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Abstract. Micro RNA (miRNA) plays an important role in the pathogenesis of many cardiovascular diseases
e.g. cardiac fibrosis, hypertrophy, remodeling and reparation of post-ischemic injury, or myocardial infarction
(MI). Several studies associate regulation of the expression of specific miRNAs, or disruption of the func-
tional components of the RNA interference mechanism, with occurrence of diseases of the cardiovascular
and circulatory system. This review article summarizes the basic understanding of miRNA biogenesis during
organogenesis and physiological expression of specific miRNAs in comparison to their expression in a variety
of cardiovascular diseases such as e.g. coronary atherosclerosis and dilated cardiomyopathy. Results of miRNA
analyses contribute to the improvement of knowledge about the pathogenesis of cardiovascular diseases at
various levels, bring remarkable optimism not only as to the possibility of their usage as diagnostic molecules,
but also as therapeutic targets. Fig. 2, Ref. 23, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Mikro RNA (miRNA) zohréva dolezitu Ulohu pri patogenéze mnohych kardiovaskularnych ochorenti,
napriklad srdcovej fibréze, hypertrofii, prestavbe a oprave post-ischemickych poskodeni, ¢i pri infarkte myo-
kardu (MI). Viaceré $tudie asociuju dereguldciu expresie konkrétnych miRNA, alebo narusenie mechanizmu
interferencie RNA so vznikom ochoreni kardiovaskuldrneho a obehového systému. Tato prehladova préaca
sumarizuje zakladné poznatky o biogenéze miRNA pocas organogenézy a fyziologickej expresie Specifickych
miRNA v porovnani s ich expresiou pri roznych srdcovocievnych ochoreniach, ako napriklad koronérna ate-
roskleréza a dilatacnd kardiomyopatia. Vysledky analyz miRNA prispievaju na réznych drovniach k rozsireniu
poznatkov o patogenéze kardiovaskuldrnych ochoreni a prindsaju nové moznosti ich vyuzitia tak v diagnostike,
ako aj terapii. Obr. 2, Lit. 23, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Vysokd morbidita a mortalita kardiovaskularnych ochoreni je
v ostatnom ¢ase hnacim motorom vyskumu novych markerov
a signalnych molekul zapojenych do regulacie bunkového cyklu,
diferenciacie, ontogenézy a apoptozy. Do popredia sa dostali
najmé $pecifické molekuly, ako napriklad malé interferujice
RNA (siRNA) a mikroRNA (miRNA). Zistilo sa, ze expresia
genetickej informacie je pod prisnou kontrolou post-transkrip¢-
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nych regula¢nych mechanizmov, ktoré zabezpecuju $pecificka
aktivaciu, respektive inhibiciu expresie uréitych génov. Viaceré
$tudie asociuju deregulaciu expresie konkrétnych miRNA, alebo
narusenie mechanizmu interferencie RNA so vznikom ochoreni
kardiovaskularneho a obehového systému (1).

Ulohy $pecifickych miRNA exprimovanych poéas orga-
nogenézy si do znacnej miery stile nezname. Pouzitim in
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vitro a in vivo modelov sa dokdzalo, ze $pecifické typy miRNA
plnia konkrétne ulohy pocas fyziologickych procesov kar-
diovaskuldarneho vyvoja, ale aj pri patologickych stavoch
(2 - 5). Tato prehladovd praca sumarizuje zakladné poznat-
ky o biogenéze miRNA pocas organogenézy a fyziologickej
expresie $pecifickych miRNA v porovnani s ich expresiou
pri vybranych srdcovocievnych ochoreniach (napriklad ko-
rondrna ateroskleréza a dilata¢nd kardiomyopatia). Stadium
mechanizmu interferencie nekédujicich RNA mdze prispiet
k vyvoju novych diagnostickych postupov, zalozenych na
cielenom utlmovani génovej expresie.

Biogenéza $pecifickych miRNA pocas organogenézy
a fyziologickej expresie

Velkost malych, endogénnych, jednovlaknovych RNA mo-
lektl (miRNA) sa pohybuje v rozmedzi 21 -23 nukleotidov.
Vznikaji v jadre a cytoplazme posobenim ribonukledz III
(DROSHA a DICER) z primarneho transkriptu (pri-miR-
NA) cez vlasenkovu prekurzorova Struktaru (pre-miRNA)
(obrazok 1). Patria do skupiny nekodujucich molekul RNA,
ktoré mozeme vseobecne rozdelit do troch hlavnych skupin:
miRNA, siRNA a PIWI interagujice RNA (piRNA) (6).

Molekuly siRNA st odvodené z dlhych, dvojvlaknovych
RNA molekdl, alebo dlhych $truktur stem-loop. Ich zdklad-
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nou tlohou je posttranskripéna supresia transkriptu, a tym
regulacia génovej expresie. Prostrednictvom miRNA teda
dochddza k regulacii diferencidcie, proliferacie a apoptozy
(7, 8).

Pocetné $tudie poukazuji na nezanedbatelnti ulohu miR-
NA-1 a miRNA-133 pri fyziologickych a funkénych procesoch
fetalneho myokardu pocas organogenézy. Zo spolo¢nych
bicistronovych transkriptov, respektive na separovanych chro-
mozdmoch u stavovcov boli generované miRNA-1, miRNA-1s,
miRNA-1-1, miRNA-1-2, miRNA133al, miRNA-133a2 (9).
Vyznamnym regulatorom srdcového rytmu a proliferacie fe-
talnych skeletalnych svalov je miRNA-1, ktora pdsobi cielene
na Delta-Like protein 1 (DLL-1), ¢im podporuje diferencidciu
embryondlnych kmenovych buniek (ESC, Embryotic Stem
Cells) v srdci. Prostrednictvom moduldcie expresie nervovych
i6novych kanalov v srdcovej svalovine ovplyviiuje miRNA-1
srdcovy rytmus a remodeldciu (10). V adultnom tkanive vsak
miRNA-1 znizuje diferencidciu prostrednictvom regulacie ex-
presie Kruppel-Like faktora 4 (KLF4) (11). Naopak, $pecifické
formy miRNA-133 tento proces inhibuji. Delécia izoforiem
miRNA-133al a miRNA-133a2 vedie pocas zlyhania srdca
k supresii mnohych sarkomérovo-asociovanych génov, $pe-
cifickych pre hladku svalovinu. Uvedené protichodné acinky
miRNA-1 a miRNA-133 na diferencidciu a proliferaciu hladkej
svaloviny sa potvrdili aj na kardiomyocytovych bunkovych
liniach (12, 13).



zdravé srdce

prevodny srdcovy systém

arytmia
diferenciacia
kardiostimulator - MiRNA-1

iénové kanaly - miRNA-133

regulator bunkového cyklu

| myocytova hyperplazia

- - MRNA-1-2
proliferacia

hypertrofia srdca

- mRNA-1

- miRNA-21

- MRNA-133

- MRNA-195

- MRNA-208 ——"—= miRNA-208a

Ivertikulamy priehradkovy defekt|

- miRNA-1-2

ACS ki’ MIRNA-133

CAD

transkripCny regulator %\L miRNA-1

AMI ¢ miRNA-30¢

Rabajdova M, et al. Kardiovaskuldrne ochorenia...

hypertrofné srdce

apoptéza
AMI pop
miRNA-320 miRNA-199
a-MHC mRNA hypoxia

TmiRNA—QOB /P miRNA-23a

capl Ji-zuab) \L

Mi<—miRNA-29 1‘miRNA—21

v as ke \L

ECM komponenty MAPK signalizacia ubikvitinova proteolyza

fibréza —| transkripény regulélor'— hypertrofia

\’

zapojenie myozinu

Obrazok 2 Prehlad miRNA zicastiujicich sa fyziologickych a patologickych procesov srdca
Figure 2 Overview of miRNA participating during the physiological and pathological processes of the heart

Kardiomyocytova proliferdcia vplyvom miRNA-1 v pro-
cese organogenézy moze byt zabezpecend aj alternativnou
reguldciou prostrednictvom estrogénového receptora B (Errp,
Estrogen Related Receptor (), ¢o vedie k dereguldcii expresie
mnohych sarkomérovo-asociovanych génov, ako st tropomy-
ozin 2 (Tpm2), myozin tazkého retazca 7 (Myh7, Myosin,
Heavy Chain 7), myozin lahkého retazca 7 (Myl7, Myosin,
Light Chain 7), a aktinu alfa 2 (Acta2, Actin, alpha 2), ex-
primacia ktorych v adultnom tkanive srdca klesa. Uvedena
vazba miRNA-1 - Errp reguluje glykolyzu, glukoneogenézu,
glykogenolyzu a plodové sarkomérovo-asociované proteiny
(14). Zvysena postnatalna expresia Tpm2 negativne ovplyviuje
srdcovu kontrakciu a relaxdciu. Zvy$enda expresia fetdlnych
sarkomérovych proteinov vyvolana stratou miRNA-1 v post-
natalnom srdci ovplyviuje $truktiuru sarkomérov. Dochddza
k znizeniu myokardidlnej efektivity a ndsledne k progresii
kardialnej-myopatie. Molekuly miRNA maji multifaktorialnu
ulohu nielen v represii fetdlneho genetického programu, ale
aj pocas postnatalnej periody Zivota. Prehlad jednotlivych
miRNA a ich uloh pri fyziologickych a patologickych pro-
cesoch srdca je uvedeny na obrazku 2.

Jednou z dal$ich miRNA, ktoré sa zapdjaji do organo-
genézy srdca, je miRNA-138, ktora je tkanivovo $pecificky
exprimovand a plni klacova ulohu v reguldcii remodelacie

srdcového svalu (15). Medzi miRNA transkribované z dvoj-
génovych oblasti zaradujeme aj miRNA-143/145, ktoré st
charakteristické vzajomne odlinou sekvenciou. Tieto miR-
NA maja klucova tlohu v moduldcii fenotypov cievnych
buniek hladkého svalstva (VSMC, Vascular Smooth Muscle
Cells) a v diferenciacii, proliferacii alebo migrécii endotelovych
buniek ciev. Obe uvedené formy miRNA-143/145 ovplyviuja
expresiu. mnohych regula¢nych génov, ktoré sa podielaju
napriklad na regulacii aktivity sérovych reakénych faktorov
(SRE, Serum Response Factors) a aktinovej dynamiky na
podporu diferencidcie, ale aj na inhibicii proliferacie VSMC
a moduldcii syntézy cytoskeletarnych proteinov (16).

Expresia $pecifickych miRNA pri vzniku a progresii
koronarnej aterosklerozy

Zmeny energetického metabolizmu kardiomyocytov maju
zasadny vplyv na vznik a priebeh patologickych stavov srdca.
Expresné profily miRNA boli opisané pri mnohych srdco-
vocievnych ochoreniach, ako napriklad hypertrofia, zlyhanie
srdca, ischemicka kardiomyopatia, alebo infarkt myokardu.

Multifaktoridlna podmienenost srdcovocievnych ochoreni
determinuje ulohu mnohych miRNA, ktoré maju dolezita
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ulohu pri reguldcii metabolickych rizikovych faktorov (napri-
klad cholesterol, hormony), pri kontrole reakénej odpovede
na akutne kardiovaskularne prihody (napriklad zépal, hypo-
xia) a pri progresii ochorenia. Na zac¢iatku miRNA regulujt
metabolizmus pro- alebo antiaterogénnych efektov v roznych
organoch. Vysoka hladina LDL a nizka hladina HDL cho-
lesterolu st nezavislé rizikové faktory vzniku aterosklerézy
a pridruzenych komplikdcii. Najafi-Shoushtari et al. (17) na
knock-down linidach myocytov zistili, Ze miRNA-33 pdsobi na
regulaciu hladiny sterolov prostrednictvom expresie sterolové-
ho regula¢ného elementu viazuceho proteiny (SREBP, Sterol
Regulatory Element Binding Proteins). Praca Ramireza et al.
(18) naznacuje, ze miRNA-144 reguluje hladinu cholesterolu
potlacenim aktivity ATP viazuceho transportéra (ABCA,
ATP-Binding Cassette Transporter) a moduldciou miRNA,
¢o naznacuje terapeuticky potencial pri lie¢be dyslipidémie,
aterosklerdzy, ale aj inych vaskularnych ochoreni. V peceni je
vo velkom mnozZstve exprimovand miRNA-122, kontrolujtca
hladinu lipoproteinov LDL a HDL, predov$etkym nepriamou
moduldciou syntézy cholesterolu.

V ostatnych rokoch rézne studie identifikovali viacero
rizikovych faktorov korondrnej aterosklerézy, ako s na-
priklad hypertenzia, dyslipidémia, obezita, hyperglykémia,
diabetes, nezdravy Zivotny $tyl, faj¢enie, nezmyselné diéty,
nadmerné pitie. Zapal cievnej steny indukovany uvedenymi
vplyvmi je regulovany pocetnymi miRNA, vratane miR-
NA-126, miRNA-143/145, miRNA-155 a miRNA-342-5p.
Napriklad miRNA-126 v endotelovych bunkach (EC, En-
dothelial Cells) sa priamo zameriava na 3 antisence oblast
cievnej bunkovej adhéznej molekuly 1 (VCAM-1, Vascular
Cell Adhesion Molecule 1). Inhibicia miRNA-126 zvysuje
reguldciu expresie VCAM-1 udrziavanim pritomnosti
leukocytov a stimuldciou ich migracie v EC. Okrem toho,
EC apoptické telieska obsahuji miRNA-126, ktord potldca
reguldtor G proteinovej signalizacie 16 (RGS16, Regulator
of G-Protein Signaling) a inhibuje v artéridch expresiu
zapalového chemokinu 12 s motivom CXC (CXCL12,
C-X-C Motif Chemokine 12). Bola pozorovana inhibicia,
¢iastocnd reparacia zapalovych procesov a stabilizacia
aterosklerotickych plakov, ako dosledok znizenia poctu
zépalovych buniek (19).

Expresia $pecifickych miRNA pri vzniku a progresii
dilata¢nej kardiomyopatie

Dilata¢na kardiomyopatia (DCM) predstavuje hlavnu
pri¢inu umrtia u pacientov s muskularnou dystrofiou (MD).
Toto ochorenie je charakterizované dilataciou vsetkych $ty-
roch oddielov srdca, najmé v$ak lavej komory a zniZenou
kontraktilitou srdcovej svaloviny. Medzi najdiskutovanejsie
pric¢iny jej vzniku patria abnormality v $truktire sarkomér,
znizena produkcia energie bunkami srdcového svalu, abnor-
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malna funkcia cytoskeletu, alebo genetickd predispozicia.
Medzi priznaky tohto ochorenia patria srdcové zlyhanie,
arytmia a hypoxia. Vznik DCM vié$inou nie je asociovany
s vyraznymi patologickymi prejavmi. Prvé priznaky pokro-
¢ilého patologického procesu sa casto prejavia napriklad
cievnou mozgovou prihodou, plicnou embdliou alebo in-
farktom myokardu.

U pacientov s dilata¢nou kardiomyopatiou boli identifi-
kované viaceré metabolické abnormality, napriklad mitochon-
dridlne syndrémy, alebo genetické defekty, napriklad mutdcie
v reguldcii srdcového ATP-senzitivneho K* kandlu (K,,,).
Deregulacia K, , zvy$uje intenzitu glykolyzy, ktora negativne
ovplyviiuje schopnost K, regulovat energeticky potencial
a membranové podrazdenie kardiomyocytov, ¢o moze viest
k zmene expresie miRNA-1. Medzi dal$ie negativne faktory
ovplyviujuce funkciu srdcovych miRNA-1 patri aj akumu-
lacia glykogénu. Vysoké koncentricie glykogénu su casto
asociované s klinickymi manifesticiami kardiomyopatii, ¢o sa
preukazalo u pacientov trpiacich familidarnou hypertrofickou
kardiomyopatiou tzv. Pompeho syndrémom.

V skorych $tadidch DCM bola detegovana zvysend ex-
presia $pecifickych miRNA (20). Vyznamne zvysené hladiny
expresie, ktoré moézu mat rozhodujiicu ulohu v patofyziolégii
srdcového zlyhania, vykazovali miRNA-19b, miRNA-302D
a miRNA-340. Predchadzajtce stadie ukdzali, ze miRNA-
19a a 19b su ¢lenmi klastra miRNA17-92, ktory reguluje
expresiu proteinov extracelularnej hmoty (ECM, Extracellular
Matrix), ako napriklad rastového faktora spojivového tkaniva
(CTGE Connective Tissue Growth Factor) a trombospondi-
nu 1(TSP-1), ktorych zvysena expresia bola detegovana pri
infarkte myokadu (21). Do reguldcie signaliza¢nych drah
transformujtceho rastového faktora p (TGEp, Transforming
Growth Factor-f), sa zapaja miRNA-302, ktora inhibuje
expresiu fibronektinu a trombospondinu (22). Androulidaki
et al (23, 24) zistili vo vzorkach pacientov s DCM zvy$ent
expresiu miRNA-181¢, ktora sa podiela na aktivécii zdpalovej
odpovede prostrednictvom reguldcie expresie serin/treoninovej
protein kinazy 1 (Aktl, RAC-Alpha serine/Threonine-protein
Kinasel). Z uvedenych miRNA mala najvacsiu detegovant
hladinu expresia miRNA-340, ktord vyznac¢ne ovplyviiovala
$trukturu a tvar kardiomyocytov.

Zaver

Napriek suc¢asnému pokroku v poznani mnohych uloh
miRNA vo vyvoji srdca a ciev sa pri $tudiu molekulovych
mechanizmov procesu interferencie nekédujicich RNA
stdle vynaraji mnohé nezodpovedané otazky. Doteraz bola
funkéne opisand len velmi mala ¢ast molekdl miRNA, ktoré
st exprimované v kardiovaskularnom systéme. Identifikacia
dalsich miRNA a nasledna analyza ich cielovych funkcii by
mohla poskytnut inovativny pohlad nielen na mechanizmus



kardiovaskularneho vyvoja, ale aj na jeho funkcie/dysfunk-
cie. Poznanie, ze miRNA md ddleziti ulohu v modulacii tak
dedi¢nych, ako aj ziskanych kardiovaskuldrnych ochoreni,
poskytuje novy pohlad na kardiovaskuldrne prihody a naba-
da k ich dalSiemu, detailnejSiemu $tadiu. Molekuly miRNA
mozno vnimat ako novi, inovativnu moZznost $tidia mecha-
nizmov bunkového metabolizmu s velkym potencidlom tak
v diagnostike, ako aj terapii.

Praca vznikla pri rieSeni projektu VEGA 1/0115/14.
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