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SOUHRN

MicroRNA jsou kratké (18-24 nukleotid(l) nekdduijici, velmi stabilni molekuly RNA, jejichz funkce zahrnuje v8e od regu-
lace Kklic¢ovych signalnich drah na molekularni drovni az po rychlou bunéénou odpoved organismu na patologické stavy.
microRNA jsou stabilni v télnich tekutinach a predstavuiji velmi perspektivni diagnosticky cil pro véasnou identifikaci Siroké
Skaly onemocnéni. V tomto souhrnném c¢lanku je uveden prehled kandidatnich diagnostickych miRNA vhodnych pro vyu-
ziti v diagnostice onkologickeé kardiotoxicity.
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SUMMARY

Kusnierova, P., Svagera, Z., Hlozankova M., Kosztyu, P., Chalupova L., Dvorakova B., Seidlova V., Petr R., Knot
J., Kozevnikovova R., Cvek J., Stejskal D.: MicroRNA biomarkers in the diagnosis of oncological cardiotoxicity
MicroRNAs are very stable short (18-24) noncoding RNAs. The function of miRNA molecules includes everything from
the regulation of key signalling pathways at the molecular level to the rapid cellular response to pathological conditions.
miRNAs are stable in body fluids and represent a very promising diagnostic targets for the early identification of a wide
range of diseases. This summary article provides an overview of candidate diagnostic miRNAs suitable for use in the

diagnosis of oncological cardiotoxicity.
Keywords: microRNA, oncology, cardiotoxicity.

Uvod

Nadorova a kardiovaskularni onemocnéni jsou
nejCastgjimi  onemocnénimi v rozvinutém  svete,
jsou celosvétove pficinou nejméné 70 % nemoce-
mi podminéné umrtnosti [1]. Tato onemocnéni jsou
vzajemneé biologicky propojena nezadoucimi Ucinky
onkologické lécby — kardiotoxicitou. Kardiotoxicitu
dokumentovala fada velkych prospektivnich rando-
mizovanych studii jak u léCby chemoterapeutiky a ci-
lené biologické 1éCby, tak u aktinoterapie. Problém
onemocnéni kardiovaskularniho systému souvisejiciho
s onkologickou terapii narlsta v disledku rostouciho
poctu dlouhodobé prezivajicich onkologickych paci-
entl. Odhaduje se, ze v USA a v Evropé je vice nez
14 milion0 lidi s anamnézou nadorového onemocnéni
a predpoklada se, Zze do roku 2024 dosahne tento po-
¢et 19 miliond [2].

Projevy kardiotoxicity

Expozice srdce a cév onkologické lécbé mize
mit zavazny dopad na cévni struktury, chlopné,

perikard, myokard, kondukéni systém srdce a rovnéz
na autonomni nervovy systém. Nezadoucimi ucinky
onkologické lécby tak mize byt selhani srdce, Zivot
ohrozujici arytmie, i hypertenze [3, 4].

kardiotoxickou komplikaci je
povazovan vyvoj dysfunkce levé srdecni komory.
U protinadorové terapie jsou pficinou rozvoje dysfunkce
levé komory a srde¢niho selhani predevsim tradicni
léCiva jako antracykliny nebo cyklofosfamid. Také
nové pristupy léCby jako molekularngé cilena 1écba
proti lidskému epidermalnimu  ristovému faktoru
2 (HER2) (trastuzumab nebo pertuzumab), inhibitory
signdlni drahy vaskularniho endotelidinino rlstového
faktoru (VEGF) (sunitinib, sorafenib a bevacizumab)
a nékteré inhibitory proteazomu (karfilzomib) vSak
vykazuji znadné riziko kardiotoxicity [5]. Casna
detekce a nasledna rychla terapie kardiotoxicity
je zasadni pro restituci funkce kardiovaskularniho
systému. Z dostupnych laboratornich marker(l se
v mnoha studiich sledoval pfinos troponinG (cTnl,
marker posgkozeni kardiomyocytl) a natriuretickych
peptid’ (NT-proBNP)). Bohuzel oba tyto biomarkery

16

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2023



maji své limitace. Bylo ZzjiSténo, Ze normalni hladiny
troponinu | pfed a po antracyklinové chemoterapii mély
oGekavané vysokou negativni predikci srde¢nich prihod
béhem dlouhodobého sledovani [6]. Novgjsi studie
prokazala, ze zasadni pro predikci kardiotoxicity je
kvantifikace zmén hladin vysoce citlivych (hs) troponind
[7]. Studie jsou ale vzhledem k limitacim metodologie
povazovany za evidenci, ktera pouze generuje
hypotézu a vyzaduje ovéreni. Také prinos stanoveni
troponind k predikci trastuzumabové kardiotoxicity je
nejasny [8], protoze pozitivni hodnoty troponinu byly
prokdzany i u nekardialnich onemocnéni (poSkozeni
CNS, pneumonie, ale i fyzicka zatéz) a navic mohou byt
ovlivnény funkci ledvin [9].

Také wvyuzitelnost natriuretickych peptidd  pro
identifikaci osob ohrozenych onkologickou léc-
bou indukovanou kardiovaskularni dysfunkci zlsta-
va oteviena [10]. Natriuretické peptidy jsou marke-
ry existujici dysfunkce (kardidlni pfiCina dusnosti),
a proto je jejich prinos pro ¢asny zachyt kardiotoxici-
ty limitovany. Navic, kardiotoxicky ucCinek onkologic-
ké léCby je moderné vniman jako dlsledek plsobeni
onkologické terapie na cely kardiovaskularni sys-
tém a je pfiCinou nejenom snizeni ejekeéni frakce, ale
i poddajnosti myokardu, restrikéniho postizeni peri-
kardu, chlopennich vad, maligni arytmie a hypertenze.
Z téchto dlvodU vychéazi zamér o nalezeni novych bio-
marker( s vysokou senzitivitou a specificitou.

MicroRNA

mikroBRNA  (miRNA) jsou malé jednoviaknové
nekoduijici molekuly RNA, které se podileji na regulaci
genové exprese. Béhem posledniho desetileti si tyto
molekuly ziskaly velkou pozornost pro svij potencidl
novych biomarker( pro fadu onemocnéni s vysokou
stabilitou v télesnych tekutinach [3]. Nedavno
byly nékteré cirkulujici miRNA jako napf. miR-1,
miR-146a, miR-133b, miR-208a, miR-208b
a miR-423-5p navrzeny jako vCasné biomarkery
poskozeni myokardu, srdecniho selhani a/nebo
kardiotoxicity vyvolané léky [4, 5]. Prehled vSech
kandidatnich miRNA je uveden v Tabulce 1.

Bylo prokazano, ze exprese cirkulujici miR-1 je spo-
jena se zménami ejekeni frakce levé komory (LVEF)
u pacient( lécenych doxorubicinem (DOX). ROC ana-
lyza navic prokazala, ze miR-1 dosahuije lepsich dife-
renciacnich parametrd nez marker cTnl u pacientd,
u kterych se vyvinula kardiotoxicita ve srovnani s pa-
cienty bez prokdzaného poskozeni srdce. Molekula
miR-1 by se mohla stat vyznamnym potencialnim bio-
markerem kardiotoxicity u pacient( podstupuiicich 16¢-
bu DOX. Soucasné bylo prokazano, ze hladiny cirkulu-
jicich miR-133b, miR-146a a miR-423-5p byly zvyseny
v reakci na lé¢bu DOX u pacientd s rakovinou prsu [11].

Dalsi studie poukazala na prediktivni charakter
14 proangiogennich miRNA u pacientek s karcino-
mem prsu v souvislosti s kardiotoxicitou indukova-
nou epirubicinem/cyklofosfamidem a nasledné do-
cetaxelem (EC-D) [12]. Mimo jiné byly u pacientd

s prokazanou kardiotoxicitou snizeny hladiny fet-7f,
miR-17-5p, miR-20a, miR-126, miR-210 a miR-378.
Multivariaéni logisticka regrese odhalila, Zze miR-17-5p
a miR-20a jsou nezavislé prediktivni faktory pro nizsi
vyskyt kardiotoxicity. ROC kfivka vykazovala uspoko-
jivou prediktivni hodnotu pro nizsi riziko kardiotoxicity
s hodnotou AUC 0,842 pfi vzajemné kombinaci hladi-
ny exprese miR-17-5p a miR-20a. Kromé toho hladiny
let-7f, miR-126, miR-210 a miR-378 negativné kore-
lovaly s expresi cTnl. Naopak let-7f a miR-130a ko-
relovaly s hladinou NT-proBNP. Ze studie vyplyva, ze
miR-17-5p a miR-20a by mohly byt vhodnymi biomar-
kery indikujicimi nizsi riziko kardiotoxicity indukovanou
EC-D neoadjuvantni chemoterapii u pacientt s karcino-
mem prsu.

Leger K. J. a kol. studovali, zda existuji néjaké
biomarkery pro vCasnou detekci antracykliny (AC)
indukované kardiotoxicity, které by mohly umoznit
kardioprotektivni intervenci pfed nevratnym poskozenim
srdce. Prokazali vyznamné zvySenou koncentraci
miR-29b a miR-499 v plazmé po podani antracykling,
pficemz byl pozorovan také vztah mezi davkou
antracyklinG a markery srde¢niho poskozeni [13].

Desai V. a kol. [14] provedli expresni profilovani
1179 unikatnich miBNA na mysim modelu chronické
kardiotoxicity. Samctm mysi B6C3F1 byly intravendzné
injikovany 3 mg/kg DOX nebo fyziologického roztoku
jednou tydné po dobu 2, 3, 4, 6 a 8 tydnd, coz vedlo
ke kumulativnim davkam DOX 6, 9, 12, 18, respektive
24 mg/kg. Mysi byly usmrceny tyden po posledni davce.
Srde¢ni poskozeni bylo prokazano u mysi vystavenych
18 mg/kg a vySsi kumulativni davce DOX, zatimco
vySetfeni srdci svételnou mikroskopii odhalilo srde¢ni
léze pfi 24 mg/kg DOX. Déle byla na mySich modelech
zjisténa odlisna exprese u 24 miRNA v srdecni tkani.
Proapoptoticka miR-34a byla jedinou miRNA, ktera
byla up-regulovana pfi v8ech kumulativnich davkach
DOX a vykazovala vyznamnou odpoved souvisejic
s davkou. Up-regulace miR-34a pfi davce 6 mg/kg DOX
naznacovala apoptdzu jako Easnou molekularni zménu
v srdecni tkani mysi po aplikaci DOX. P¥i 12 mg/kg DOX
byla up-regulace miR-34a asociovana s down-regulaci
miR-150 jeji exprese souvisejici s hypertrofii. Tato studie
odhaluje nové biomarkery Casnych srdeCnich pfihod
u kardiotoxicity indukované DOX, jez jsou uvolfiovany
do obéhu dfive nez srdecni troponiny.

Také Zhu J. N. a kol. [15] se zabyvali molekularnimi
mechanismy kardiotoxického plsobeni antracyklind.
Prokazali, ze hladina miR-34a-5p v tkani myokardu
a plazmé potkan( léGenych DOX je zvySend, zatimco
u potkant léCenych soucasné DOX a DEX je snizena.
ZvySeni  exprese miR-34a-5p bylo pozorovano
také v plazmé pacientl s difuznim velkobun&nym
B-lymfomem po deviti a Sestnactitydenni 16Cbé
epirubicinem. Po aplikaci DOX byla rovnéz pozorovana
up-regulace miR-34a-5p v krysich kardiomyocytovych
HOc2 bunkach. Studie naznaCuje, ze exprese
miR-34a-5p zvySuje expresi Bax gen(, avSak inhibuje
expresi genu Bel-2 s naslednou aktivaci kaspazy-3 a se
zvysenim mitochondrialniho membranového potencialu
v bunkach HOC2. Déle bylo zjisténo, ze miR-34a-5p
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post-transkripéné reguluje expresi Sirt7. Popsana
aktivace drahy miR-34a-5p/Sirt1/p66shc  prispiva
k DOX-indukované kardiotoxicité a blokada této drahy
by mohla vykazovat potencidlni kardioprotektivni Ucinek
proti antracyklinfm.

Dalsi studie se =zabyvala korelaci cirkulujicich
angiogennich  miRNA s vyskytem kardiotoxicity
u pacientek s triple-negativnim karcinomem prsu
(TNBC), které podstoupily neoadjuvantni chemoterapii
epirubicin/cyklofosfamid-docetaxel (EC-D) [16].
Do studie bylo postupné zarazeno 179 pacientek
s TNBC, které podstoupily neoadjuvantni chemoterapii
EC-D. Vzorky plazmy byly odebrany pfed neoadjuvantni
léCbou a relativni exprese angiogennich miRNA byla
meéfena kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci
v redlném dase (gRT-PCR). Kardiotoxicita byla
definovana splnénim kteréhokoliv z nasleduijicich
kritérii: srde¢ni selhani, akutni koronarni syndrom,
fatalni arytmie a poklesem LVEF o 10 % oproti vychozi
hodnoté na absolutni hodnotu nizsi nez 53 %. Hladina
LVEF byla snizena, zatimco hladiny cTnl a NT-proBNP
byly EC-D neoadjuvantni chemoterapii zvySeny. Celkem
bylo potvrzeno devét pripadd (5,0 %) kardiotoxicity.
Exprese let-7f, miR-126 a miR-210 negativné korelovala
s hladinou cTnl, zatimco exprese let-7f, miR-19a
amiR-130a korelovala negativné s hladinou NT-proBNP.
Ve srovnani s pacienty bez prokazané kardiotoxicity
byly hladiny exprese let-7f, miR-19a, miR-20a,
miR-126 amiR-210 u pacient( s kardiotoxicitou snizeny.
Multivariacni logisticka regresni analyza odhalila, ze

markery let-7f a miR-126 nezavisle na sobé predikovaly
nizkeé riziko kardiotoxicity. ROC analyza ukazala, ze let-7f
(AUC 0,815; 95 % Cl: 0,725-0,906) a miR-126 (AUC
0,731; 95 % CI: 0,624-0,838), stejné jako kombinace
téchto dvou miRNA (AUC 0,885; 95 % CI: 0,818-0,952)
by mohly ucinné odlisit pacienty s kardiotoxicitou od
pacientll bez prokdzaného kardiotoxického Udinku
protinadorové  léCby.  Angiogenni miRNA  fet-7f
amiR-126 by tedy mohly slouZit jako nové a presvedCivé
biomarkery nizkého rizika kardiotoxicity u pacientek
s TNBC, které jsou léCeny pomoci neoadjuvantni
chemoterapie EC-D.

V souvislosti s organovou specifitou biomarker(
analyzovali Nishimura Y. a kol. [17] soubor dat
profilovani miRNA 55 vzorkdl s pouZitim tkanovych
mikroereji u zdravych potkand. Na zakladé této analyzy
bylo identifikovano pét tkanove specifickych miRNA,
miR-208, miR-1, miR-133a, miR-133b a miR-206,
jejichz hladina byla sledovana v zavislosti na davce
isoproterenolu  nebo  doxorubicinu.  Plazmaticka
koncentrace miR-208 u potkand byla konzistentné
zvySena beéhem 24 hodin po podani davky
isoproterenolu, zatimco plazmatické koncentrace
cTnl vykazovala pouze prechodné zvySeni. Kromé
toho byla hladina miR-208 v plazmé zvySena i po
opakovaném podavani (ednou denné po dobu
sedmi dni) isoproterenolu, kdy patologicky stav presel
do subchronické faze, fibrozy. Ziskana data tedy
naznacuji, ze miR-208 je slibny plazmaticky biomarker
kardiotoxicity u potkand.

Table 1. List of candidate diagnostic microRNAs suitable for use in diagnostics of oncological cardiotoxicity.

Marker Change of level Organism / type of miRNA Drug

miR-1 Increased Human (breast cancer) / circulating DOX
miR-17-5p Reduced (reduced risk of cardiotoxicity) Human (breast cancer) / circulating EC-D
miR-20a Reduced (reduced risk of cardiotoxicity) Human (breast cancer) / circulating EC-D
miR-29b Increased (correlation with anthracycline level) Human (children and adolescents) / circulating ANTH

Increased (correlation with anthracycline level) Mouse / cardiac tissue DOX

miR-34a Increased (correlation with anthracycline level) Rat / cardiac tissue DOX

Increased (correlation with anthracycline level) Human and rat / cardiac tissue DOX

iR-126 Reduced Human (breast cancer) / circulating EC-D
Reduced (reduced risk of cardiotoxicity) Human (TNBC) / circulating EC-D

miR-142-3p Reduced Human (children and adolescents) / circulating ANTH
miR-143-3p Reduced Human (children and adolescents) / circulating ANTH

miR-150 Reduced (just before heart damage) Mouse / cardiac tissue DOX
Increased Rat / circulating DOX-IP

Increased Mouse / cardiac tissue DOX

miR-208a

Increased Rat / circulating IP-AA

- Human (breast cancer) / circulating DOX

. Reduced Human (children and adolescents) / circulating EC-D
miA-210 Increased Human (breast cancer) / circulating ANTH
miR-378 Reduced Human (breast cancer) / circulating EC-D
miR-499 Increased (correlation with anthracycline level) Human (children and adolescents) / circulating ANTH

DOX, doxorubicin; ANTH, anthracyclines; EC-D, epirubicin/cyclophosphamide and docetaxel; DOX-IP, doxorubicin and isoproterenol; DOX-AA,

doxorubicin and allylamine
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Regulaci exprese miR-208a na mysSich modelech
Balb/C v souvislosti se zmirnénim srdecni toxicity
doxorubicinu se zabyvala také studie Tony H. a kol.,
ktera vychazela z popsané funkce miR-208a regulovat
expresi genu GATA4 [18]. Studie byla provedena na
tfech skupinach mysi - testovaci skupina s podanym
placebo roztokem fosfatového pufru, kontrolni
skupina a skupina mysi s podanym antagomirem miR-
208a Ctyfi dny pred podanim doxorubicinu. V den 0
dostaly kontrolni skupina a skupina s podanym
antogomirem davku 20mg/kg doxorubicinu, zatimco
skuping testovaci byl podan pouze roztok fosfatového
pufru. Echokardiografie byla provedena sedmy
den, poté byla zvifata usmrcena. Nasledné byly
mysim ve vSech skupinach odebrany vzorky srdecni
tkang, které byly pouzity pro zhodnoceni apoptdzy
a analyzu exprese miR-208a, GATA4 a BCL-2.
Vysledky studie ukazaly, Zze doxorubicin vyznamné
zvwySil  expresi miR-208a, downreguloval expresi
GATA4, a nésledné tak zvysil apoptézu myocytd,
coz mélo za nasledek snizeni srdecni funkce. Naproti
tomu terapeutické umiceni exprese miR-208a
zapficinilo stabilni genovou expresi GATA4 a BCL-2
a snizilo apoptézu s naslednym zlepSenim srdecni
funkce. Doxorubicin tedy upreguluje expresi miR-208a
a podporuje apoptdzu kardiomyocytll, zatimco
terapeutické umiCeni exprese miR-208a zeslabuje
doxorubicinem  indukovanou apoptézu  myocytl
s naslednym zlepSenim srdecni funkce. Tyto vysledky
zdlraznuiji terapeuticky potencidl cileni na miR-208a
k prevenci kardiotoxicity doxorubicinu.

Dalsi prace [19] zabyvajici se studiem cirkulujici
miR-208a jako biomarkeru doxorubicinem indukované
kardiotoxicity u pacientek s rakovinou prsu vSak tyto
vysledky vyvratila.

Rozsahlou studii profilovani miRNA u pediatrickych
pacientd s athracyklinovou chemoterapii (AC) ve
srovnani se zdravymi jedinci stejného veéku provedli
Oatmen KE. a kol. [20] Pacientlm (10-22 let, n = 12)
s nové diagnostikovanou malignitou vyzadujici AC
bylo odebrano sérum béhem 24-48 hodin po zahajeni
terapie (30-60 mg/m?) a nasledné priblizné jeden
rok po ukondeni terapie. Pro kvantifikaci 84 miRNA
asociovanych s kardiovaskularnim onemocnénim byla
pouzita microarray (QRT-PCR) a ziskané hodnoty byly
nasledné porovnany s referencnimi profily (13-17 let,
n = 17). LVEF byla vypoditana pomoci MRI srdce. LVEF
klesla od zahdjeni AC po jednom roce po dokonceni
AC (64,28 + 1,78 % vs. 57,53 + 0,5 %, v tomto poradi,
P=0,004). 284 profilovanychmiRNAdoslo kvyznamnym
expresnim zménam u 17 molekul miRNA vzhledem
k referencni hodnoté (P < 0,05). U osmi miRNA doslo
k vyznamnému poklesu exprese po ukonceni léCby
AC u pacientl s nejvétsim poklesem LVEF (=10 %,
P < 0,05). Tato zjisténi naznaduji, ze miRNA jsou
vhodnymi kandidaty pro véasnou identifikaci pacientt
s AC nachylnych k dysfunkci levé komory.

Zaver

miRNA jsou malé molekuly RNA s obrovskym
vyznamem. Jejich studium v oblasti kardiotoxicity

jak na animalnich modelech, tak na &loveku ukazuje
jejich mozny prognosticky i terapeuticky potencidl.
K definitivnim zavérdm bude nutné otestovani vSech
wse zminénych mIRNA na vzorcich od pacientd
s rlznym nadorovym onemocnénim.

Autofi prohladuif, ze nejsou ve stietu zajm@. Clanek
neobsahuje produkty ani knowhow spolecnosti Bio-
Vendor.
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