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Nedavné experimentalni prace upozornily na enormni vyznam tzv. mikroRNA v posttranskripéni regulaci exprese genu.
MikroRNA jsou jednofetézcové molekuly o délce asi 22 nukleotidir patiici do rodiny tzv. nekédujicich RNA. MikroRNA
navozuji sniZzeni ,messenger‘ RNA, a tak inhibuji syntézu proteint na transla¢ni tirovni. Jediny specificky typ mikroRNA
reguluje expresi celého retézce genti kédujicich funkéné nebo strukturalné€ souvisejici proteiny. Experimentalni prace
ukézaly, Ze mikroRNA jsou klicové regulatory gent ovliviiujicich riist a hypertrofii kardiomyocytt, jejich kontraktilni funk-
ci a elektrickou vodivost. Tento prehledovy ¢lanek shrnuje soucasné poznatky o vyznamu mikroRNA ve vyvoji srdce
a patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni.
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Recent experimental work has highlighted the enormous importance of what is referred to as microRNAs in the post-
transcriptional regulation of gene expression. MicroRNAs are single-stranded RNA molecules of about 22 nucleotides in
length belonging to the family of non-coding RNA. MicroRNAs induce a decrease in “messenger® RNA thereby inhibiting
protein synthesis at translation level. The only specific type of microRNAs regulates the expression of a whole chain of
genes encoding functionally or structurally related proteins. Experimental work has identified microRNAs as key regulators
of genes affecting the growth and hypertrophy of cardiomyocytes, their contractile function, and electrical conductivity.
This review article summarizes current concepts regarding the relevance of microRNAs in heart development and patho-
genesis of cardiovascular disease.
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uvob

Kédujici sekvence zahrnuji méné nez 1,5% lidského
genomu.? Nicméné, pfiblizné 90% genomu je iéinné
transkribovano.® Je proto ziejmé, Ze vétSina tran-
skripéniho produktu se sklada z nekédujicich RNA,
fj. RNA, které nejsou preloZeny do proteinti. Ukazuje
se, Ze vétSina z nekédujicich RNA neni pouze odpad
transkripce, ale naopak hraje vyznamnou roli v regu-
laci exprese genli na pretranskripéni a posttran-
skripéni urovni. Dnes je popsano nékolik trid
nekoédujicich RNA, mezi néZ patii i tzv. mikroRNA
(miRNA). MiRNA jsou jednoretézcové molekuly o dél-
ce asi 22 nukleotidd, které v evoluci predstavuji
vysoce konzervativni tfidu RNA. Dosud je znamo

pribliZzné 500-1 000 ruznych typu savéich miRNA,
které tvori vice nezZ 3% lidského genomu.®4 Kazdy typ
miRNA reguluje desitky aZ stovky genti. Odhaduje se,
Zze miRNA celkem kontroluji expresi az 30% vSech
gentt kédujicich proteiny. Postupné byla prokazéana
funkce miRNA v embryonalnim vyvoji® a v patofyzio-
logii nadort1.® Velmi recentné byla popsana klicova
role miRNA v patogenezi hypertrofie myokardu,!?
srde¢niho selhani,”!? kardiomyopatie,'¥ v arytmoge-
nezi’® a angiogenezi.!'® Rovnéz jsou testovany moz-
nosti terapeutického ovlivnéni té€chto procest inhibici
specifickych miRNA. Na ustfedni vyznam miRNA
v regulaci exprese genti ukazuje i fakt, Ze za jejich
objev byla v roce 2006 udélena Nobelova cena za fy-
ziologii nebo medicinu.

*Tato prdce byla podporena Vyzkumnym zameérem Univerzity Karlovy v Praze ¢. MSM 0021620817,
udélenym Ministerstvem $kolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky.
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SYNTEZA MiRNA A MECHANISMUS UCINKU

MiRNA je transkribovana jako ¢ast del$i molekuly
(priblizné 2 kb; pri-miRNA), ktera je posléze Sté€pena
enzymem RNazou III Drosha ve spolupraci s RNA
vazebnym proteinem DGCRS8 (DiGeorge syndrome
critical region gene 8) na pre-miRNA (70 nukleotidt)
(obrazelk 1). Pre-miRNA je poté transportovana expor-
tinem-5 do cytoplazmy, kde je dale Stépena ribonuk-
leazou Dicer do 22 nukleotidovych komplext. Jeden
retézec zralé miRNA je vclenén do komplexu RISC
(miRNA-induced silencing complex) pomoci vazby na
proteiny Argonaute. Komplex RISC se pies miRNA
vaze na 3’-UTR (3 untranslated region) — cilové ,mes-
senger” RNA a vede k jeji degradaci nebo zastaveni
translace s naslednou inhibici syntézy proteinti.
sMessenger‘ RNA ,umléend” navazanym komplexem
RISC je poté sekvestrovana v tzv. P téliskach, a tim
vyfazena z transla¢ni masSinerie. Jedna miRNA muzZe
inaktivovat mnoho raznych messenger RNA a naopak,
jedna messenger RNA muiZe byt inaktivovana ruznymi
miRNA. Timto mechanismem dochazi k amplifikaci
a k ti€inné ,,down" regulaci exprese gent na posttran-
skripéni tirovni. Cast miRNA se dostava zpét do jadra,
kde se podili na ,up” regulaci exprese genu. Odhadu-
je se, Ze miRNA kontroluje expresi asi tfetiny vSech
genu lidského genomu.

ROLE MIiRNA V EMBRYOGENEZI

V prubéhu embryogeneze sehraji miRNA ustfedni roli
pii vzniku specifickych bunéénych linii a udrZeni
jejich identity."” Napriklad u mysi vede inaktivace
ribonukleazy Dicer (zastaveni tvorby veskeré miRNA)
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Syntéza miRNA a jeji mechanismus u¢inku; popis

Reprodulkovdno z citace 21 se souhlasem vydavatele.
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k amrti embrya pred gastrulaci. Selektivni eliminace
aktivity Dicer v koncetinach, svalech, plicich nebo
ktzi vede k t€Zkym morfologickym defektiim téchto
organu. Inaktivace Dicer ve vyvijejicim se srdci vede
k rozvoji dilata¢ni kardiomyopatie a srdec¢niho selha-
ni."® Vytazeni Dicer v endotelidlnich burnkach vede
k porusSe angiogeneze. Detailni popis podilu jednotli-
vych typt miRNA na vyvoj embrya a plodu piesahu-
je napln tohoto ¢lanku. Tato problematika je detailné
zpracovana v piehledovych ¢lancich.!719

PROFIL EXPRESE MiRNA V SRDCI U RUZNYCH
NEMOCI

Exprese miRNA je tkanové specifickd a dynamicka
v zavislosti na metabolickém stavu, stadiu nemoci,
1é¢bé atd. Nejvice zastoupené miRNA v dospélém srdci
jsou miR-1, miR-133, miR-126-3p, miR-30c a miR-26a.?
Profil exprese miRNA je specificky pro urc¢ité onemoc-
néni. Odlisné profily se nachazeji u pacientti s dila-
taéni kardiomyopatii, ischemickou kardiomyopatii
nebo aortalni stenézou."¥ Obrdzek 2 ukazuje rozdilnou
expresi miRNA u hypetrofie a infarktu myokardu.
Naprtiklad miR-1, miR-181b, miR-29a a miR-30a/e
jsou ,down" regulovany u hypertrofie, ale ,up” regu-
lovany u ischemie myokardu. Jiné miRNA (miR-208,
miR-214, miR-320 a miR-351) vykazuji opa¢né zmény.
Béhem patologické hypertrofie myokardu dochazi
k reaktivaci genti uplatiiujicich se ve fetalnim vyvoji.
Proto neprekvapuje, Ze vzor miRNA exprese u selha-
vajiciho srdce se velice podoba profilu miRNA v srdcich
dvanacti- aZ ¢trnactitydennich plodu.” Je zajimavé,
Ze nadmeérna tvorba jediného typu miRNA vede k roz-
voji patologické hypertrofie. Toto zjiSténi je velice
vyznamné pro potencialni 1é¢bu, zamérenou na inhi-
bici specifického typu miRNA (viz niZe). Exprese
miRNA se méni v ¢ase. Je proto pravdépodobné, Ze
se profil exprese miRNA bude ménit béhem prechodu
hypertrofie myokardu do srde¢niho selhani. V expe-
rimentalnim modelu hypertrofie se exprese miR-126-5p
v Case zvySovala v zavislosti na progresi hypertrofie,
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Obr.2 OdliSna exprese miRNA u srde¢ni hypertrofie
a infarktu myokardu. MiRNA nad pri¢nou ¢arou jsou ,up*
regulované a miRNA pod ¢arou jsou ,down“ regulované.
MiRNA, které jsou nejdale od pricné c¢ary, jsou miRNA
s nejvetsi reprodukovatelnosti mezi rtiznymi laboratoremi
(u hypertrofie) nebo s nejvétsimi zménami proti normeé
(u infarktu). Oramované miRNA oznacuji miRNA, které jsou
regulovany v opa¢nych smeérech u hypertrofie a infarktu
myokardu.

Reprodulkovdno z citace 23 se souhlasem vydavatele.
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zatimco dochéazelo k postupnému utlumu exprese
miR-29b.MV

VYZNAM MiRNA V ARYTMOGENEZI

Elektricka aktivita srdce zavisi na mnoha typech
iontovych kanala, jejichZ interakce udrZuje normalni
srde¢ni rytmus. Mutace gent kédujicich proteiny
iontovych kanalti nebo jejich aberantni exprese vede
k arytmiim. MiRNA reguluji expresi fady genti pro
iontové kanaly v myokardu. Alterace profilu exprese
miRNA u rtiznych onemocnéni se pak muZze vyznam-
né podilet na arytmogenezi. Napfiklad pfi infarktu
myokardu dochazi k ,up“ regulaci miR-1. Bylo pro-
kazano, Ze dodani miR-1 do zdravého myokardu
pomoci virového vektoru zvySuje nachylnost srdci ke
komorové tachykardii nebo fibrilaci komor.1® Tyto
ucinky byly reverzibilni po blokdd€ miR-1 specifickym
antagomirem (viz niZe). Arytmogenni ti€¢inek miR-1 je
pravdépodobné zprostfedkovan inhibici genu pro
connexin 43 a pro draslikové kanaly (KCNJ2/Kir2.1).
Dochazi tak ke sniZeni vodivosti kardiomyocytu, a tak
k predispozici ke komorovym arytmiim. Jinym prikla-
dem muZe byt .down® regulace exprese miR-133
u patologické hypertrofie myokardu, ktera usnadnu-
je vznik malignich arytmii; MiR-133 inhibuje geny pro
pacemakerové kanaly HCN2 a HCN4. HCN2 je prito-
men hlavné na membrané kardiomyocyti komor, kde
jeho zvySena aktivita, napriklad v duasledku ,down*®
regulace miR-133, vede ke vzniku extrasystol a tak
arytmii, které jsou extrasystolami spousStény. latro-
genni manipulace profilu miRNA u rtiznych onemoc-
néni tak otevira cestu pro kauzalni antiarytmickou
terapii.

MiRNA, FUNKCE ENDOTELU A ANGIOGENEZE

Z hlediska angiogeneze 1ze miRNA rozdé¢lit na stimu-
lujici (proangiogenni) a inhibujici (antiangiogenni)
angiogenezi. Mezi hlavni proangiogenni miRNA patfi
miR-130a, miR-17-92, Let-7f, miR-27b, miR-378
a miR-210.?Y Kli¢ové antiangiogenni miRNA zahrnuji
miR-221, miR-222, miR-15, miR-16 a miR-20. Iden-
tifikace hlavnich miRNA pro angiogenezi je nesmirné
dtlezita napf. pro terapii nddorovych onemocnéni.
Selektivni a cilena inhibice proangiogennich miRNA
v kombinaci s cytostatikem je nyni testovana v mno-
ha experimentalnich laboratofich. Dalsi pracovisté se
zabyvaji roli miRNA v klicovych procesech ¢asnych
stadii aterosklerézy. Zkouma se zejména ucinek
miRNA na funkci a fenotyp endotelu, expresi adhez-
nich molekul, zanétlivou odpovéd v intimé cév, zménu
monocytd v pénové buriky apod.

INHIBICE MiRNA JAKO NOVA KAUZALNi TERAPIE
KADIOVASKULARNICH ONEMOCNENI

Utinek specifického typu miRNA Ize blokovat oligo-
nukleotidovym fetezcem, ktery jednak brani vazbé
komplexu RISC na messenger RNA, jednak vede
k ,down" regulaci syntézy specifické miRNA t¢inkem
v bunécéném jadre. Tyto oligonukleotidy se nazyvaji
antagomiry. Antagomiry se pripravuji chemickou
syntézou a poté se upravuji pro intravenézni podani.
Antagomiry jsou velice i¢inné a silné blokatory Gi¢in-
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ku miRNA. Jednorazova intravenézni infuze antago-
miru vede k dlouhodobé inhibici specifické miRNA
zfejmé v dusledku dlouhého polo¢asu endogenni
miRNA. V experimentu vedla jednorazova infuze
antagomiru miR-133 k trvalé ,down" regulaci exprese
a ucinku miR-133 s rozvojem srdec¢ni hypertrofie
s reaktivaci fetalnich gent.!'” Zajimavé jsou i modely
trvalé exprese antagomiru po vpraveni do genomu
lentiviru, kterym infikujeme cilovou bunku, napft.
kardiomyocyt.??

ZAVER

Soucasné studie prokazaly, Ze miRNA moduluji Siro-
ké spektrum srde¢nich procesti s vyznamnymi klinic-
kymi implikacemi. Porozuméni regula¢nim funkcim
miRNA zlepsi naSe znalosti o kardiovaskularnich
onemocnénich a snad i umozni jejich kauzalni 1é¢bu
na urovni exprese gentl specifickymi blokatory miRNA
antagomiry. Je nutné si uvédomit, Ze miRNA, které
jsou modulovany béhem srde¢nich onemocnéni, se
nutné nemuseji podilet na jejich patogenezi. Je proto
nezbytné, aby na sérii pokust, které definovaly pro-
fily exprese miRNA u jednotlivych onemocnéni,
navazovaly prace studujici funkci modulovanych
miRNA. Odhaleni regula¢nich okruhti miRNA pred-
stavuje dozajista velkou vyzvu, ale také mtiZe poskyt-
nout novy cil pro kauzalni lécbu srdec¢nich
onemocneéni.

LITERATURA

1. Lander ES, Linton LM, Birren B, et al. Initial sequencing
and analysis of the human genome. Nature 2001;409:
860-921.

2. Birney E, Stamatoyannopoulos JA, Dutta A, et al.
Identification and analysis of functional elements in 1%
of the human genome by the ENCODE pilot project.
Nature 2007;447:799-816.

3. Lewis BP, Burge CB, Bartel DP. Conserved seed pairing,
often flanked by adenosines, indicates that thousands
of human genes are microRNA targets. Cell 2005;120:
15-20.

4. Miranda KC, Huynh T, Tay Y, et al. A pattern-based
method for the identification of MicroRNA binding sites
and their corresponding heteroduplexes. Cell 2006;126:
1203-17.

5. Blakaj A, Lin H. Piecing together the mosaic of early
mammalian development through microRNAs. J Biol
Chem 2008;283:9505-8.

6. Calin GA, Dumitru CD, Shimizu M, et al. Frequent
deletions and down-regulation of micro- RNA genes
miR15 and miR16 at 13ql4 in chronic lymphocytic
leukemia. Proc Natl Acad Sci U S A 2002;99:15524-9.

7. Thum T, Galuppo P, Wolf C, et al. MicroRNAs in the
human heart: a clue to fetal gene reprogramming in
heart failure. Circulation 2007;116:258-67.

8. Tatsuguchi M, Seok HY, Callis TE, et al. Expression of
microRNAs is dynamically regulated during cardio-
myocyte hypertrophy. J Mol Cell Cardiol 2007;42:1137-41.

9. Sayed D, Hong C, Chen IY, Lypowy J, Abdellatif M.
MicroRNAs play an essential role in the development of
cardiac hypertrophy. Circ Res 2007;100:416-24.

10. Care A, Catalucci D, Felicetti F, et al. MicroRNA-133
controls cardiac hypertrophy. Nat Med 2007;13:613-8.
11. Cheng Y, Ji R, Yue J, et al. MicroRNAs are aberrantly
expressed in hypertrophic heart: do they play a role in
cardiac hypertrophy? Am J Pathol 2007;170:1831-40.

Cor Vasa 2008;50(12):460-463



12.

13.

14.

15.

16.

17.

Inzerce

van Rooij E, Sutherland LB, Liu N, et al. A signature
pattern of stress-responsive microRNAs that can evoke
cardiac hypertrophy and heart failure. Proc Natl Acad
Sci U S A 2006:103:18255-60.

van Rooijj E, Sutherland LB, Qi X, Richardson JA, Hill
J, Olson EN. Control of stress-dependent cardiac growth
and gene expression by a microRNA. Science 2007;316:
575-9.

Ikeda S, Kong SW, Lu J, et al. Altered microRNA expres-
sion in human heart disease. Physiol Genomics 2007;31:
367-73.

Yang B, Lin H, Xiao J, et al. The muscle-specific micro-
RNA miR-1 regulates cardiac arrhythmogenic potential
by targeting GJA1 and KCNJ2. Nat Med 2007;13:
486-91.

Ji R, Cheng Y, Yue J, et al. MicroRNA expression
signature and antisense-mediated depletion reveal an
essential role of MicroRNA in vascular neointimal lesion
formation. Circ Res 2007;100:1579-88.

Fazi F, Nervi C. MicroRNA: basic mechanisms and
transcriptional regulatory networks for cell fate deter-
mination. Cardiovasc Res 2008;79:553-61.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Chen JF, Murchison EP, Tang R, et al. Targeted deletion
of Dicer in the heart leads to dilated cardiomyopathy
and heart failure. Proc Natl Acad Sci U S A 2008;105:
2111-6.

Thum T, Catalucci D, Bauersachs J. MicroRNAs: novel
regulators in cardiac development and disease. Cardio-
vasc Res 2008;79:562-70.

Lagos-Quintana M, Rauhut R, Yalcin A, Meyer J,
Lendeckel W, Tuschl T. Identification of tissue-specific
microRNAs from mouse. Curr Biol 2002;12:735-9.
Urbich C, Kuehbacher A, Dimmeler S. Role of microRNAs
in vascular diseases, inflammation, and angiogenesis.
Cardiovasc Res 2008;79:581-8.

Scherr M, Venturini L, Battmer K, et al. Lentivirus-
mediated antagomir expression for specific inhibition of
miRNA function. Nucleic Acids Res 2007;35:e149.
Yang B, Lu Y, Wang Z. Control of cardiac excitability by
microRNAs. Cardiovasc Res 2008;79:571-80.

Doslo do redalkce 4. 11. 2008
Prijato k otisténi 18. 11. 2008




