
zodpovednd takmer za 40 % predcasnych porodov pred 35.
tyzdriom tehotenstva®™. PE je klinicky definovana ako novy
nastup hypertenzie pocas druhej polovice tehotenstva. Pred-
poklada sa, Ze PE sa zacina asymptomatickou fazou pocas
prvého trimestra gravidity, ked uz dochadza k nedostatocnej
invazii trofoblastu a k neldplnej remodelacii Spiralovych arté-
rii. Oba tieto procesy prispievaju k zvySeniu oxida¢ného stre-
su a vzniku systémovej endotelovej dysfunkcie, ktora vedie
k charakteristickym prejavom PE v neskorsich fazach ocho-
renia®. V sticasnosti neexistuje Ucinna liecba, ktora by zabra-
nila dlhodobym nasledkom PE, pretoZe samotna patofyziolo6-
gia ochorenia nie je Uplne objasnena.

Exoz6émy a tehotenstvo

Exozémy su malé bioaktivne vezikuly, tvorené roznymi typ-
mi buniek, z ktorych su sekretované do okolitych telovych
tekutin. Produkuju ich najma T-bunky, B-bunky, dendritické
bunky, kmenové bunky, neurény, epitelové bunky, krvné bun-
ky, tumorové ¢i placentarne bunky. Vyskytuju sa najma v krv-
nej plazme, moci, plodovej vode, cerebrospinalnej tekutine
¢i v materskom mlieku. Velkost exozomov sa pohybuje od
40 do 100 nm. Ich obsah je velmi variabilny a Sirokospek-
tralny. Obsahuju dolezité proteiny z mnohych proteinovych
rodin, ktoré sa zdcastnuju na viacerych bunkovych proce-
su aj nukleové kyseliny, najma mikroRNA (miRNA) a mRNA®
(obrazok 1).

Pocas tehotenstva sa matkin organizmus prispésobuje
mnohym zmenam a procesom. Tuto Ulohu plni najma pla-
centa, ktora sa tiez podiela na reguldcii rastu a vyvoja plo-
du. Nedavne Studie potvrdili, Ze pocas tehotenstva placen-
tarne bunky, konkrétne cytotrofoblasty a syncyciotrofoblasty
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Obrazok 1. Exozém
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uz od 6. tyzdna uvolfiuju exozomy, ktoré sa nasledne dosta-
vaju do matkinej cirkulacie®. Placentou produkované exozo-
my maju rovnaky tvar a velkost ako ostatné exozémy, avsak
obsahuju Specifické proteiny a miRNA, na zaklade ktorych
ich vieme odlisit. Exprimuju typické markery CD63 a PLAP,
tiez proapoptotické molekuly FasL a TRAIL®. V porovnani
s inymi exozémami maju absenciu expresie MHC molekal,
namiesto nich na svojom povrchu exprimujd molekuly
MICA/B a RAET1/ULBP1-5 podobné MHC. Je preukazané,
ze koncentracia exozémov v periférnej krvi matky je vys-
Sia ako u netehotnej Zeny a mozno ich kvantifikovat pomo-
cou markera PLAP. Pocas fyziologického tehotenstva sa ta-
to koncentracia v plazme matky zvysuje, ale v zavislosti od
Stadia tehotenstva sa moze menit®). Placentou produkované
exozdémy mozu v obdobi tehotenstva ovplyviovat aj imunit-
ny systém matky. Vdaka svojim $pecifickym proteinom mo-
Zu znizit proliferaciu a aktivaciu T-buniek, supresiu cytokino-
vej signalizacie, moznu indukciu apoptdzy, a tak prispievat
k celkovej ochrane plodu. Na druhej strane v§ak nadmer-
né potlacenie imunitného systému matky moéze zvysit rizi-
ko infekcii v priebehu tehotenstva. Pocas tehotenstva nepro-
dukuje exozémy iba placenta, ale aj samotné embryo Ci iné
materské tkaniva®.

Celkovy pocet exozémov pritomnych v materskej plazme
je priblizne 2-ndsobne vyssi u zien medzi 11. az 14. tyzdfiom
tehotenstva, u ktorym bol medzi 22. — 28. tyzdiiom diagnos-
tikovany gestacny diabetes mellitus, v porovnani so Zenami
s normoglykemickym tehotenstvom. Tieto Gdaje naznacujq,
ze zmeny v koncentracii exozomov pritomné v materskom
krvnom obehu v pociato¢nych stadiach tehotenstva prispie-
vaju k rozvoju tehotenskych komplikacii (diabetes a PE) ne-
skor pocas tehotenstva®.

Predchdadzajuce in vitro studie ukazali, Ze hypoxia indu-
kuje uvolfiovanie exozémov z trofoblastickych buniek, kto-
ré ovplyviuju obsah aj interakciu s inymi bunkami. PE je
spojena s placentarnou hypoxiou, ktora vedie k nedostatoc-
nej remodelacii Spiralovej artérie pocas prvych 20 tyzdrov

tehotenstva®. Tieto pozorovania podporuji domneld uZitoc-
nost placentarnych exozémov ako biomarker v ranom teho-
tenstve s rizikom vzniku PE u zZien. AvSak doteraz je malo in-
formacii o exozémovom profile pocas PE tehotenstiev.

mikroRNA

V stcasnosti sa pozornost sustreduje Coraz viac na mo-
lekuly miRNA. miRNA je mal3, priblizne 18 az 24 nukleotidov
diha nekddujica sekvencia, ktorej najddlezitejSou vlastnos-
tou je podielanie na regulacii génovej expresie. Tu ovplyviuje
na zaklade svojej komplementarity s mRNA na 3’ konci. Lud-
sky geném koduje viac ako 1 000 druhov miRNA a zda sa,
Ze mozu ovplyviiovat az 60 % génov. Vacsina miRNA mole-
kul je lokalizovanych v bunkach, no niektoré miRNA, zname
aj ako cirkulujuce, sa nachadzaju v extracelularnom priesto-
re, napriklad v telovych tekutinach. NezvycCajna expresia miR-
NA je pozorovana pri roznych patolégidch a pri zmenach fy-
ziologického stavu®.

Extracelularne miRNA (ECmiRNA) su v sucasnosti pova-
zované za vhodné biomarkery réznych ochoreni, kedze ich
expresny profil z extracelularnych telovych tekutin zobrazu-
je patofyziologicky stav organizmu. Na izolaciu ECmiRNA je
potrebné zvolit vhodnu telovu tekutinu. Periférna krv sa neu-
kazuje ako vhodny zdroj, pretoze bunkové pozostatky z bie-
lych a Cervenych krviniek tiez obsahuju miRNA, ktord moze
ovplyvnit ECmiRNA analyzu. Vyhodnejsie sa preto zda pou-
Zitie plazmy(9,

Vdaka svojmu unikatnemu zloZeniu su exozémy vhod-
né aj na rézne diagnostické ucely. Na diagnostiku mnohych
ochoreni sa vyuzivaju najma ich proteiny a miRNA. Zmena
koncentracie exozomalnych proteinov je asociovana s pato-
I6giami alebo aj s ich progresiou ¢i odpovedou na oxidac-
ny stres®.

miRNA a tehotenstvo

Expresia miRNA nie je zmenenad len v priebehu ochore-
ni, ale aj pocas tehotenstva. Vtedy si miRNA produkované
najma trofoblastickymi bunkami placenty a predpoklada sa,
Ze maju vplyv na angiogenézu, diferenciaciu trofoblastu a re-
guldciu imunitného systému matky i plodu. V priebehu te-
hotenstva mézu byt takisto vyuzité ako biomarkery, pretoze
pozmenena expresia miRNA méoze byt predzvestou kompli-
kécii. Ci uz je tehotenstvo komplikované, alebo nie, placentér-
ne MiRNA su primarne lokalizované v Styroch polycistronic-
kych klastroch. Klastre C19MC a miR-371-3 sa nachadzaju
na chromozéme 19, miR-17-92 na chromozéme 13 a M14MC
na chromozéme 14. PocCas tretieho trimestra placenta okrem
tychto klastrov exprimuje let-7 rodinu, miR-34 rodinu, miR-
29 klaster, miR-195 klaster a miR-181c. miRNA produkované
chromozémom 21, miR-99a, miR-125 b-2 a miR-155, mézu
byt nadexprimované u tehotnych Zien v porovnani s netehot-
nymic.

Najvacsi znamy ludsky miRNA klaster je C19MC a sklada
sa z 54 miR génov. Okrem placenty je exprimovany nedife-
rencovanymi bunkami a uvolfiuje miRNA do matkinho obe-
hu pomocou exozémov tvorenych placentou. Zvy$né klastre
obsahuju podstatne menej génov('?.

Expresia miR génov neostava pocas celého tehotenstva
rovnaka, miR z klastra C19MC sa zvysuju od prvého trimestra
az po treti. Gény z klastra C14MC su upregulované v prvom

2/2017
ewslab

111




Prehladové prace

LEASING

SLOVAKIA

ar

IMPUILS
L EASING

SLOVAKIA

office@impuls-leasing. sk
www. impuls-leasing. sk

trimestri a v trefom uz klesaju. Oproti prvému trimestru je
v tretom trimestri tieZ upregulovany let-7 a miR-34 rodiny
a miR-29a, miR-195 a miR-181c. Tieto rodiny vacsinou zo-
hravaju ulohu v diferencidcii, proliferacii i apoptéze buniek.
Pocas gestacného obdobia miRNA produkované placentou
zohravaju dolezitu ulohu aj v imunitnom systéme, na drovni
vrodenej aj ziskanej imunitnej odpovede. Na rozdiel od inych
mMiRNA su exprimované pocas celého tehotenstva(?).

Preeklampsia v suvislosti s exozomami a miRNA

Ako regulacné molekuly m6ézu miRNA svojou dysregula-
ciou vyznamne ovplyviiovat procesy spajané s vyvinom pla-
centy a s celym tehotenstvom. Mnoho studii preukazalo, ze
zmenena uroven expresie mMiRNA v placente je spdjana s pre-
eklampsiou. Pozorovanymi dysregulaciami su napriklad
DNA metylacia a modifikacia histonov, a teda pravdepodob-
ne nie je nahoda, Ze prave miRNA ma schopnost regulovat
gény tymto sposobom. NajCastejSimi zmenenymi miRNA pri
preeklampsii s miR-210, miR-223 a miR-126, ktoré uzko su-
visia s patogenézou preeklampsie(.

Délezitu ulohu zohrava miRNA v procese angiogenézy,
ktora je rozhodujuca pri remodelacii Spirdlovitych artérii.
Podl'a mnohych stadii viacero upregulovanych miRNA v pre-
eklamptickej placente, napr. miR-210, miR-20 b, brani angio-
genéze a/alebo proliferacii trofoblastu, invazii a migracii.
Avsak niektoré down-regulované (miR-378a-5p, miR-376c),
naopak, podporuju proliferaciu trofoblastu aj invaziu®®. Po-
Cas angiogenézy suU nenahraditelné angiogénne faktory,
ktorych bohatym zdrojom je najma placenta, endometrium
a deciduum. Proces angiogenézy je iniciovany rastovymi fak-
tormi FGF, VEGF ¢i PIGF. Gény tychto faktorov su vsak cie-
'om pre rozne miRNA. Nasvedcuje to tomu, ze miRNA maju
kriticka Ulohu pri tvorbe angiogénnych faktorov pocCas pre-
klinického Stadia preeklampsie. Zistilo sa, ze miR-16, miR-
26 b, miR-29 b, miR-181a, miR-195, miR-222 a miR-335 su
nielen zvySené v preeklamptickej placente, ale ich cielom su
prave VEGF-A a PIGF. Okrem toho niektoré z nich ovplyviio-
vali CYR61, ktory je délezity pre vaskularnu integritu®?. Dal-
Sia Studia poukazuje na miR-126, ktorej cielom je negativny
regulator faktora VEGF. Tato miRNA by preto mohla byt v bu-
ducnosti zvolena ako mozny terapeuticky ciel. Okrem tychto
faktorov v§ak miRNA pozitivne aj negativne vplyvaji na dal-
Sie faktory spajané s placentarnou angiogenézou. So vzni-
kom hypoxie zrejme suvisi aj miR-210, ktorej zvySena uro-
ven expresie je spajana s hypoxiou citlivymi faktormi HIF-1a
a NF-kB. Na zéaklade bioinformatickej analyzy sa predpokla-
da, Ze miRNA z rodiny miR-17, miR-20 a miR-20 b tiez suvi-
sia s angiogenézou svojim vplyvom na HIF-1q, interleukin-8,
EFNB2, EPHB4 a VEGF(®. Bunky syncyciotrofoblastu produ-
kuju Specifické placentarne typy miRNA, ktoré sa z buniek
placenty vbaluju do exozomov a nasledne prechadzaju do te-
lovych tekutin. Priamo z placenty sa teda miRNA moze izo-
lovat, ale jedine pri porode, pretoze pocCas tehotenstva je to
bez ohrozenia plodu a matky nemozné. Preto sa izolacia pla-
centarnych exozémov z maternalnej plazmy javi ako vhodny
neinvazivny pristup na ziskanie placentarnych miRNA s cie-
'om prenatélnej diagnostiky®.
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miRNA sekvenovanie

Vdaka rychlemu pokroku pri technolégiach sekvenovania
novej generdacie vieme sekvenovat aj molekuly RNA s cie-
lom zistit expresny profil. Najcastejsie ide o mMRNA a miRNA.
Vdaka vysokoparalelnému sekvenovaniu moze byt analyzo-
vana celad ludska miRNA populacia, ktord méze byt analy-
zovana aj pomocou gRT-PCR ¢&i RNA mikrocipu®. qRT-PCR
a Microarray su relativne lacné a zauzivané analytické me-
tédy, no ich nevyhodou je, Ze vedia analyzovat jedine zname
sekvencie. Pomocou sekvencénej analyzy mozno objavit aj
nové, doposial neidentifikované typy miRNA.
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