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SOUHRN

Meningiomy jsou jedny z nejcastéjSich nadort centralni nervové soustavy. Celozivotni riziko vzniku
meningiomu u jedince je pfiblizn¢ 1 %. Meningimy byly Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
rozdéleny do tii grade I, Il a III, pficemz vyssi grade jsou vzdy malignéjsi a agresivnéjsi nez grade nizsi.
Navzdory chirurgickému odstranéni meningiomd zustava zna¢né riziko jejich recidivy desitky let po

zakroku i u benignich nadora.

V poslednich deseti letech byla zna¢na pozornost vénovana roli malych RNA v patogenezi
mnoha onemocnéni. Mala RNA nejsou piekladany do proteinti, ale obvykle reguluji jejich expresi.
MiRNA jsou mala RNA seznaénym vlivem na post-transkripéni regulaci diky jejich ¢astecné
komplementarit¢ s mRNA kodujicimi proteiny. Nedavné vyzkumy se zabyvaly jejich vyznamem pro
diagnostiku a predikci v medicing. Studie zamé&fujici se na transkriptomické profilovani riznych chorob

byly uspésné ve vyvoji a testovani diagnostickych panelti vyuzivajicich miRNA.

Cilem tohoto vyzkumného projektu bylo vytvotit panel miRNA, ktery by byl schopny piedpovédét
budouci recidivu meningiomu. Vzorky chirurgicky odstranénych meningiomi byly ziskany z Fakultni
nemocnice v Olomouci. Potencialni miRNA biomarkery pro recidivu meningiomu byly identifikovany
ve fazi screeningu pomoci microarray analyzy. Exprese vybrané¢ho souboru miRNA byla nésledné
ovefovana ve validacni fazi pomoci qPCR. Na zaklad¢ analyzy vysledkti qPCR byl pomoci multivariatni
logistické regrese sestaven panel 7 prediktorovych miRNA, ktery byl ovéfen pomoci cross-validace.

Finalni model je schopny ptedpovédét recidivu meningiomu s 88,5 % presnosti.

Ziskany diagnosticky panel bude dale testovan na vétsim mnozstvi vzorki, nez béhem screeningové

a prvni valida¢ni faze. Druha valida¢ni faze je mimo rozsah této bakalaiské prace.



SUMMARY

Meningiomas are one of the most common tumors of the central nervous system. The lifetime risk of
developing one is approximately 1 %. Meningiomas have been divided by the World Health
Organisation into three grades I, Il and I1l, higher grades being more malign than lower ones. In spite
of the fact that meningiomas can be surgically removed, substantial risk of a recurrence remains decades

after the surgery even for benigh meningiomas.

Great attention has been paid in the last two decades to the role and importance of small RNAS in
diseases. Small RNAs are not translated into proteins, but they usually regulate their expression.
MiRNAs are small RNAs that have large impact on post-transcription regulation based on their partial
homology with protein-coding mRNAs. Recent research has been investigating their diagnostic and
predictive abilities. Studies focusing on transcriptomic profiling of different diseases have been
successful in developing and testing diagnostic panels of miRNAs.

The goal of this research project was to create a panel of miRNA able to predict that a meningioma will
recur in the future. Samples of surgically removed meningiomas were obtained from Faculty Hospital
in Olomouc. Potential mMiRNA biomarkers of meningioma recurrence were identified during screening
phase by microarray analysis. These results were further validated by gPCR. Based on these more
precise measurements, a panel of 7 predictor miRNAs was identified by multivariate logistical

regression and cross-validated. Final model is 88,5 % accurate in predicting meningioma recurrence.

This diagnostic panel will be tested on a larger pool of samples than those of screening and first

validation phase. However, the second validation phase is not within the scope of this bachelor thesis.
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1 UVOD

Meningiomy jsou jedny z nejcastéjSich nadorG postihujicich centralni nervovou soustavu. Pfestoze
vsechny pochazeji z jednoho typu bunék, vyskytuji se u nich ¢etné histologické varianty o riizném stupni
agresivity (Louis et al., 2016). Meningiomy jsou typické tim, ze i po kompletnim chirurgickém
odstranéni ¢asto recidivuji (Perry et al., 2004).

MiRNA jsou kratké nekodujici RNA, jejichz role v nddorovych onemocnénich je zkouména teprve
ptiblizné poslednich patnact let (Calin et al., 2002). MiRNA kontroluji translaci MRNA do proteint
a v riznych tkanich maji charakteristickou uroven exprese. Charakteristickd zména exprese miRNA je
typicka rovnéz pro mnohé typy nadort. Z expresnich profild miRNA Ize v nékterych piipadech
diagnostikovat typ nadoru a urcit nékteré jeho vlastnosti (Reddy et al, 2015).

Prvni miRNA profilovani u meningioma bylo provedeno Sayak et al. (2009) pouze na benignich WHO |
grade meningiomech a bez zkoumani jejich vztahu k recidivé. Prvni studie zabyvajici se zménou
miRNA profilu i mezi recidivujicimi a nerecidivujicimi meningiomy vznikla v roce 2013 v Ciné (Zhi

et al.), ale ani ta nepfinesla zadny zptsob v¢asné predikce mozné recidivy meningiomu.

V soucasné dobé tak neni k dispozici zadny spolehlivy in vitro diagnosticky nastroj, jak odlisit
meningiomy, které¢ maji vyssi pravdépodobnost recidivy. Cilem tohoto projektu je sestavit a ovefit panel
miRNA, ktery by toto dokdzal. Potencidlné¢ miize napomoci urcit moznou recidivu meningiomu jiz

po prvni operaci pacienta a umoznit tak piesnéjsi predpovéd’ jeho prognozy.



2 CILE PRACE

1)
2)

3)

Vypracovani reSerse o charakteristice meningiomu a roli miRNA v jejich patogenezi.

Analyza archivovanych tkéni pacientd s nerecidivujicimi i recidivujicimi meningiomy pomoci
metody microarray a nasledna validace ziskanych vysledkt za pouziti gPCR (metodicky izolace
nukleovych kyselin, metody méfeni koncentrace a kvality RNA, reverzni transkripce, pfiprava
knihoven na microarray, gPCR).

Statistické zpracovani transkriptomovych dat s porovnanim pacientd s benigni formou
onemocnéni a recidivujicimi pacienty. Nalezeni vhodnych markerG na trovni miRNA pro

diferencidlni diagnostiku.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Meningiomy

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) meningiomy definuje jako ,,skupinu prevdiznée benignich,
pomalu rostoucich novotvarii, které jsou s nejvétsi pravdépodobnosti odvozeny z meningotelialnich
bunék arachnoidalni vrstvy. “ (WHO Classification of Tumours of the Central Nervous System, Louis
et al., 2016)

3.1.1 Anatomie mozkovych plen
Mozek a michu obaluji tfi membrany — dura mater (tvrda plena mozkova), arachnoidea (pavucnice)
a pia mater (mekka plena mozkova) (obr. 1). Slouzi jako ochrana tkané centralni nervové soustavy,

rozvadi cerebrospinalni tekutinu a obsahuji vyzivujici cévy (Standring, 2016).
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Obrazek 1 Schéma usporadani mozkomisnich plen a okolnich struktur. Prevzato z Gray’s Anatomy,

Standring, 2016.

3.1.1.1 Duramater

Dura mater je pevna, fibrézni a prevazné acelularni. Tvofi ji propletend kolagenova vlakna
s roztrousenymi fibroblasty. Organizuje vnitini prostor lebky do ne zcela oddélenych kompartmentt
pomoci ¢ty sept — falx cerebri (mezi mozkovymi hemisférami), falx cerebelli (mezi hemisférami
mozecku), diaphragma sellae (prekryvajici oblast tureckého sedla s hypofyzou) a tentorium cerebelli
(oddé€lujici mozecek od koncového mozku) (Standring, 2016).

Dura mater obaluje mozek a michu, dale pak hlavové nervy v oblasti lebky, vcetné¢ ocnich. Od

arachnoidey je oddélena subduralnim prostorem. (Standring, 2016).

3.1.1.2 Arachnoidea a pia mater
Arachnoidea zabranuje prichodu cerebrospinalni tekutiny k dura mater. Na strané piivracené k dura
mater je tvofena 5-6 vrstvami bunék spojenych pomoci tzv. tight junction nebo desmozomy. Stiedni

¢ast arachnoidey je tvofena piiléhajicimi buitkami propojenych desmozomy nebo tzv. gap junction.



Vnitini ¢ast arachnoidey je tvofena svazky kolagenu a méné tésné piiléhajicimi bunkami (Standring,
2016).

Arachnoidea narozdil od pia mater neobaluje mozek uplné té€sné, a tak mezi obéma membranami vznika
tzv. subarachnoiddlni prostor vyplnény kolagenovymi vldkny a cerebrospinélni tekutinou. Ta je
reabsorbovana do zil prostfednictvim arachnoidalnich granulaci (Standring, 2016). Za resorpci
cerebrospinalni tekutiny jsou zodpovédné vysoce metabolicky aktivni tzv. ,,arachonid cap® buiky. Pravé

z arachnoid cap bunék jsou pravdépodobné odvozeny meningiomy (Perry, 2004).

Nejvetsi mnozstvi arachnoidalnich granulaci se nachazi v oblasti falx cerebri odvadéjici cerebrospinalni
tekutinu do sinus sagittalis superior — cévy vedouci mezi mozkovymi hemisférami tésné pod lebeéni
kosti (Standring, 2016).

Pia mater je prihledna, mikroskopicky tenka membrana tésné obalujici mozek, kopiruyjici jeho zahyby
(Standring, 2016).

3.1.2 Histopatologie
Meningiomy se rozdé€luji do tii gradt podle jejich histologie a chovani. Toto déleni ma sviij vyznam pro

odhad budouci prognézy a mozné terapie pacienta (Louis et al., 2016).

a) WHO grade | — benigni meningiomy jsou nejéastéjsi. Az 80 % vyoperovanych nadort spada do
této skupiny pomalu rostoucich nadord (Perry et al.,, 2004). Navzdory kompletnimu
chirurgickému odstranéni mohou recidivovat. Klinické pfiznaky benignich meningiomi jsou
zavislé na jejich lokalizaci, jelikoZ mohou zpisobit kompresi nebo dislokaci okolni mozkové
tkané (Smith, 2015). Mohou se vyskytnout invaze do dura mater, kosti, mékkych tkani,
vedlejsich dutin nosnich i mezery mezi vnitini a vnéjsi vrstvou dury. (Perry et al., 2004)

b) WHO grade Il — neboli atypické meningiomy. Tvofi 15-20 % piipadi vyoperovanych
meningiomu (Perry et al., 2004). Podle nejnovéjsich klasifikaci zahrnuje grade IT i meningiomy
histologicky WHO grade |, u kterych se vyskytne invaze do mozku, protoze takova invaze
znaéné zvysuje riziko recidivy a umrti (Louis et al., 2016).

Meningiom je atypicky, pokud vykazuje zvySenou mitotickou aktivitu nebo invazi do mozku.
Déle mtze byt diagnostikovan, pokud jsou piitomny alesponi 3 z nasledujicich histologickych
vlastnosti:

- spontanni nekroza

- rastv ,platech”

- prominentni jadérka (tzv. macronucleoli)

- hypercelularita

- malé bunky (vysoky pomér velikosti jadra k cytoplazmée) (Louis et al., 2016).

c) WHO grade Il — anaplastické meningiomy. Jejich incidence je velmi nizka, pouze 1-2 %

ptipadl z vyoperovanych meningiomt. Dochazi u nich ke znaéné deregulaci bunécného cyklu
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a ztrat¢ diferenciace bunck. Typicka jsou mista s vyrazné zvySenym mitotickym indexem.
Vyskytuji se de novo i jako recidiva meningiomi niz$ich stupnii. Pro klasifikaci meningiomu
jako anaplastického musi mit jednu z nasledujicich charakteristik:

- velmi vysoky mitoticky index

- anaplasie — dediferenciace bun¢k (Mawrin a Perry, 2010)

3.1.2.1 Histologické subtypy meningiomii

Meningiomy se vyznacuji velkou riiznorodosti, v ramci jednoho gradu existuje vzdy vice histologickych
forem (obr. 2). U nékterych histologickych variant se vyskytuje unikatni geneticky profil. (Marosi et al.,
2008). Nekteré histologické subtypy meningiomt maji vyssi riziko recidivy neZ jiné, napfiklad vzacné
chordoidni meningiomy. Podobné tendence maji i agresivni papilarni meningiomy, které recidivuji az

V 55 % pripadd, se smrtnosti 50 %.
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Obrazek 2 Histologické subtypy meningiomii (mikroskopické snimky rezii po hematoxylin-eosinovém
barveni). A — meningotelidalni, B — fibrozni, C — prechodny typ, D — psammomatozni s kalcifikovanymi
télisky (tmavé rizové), E — angiomatozni s mnoha krevnimi cévkami (hnédé), F — mikrocysticky, G —
sekretoricky, H — meningiom bohaty na lymfoplazmatocyty, I — metaplasticky, J — chordoidni, K —
svétlobunecny s cytoplazmou bohatou na glykogen, L — atypicky, M — papilarni, N — rhabdoidni
s velkymi buitkami, O — anaplasticky s metafiaznimi jadry. Subtypy A az I jsou WHO grade I, subtypy J

az L WHO grade Il a subtypy M az O jsou WHO grade I11. Zdroj Riemenschneider et al., 2007.

3.1.3 Incidence a mortalita
Celozivotni riziko vzniku meningiomi je pfiblizn¢ 1 %. V USA se jedna o nejcastéjsi nador centralni

nervové soustavy, kde tvoii 36 % téchto nadorti (Louis et al., 2016). Podle Ustavu zdravotnickych



informaci a statistiky CR zhoubnymi nadory centralni nervové soustavy v roce 2014 trpélo 3 314 osob

a zemfielo na n¢ 697 pacientu (graf ¢asového vyvoje na obr. 3).

Mnoho meningiomt neni za Zivota detekovano a je nalezeno pfi pitveé az ve 2,3 % ptipadt (Pérez-Magéan

etal., 2012).

Meningiomy se vyskytuji spiSe u star§i populace — median véku pacienttl je 65 let (obr. 4). Zeny maji
vys$$i riziko vzniku meningiomﬁ. Zatimco incidence u muzl je 4,8 na 100 000, meningiomy trpi 10,5 ze
muzim zvysi az na vice nez 3:1. Vyjimkou jsou meningiomy u pacientl mladsich 20 let, kde je situace

opacna (Smith, 2015). U muzu je také Cast&jsi vyskyt grade II a IIT meningioma (Louis et al., 2016).

Dlouhodoba prognéza WHO grade I meningiomu je dobra. Ptes relativné nizkou mortalitu v§ak studie
van Alkemade (2012) uvadi dlouhodobé zdravotni pooperaéni nasledky. Pouze 33 % pacientt ve studii
provadéné van Alkemade et al. (2012) se nepotykalo s Zadnymi dlouhodobymi obtizemi, naopak bolest,
potize se zrakem a kognitivni a motorickda omezeni pacientli po operaci byly zjistény u vice nez 20 %

pacienti.

Meningiomy gradu II maji pétileté preziti 97,5 %, zatimco gradu III 67,4 %, podle Wang et al (2016).
Median preziti je podle této studie 167 mésicii pro grade Il a 72 mésict pro gradu III. Oproti diivejsim

studiim se jedna o vyssi procento preziti t€chto gradii meningiomu.
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Obrdzek 3 Incidence a mortalita zhoubnych nddorit mozkomisnich plen v Ceské republice v letech 1977
az 2015. Modry bod vyznacuje incidenci, cerveny bod mortalitu v daném roce. Zdroj grafu:

http://svod.cz, zdroj dat: Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR.
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Obrdzek 4 Vékova struktura pacientii trpicich zhoubnymi nadory mozkomisnich plen v Ceské republice.
Data za obdobi 1977-2002. Zdroj grafu: http://svod.cz, zdroj dat: Ustav zdravotnickych informaci a
statistiky CR.

3.1.4 Etiologie
Meningiomy lze rozdélit na sporadické, tedy ty, které¢ vznikly bez dédicné pfiCiny, a na dédicné.
Sporadické meningiomy tvoii velkou vétSinu — ptes 90 % piipadi (Smith, 2015). Potvrzenym rizikovym

faktorem pro vznik sporadickych meningiomi je ionizujici zafeni, zvlasté v détstvi (Louis et al., 2016).

Mezi dédicné pri¢iny meningioml patii neurofibromatéza typu 2. Projevuje se zvySenym rizikem
vzniku meningiomd, stejné jako schwannomu (nadorti vznikajicich ze Schwannovych bunék)
a akustickych neuromi (nadort pochazejicich z nervové tkané mezi vnitinim uchem a mozkem). Jedna

se 0 dominantné dédi¢nou chorobu postihujici gen NF2 (Marosi et al., 2008).

3.14.1 Ionizujici radiace

U pacientu, ktefi obdrzeli vysokou davku radiace béhem 1é¢by jinych mozkovych nadord, jsou
meningiomy ¢astou pozdni komplikaci. Median latence je 24 let (Marosi et al., 2008), celkové se doba
objeveni meningiomt od ozafovani pohybuje mezi 3,5-64 lety. Vyjimetné se mohou vyskytnout
i ptipady, kdy se nador po ozateni objevi velmi rychle, zvlasté u mladsich pacienti. Tyto meningiomy

jsou Castéji atypické nebo anaplastické (Choudhary et al., 2006).

3.1.4.2 Hormondlni receptory
Ve studiich, které zkoumaji souvislost hormonl s vyskytem meningiomt, nebylo dosazeno
jednozna¢ného zavéru. Ve studii El-Badawy et al. (2013) byla zkoumana korelace mezi stupném

meningiomu, proliferacnim indexem Ki-67 a pfitomnosti receptoru pro progesteron. Studie zjistila, Ze



meningiomy, které¢ byly pro progesteronovy receptor pozitivni, mély znacn¢ nizsi proliferacni index

a prevazné nerecidivovaly.

Naopak Hortobagyi et al., 2017 udava, zZe t€hotenstvi je rizikovym faktorem, vyskyt a zvySeny rust
meningiomt s graviditou Casto koreluje. VysSi koncentrace progesteronu béhem téhotenstvi jsou
moznym divodem (Smith, 2015). Bylo zjisténo mirné¢ zvySené riziko meningiomi pii uzivani
endogennich nebo exogennich hormont. Kojeni déle nez 6 mésicti naopak riziko snizuje (Louis et al.,
2016).

3.1.4.3 Neurofibromatoza typu 2

Nejobvyklejsi genetickou pfi¢inou vzniku meningiomi je neurofibromatéza typu 2. Jedna se
0 dominantné autozomalni chorobu, kdy ke vzniku onemocnéni staci jedna poskozena kopie genu NF2.
Projevem neurofibromatozy typu 2 je zvySena incidence nadorti centralni nervové soustavy, mj.
i meningiomu. Ke vzniku nadoru dochazi tzv. two-hit mechanismem — ve chvili, kdy je mutaci postizena

také druha, ptivodné wild-type alela genu (Smith, 2015).

K vyvoji meningiomtl dochazi piiblizné v 50 % piipadii neurofibromatozy typu 2. Casto se objevuji
mnohocetné a histologicky fibroblastické nebo piechodné typy meningiomt. Fibroblasticky vzhled

Mrwe

a cytoskelet (Galani et al., 2017).

3.1.5 Recidiva u meningiomu

Benigni meningiomy recidivuji pfiblizné v 5-25 % piipadia, WHO grade 1l v 29-59 % piipadi a WHO
grade III az v 94 % ptipada. Pfitomnost jakéhokoliv atypického znaku u benignich meningiomi riziko
recidivy zna¢né zvysuje, i kdyz meningiom celkové jesté nespliuje zatfazeni do vyssiho grade (Louis
etal., 2016). Za 5 let dochazi k recidivé u 5 % benignich a 40 % atypickych meningiomu, do 20 let pak
recidivuje az 19 % benignich nadora (Perry et al., 2004).

3.1.6 Riist a progrese meningiomi

S vétsim objemem meningiomu koreluji vy$$i hodnoty mitotického indexu a Ki-67 prolifera¢niho
indexu. Pfi indexu pfiblizné nad 4 % je riziko recidivy benigniho nadoru zvysené podobné jako
u atypického. Obecné plati, ze vEtsi a rychleji rostouci meningiomy recidivuji Castéji. Nicméné
neexistuji pfesné cut-off hodnoty proliferace, které by byly srovnatelné i mezi jednotlivymi laboratofemi
(Louis et al., 2016).

Progrese meningiomu je spojena s jejich zatfazenim do vyss$iho grade meningiomu. V soucasné dobé

neni mnoho znamo o mechanismech progrese (Bi et al., 2017).



3.1.7 Mmnohocetné meningiomy

Mnohocetné meningiomy se vyskytuji se pfiblizn€ u 3 % operovanych piipadid. Pro vysvétleni jejich
vzniku se nabizeji dv€ mozZnosti. Jednou znich je vy$si riziko vzniku meningiomu z hlediska
genetickych nebo environmentalnich vlivii. U pacientli s poSkozenym genem NF2 mohou vzniknout
mnohocetné polyklonalni meningiomy, kdyz je vice bunék aktivovano two-hit mechanismem, ale jedna

se jen o velmi vyjimecné ptipady (Louis et al., 2016).

Druhou hypotézou, ktera vysvétluje casty vznik monoklonalnich meninigiomt, je Sifeni jiz vzniklych
meningiomt (Louis et al., 2016). V soucasné dob¢& pfesny mechanismus vzniku monoklonalnich

mnohocetnych meningiomt neni znam (Torres-Martin et al., 2015).

Bylo zjisténo, Ze vSechny recidivujici meningiomy jsou klony piivodnich, chirurgicky odstranénych

primarnich nadori (Louis et al., 2016).

3.1.8 Diagnostika a lécba

3.1.8.1 Diagnostika pomoci symptomii

Vzhledem k mnoha moZznym lokalizacim meningiomd muize
kompresi riznych ¢asti mozku dochazet k odliSnym symptomtim.
Pfestoze jsou velmi dobie popsany, s rozvojem zobrazovacich
technik se pro jejich lokalizaci pouZzivaji uz jen ziidka. Napiiklad
meningiomy ve frontalni ¢asti lebky zptisobuji zrakové obtize,
bolesti hlavy, ztratu cichu, mentalni zmény nebo zachvaty,
zatimco supraselarni meningiomy (lokalizované blizko hypofyzy)

hormonalni zmény (Marosi et al., 2008).

3.1.8.2 Diagnostika pomoci zobrazovacich metod

A el

Obrazek 5 Snimek meningiomu

Mnoho meningiomli je zobrazovacimi metodami detekovano
nahodné, pifi vySetfeni jinych zdravotnich komplikaci.
Zobrazovaci metody mohou odhalit strukturu, velikost a umisténi Po7izeny — pomoci magnetické
meningiomu a pfipadnou p¥itomnost komplikaci, jako je edém Fezonance (MRI). Meningiom se
mozku nebo hyperostdza. Pii pouZiti specialnich technik lze také nachazi na obou  castech  falx
odhadnout funkéni aspekty meningiomu a predpovédét jeho cerebri, mensi cast je vyznacena

chovani do budoucna (Saloner et al., 2010). Sipkou. Zdroj: Saloner et al., 2010

Nejcastéji pouzivané metody jsou CT (,,computed tomography“, vypocetni tomografie) a MRI
(,,magnetic resonance imaging“, magneticka rezonance) a jejich varianty. Vyhodou CT je moZnost
rozpoznani infiltrace kosti, nevyhodou zase davka ioniza¢niho zafeni, kterou pacient obdrzi. MRI
(obr. 5) na druhou stranu pacienta zafeni nevystavuje a jeho varianty umoziuji rozpoznat agresivnéjsi

typy meningiomt od benignich (Saloner et al., 2010).



3.1.8.3 Watch-and-wait

U meningiomu, které byly zjistény nahodou (a jsou tedy vétSinou benigni, asymptomatické) neni nutné
ihned provadét operaci. Misto toho pacient pravidelné dochdzi na kontrolni skeny, a rist meningiomu
je monitorovan. Tento pfistup je také vhodny u osob star§iho veéku, u kterych by byla piipadna operace
vysoce rizikova, a v ptipad¢ zadnych nebo zvladatelnych symptomt (napt. zachvaty tlumené podanim
1é¢iv). Rizikem je zdména meningiomu s jinym typem nadoru, zejména metastazemi rakovin plic nebo

prsu (Chamberlain, 2015).

3.1.8.4 Operace

Operativni odstranéni meningiomu slouzi ke zlepSeni nebo zachovani neurologickych funkci pacienta.
Jedna se o standardni postup u vétsiny meningiomtl. Uplné odstranéni meningiomu je nezbytné pro
maximalni zamezeni vzniku recidivy (Prada et al., 2015). Uroven odstranéni meningiomu je uréovéana
na tzv. Simpsonové stupnici (tab. 1). Jednotlivé stupné odstranéni maji rtuznou Sanci recidivy

meningiomu (Simpson, 1957).

Tabulka 1 Simpsonova stupnice urovné chirurgické resekce meningiomu. Riziko recidivy meningiomu
je zavislé na stupni resekce meningiomu, ¢im méné kompletni odstranéni je, tim vyssi Sance na recidivu

(Simpson, 1957).

1 Kompletni odstranéni véetné resekce postizené kosti a dura mater 9%
2 Kompletni odstranéni s koagulaci postizené dura mater 19 %
3 Kompletni odstranéni bez koagulace dura mater 29 %
4 Subtotalni resekce 44 %
5 Prosta dekomprese, biopsie -

V soucasné dobé¢ je standardem tzv. image-guided operace. Obvykle jsou dostupné tzv. neuronavigaéni
systémy zaloZené na snimcich pofizenych pied operaci (,,preoperative*). Nevyhodou takového systému
je nemoznost podchytit zmény v poloze a deformaci nastalé béhem operace. Pro piekonani této limitace
je mozné pouzit zobrazovaci metody pfimo béhem operace (,.intraoperative): MRI, CT, ultrazvuk

a fluorescen¢ni barveni meningiomu (Prada et al., 2015).

3.1.8.,5 Radioterapie

Radioterapie je jako prvni moznost 1écby vyuzivana zvlasté pro meningiomy v obtizné operovatelnych
oblastech, jako je naptiklad baze lebni nebo v nebezpecné blizkosti dulezitych struktur, naptiklad o¢niho
nervu. Jako piidavnad terapie se radioterapie pouziva pro meningiomy, které nebyly kompletné
odstranény chirurgicky pro prevenci recidivy. Dal§i moznosti vyuziti radioterapie je za ucelem

zpomaleni progrese (Rogers et al., 2015).
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Vyuzivaji se zpravidla dva piistupy. Pfi stereotaktické radioterapii pacient jednorazové obdrzi davku
zateni (zpravidla mezi 12 a 16 Gy). Metoda je u¢innéj$i pro mensi nadory. Frakcionovana zevni
radioterapie spociva v rozlozeni vyssi davky zateni (okolo 50 Gy) do nékolika dni (pfiblizné po 2 Gy).
Vyhodou je obvykle nizsi mira vedlejSich G¢inkt, na druhou stranu ale panuje obava z toho, Ze tato
metoda s sebou nese vyssi riziko vzniku sekundarniho nadoru. Toto riziko se podstatné snizuje
s rozvojem novych technologii (Rogers et al., 2015). Nicméné u vrozenych mutaci nador supresorovych

genu je snaha se radioterapii upln¢ vyhnout (Wenya et al., 2016).

3.1.8.6 Chemoterapie
Chemoterapie se v sou¢asné dobé¢ v 1é¢bé meningiomu pfili§ nevyuziva. Neni k dispozici mnoho studii
zkoumajicich vliv protinadorovych 1éCiv na meningiomy, a ty jiz existujici ukazuji spiSe jejich

zanedbatelny vliv (Chamberlain, 2015).

3.2 MikroRNA
MikroRNA (miRNA) jsou kratké (small, SRNA) nekdédujici RNA (non-coding, ncRNA) o délce

priblizné 22 nukleotidii. Pusobi jako post-transkripéni regulatory genové exprese prostfednictvim
interakce s mRNA. Vice nez 60 % protein-kodujicich mMRNA u ¢lovéka obsahuje minimalné jedno
konzervované misto pro navazani miRNA (Ha a Kim, 2014). MiRNA se podili na $irokém spektru
procest, véetné vyvoje, diferenciace, reakci na stres zptisobené patogeny nebo zafenim a tumorigenezi

(Almeida, 2011).

Informace o prvni identifikované mikroRNA byly publikovany v roce 1993 na zaklad¢ spoluprace mezi
dvéma laboratofemi. Kazda pracovala na vyzkumu regulace jiného genu, lin-4 a lin-14 v Caenorhabditis

elegans. Gen lin-4 — miRNA — nekodoval protein, a negativné reguloval mRNA transkript lin-14.

Druhou objevenou mikroRNA byla az v roce 2000 let-7 regulujici gen lin-41 taktéz v C. elegans
(Reinhart et al., 2000). Na rozdil od lin-4, let-7 miRNA je mezidruhové konzervovana mezi zivo€ichy,
véetné Clovéka. To podnitilo dal§i zajem o vyzkum regulace exprese genu prostfednictvim miRNA

(Almeida, 2011).

Definice miRNA zahrnuje kombinaci kritérii vcetné experimentalni verifikace jejich exprese
a biogeneze. Systém vytvoieny Ambrosem et al. (2003) je vyuzivan pro ovéfeni nové identifikovanych

miRNA pro zapis do databaze miRBase, v soucasnosti nejvétsi mikroRNA databaze.
Kritéria exprese:

1) Detekce RNA transkriptu o délce pfiblizn€ 22 nukleotidu.
2) Identifikace sekvence o délce ptiblizné 22 nukleotidii v cDNA knihovné. Tyto sekvence musi

presné odpovidat genomické sekvenci organismu, z n€jz byly naklonovany.
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Kritéria biogeneze:

1) Predikce vlasenkové prekurzorové struktury s nejnizsi volnou energii. Neméla by obsahovat
velké vnitini smycky nebo dlouhé nekomplementérni, asymetrické tuseky.

2) Fylogeneticky konzervovana sekvence miRNA o délce piiblizné 22 nukleotidd a jejiho
vlasenkového prekurzoru. Pozadavky na parovani jsou stejné jako u kritéria A, ale vlasenka
nemusi mit nejniz§i moznou volnou energii.

3) Zjisténi zvysené akumulace prekurzoru v ptipad€, Ze je v organismu sniZzena funkce RNazy

Dicer.

Nova mikroRNA musi pted zapisem do databaze spliiovat dvé z péti uvedenych kritérii, jedno z oblasti

exprese a jedno z oblasti biogeneze.

V roce 2011 byla kritéria dopInéna o dalsi podminky. Divodem bylo odliSeni sekvenci jinych sSRNA
a fragmentti RNA, ziskanych NGS technologiemi zalozenymi na vicenasobném cteni kratkych sekvenci

(obr. 6) (Kozomara a Griffiths-Jones, 2011 a Desvignes et al., 2015).

a) miRNA vlasenka b) vliasenka nenaleZejici miRNA
miRNA sekvence (Cteni)

——— kratkychRNA sekvence (Cteni)
e kratkych RNA

|Dicer

N %A
Sl ——0

—_— smycka
Drosha miRNA*

Obrazek 6 Porovndni sekvenci skutecné miRNA identifikované pomoci NGS a sekvenci ne-miRNA

\\///

vidsenky. Metody NGS usnadiuji objev novych miRNA, ale soucasné také zvysuji riziko zdmény
s fragmenty a jinymi krdatkymi RNA. Sekvence skutecnych miRNA vykazuji konzistentni mista zpracovani
pomoci Drosha a Dicer a nejcastéjsi cteni bude odpovidat maturované miRNA. Nahodna cteni po celé

délce viasenky znaci, Ze se o miRNA nejedna (prevzato z Berezikov, 2011).

Databaze se potykaji s problémem odliSeni realnych miRNA sekvenci od nejistych. V roce 2013 proto
byla zavedena dalsi kritéria pro ,high-confidence“ miRNA — vys$si pocet Cteni, méné zamén

v sekvencich a nizsi volna energie vlasenek (Kozomara a Griffiths-Jones, 2013 a Desvignes et al., 2015).

3.2.1 Kratké nekodujici RNA
Kratké nekodujici RNA jsou RNA dlouhé ptiblizné 20-30 nukleotidt, které nejsou pirekladany do
proteint, ale reguluji geny a genomy. Ovliviiuji buiku na mnoha trovnich, od struktury chromatinu,

segregace chromozomd, transkripce, aZ po zpracovani a stabilitu RNA a translace. Kratké RNA slouZi
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jako specifické faktory pro navadeéni efektorovych proteini, zpravidla ze superrodiny proteint

Argonaute (Carthew et al., 2009).

Pti identifikaci novych miRNA mize dojit k zdméné& s jinymi kratkymi RNA vyskytujicimi se v buiice.
Nejvyssi riziko takové zamény hrozi u pfibuznych siRNA (short interfering RNA). Prestoze miRNA
jsou siRNA zna¢né podobné co do délky i mechanismu regulace, existuji mezi nimi zna¢né rozdily,

které shrnuje tab. 2 (Budak et al., (2016), Ambrose et al., (2003), Carthew et al., 2009).

Na rozdil od miRNA i siRNA, piRNA nevyZaduji zpracovani Dicerem. Jsou dlouhé 25-30 nukleotidl
a exprimované prevazné v buiikich germinalni linie savcl. Jejich funkci je represe transpozont
audrzeni integrity genomu. Jsou generovany z jednovlaknovych prekurzorii a interaguji vyhradné

s Piwi proteiny, také nalezici do superrrodiny proteinti Argonaute (Suh, 2011).

Tabulka 2 Srovnani viastnosti mikroRNA a siRNA na zdiklade Budak et al., (2016), Ambrose et al.,
(2003) a Carthew et al., 20009.

Vlastnosti MiRNA SIRNA
Ptvod v bunce Endogenni Exogenni i endogenni
Transkripce RNA polymerazou Il, Il | RNA polymerazou IV, V
Zpracovani endonukleazou Drosha Ano Ne
Reoeceiocd C o Absolutni
Pérovéni v duplexu Imperfektni parovani komplementarita
o Pro regulaci vyzaduje
E Pozadavky na komplementaritu Reguluje ! neup né (téméf vzdy) uplnou
= o komplementarni mRNA .
< cilové mRNA , . . komple-mentaritu
N na zakladé¢ ,,seed” regionu ,
-7 s cilovou mRNA
Vznik transkripci
5 vlastnich genu, z intront | Vznik z usekt piibuznych
Piivod v genomu . X . X 4
(i exont) protein transpozonum a repetic
kédujicich genit
Z jedné vlasenky pii Z jedné vlasenky
M el a et sy biogenezi anlka jedna, | dlouhého dVOJvlgk{loYevl}o
nebo dvé molekuly prekurzoru vznika vétsi
mikroRNA mnozstvi sSiRNA
Délka vlakna Ptiblizné 22 nukleotid
- Rozstépeni vlasenky Zpracovani RNazou Dicer
5 . Regulace mRNA prostiednictvim RISC (RNA-Induced
= egrenlwpon Silencing Complex)
=9 NI .
5 Rl medham e Regulace prostredm.ct\v/lry degradace mRNA i
transkripéni represe

Malé RNA se vyskytuji i u prokaryot. Jejich funkei je regulace translace, vétSinou pomoci vazby na

Shine-Dalgarno sekvenci, kde je translace u prokaryot iniciovana. Podobné jako u eukaryot, jsou mRNA

nasledné degradovany (Desnoyers et al., 2013).
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V soucasnosti nejznaméjsi small RNA prokaryot je ctRNA (CRISPR RNA), kterd slouzi jako
identifikator virdlnich sekvenci v systému CRISPR/Cas9 a zprostfedkovava antiviralni imunitu bakterii.
Tento systém je vyuzivan biologickymi vyzkumnymi laboratofemi pro stale se rozsifujici paletu metod

prevazné za ucelem editace genomu (Rath et al., 2015).

3.2.2 Nomenklatura miRNA

Nazvoslovi miRNA bylo ustanoveno Ambrosem et al. v roce 2003 a je pouzivano pro anotaci nové
objevenych miRNA a miRNA rodin. Nové nazvy jsou miRNA a miRNA rodinam pfifazovany
Vv prubehu pred-publikac¢niho procesu, aby nedoslo k prekryvu.

Obecné jsou miRNA shodujici se v oblasti nukleotid 2-8 povazovany za pfislusniky jedné miRNA
rodiny. Pfibuzné sekvence jsou generovany pievazné genovou duplikaci (Ha a Kim, 2014). Genova
duplikace mtze nastat lokdln¢ (tandemové, miRNA zlstavaji soucasti jednoho transkriptu) nebo
nelokalné (miRNA je duplikovéna na jiny chromozom, zpravidla v disledku genomové duplikace
behem evoluce). Zména sekvence duplikované miRNA muze vést ke zméne cilové mRNA a tim funkce

miRNA v organismu (Berezikov, 2011).

V soucasné dobé je navrhovana revize nomenklatury miRNA, ktera by brala v potaz i alternativni drahy
biogeneze a zejména byla schopna rozlisit isomiRNA — miRNA pochazejici ze shodného prekurzoru,
ale s odlisnou sekvenci (Budak et al., 2016). Schéma pouZivané nomenklatury miRNA tak, jak je

V soucasnosti pouzivana, je shrnuta na obr. 7.

hsa-miR-1a-1-3p.1*

ramenko
organismus forma mikroRNA RNA
- prvni pismeno rodu: mir-: pre-mikroRNA Zivoéicha pre-mi .
homo MIR: pre-mikroRNA rostlin 3p: raménko na 3' konci
- prvni 2 pismena druhu: miR-: maturovand mikroRNA 5p: raménko na 5' konci
sapiens MIR-: nazev mikroRNA genu
. Y degradované
mikroRNA rodina vlikno
- ¢islovani podle pofadi objevu
- pribuznost sekvence a struktury
¢len rodiny \\ %
- podobné sekvence
- rfvn(; lokusy v genomu prekurzor
- rizné prekurzory - identicka sekvence prekurzoru

sekvence (lokus)
- identicka sekvence maturované mikroRNA
- stejny lokus genu v ramei jednoho druhu
- miize byt rozdilna sekvence (zpracovani) prekurzoru

Obrazek 7 Schéma nazvoslovi miRNA. Z nazvu miRNA Ize vycist, z jakého organismu pochazi, ke které
rodiné miRNA nadlezi a kterym sekvencim v ramci ni se podobd. U miRNA v rdamci jednoho druhu je
cislem odlisen lokus v genomu a presna sekvence maturované miRNA. V pripade, Ze shodné miRNA
pochdzeji z riiznych prekurzori, Ize je od sebe rozlisit cislem za teckou. Dale se odlisuje raménko pre-
MIiRNA, z niz maturovand miRNA pochdzi a pripadné, zda se jednd o vedouci nebo degradované vidkno.
Ne vzdy zahrnuje nazev mikroRNA vSechny zde popsané prvky. (Zpracovano podle Budak et al., 2016
a Ondrej Slaby, Marek Svoboda, et al., MikroRNA v onkologii, 2012.)
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3.2.3 Biogeneze miRNA

Schéma miRNA biogeneze je uvedeno na obr. 8, str. 16.

3.2.3.1 Transkripce pri-miRNA
MiRNA pochazi z riznych oblasti genomu (Hammond, 2015 a Slezak-Prochazka et al., 2013):

1) Intergenni miRNA
2) Intron protein-kodujiciho genu (mirtrony, vétsina lidskych miRNA)
3) UTR mRNA protein-kédujiciho genu

4) Exony nekddujicich gent (vzacng)

MiRNA jsou piepisovany pomoci RNA polymeraz II (Lee et al., 2004) a 11l (Borchert et al., 2006),
a jejich transkripty jsou nésledné podobné jako protein-kddujici mRNA polyadenylovany na 3¢ konci,

s 7-methyl-guanosinovou ¢epickou na 5°¢ konci (Hammond, 2015).

Transkripci vznikd az 4000 bazi dlouha primarni miRNA (pri-miRNA), kterd tvoii CasteCné
komplementarni vlasenku se smyckou na jednom konci s jednovlaknovymi pfesahy na druhém konci

(Hammond, 2015 a Ha a Kim, 2014).

3.2.3.2 Uprava mikroprocesorem na pre-miRNA

Pri-miRNA (primarni miRNA) je rozpoznavana mikroprocesorem, coz je heterotrimerni komplex
proteinti Drosha a dvou proteini DGCRS8 (Li a Patel 2016). Tento krok probiha v jadte bud’ jiz béhem,
nebo tésné po transkripci pri-miRNA (Hammond, 2015). Mirtrony nejsou zpracovavany

mikroprocesorem, ale spliceosomem. (Slezak-Prochazka, 2013).

Drosha je enzym RNaza IlI, ktera odstépi dvojvldknovou oblast pri-miRNA vlasenky. Po této reakci
vznika zhruba 60-80 nukleotidii dlouhd prekurzorova miRNA (pre-miRNA) tvofici vlasenkovou
strukturu s dvounukleotidovym ptesahem (Li a Patel 2016). Pokud je piesah kratsi, je doplnén uridinem
pomoci enzymi TUTaz (Kim et al., 2016).

Funkci DGCRS je umoznit vazbu enzymu Drosha na dvojvlaknovou oblast pri-miRNA tak, aby $tépil
ve vzdalenosti priblizné 22 nukleotidd od apikalni smycky a ptiblizné 11 nukleotidii od bazalniho spoje

pri-miRNA. (Li a Patel 2016).

3.2.3.3 Transport pre-miRNA z jadra

Export pre-miRNA z jadra umoznuje Exportin5 (XPOS5) aktivnim mechanismem zavislym na hydrolyze
GTP. Exportin5 interaguje s dvounukleotidovym ptfesahem na 3° konci pre-miRNA. Komplex
pre-miRNA/XPO5/RanGTP je transportovan do cytoplazmy skrz jaderny por. V cytoplazmé dochazi
k pfeméné Ran-GTP na Ran-GDP stimulované pomoci RanGAP a k uvolnéni pre-miRNA (Wang et al.,
2011).
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P53 > miR-34 rodina
Odblokovani genti
podporujicich rist

DNA

miR-17/92 Klastr
MYC Onkogeneze
miRNA
V B-bunééném lymfomu
miR-148a
CpG miR-34b

methylace 1 mir-34c pri-miRNA
: miR-9

Podpora rastu

a melastaze nadord DGCRS
ADARI1 b= pri-miR151

Lditace.

nezpracovani Dicer
LIN28 b= pri-let-7 Drosha
Vaze smycku,
nezpracovani Drosha

RNA polymeraza II/IT1

pre-miRNA

DGCR8 = Drosha

Stabilizace

> DGCRS Exportin5
ERK Fosforylace, stabilizace GTP /

HDAC1 p=—» DGCRS

Fosforylace, stabilizace

Drosha == DGCRS

Stépi mRNA

Jadro
Cytoplazma GDP
=

ATM = Exportin5 %K
Zvysena interakee \\ 4
s jadernym porem \/\ : -
v
Let-7 b= Dicer P,

Vaze mRNA,
inhibice translace

Dicer \
C-P4H(I) p—>AGO2 miRNA*

Hydroxylace a stabilizace \ D
7

MAPKAPK2 [—+AGO2 Y )~ N
Fosforylace, Y2z <
lokalizace do P-bodies Nukledza

AKT [P—{AGO2

Blokuje translaci

miRNA > AGO \

Stabilizace mRNA

Argonaute

Obrazek 8 Schéma biogeneze miRNA. Pri-miRNA je prepisovana z DNA pomoci RNA polymerdzy,
zkracena Drosha na pre-miRNA, kterd je transportovana zjadra pomoci Exportin5 a Ran-GTP.
V cytoplazmé je upravena Dicer a v komplexu RISC s Argonaute proteiny blokuje translaci mRNA.
Vievo jsou vyznaceny nékteré mechanismy regulace biogeneze a jejich ucinky. Vpravo jsou vybrané
struktury proteinii podilejicich se na miRNA biogenezi. Zpracovano podle: Ha a Kim, 2014, strukturni
modely: Kwon et al., 2015, Schirle a MacRae, 2012.

16



3.2.3.4 Maturace mikroRNA v cytoplazmé

Druhé endonukleolytické stépeni pre-miRNA probiha v cytoplazmé. Dicer je stejn¢ jako Drosha RNéaza
I, $tépici dvojvladknové RNA. PAZ doména endonukledzy Dicer specificky vaze dvounukleotidovy
ptesah na 3° konci pre-miRNA vytvoieny v jadie endonukleazou Drosha (Ha a Kim, 2014).

Z vlasenky pre-miRNA vznika duplex dvou miRNA. Dicer §tépi vlasenku v misté smycky na jednom

konci tak, ze vznika ptesah na 3° konci (Ha a Kim, 2014).

Vzhledem k tomu, Ze jednotliva vlakna miRNA duplexu se mohou lisit specifitou vii¢i cilovym mRNA,
je zpisob regulace jejich zatazovani do RISC komplexu kli¢ovy. Nékterd vlakna miRNA duplexti jsou
do RISC zatazovana se stejnou frekvenci, u jinych dochazi k vyrazné asymetrii, kterd se navic mtize
li$it mezi jednotlivymi tkanémi. K rozevieni miRNA duplexu a usnadnéni uvolnéni vlakna urc¢eného

k degradaci (passenger strand) slouzi Ago proteiny (Ha a Kim, 2014).

3.24 Mechanismy regulace genové exprese prostiednictvim miRNA

MiRNA reguluji expresi genti v buiice zejména posttranskripcné. Cilova mRNA miuze byt bud’
degradovana, nebo dojde k potlaceni jeji translace. O osudu mRNA rozhoduji tii faktory: do jaké miry
je k ni miRNA komplementarni, kde se RISC na mRNA navazuje a typ proteinu Ago v RISC (lwakawa
a Tomari, 2015).

U zivocicht se vyskytuji étyfi typy proteinti Ago (Ago1-Ago4), z nichZ pouze Ago2 ma schopnost §tépit
cilovou mRNA. Na komplex RISC se v mnoha ptipadech navazuji dalsi proteiny, které urcuji zptsob

miRNA regulace (Iwakawa a Tomari, 2015).

3.24.1 mRNA degradace
K mRNA degradaci u zivocichii dochazi zvlasté pii Gplné komplementarit¢ miRNA k mRNA, ale také
i pii ¢asteéném parovani. Mechanismus degradace mRNA se ale v téchto dvou ptipadech lisi (Iwakawa

a Tomari, 2015).

Uplna komplementarita miRNA a mRNA umoziiuje endonukleolytické $tépeni vramci RISC
komplexu. Zvlast¢ zivoCisnd miRNA ale vykazuje neuplnou komplementaritu k cilové mRNA.
Rozhodujici je tzv. seed region, coZ je oblast mezi 2. aZ 7. nebo 2. az 8. nukleotidem (Iwakawa a Tomari,
2015).

Nedokonalé parovani znemoznuje degradaci prostiednictvim Ago proteind. V takovém piipadé dochazi
bud’ k represi translace mRNA (viz dale), nebo k navazani proteinti, které zprostfedkovavaji deadenylaci
a odstranéni 7-methyl-guanosinové Cepicky z mRNA. Nechranéna mRNA je pak degradovana 5°-3°

exonukleazami, nejcastéji XRN1 (Iwakawa a Tomari, 2015).
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3.24.2 Represe mRNA translace

.....

translacni represe prostiednictvim miRNA (Iwakawa a Tomari, 2015):

1) Navazani translaénich inhibitorti prostfednictvim multiproteinového komplexu GW182, ktery
pfimo interaguje s proteiny Ago.

2) Disociace faktoru elF4A z pre-inicia¢niho komplexu, ktery slouzi jako helikdza a umoznuje
navazani ribozomu a nalezeni start kodonu.

3) Uvolnéni proteint PABP pomoci GW182, ¢imz nasledné¢ nedojde k rozpoznani poly-A fetézce

......

3.25 MikroRNA a nadorova onemocnéni

Vzhledem Kk obrovskému vlivu miRNA na expresi genti v bufice lze o¢ekavat, Ze se budou v piipadé
deregulace také zna¢nou mirou podilet na vzniku a vyvoji nadora v téle (He et al., 2005; Lin a Gregory,
2015). Poprvé byl vliv miRNA na tumorigenezi popsan Calinem et al. jiz v roce 2002, spojujici deleci
MIR-15 a MIR-16 s chronickou lymfatickou leukémii.

MiRNA deregulace hraji kli¢ovou roli ve vzniku a progresi nadorovych onemocnéni. A to jak
v disledku inhibice (,,loss of function®), tak v dusledku funkéni zmény (,,gain of function®) miRNA,

jejich cilovych mRNA nebo proteint podilejicich se na jejich biogenezi (Lin a Gregory, 2015).

MikroRNA mohou mit v burice onkogenni i tumor supresorovou funkci. Vzhledem k zapojeni miRNA
do mnoha riznych biochemickych a signaliza¢nich drah (a obvyklému cileni vice nez jedné mRNA),
muze navic jedna miRNA ptsobit u jednoho typu rakoviny jako onkogenni faktor, zatimco v druhém
pripadé rakovinu potlacovat. Prikladem je miR-29: u rakoviny prsu byla identifikovana jako onkogen,

ale u rakoviny plic byla zji$téna jeji zcela opacna funkce (Reddy, 2015).

Bylo zjisténo, Ze vice nez polovina miRNA gend se nachazi v oblastech, jejichz poskozeni je Casto
spojovano s riznymi typy rakoviny, v¢etné kiehkych mist (,,fragile sites*) na chromozomu. Aberantni
exprese gent je v nadorech obvykla, coZ potvrzuji data z mikroarray analyz (Reddy, 2015). Globalné je
vsak exprese miRNA v nadorech potlacena (Lin a Gregory, 2015).

3.25.1 Klinické vyuZiti mikroRNA

Exprese nékterych miRNA v urcitych nadorech maji charakteristicky profil. Této skutecnosti je mozné
vyuzit pro vyvoj diagnostickych metod. Z dat miRNA exprese 1ze vyc¢ist informace o typu nadoru, jeho
progresi a piipadnou prognézu ¢&i predikei 16¢by. Casto byvaji profily miRNA ziskavany z télnich

tekutin pomoci malo invazivnich metod (Reddy, 2015).

V soucasnosti probihaji klinicka testovani diagnostickych metod s miRNA jako biomarkery. Naptiklad
miRNA cirkulujici v télnich tekutinach jako mira terapeutické odpovedi na 1é€bu rakoviny prsu nebo

vaje¢niku, nebo konkrétné miR-10b jako biomarker grade gliomu (Reddy, 2015).
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3.25.2 Metody detekce miRNA

Detekce miRNA je vzhledem K jejich unikatnim vlastnostem sice nenaro¢na, avsak vyzaduje upravené
molekularné-biologické metody. Problematickd je zejména jejich kratkd délka (z divodu nizké Tm —
teploty tani — u prob a primerti), vysokd homologie (komplikuje navrh specifickych prob a primertt)

a velké rozpéti koncentraci (od nékolika molekul na buriku po desetitisice) (Dong et al., 2013).

Northern blotting se vyuziva pro detekci miRNA v malém méfitku. Jeho hlavni nevyhodou je, Ze je pro
detekci potieba velké mnozstvi RNA (fadove pg). Vyssi trovné citlivosti Ize dosahnout s pouzitim LNA
(lock nucleic acid) prob, které jsou ,,uzamcené* pomoci vnitinich vazeb na sacharidové ¢asti nékterych
nukleotidu tak, ze si udrzi optimalni konformaci pro hybridizaci a tim zvysuji Tm komplexu (Dong et al.,
2013).

Standardnim postupem pro méteni exprese miRNA je RT-qPCR. Pfed samotnou qPCR je nutné miRNA
prepsat do cDNA. Navrh primert vyuzivd zpravidla jednu ze dvou strategii: polyadenylaci cDNA
a nasledné pouziti oligo d(T) primerti nebo vytvoieni primert speicifickych pro danou miRNA po jejim
prodlouZzeni o specififickou konstantni sekvenci. RT-qPCR je vhodnou metodou pro validaci vysledki

z microarray a NGS analyz. Radové detekuje a kvantifikuje i ng miRNA (Dong et al., 2013).

Microarray je vedle NGS standardni technika profilovani miRNA, schopna zachytit velké mnoZzstvi
riznych miRNA i v nizkych koncentracich. Samostatné je ovsem pro kvantifikaci a méfeni tirovné
exprese jednotlivych miRNA nevhodna. Divodem je nizka specifita u homolognich miRNA, $patna
optimalizace Tm pro velké mnoZstvi ruznych sekvenci a vysoka cena. Dal§im problémem je odliseni

delsich RNA sekvenci (napft. pri-miRNA) (Dong et al., 2013).

Sekvenovani miRNA se v souc¢asné dob¢ provadi pfevazné metodou NGS. Pro predikci novych miRNA
ze ziskanych dat se vyuziva specializovany software, napt. mirDeep, ktery vyhleda ve frekvenci Cteni
znaky specifické pro miRNA. Na zaklad¢ porovnani sekvenci miRNA a mRNA Ize také do urcité miry
piedpoveédét mozné cile dané miRNA (Motameny et al., 2010).

3.3 Molekularni charakteristika meningiomi

Vznik, progrese a charakteristika meningiomu je fizena genetickymi zménami, zejména mutacemi
typickych gentl, ale také zménami jejich exprese. Nejéastéj$i chromozomalni zména U meningiomu je
monosomie chromozomu 22 (kde se mj. nachazi i gen NF2), poptipadé ztrata jeho kratkého raménka.
Pro WHO grade II meningiomy jsou typické ztraty chromozomu 1p, 6q, 10, 14q, 18q a 22q, ptipadné
zisk genetického materidlu v oblastech 1q, 64, 99, 12q, 15q, 179 nebo 20g. WHO grade 11l meningiomy
Casto vykazuji ztraty chromozomii 6q, 10 a 14q (Galani et al., 2017).

3.3.1 Mutace protein-kédujicich geni
Mutace v genu NF2 je nejcastejsi mutaci pfitomnou v meningiomech. Byly popsany Ruttledge et al.

v roce 1994, ale meningiomy byly asociovany s neurofibromatdzou typu 2 jiz dfive. Mutace NF2 byla
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zjisténa u vSech tii grade meningiomu. Proto se spekuluje o tom, ze vyfazeni genu NF2 z funkce hraje
roli pii vzniku meningiomu, spiSe nez v jejich progresi (Wenya et al., 2015). Clark et al. (2016) popsali
Casty spole¢ny vyskyt mutaci v genu NF2 a SMARCBL. Ze stejné proteinové rodiny 4.1 jako NF2
pochazi i DAL-1, dalsi protein povaZovany za faktor pii vzniku meningiomu (Gutmann et al, 2000).
Gen NF2 koduje soucast aktinového cytoskeletu a fibroblasticky charakter benignich meningiomi je
spojeny s jeho ztratou (Marosi et al., 2008).

Vétsina meningiomd je mutovana v oblasti NF2 genu. Existuji ale i mutace, které jsou pro meningiomy
typické, a nevyskytuji se zaroveni s mutaci NF2 —nador tedy vznika jinym zptisobem. Clark et al. (2016)
navrhli rozdélit tyto tzv. non-NF2 meningiomy do podskupin podle typti vznikajicich mutaci a drah,

které ovliviiuji (obr. 9).

AKT1 je dulezity aktivacni protein signalnich drah PI3K/AKT. Jeho mutace byla popsdna Brastianos
etal. (2013) a Clark et al. (2013). Vyskytuje se zaroven s mutaci v TRAF7, ale nebyla zjisténa

v kombinaci s mutaci v KLF4, coz je gen podporujici dediferenciaci bunék (Clark et al., 2013).

Mutace v genu SMO byla popsana V publikacich Brastianos et al. (2013) a Clark et al. (2013).
Meningiomy s mutovanym SMO vykazovaly zvySenou expresi a aktivaci Hedgehog signalni drahy
(Clark et al., 2013).

Mutace v genu SUFU (suppressor of fused homolog) byla poprvé popsana Aavikko et al. u finské rodiny
trpici mnohocetnymi meningiomy v roce 2012. SUFU je hlavni negativni regulator v Hedgehog signalni
draze u lidi mj. interakci s GLI1. Zaména argininu za cystein v N-terminalni doméné v této mutaci
pravdépodobné zptlisobuje, ze terciarni struktura proteinu je nestabilni. Dosud popsané mutace v genu
SUFU jsou spojovany s agresivnimi détskymi meduloblastomy. Somatickou mutaci genu SUFU poprveé

popsal Clark et al. (2016).

'h Meningealni huika
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I Meningiom < POLR2A

Obrazek 9 Rozdéleni meningiomii do skupin podle mutaci, které se v nich nachazeji. Vievo: Vyskyt
mutaci v meningiomech ve studii provedené Clark et al., 2016. Jeden sloupec predstavuje jeden vzorek
meningiomu, c¢arka ve sloupci je vyskyt mutace v daném genu. Ve sloupcich je tedy mozno sledovat,
které mutace se vyskytuji v meningiomech spolecné a které se vzdjemné vylucuji. Vpravo: Navrh
rozdéleni meningiomii do skupin na zakladé molekularnich charakteristik — mutovanych genii drah,
kterych se mutace dotykaji a pravdépodobné vedoucich ke vzniku meningiomu. Barvy skupin

koresponduji mezi obéma obrazky. Prevzato a upraveno z Clark et al., 2016.
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POLR2A je gen kodujici nejvetsi katalytickou podjednotku RNA polymerazy II. Genomické mutace
postihujici RNA polymerazu II zatim nebyly popsany u zadné lidské patologie. Pfedpokladala se
nenahraditelna role RNA polymerazy I v organismu. Clark et al. (2016) popsali somatickou mutaci
genu POLR2A v meningiomech, u kterych nebyla zjisténa mutace v zadnych jinych znamych genech

spojenych se vznikem meningiomu.

Se svétlobunéénymi meningiomy je spojovana ztratova mutace v genu SMARCEL. Gen SMARCEL,
podobné jako SMARCBI, koduje protein interagujici s chromatinem. V nékterych ptipadech se jedna
0 mutaci zarode¢nych bunék (dédicnost v rodinach), vznik a role mutaci v sporadickych meningiomech

zatim nebyl objasnén (Smith et al., 2017).

V soucasné dob& napomdahaji detekce mutaci v n€kterych genech zatazeni meningiomu do WHO grade,
ptipadné zpiesnéni progndzy s ohledem na ocekavanou agresivitu nebo progresi meningiomu (Louis
et al. 2016).

3.3.2 Long non-coding RNA v meningiomech

MEGS3 je IncRNA kodovana oblasti 14q32. Funguje jako nadorovy supresor. Zhang et al. (2010) zjistili,
7ze MEG3 je zna¢né exprimovana v normalni arachnoidalni tkani, zatimco jeji exprese je potlacena
Vv meningiomech. Mira exprese MEG3 v meningiomu navic koreluje s WHO grade meningiomt — ¢im
niz§i mnozstvi a exprese MEG3, tim vyssi grade. Exprese MEG3 byla ve studii omezena jak ztratou
kopie genu, tak zvySenou methylaci CpG ostravka v promotoru MEG3.

Zhang et al. (2010) dale popsali, Zze v bunéénych kulturach odvozenych z meningiomit MEG3 stimuluje

aktivitu proteinu p53 a inhibuje proliferaci.

3.3.3  miRNA v meningiomech

Prvni studie zjist'ujici zmény exprese miRNA v meningiomech byla provedena Saydam et al. v roce
2009. Autori srovnali expresi 407 znamych miRNA ve 14 WHO 1 grade meningiomech se vzorky
normalni arachnoidalni tkan¢. Charakterizovali profil 43 miRNA, jejichz exprese byla v meningiomech

deregulovana, a charakterizovali mechanismus plsobeni snizené exprese miR-200 na vznik nadoru.

Profil exprese miRNA v meningiomech zjist'ovali Zhi et al (2013). Na zakladé porovnani s okolni tkani
identifikovali 14 miRNA se signifikantné zménénou expresi. Snizeni nebo zvyseni miRNA v nékterych
ptipadech korelovalo s klinickymi faktory, napiiklad zvySend exprese miR-190a byla zjisténa

v recidivujicich meningiomech.

Zhi etal. v roce 2016 dale popsali set Sesti miRNA, které by mohly slouzit jako biomarker meningiomd.
Jednalo se o cirkulujici miRNA v krevnim séru. Bylo zjisténo, Ze zvySené mnozstvi miR-219-5p v séru
koreluje s grade meningiomu, pfestoze v pfedchozi studii autorti (2013) byla exprese této miRNA
Vv tkani meningiomd snizena. S vys$si pravdépodobnosti recidivy byly také spojeny zmény koncentrace
miR-409-3p a miR-224.
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Ludwig et al. (2017) srovnavali zménu exprese miRNA mezi histologickymi subtypy a grade
meningiomu. Ziskané vysledky srovnavali se zndmymi i moznymi mRNA cili deregulovanych miRNA.
Vysledkem studie byl diagnosticky model zalozeny na rozdilné expresi miR-222, miR-497, miR-34a*

a miR-136 schopny s ptesnosti 82 % rozlisit meningiomy grade I a II.
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4 MATERIAL A METODY

Primarnim cilem studie je vytvofeni diagnostického panelu na bazi miRNA, pomoci kterého by bylo

mozné predikovat recidivu meningiomu u pacientd, jimz byl chirurgicky odstranén primarni nador.

Experiment byl rozdélen do dvou fazi. Prvni faze zahrnovala izolaci RNA z archivnich vzorka
meningiomu jak recidivujicich, tak nerecidivujicich pacientti. Nasledovala analyza pomoci microarray
s identifikaci miRNA, u nichz doslo mezi recidivujicimi a nerecidivujicimi vzorky ke statisticky
vyznamné zmeén¢ exprese. Druhd faze experimentu byla validacni. Byla ovéfovana zména exprese
U vybranych miRNA pomoci qPCR. Na zaklad¢ dat z qPCR byl vytvaren model diagnostického panelu

miRNA a byla zji§tovana jeho schopnost identifikovat recidivujici meningiomy.

4.1 Biologicky material
Pro v§echny analyzy byly pouzivany fezy chirurgicky odstranénych meningiomti ve Fakultni nemocnici

Olomouc, fixovanych ve formalinu a uchovanych v parafinu (FFPE) pfi pokojové teploté.

41.1 Vzorky meningiomu pro microarray analyzu

Bylo pouzito 30 neparovych vzorkli meningiomu ziskanych od pacientli bez progrese onemocnéni a 15
parovych vzorki (tedy celkem 30) meningiomi pacienti s alesponi jednou recidivou a progresi. Prvni
vzorek v paru je tedy z primarniho nadoru a druhy pochazi z jednoho z novych nadora po prvni operaci

u daného pacienta. Dals$i informace o obou skupinach pacientt jsou shrnuty v tab. 3.

Tabulka 3 Prehled informaci o pacientech, jejichz vzorky byly pouzity pro microarray analyzu. Zdavorky
u veku pacientit pri diagnoze meningiomil znaci odlehlé hodnoty, tj. pacienty, kteri méli vyrazné nizsi

vek, nez je obvyklé (pripadové studie).

Zeny Muzi P.rume,my vekopri Recidiva Remdw:a > celkem
diagnoze progresi
v | 10 0 (36) 52,7 1 0 10
-CE I 7 3 (33,37) 58,1 1 0 10
O m 6 4 (32) 63,5 (99) 2 0 10
celkem 23 7 (32,33,36,37)59,4 4 0 30
Zeny Muzi P,mme,my vekpi Recidiva Reudlv,a > celkem
diagnoze progresi
I 2 5 (35, 30) 52,4 7 5 7
§ I 4 1 (34) 63 5 5 5
SRR 0 1 53 1 1 1
nespecifikovan 1 1 44,5 2 2 2
celkem 7 8 (30, 34, 35) 54,7 15 13 15

23



U nékterych pacientl zafazenych do nerecidivujici skupiny k recidivé doslo, ale meningiom z recidivy
neni parovy, ptipadn€ neni k dispozici vlibec, a proto z n¢j nemohl byt vytvofen parovy vzorek jako

U recidivujicich pacientt.

Jako negativni kontroly bylo pouzito 5 vzorkd arachinoidalni tkané z archivu Fakultni nemocnice
v Olomouci, které byly ziskany pii operacich hlavy od pacientd netrpicich zaddnym néadorovym

onemocnénim.

41.2 Vzorky meningiomu pro valida¢ni fazi

Ve valida¢ni fazi byl pouzit zcela odliSny set vzorkil nez pro hybridizaci na microarray. Pro analyzu
bylo vybrano 32 vzorkd priméarnich nédora (ziskanych pfi prvni operaci, pted recidivou) od pacient
s recidivou a progresi a 32 vzorku od pacientl bez recidivy a progrese meningiomi. Vzorky jednotlivych
skupin byly parovany na zakladé grade meningiomu a v€ku, pohlavi, vysky a vahy pacienta. Informace

0 pacientech jsou shrnuty v tab. 4.

Tabulka 4 Informace o pacientech druhého setu vzorki, uréeného pro validaci microarray analyzy
pomoci gPCR metody. Zavorky u véku pacientit pri diagnoze meningiomit znaci odlehlé hodnoty, tj.

pacienty, kteri méli vyrazné nizsi vek, nez je obvyklé (pripadové studie).

Zeny Muzi P.mme,my vekepri Recidiva ReC|d|v:31 > celkem
diagnoze progresi
o | 21 7 (25) 52,7 0 0 28
2 2 2 58 0 0 4
O m 0 0 - - - 0
celkem 23 9 (25) 53,5 0 0 32
Zeny Muzi P.rume,my vk pri Recidiva Remdw:a > celkem
diagnoze progresi
| 20 8 (35,21)51,1 28 2 28
S 2 2 57,7 4 1 4
5 m 0 o - - - 0
nespecifikovan 0 0 - - - 0
celkem 22 10 (35, 21) 52 32 3 32

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pro vSechny experimentalni metody byly pouzity komeréni soupravy, individualni chemikalie byly
pouZivany pouze v piipadé, Ze nebyly dodavany spole¢né se soupravou. Pro techniku izolace RNA
zZ parafinovych vzorkli meningiomu byl optimalizovan lyza¢ni roztok, ktery byl pfipravovan pro kazdou

izolaci zvlast’ a jehoZ sloZzeni je uvedeno v popisu metody.
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4.2.1 Chemikalie

Pro izolaci a analyzu vzorkt byly pouzity komer¢ni soupravy. Chemikalie, které nebyly jejich soucésti

a musely byt dodany samostatné, jsou uvedeny v tab. 5.

Tabulka 5 Tabulka pouzitych chemikalii, které nebyly soucasti komercné dodavanych souprav pro

izolaci a analyzu, a jejich koncentraci.

Chloroform 99 %
Ethanol 99,9 %
DEPC oSeti‘ena voda -
TrispH 7,4 1 mmol/l
TE pufr 0,1x
SDS 10 %
EDTA 0,5 mol/l
Proteinaza K 10 mg/ml
RNAsin 10000 U

4.2.2 Komerc¢ni soupravy

Sigma Aldrich
Lach-ner
Ambion
Canvax Biotech
QIAGEN
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Bioline
Promega

Pro izolaci vzorkd a provedeni analyz pomoci microarray a qPCR byly pouzity komer¢ni soupravy,

jejichz seznam je uveden v tab. 6.

Tabulka 6 Seznam pouzitych komercnich souprav pro izolaci a analyzu pomoci microarray a qPCR.

V tabulce je uvedeno, k cemu byla souprava pouZita, jeji nazev a vyrobce.

Izolace RNA miRNeasy Mini Kit
Microarray — znaceni FlashTag Biotin HSR RNA Labeling Kit
Microarray — ¢ipy Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Array

Reverzni transkripce TagMan Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit (Single-tube assays).

gPCR —sondy a primery TagMan Advanced miRNA Assay

gPCR mix TagMan Fast Advanced Master Mix
2x5 ml

QIAGEN

Affymetrix

Affymetrix

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Pro detekei signalu pii qPCR byly pouzity sondy TagMan Advanced miRNA Assay dodané firmou

Thermo Fisher Scientific. Jejich seznam a a cilové miRNA jsou uvedeny v tab. 7 na nasledujici strané.
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Tabulka 7 Seznam sond pouzitych pro RT-gPCR. Sondy byly dodany firmou Thermo Fisher Scientific.
V tabulce je uvedeno Assay ID sondy, které slouzi pro identifikaci konkrétni sondy v ramci Thermo

Fisher Scientific, a idaje o cilové miRNA.

478254 _mir hsa-miR-107 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA
477860_mir hsa-miR-16-5p UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
478853_mir hsa-miR-371b-5p ACUCAAAAGAUGGCGGCACUUU
477858_mir hsa-miR-15a-5p UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
478162_mir hsa-miR-572 GUCCGCUCGGCGGUGGCCCA
478107_mir hsa-miR-451a AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
478264 _mir hsa-miR-19b-3p UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
478947_mir hsa-miR-498 UUUCAAGCCAGGGGGCGUUUUUC
478551_mir hsa-miR-18a-5p UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
477840_mir hsa-miR-130b-3p CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU
478399_mir hsa-miR-146a-5p UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
478674_mir hsa-miR-1271-5p CUUGGCACCUAGCAAGCACUCA
478323_mir hsa-miR-331-3p GCCCCUGGGCCUAUCCUAGAA
479235_mir hsa-miR-30e-5p UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
477909_mir hsa-miR-140-5p CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
478576_mir hsa-let-7b-5p UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
478577_mir hsa-let-7c-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
478583_mir hsa-miR-181b-5p AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU
478543_mir hsa-miR-1281 UCGCCUCCuUcCcucucccC

478024 _mir hsa-miR-324-5p CGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUGU
miR-320c.1.1767 hsa-miR-320c AAAAGCUGGGUUGAGAGGGU

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Seznam pfistroju a zafizeni, které byly pouzity béhem izolace a analyzy miRNA, je uveden v tab. 8 na

nasledujici stran€.
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Tabulka 8 Prehled pouzitych pristrojii a zarizeni. V tabulce je uveden pristroj (popr. jeho vyuziti), jeho

model a vyrobce.

Flowbox — izolace
Flowbox — pfiprava PCR
Flowbox — post-PCR
Chlaz. centrifuga — izolace
Centrifuga — izolace
Centrifuga — post-PCR
Termoblok — izolace
Nanodrop

RT-qPCR termocykler
Termocykler — postPCR
Promyvaci stanice

Picka

Sken na microarray Cipy

Automaticky pipetor
Automaticky ultrazvukovy pipetor

AURA 2000 MAC
Scanlaf Mars 900
Herasafe KS

BIOAIR INSTRUMENTS
LaboGene
Thermo Fisher Scientific

Hermle Z 323 K, chlazena Labnet
Smart 15 Micro Centrifuge Hanil Science
Centrifuge 5430 Eppendorf

Digital Dry Bath 2 Blocks
NanoDrop ND-1000
LightCycler 480

Mastercycler Nexus
GeneChip Fluidics Station 450
Affymetrix GeneChip
Hybridization Oven 645
Affymetrix GeneChip Scanner
3000 7G

Freedom EVO 150

Echo 555

4.4 Pouzité experimentalni postupy

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roche

Eppendorf

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Applied Biosystems

Tecan
Labcyte

Primarni data byla ziskana experimentalnimi laboratornimi metodami. Byla izolovana celkova RNA ze

vzorklli meningioml a zméfena jeji koncentrace a Cistota.

Data o expresi miRNA v jednotlivych

vzorcich byla ziskdna metodou microarray a ovéfena qPCR (po reverzni transkripci do cDNA).

4.4.1 lzolace RNA z parafinovych fezii meningiomu

Pro izolaci celkové RNA ze vzorkli meningiomu byl pouzit miRNeasy Mini Kit (QIAGEN), vyrobcem

je udavana vysoka vytéznost zvlasté kratkych RNA.

1. Piiprava 20 ml lyza¢niho roztoku smichanim chemikalii uvedenych v tab. 9.

Tabulka 9 Slozeni lyzacniho roztoku pouzitého pro izolaci RNA ze vzorkii.

Sterilizovana voda - 13,95
SDS 10 % 2
TrispH 7,4 1 mol/l 2
Proteinaza K 10 mg/ml 1
EDTA 0,5 mol/Il 0,8
RNAsIn 10000 U 0,25

2. Ptidani 44 ml absolutniho ethanolu (99%) do pufru RPE a 30 ml do RWT.
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3. Pfidani 500 pl lyza¢niho roztoku do mikrozkumavek s parafinovymi fezy meningioma.
4. Seskrabnuti vy¢nivajicich fezii do lyza¢niho roztoku pomoci $picky pipety.
5. Inkubace 12 hodin pti 60 °C na termobloku.
6. Pridani 700 pl QIAzol Lysis Reagent do kazdé mikrozkumavky a dtikladné zvortexovani.
7. Inkubace 5 minut pfi pokojové teplote.
8. Piidani 140 pl chloroformu do kazdé mikrozkumavky. Dikladné zvortexovani.
9. Inkubace 5 minut pfi pokojové teploté.
10. Centrifugace po dobu 15 minut, pfi 12 000 g a 4 °C.
11. Pfeneseni supernatantu do nové mikrozkumavky. Pfidani 1000 pl absolutniho ethanolu a
promichani natahovanim a vypous$ténim roztoku z pipety.
12. Pteneseni 700 ul roztoku z kroku 11 na kolonku RNeasy Mini Spin Column. Centrifugace po
dobu 15 sekund pti 8 000 g a pokojové teploté.
13. Opakovani kroku 12 do pteneseni veskerého roztoku z kroku 11.
14. Pteneseni 700 ul RWT pufru na kolonku. Centrifugace po dobu 15 sekund pii 8 000 g a
pokojové teplote. Odstranéni filtratu.
15. Pieneseni 500 ul RPE pufru na kolonku. Centrifugace po dobu 15 sekund pii 8 000 g a pokojové
teploté. Odstranéni filtratu.
16. Pteneseni 500 pl RPE pufru na kolonku. Centrifugace po dobu 2 minut p#i 8 000 g a pokojové
teploté. Odstranéni filtratu.
17. Centrifugace po dobu 1 minuty pfi 15 000 g a pokojové teploté pro vysuseni kolonky.
18. Pfemisténi kolonky do nové 1,7ml mikrozkumavky. Odstranéni filtratu i s pfedchozi
mikrozkumavkou.
19. Pieneseni 30 ul RNase-free vody na membranu kolonky tak, aby membrana nebyla porusena.
Centrifugace po dobu 1 minuty pfi 8 000 g a pokojové teplote.
20. Odstranéni kolonky, uzavieni mikrozkumavky a uchovani vzorku pii -80 °C.
4.4.2 Spektrofotometrické méreni koncentrace RNA
Pro zméteni koncentrace a ¢istoty RNA ziskanych pii izolaci byl pouzit NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific).
1. Pfeneseni 1,5 ul RNase-free vody (stejné, ktera byla pouzita pfi izolaci) na ¢idlo Nanodropu.
2. Zmefeni spektra RNase-free vody jako slepy vzorek. Setfeni vody z ¢idla bunicinou.
3. Pieneseni 1,5 ul vzorku RNA na ¢idlo Nanodropu.
4. Zméteni spektra vzorku. Vycisténi ¢idla buni¢inou. Opakovani pro dalsi vzorky.
5. Opétovné zméteni spektra vody a export dat.
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443

Microarray na ¢ipu

Microarray analyza vzorki byla provedena na ¢ipech Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Array (Applied

Biosystems). Pro znaceni RNA ve vzorcich pted aplikaci na ¢ipy byl pouzit FlashTag Biotin HSR RNA

Labeling Kit (Applied Biosystems). Kroky, které se nelisily od postupu doporu¢ovaného vyrobcem,

byly zkraceny. Schéma reakce je na obr. 10.

1.

10.

11.

12.

13.

44.4

Predehrati picky na 48 °C. Rozpusténi izolovanych
vzorkd na ledu.

Uprava koncentrace izolovanych vzorki RNA
pomoci Nuclease-free vody na 130 ng/8 pl v 0,2ml
mikrozkumavkach.

Pridani 2 pl RNA Spike Control Oligos.

Natedéni ATP mixu pomoci roztoku Tris 0 1 mmol/Il
v poméru ATP mix:Tris 1:38,5.

Ptiprava polyadenyla¢ni reakce podle pokynil
vyrobce. Inkubace smési 15 minut pii 37 °C.
Ptiprava ligacni reakce podle pokynii vyrobce.
Inkubace 30 minut pti pokojové teploté.

Ptiprava hybridiza¢ni reakce na Cipy Affymetrix
GeneChip miRNA 4.0 Array podle pokynu vyrobce.
Inkubace €ipti v picce po dobu 16—18 hodin pii 48 °C
a 60 rpm.

Vyjmuti Cipti z picky a odstranéni hybridiza¢ni smési
z ¢ipu pomoci pipety do novych mikrozkumavek.
Uchovani hybridiza¢ni smési.

Piiprava promyvaci stanice. Naskenovani ID ¢ipt do
software Affymetrix GeneChip Command Console.
Promyti ¢ipli na promyvaci stanici podle pokynt
vyrobce.

Vyjmuti ¢iptt z promyvaci stanice a vlozeni do
skeneru. Naskenovani Cipt.

Uprava skend &ipt pomoci Affymetrix GeneChip

CommandConsole software. Export soubortt CEL.

Reverzni transkripce

g’ 3

Molekula RNA
ATP
PolyA polymerdza Poly(A) konec

5’ c—— 3"
Polyadenylovana RNA [

JIDNA®

FlashTag ligaéni mix e® ®
Ligéza ‘ Y
®
—
 Trraen
Biotinem znacend RNA

l Detekce biotinu
pomoci Streptavidin-PE

< § Jedna detekéni oblast
Affymetriz Gene

795 " mRNA Amrey

Obrazek 10 Schéma oznaceni miRNA a
nasledné microarray analyzy.
Molekula RNA je nejprve
polyadenylovina na 3° konci, a na
polyadenylovany konec je nasledné
ligdazou navazana rozvétvend nukleova
kyselina nesouct biotin. Po hybridizaci
RNA na microarray cip je biotin
detekovan znacenym streptavidinem.
Prevzato z brozury pro FlashTag Biotin
HSR RNA Labeling Kit (Applied

Biosystems).

Pro validacni ¢ast experimentu byl pouzit jiny set vzorkt. Z nich izolovana RNA byla ptfepsana do

c¢DNA pomoci TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit. Kroky, které se nelisily od postupu

doporuc¢ovaného vyrobcem, byly v textu zkraceny. Schéma reakei je uvedeno na obr. 11 na str. 31.
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1.
2.

Uprava koncentrace vzorkii RNA pomoci DEPC vody tak, aby byla <5 ng/pl.

Ptiprava smési pro polyadenylaci podle tab. 10 pro pozadovany pocet reakci.

Tabulka 10 Slozeni smési pro polyadenylaci pred reverzni transkripci vzorku. Oproti sloZeni uvedenému

vyrobcem se lisi pridavkem RNasinu pro snizeni kontaminace RNazami.

10.

11.
12.

10X Poly(A) pufr 0,5

ATP 0,5
Poly(A) enzym 0,3
RNase-free voda 1,4
RNasin 0,3
Celkovy objem 3,0

Pieneseni 2 pl ziedénych vzorkd do 0,2ml mikrozkumavek. Piidani 3 pl polyadenaly¢ni smési
ke kazdému vzorku.

Vlozeni zkumavek do termocykleru a provedeni polyadenylaéni reakce pii teplotnim profilu dle
pokynti vyrobce.

Priprava smési pro ligaci adaptori na RNA dle pokynl vyrobce. Pridani 10 ul liga¢ni smési ke
vzorklim z predchoziho kroku.

Provedeni liga¢ni reakce v termocykleru pii teplotnim profilu dle pokynti vyrobce.

Ptiprava smési pro reverzni transkripci dle pokynt vyrobce. Piidani 15 pl smési ke vzorkiim
z ptredchoziho kroku.

Provedeni reverzni transkripce vV termocykleru pfi teplotnim profilu dle pokynti vyrobce.
Ptiprava smési pro amplifikacni reakci dle pokynti vyrobce. Pieneseni 45 pul amplifikacni smési
do nové 0,2ul mikrozkumavky.

Pteneseni 5 pl produktu reverzni transkripce do mikrozkumavek k amplifikacni smési.
Uchovani zbylé cDNA pii -20 °C.

Provedeni amplifika¢ni reakce v termocykleru dle pokyna vyrobce.

Uchovani amplifikovanych vzorkt pti -20 °C.
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Obrazek 12 Schéma reakci vedoucich k reverzni
transkripci miRNA. Nejprve byla miRNA ve
poly(4)
polymerazy (PAP). Nasledne k ni byl navizan

vzorku  polyadenylovana  pomoci
adaptor pomoci ligazy (Lig). Poly(A) konec
umoznil reverzni transkripci miRNA do ¢DNA
pomoci reverzni transkriptazy (RT). cDNA byla
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Obrdzek 11 Schéma RT-gPCR reakce. Z miRNA

odvozena c¢DNA je amplifikovana pomoci

univerzalniho primeru pro navazany adaptér o
znamé sekvenci a specifického primeru vaziciho se
do oblasti 3 konce piivodni miRNA a casti poly(T)
konce cDNA. Amplifikace byla detekovana pomoci
sondy, ktera byla

Specificke  fluorescentni

degradovana  polymerdzou prodluzovani

pri
primeru. Degradaci doslo k oddaleni zhasece a

emisi zareni fluorescentniho barviva.

Kvantitativni PCR byla provedena pomoci sond TagMan Advanced miRNA Assay a PCR smési

TagMan Fast Advanced Master Mix. Vyrobce neruéil za spravnost teplotniho profilu qPCR pro

LightCycler 480 (Roche), proto bylo nutné jej pro tento piistroj optimalizovat. Schéma mechanismu

gPCR reakce je uvedeno na obr. 12. Schéma procesu je uvedeno na obr. 13 na str. 33.

1. Naifedéni cDNA vzorku do 0,1X TE pufru v poméru 1:9 v 384jamkové desticce (Echo
Qualified, LABCYTE). Pfeneseni 4,5 ul vzorku a 40,5 ul 0,1X TE pufru do prvnich 4 sloupcti.
2. Vytvofeni 4 replikatnich 384jamkovych desti¢ek (LightCycler 480 Multiwell) podle templatové

(z kroku 1) pomoci piistroje Echo 555 (Labcyte). Mnozstvi vzorku v kazdé jamce cilové

desticky je 2,5 ul.

3. Priprava smési pro RT-PCR podle tab. 11.
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Tabulka 11 Slozeni smési pro pripravu gPCR pomoci TagMan Fast Advanced Master Mix a sond

TagMan Advanced miRNA Assay.

TaqMan Fast Advanced Master Mix (2X)
TagMan Advanced miRNA Assay (20X)
DEPC treated voda

Celkem

4. Pieneseni 35 pl RT-PCR smési do 48 jamek nové 96jamkové desticky.

1200
120
480
1800

5. Vlozeni 384jamkové desticky vzorkem do pfistroje Freedom EVO 150 (Tecan), ktery prenesl

7,5 ul PCR smési z 96jamkové desticky do kazdé jamky se vzorkem na 384jamkové desticce.

Celkovy objem qPCR reakce byl 10 pl.

6. Provedeni gPCR reakce v pfistroji LightCycler 480 (Roche). Nastaveni teplotniho profilu je

uvedeno v tab. 12. Signal fluorescence byl sniman na konci elonga¢ni faze pii vinovych délkach

498-580 nm.

Tabulka 12 Teplotni profil gPCR reakce pomoci TagMan Fast Advanced Master Mix a sond TagMan

Advanced miRNA Assay. Hybridizace primerii a elongace produktu probiha v jednom kroku.

Aktivace polymerazy 95
Denaturace 95
Hybridizace primert, elongace 60
Ukoncéeni 37

20
10
40

1,90
1,90
1,60
2,20

40

7. Opakovani krokt 3 az 6 pro dalsi ptipravené 384 jamkové desky, pouze s pouZzitim jiné miRNA

Assay pro detekci jiné miRNA.
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384jamkova desticka 384jamkova desticka

(LABCYTE) (LightCycler 480 Multiwell) ~ °0jamkova desticka

« 64 vzorka cDNA « 64 vzorku x 3 technické replikaty ~ * 48 jamek PCR mixu

- 45 pl/jamka + 3 negativni kontroly = 195 reakei * 35 pl/jamka
+ 2,5 plvzorek + 7,5 ul PCR mix
=10 pl/reakce
Freedom
E— < EVO 150 —
(Tecan)
Echo 555
(Labcyte)
—
e

LightCycler 480
(Roche)

Obrazek 13 Schéma pipetovani gPCR reakci. Nejprve bylo do 64 jamek 384jamkové desticky preneseno
45 ul vzorku. 384jamkova desticka firmy LABCYTE je specialné upravena pro ultrazvukovy transfer
roztoku pristrojem Echo 555. Vzorky byly rozdeéleny do ctyi 384jamkovych desticek (LightCycler 480
Multiwell). Zarovern byly na kazdeé desticce vytvoreny 3 technické replikaty kazdého vzorku. Do 48 jamek
96jamkove desticky bylo pridano po 35 ul pripravené smési pro PCR. Pomoci pristroje Freedom EVO
150 (Tecan) byla PCR smés prenesena do jamek se vzorkem na 384jamkové desticce. V jedné reakci
(jamce) bylo 2,5 ul vzorku a 7,5 ul PCR smési, celkovy reakcni objem byl tedy 10 ul. PCR reakce byla
provedena v pristroji LightCycler 480 (Roche).

4.5 Pouzité vypocetni metody
Vypocetni metody byly pouzity ke statistickému zpracovani primarnich dat, vytvofeni modelu miRNA
schopného predikce recidivy meningiomu a zjisténi jeho vlastnosti. Byly pocitany zmény exprese

miRNA ziskané microarray i PCR analyzou.

45.1 Pouzité statistické metody pro microarray analyzu
Cilem microarray analyzy bylo identifikovat diferencialné exprimované miRNA vhodné pro zatazeni

do valida¢ni faze experimentu.
1) Kontrola kvality microarray dat

Byla ovéfena kvalita ¢ipi na zakladé normalizovanych hodnot exprese pomoci funkce

arrayQualityMetrics() knihovny arrayQualityMetrics (Bioconductor). Kontrola kvality slouzi pro
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zjisténi microarray ¢ipd, u nichz doslo pfi zpracovani k systematické chybé a neni mozné je pro dalsi

analyzu pouzit.
2) Normalizace intenzity fluorescence microarray

Soubory CEL vs8ech vzorki byly nahrany do R software pomoci pfikazu read.celfiles() knihovny oligo
(Bioconductor).V software R byla provedena RMA (Robust Multi-array Average) normalizace, pro
kterou byla pouzita funkce rma() knihovny affy (Bioconductor). RMA normalizace je algoritmus, ktery
hrubé udaje o intenzité upravi proti signalu pozadi a nespecifické hybridizaci, nasledné hodnoty
intenzity fluorescence transformuje pomoci logaritmu o zakladu 2, a nakonec provede normalizaci mezi
Cipy prostfednictvim kvantilové normalizace. Kvantilovd normalizace spocivd v postupném

nahrazovani nejvyssich (druhych, tetich nejvyssich...) hodnot priméry vSech Cipa.

Vysledkem RMA normalizace je R objekt affy knihovny ExpressionSet, ktery obsahuje normalizované

log. hodnoty exprese jednotlivych gent kazdého vzorku.
3) Wilcoxontv dvouvybérovy test

Pro analyzu vyznamnosti zmény exprese miRNA mezi skupinami pacientti byl pouzit Wilcoxonliv
exaktni dvouvybérovy test. Jednd se o neparametricky test, pro jehoz pouziti data nemusi spliiovat
podminku Gaussova normalniho rozdé€leni. Byla porovnavana neznama rozdéleni hodnot log, exprese

miRNA u recidivujicich a nerecidivujicich pacientu.

Zména exprese genil byla testovana na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Dvouvybérovy Wilcoxontv test
byl proveden pomoci piikazu wilcox.exact() v knihovné exactRankTestsR R software. Byly ziskany
p hodnoty vyznamnosti zmény exprese miRNA mezi skupinami pacientl. Nulova hypotéza
predpoklada, ze distribu¢ni funkce exprese miRNA je shodnda ve skupin€ recidivujicich

i nerecidivujicich pacienti (exprese miRNA se neméni).

Vzhledem k tomu, ze hladina vyznamnosti je zaroveii pravdépodobnost fale$né pozitivniho vysledku a
vzhledem Kk velkému poctu opakovani testu (testovano 6094 prob, 5 % z toho je pfiblizné 305 faleSné
pozitivnich vysledki) bylo nutno p hodnotu upravit (adjustovat). Pomoci R software, knihovny qvalue
a funkce qvalue() byly ziskany adjustované p hodnoty (g hodnoty). Pokud byla g hodnota miRNA mensi

nez hladina vyznamnosti 0,05, byla zména exprese miRNA vyhodnocena jako statisticky vyznamna.

Hodnoty p a q byly z R software exportovany do programu Microsoft Excel, kde byly aplikovany datové

filtry pro identifikaci signifikantnich rozdili v expresi miRNA.
4) Vypocet medianu absolutni odchylky

Jako charakteristika variability dat byl pouZit median absolutni odchylky od medianu (MAD). MAD je

vhodnéjsi pro data s nenormalnim rozdélenim oproti standardni odchylce, protoze se jedna o vypocet
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robustnéjsi vzhledem k odlehlym hodnotam. Protoze byl maly pocet testovanych vzorku, Ize ocekavat

jejich nenormalni rozdéleni.

MAD byl vypocitan podle nasledujiciho vzorce, kde e oznacuje log, hodnotu exprese, i kazdou miRNA,
J kazdého pacienta a k skupinu pacientt. Skupiny pacientd jsou dvé, r zna¢i skupinu pacientt s recidivou

meningiomt, N skupinu pacientl s nerecidivujicimi meningiomy.
MAD;;, = median(|eijk - median(el-k)D
Rozdil exprese miRNA mezi skupinami byl posuzovan podle rozdilu medianu jeji exprese.
Am; = |median(e;.) — median(e;,)|

Podminkou pro zahrnuti miRNA do validaéni faze experimentu bylo, Ze se jeji rozdil mediani musi lisit

minimalné o vétsi ze dvou MAD.

Ami

>1
max(MAD;,; MAD;yy)

45.2 Pouzité statistické metody pro validaéni fazi experimentu
Cilem validac¢ni faze experimentu bylo sestavit model miRNA pro predikci recidivy meningiomu
a ovefit jeho vlastnosti. Vychozimi hodnotami pro zpracovani byly praméry triplet Ct zjisténé pomoci

gPCR.
1) Vytvoieni modelu miRNA prediktoru (,,best subset selection®)

Pomoci metody funkce bess() knihovny BeSS pro R software byla porovnavana schopnost ruznych
pocti miRNA prediktort identifikovat recidivujici vzorek. Funkce bess() vypocita odhad testovaci
chyby jednotlivych modelti pomoci algoritmu Primal Dual Active Set (PDAS) (Wen et al., 2017). Model
nejlepsiho pocétu prediktordi byl vybran podle nejniz§iho odhadu testovaci chyby (nejveétsi
pravdépodobnosti, Ze model pacienta spravné zafadi do skupiny recidivujicich/nerecidivujicich). Z
analyzy byly vynechany vsechny vzorky, kde chybéla qPCR data pro n¢kterou testovanou miRNA (data

musi byt pro selekéni metodu kompletni).
2) LOOCYV (,,Leave One Out Cross-Validation®)

Dale byla ovéfovana testovaci chyba vybraného modelu metodou LOOCV (,Leave One Out
Cross-Validation®), ktera spociva v odstranéni jednoho méfeni (vzorku) ze souboru a fitovani
multivariatniho logistického regresniho modelu na zbylych datech. Uspé&$nost predikce recidivy
ziskaného modelu se hodnoti na vynechaném vzorku. Testovaci chyba je proporce modelem Spatné

identifikovanych vzorki ze vSech testovanych.

Algoritmus glm() (v R software) nejprve vypocita odhady koeficientti. Odhady koeficientii slouzi

k vypocétu poméru Sanci, ,,odds ratio“ (OR). Odds ratio kazdé miRNA je ¢islo, které fika, kolikrat se
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zvysi pravdépodobnost recidivy meningiomu, kdyz se ACt miRNA zvysi o 1. Je to pomér Sance, ze
dojde k recidivé meningiomu pii uréité hodnoté ACt ku Sanci, Ze k recidivé meningiomu dojde pfi
hodnoté ACt + 1. Sance (,,0dds*) je pomér pravdépodobnosti. Vztah odds, odhadu koeficienti B

(oznaceny ,,0° pro prusecik, a i pro miRNA) a ACt v modelu o velikosti n je nasledujici:

log(odds) = By + Z(ﬁi * ACT;)
i=1

Pravdépodobnost, ze vzorek bude recidivujici, byla ur¢ena pomoci nasledujiciho vztahu.

p odds
T€¢ T 1 + odds

Odds ratio bylo pocitano pro kazdou miRNA v modelu zvlast:
OR; = efi
3) Walduav test

Waldtv test ovétuje, zda je vztah mezi vysvétlujici (miRNA exprese) a vysvétlovanou hodnotou
(recidiva meningiomu) signifikantni. Waldiv test byl pouzit pfi sestavovani predikéniho modelu

mMiRNA, do modelu byly zazazovany miRNA s p hodnotou vyssi nez 0,05.
4) Vypocet senzitivity, specifity, pozitivni a negativni prediktivni hodnoty modelu

Senzitivita (SE) vyjadifuje schopnost modelu zjistit pozitivni vysledek. Pocita se jako pomér vSech
vysledkd, které test spravné vyhodnotil jako pozitivni (skutecné pozitivni, SP) a souctu vSech
pozitivnich vzorkl v testovaném souboru (véetné falesn¢€ negativnich, FN). Model urcil vzorek jako
pozitivni pii pravdépodobnosti recidivy nad 0,5 (50%).

SP

SE= SPTEN

Specifita (SP) je schopnost modelu vyhodnotit negativni vzorek. Vypocita se pomérem vsech vysledki,
které model spravné vyhodnotil jako negativni (skutecné negativnich, SN) a vSech negativnich vzorkt

V testovaném souboru (vCetné faleSné pozitivnich, FP).

SN

SP= SNy FP

Pozitivni prediktivni hodnota (PPH) vyjadfuje proporci skutecné pozitivnich vysledkid ze vSech

vysledkd, které model vyhodnoti jako pozitivni.

SP

PPH = <5 Fp
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Negativni prediktivni hodnota (NPH) naopak vyjadfuje proporci modelem spravné urcenych

negativnich vysledki ze vSech negativné vyhodnocenych vysledkd.

SN

NPH = i 7N

5) Vypocet idealni cut-off hodnoty modelu a AUC (,,area under the curve®, plochy pod kiivkou)

v ROC (,,receiver operating characteristic*) grafu

Idedlni cut-off hodnota pravdépodobnosti, za kterou je vzorek vyhodnocen jako recidivujici, byla
urc¢ovana pomoci ROC grafu. ROC graf testu na y-0se zobrazuje senzitivitu testu a na x-ose doplnék do
specifity testu (1-specifita). Pii riznych hodnotach cut-off ma test rozdilnou schopnost identifikovat

(skutecné) pozitivni a negativni vysledky.

Do ROC grafu jsou postupné vynaSeny hodnoty senzitivity a specifity pro test pfi zvySujici se cut-off
hodnoté. Pii zvySeni senzitivity testu dochazi ke snizeni specifity a naopak. Idealni cut-off hodnota je
zjisténa jako bod nejblize hornimu levému rohu grafu, kdy ma test nejvyssi kombinaci (soucet)

senzitivity a specifity.

Plocha pod kiivkou je méFitkem piesnosti testu. Cim vice se blizi hodnoté 1 (perfektnimu testu, pfi

100% senzitivité¢ 100% specifita), tim je test pfesnéjsi.

453 Vypocet zmény exprese miRNA
Cilem vypocti zmény exprese bylo zjistit, kolikrat se exprese miRNA zménila mezi vzorky

recidivujicich a nerecidivujicich meningiomd.
1) Vypocet zmény exprese miRNA pro microarray data

Z mediant log> hodnot exprese byla vypocitan nasobek zmény exprese miRNA mezi skupinami
pacientt (,,fold change*, FC). Exprese miRNA je znacena e, kazda miRNA i, skupina recidivujicich

pacientt r, skupina nerecidivujicich pacientt n.

(eir)
(ein)

(eir)

Fe=1em

log,FC = log,

2) Vypocet zmény exprese miRNA pro qPCR data

Pro kazdou analyzovanou miRNA (i) byl zjistovan nasobek zmény exprese (FC) mezi skupinou (k)

reicidivujicich pacientti (r) a nerecidivujicich pacientii (n) vzhledem k normalizaéni miRNA (norm).

ACTy, = CT; — CTorm
AACTl = ACTiT - ACTL
FC = ZAACT
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5 VYSLEDKY

5.1 Vybér vzorki pro analyzu

Byla izolovana RNA z 312 FFPE vzorkli meningiomii a 5 vzorkd nenadorové arachinoidalni tkane.
Vzorky pro analyzy byly vybirany tak, aby byla koncentrace RNA i &istota vzorku co nejvyssi. Cistota
vzorku byla posuzovana podle poméru absorbanci pti 260 a 280 nm tak, aby byla co nejblize hodnot¢

1,8. 60 vzorkt bylo pouzito pro microarray analyzu (tab. 13).

Tabulka 13 Vysledky méreni na pristroji NanoDrop ND-1000 pro 60 vzorkii uréenych pro microarray
analyzu. Prvni a ctvrty sloupec obsahuje 1D prifazend vzorkium, konstantni pro vsechny analyzy.

A (260/280) — pomér absorbanci pri 260 a 280 nm, c - koncentrace

Im 141 1,64 31m 45 1,68
2m 828 1,94 32m 57 1,79
3m 457 1,88 33m 121 1,72
4m 275 1,88 34m 237 1,76
5m 318 1,90 35m 2234 1,92
6m 938 1,92 36m 79 1,75
m 59 1,83 37m 698 1,82
8m 165 1,83 38m 222 1,87
9m 137 1,84 39m 305 1,82
10m 323 1,86 40m 417 1,81
11m 576 1,87 41m 221 1,78
12m 242 1,85 42m 256 1,81
13m 1065 1,95 43m 112 1,83
14m 246 1,88 44m 930 1,89
15m 345 1,88 45m 371 1,85
16m 244 1,95 46m 193 1,80
17m 1772 1,95 47m 1299 1,87
18m 319 1,89 48m 595 191
19m 42 1,83 49m 346 1,91
20m 127 1,87 50m 957 1,88
21m 325 1,83 51m 371 1,80
22m 89 1,84 52m 43 1,73
23m 358 1,78 53m 374 1,93
24m 202 1,73 54m 415 1,80
25m 114 1,88 55m 1379 1,96
26m 464 1,79 56m 731 1,95
27m 79 1,89 5/m 1435 1,90
28m 584 1,88 58m 118 1,83
29m 391 1,79 59m 446 1,81
30m 10 1,43 60m 82 1,70
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Pro valida¢ni fazi experimentu bylo vybrano odlisnych 64 vzorkii meningiomli nezZ pro microarray
analyzu. Udaje o koncentraci RNA a gistoté téchto vzorkd jsou v tab. 14. Vzorky pro validaci byly

parovany na zakladé grade meningiomu a véku, pohlavi, vaze a vySce pacienta (tab. 15, str. 40).

Tabulka 14 Vysledky méreni na pristroji NanoDrop ND-1000 pro 64 vzorkii urcenych pro validacni fazi
experimentu. Prvni a ctvrty sloupec obsahuje ID prirazena vzorkiim, konstantni pro vSechny analyzy.

A (260/280) — pomeér absorbanci pii 260 a 280 nm, ¢ - koncentrace

173m3 106 1,87 15m3 6016 1,93
164m3 279 1,89 51m3 1411 1,90
115m3 126 1,80 174m3 193 1,82
168m3 127 1,80 136m3 843 1,97
127m3 459 1,76 57m3 152 1,87
69m3 1773 1,90 25m3 40 1,67
17m2 994 1,86 2m2 389 1,81
185m3 204 1,80 8m?2 113 1,76
76m3 187 1,85 56m3 347 191
72m3 237 1,86 9m3 1871 1,96
80m3 444 1,88 201m3 370 1,78
18m3 622 1,95 108m3 91 1,80
77m3 237 1,92 30m3 57 1,82
16m3 262 1,94 87m3 265 1,80
32m3 150 1,89 166m3 451 1,81
135m3 242 1,86 m2 119 1,48
34m3 293 1,91 103m3 681 1,91
123m3 1100 1,89 193m3 697 1,90
55m3 2048 1,95 137m3 686 1,98
116m3 400 1,86 Im2 184 1,76
12m3 342 1,87 10m3 180 1,83
90m3 411 1,77 68m3 1441 1,96
46m3 848 1,94 3m2 32 1,56
63m3 1215 1,92 191m3 331 1,85
98m3 272 1,84 16m2 958 1,88
132m3 690 1,87 141m3 3471 1,75
91m3 599 1,91 Sm2 637 1,81
88m3 625 1,99 9m?2 691 1,96
82m3 612 1,94 10m2 179 1,81
198m3 160 1,81 60m3 213 1,85
3m3 90 1,79 35m3 164 1,88
59m3 119 1,90 114m3 561 1,89
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Tabulka 15 Pdrovani vzorkii pro validacni fazi experimentu na zdkladé udajuii o pacientech. Byl
hodnocen grade meningiomu a pohlavi, vyska, viha a vék pacienta pri prvni diagnoze. R — skupina

pacientii s recidivujicimi meningiomy, N — skupina pacientii s nerecidivujicimi meningiomy, pomicka —

chybéjici data.

- g z

0 0 s s

I I & En

= = = S
15m3  173m3 |1 1 Jena 7ema |35 35 |82 66 158 153
51m3 164m3 | 1 1 Zzena zena | 37 37 54 92 - 159
174m3 115m3 | 1 1 Zzena zena | 42 42 - 68 - 162
136m3  168m3 | 1 1 Zena Zena | 45 45 82 - 165 -
57m3  127m3 | 1 1 muz muz |45 45 90 82 175 176
25m3  69m3 |1 1 Zena zena | 47 47 72 63 164 170
2m2 17m2 |1 1 muz muz | 47 47 98 120 182 178
8m2 185m3 | 1 1 Zena Zena | 48 48 53 94 162 167
56m3  76m3 |1 1 7ena  Zena | 50 50 71 65 170 161
9m3 72m3 |1 1 7ena  Zena | 51 51 63 95 164 168
201m3 80m3 |1 1 muz muz |54 54 176 105 109 174
108m3 18m3 |1 1 7ena  Zena | 58 58 70 78 160 160
30m3  77m3 |1 1 7ena Zena | 59 59 77 80 159 164
87m3  16m3 |1 1 Zena  Zena | 61 61 85 75 174 165
166m3 32m3 |1 1 7ena Zena | 63 63 91 85 173 172
7m2 135m3 | 1 1 Z7ena Zena | 68 68 84 78 165 158
103m3 34m3 |1 1 Zena Zena | 21 25 89 56 170 156
193m3 123m3 | 2 2 Zena Zena | 33 30 53 51 173 167
137m3 55m3 |1 1 Zena Zena | 38 37 84 58 164 165
1m2 116m3 | 1 1 muz muz | 38 36 100 125 180 194
10m3 12m3 |1 1 Zena Zena | 40 43 53 70 162 170
68m3 90m3 |1 1 Zena Zena | 40 43 72 81 160 165
3m2 46m3 |1 1 Zena Zena | 41 43 65 84 150 177
191m3 63m3 |1 1 muz Zena | 41 43 82 54 176 160
16m2 98m3 |1 1 muz muz |49 53 90 73 172 180
141m3 132m3 | 2 2 muz muz |57 58 67 136 172 186
5m2 91m3 |1 1 muz muz |59 58 112 85 183 175
Im2 88m3 1 1 zena zena | 67 65 86 93 162 170
10m2 82m3 |2 2 Zena Zena | 68 70 70 62 165 -
60m3 198m3 | 1 1 zena zena | 69 70 85 - 163 -
35m3  3m3 1 1 muz muz | 73 72 80 110 165 173
114m3 59m3 | 2 2 muz muz |73 74 - 83 - 176
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Koncentrace a Cistota vzorktt RNA z arachinoidalni tkan€ pouzitych jako negativni kontroly je uvedena
vtab. 16. Oproti nadorovym vzorkim vykazovaly nizs§i koncentraci RNA, zplsobené mensim

mnozstvim bunék v nenadorové tkani arachinoidey.

Tabulka 16 Koncentrace a pomér absorbanci pii 260 a 280 nm pro vzorky RNA izolované

Z arachinoidalni tkané.

INK 95 1,57
2NK 62 1,58
3NK 35 1,58
4ANK 22 1,58
SNK 30 1,76

5.2 Microarray analyza

Byla provedena microarray hybridizace izolované RNA na ¢ipy Affymetrix GeneChip miRNA 4.0

Array. Kazdy z 60 vzorki meningiomu a 5 negativnich kontrol byl hybridizovan na jeden &ip.

Byla zjisténa rozdilna exprese miRNA jiz pfi porovnani primarnich nadord v obou skupinach. Pro
analyzu exprese bylo proto vyfazeno 15 vzorkd meningioma odebranych pfi prvni recidivé pacienta (tj.

pii druhé nebo pozdé&jsi operaci). Ze dvou vzorkt v paru tak byl hodnocen pouze jeden.

Pted zatfazenim Cipil do dalsi analyzy byla zkontrolovana jejich kvalita. Na zaklad¢ vysledku kontroly

kvality byl z analyzy odstranén ¢ip se vzorkem 34m.
Do validac¢ni faze byly miRNA vybirany na zaklad¢ nasledujicich kritérii:

1) Vyznamné odlisna exprese miRNA mezi skupinami pacientdt na zakladé Wilcoxonova
exaktniho dvouvybérového testu (adjustovana p hodnota g, hladina vyznamnosti a = 0,05).

2) Mediany exprese miRNA se musi li§it mezi skupinami recidivujicich a nerecidivujicich
pacientli minimalné o maximalni median absolutni odchylky (MAD) exprese.

3) MiRNA musi byt exprimovana, tj. log, hodnota intenzity microarray signalu musi byt
minimalné 1.

4) Biologicky vyznam miRNA, hodnoceny na zékladé zdznamu v databazi miRBase.
Hodnoceni splnéni kritérii:

1) Byla porovnavana distribuce exprese kazdé miRNA mezi skupinami pacienttl. Signifikantni
zmeéna exprese byla zjiSténa u 105 miRNA z 6094 testovanych sekvenci.

2) Ze vsech miRNA zatazenych do experimentu tuto podminku spliiovalo 124 miRNA. Hodnoty
Am; u 3 miRNA dosahly dokonce vice nez dvojnasobek MADi.
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3) Minimalni log, hodnotu signalu intenzity fluorescence 1 mélo 2488 z posuzovanych miRNA.
Vzhledem k pfili§ velkému poctu miRNA bylo kritérium zpiisnéno na minimalni hodnotu 5. Na
této hlading intenzity bylo identifikovano 347 miRNA.

4) Biologicky vyznam byl zjistovan u 21 miRNA, které splnily zpfisnénou podminku minimalni
intenzity fluorescence a vSechny ostatni podminky. Byla ovéfovana onkologicka literatura

tykajici se dané miRNA v miRBase.

Celkem 54 miRNA spliovalo vSechny podminky stanovené pti hodnoceni experimentu. Byla vytvotrena
heat mapa log> hodnot exprese téchto miRNA v jednotlivych vzorcich (obr. 14). Pomoci agrega¢ni
metody ,,complete” jsou vzorky hiearchicky klastrovany podle podobnosti jejich profili miRNA
exprese. Vzorky jsou zieteln¢ sdruzovany podle recidivy a progrese meningiomi. Naopak nejsou

sdruzovany na zakladé grade meningiomu.

(1T [om o

. - |
B I N -
|| | -
hsa-miR-140-5p Recidiva
- Ne
12 HAno
o Grade
hsa-miR-1271-5p 1
hss-miR-1280s 8 2
& 3
- 4 Progrese
hsa-miR-6E0-5p Ne
hsa-miR-3781 2 HAno

hsa-miR-625-5p
hssemiR-1184
hsamiR-1286-3p
hsa-miR-523-3p
hsamiR-1178-30
hss-miR-142-3p
hsa-miR-3EE4-5p
hsa-miR-24-1-5p.

hsa-miR-196a-3p
hsa-miR4TES 50

hsa-miR-4489
hsa-miR-5684

hsa-miR-1277-3p
hsa-miR-613
hse-miR-4480
hsa-miR-4767
hsa-miR-3007
hsa-miR-5004-5p
hsa-miR-8052
hsa-miR-223-3p

hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-451a
hsa-miR-57T65-3p

hsa-miR-107
sa-miR-16-5p
hsa-miR-320¢
hsa-miR-4689
hsa-miR-572
hsa-miR-6068
hsa-miR-4284

wz
wg

-
2

weZ
wig
wez
weE

oo
=%
ERE]

wzg
wgg

@ &
S B
33

Wz
WEE
wiy

w =
&5
3 3

wigp

[ Y
SERNOS QS IT S
233323233

wgg

RN o= oo oW o
R A
333323 3

wo

5] T
B §33

wi

Obrazek 14 Heat mapa exprese 54 miRNA, které splnily podminky pro zarazeni do validacni faze
experimentu. Klastrovani bylo provedeno agregacni metodou ,,complete”. Kazdy vadek heat mapy
odpovida jedné miRNA, kazdy sloupec jednomu vzorku meningiomu. Grade vzorku je vyznacen barevné
na hornim okraji heat mapy. Sedy obdélnik pod urcenim grade znaci progresi meningiomu do vyssiho
grade, cerny obdélnik nad urcenim grade meningiomu oznacuje meningiomy, u nichz doslo k recidive.
Cervend, cernd a zelend barva kazdého pole heat mapy je log, intenzita fluorescence dané miRNA ve

vzorku.
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Podobné jsou sdruzovany i analyzované miRNA, kter¢ se podle intenzity rozd¢lily do nékolika skupin.
Hierarchicky nejvyse jsou dvé skupiny — obecné vice exprimované miRNA proti méné exprimovanym.
Skupina vice exprimovanych miRNA je dale rozdélena na dv¢, kdy v jedné se nachazeji miRNA spise
exprimované v recidivujicich meningiomech a v druhé naopak miRNA vice exprimované

V nerecidivujicich meningiomech.

Skupina mén¢ exprimovanych miRNA je rozd€lena tak, Ze jsou zfeteln€ vidét dveé skupiny miRNA se
snizenou expresi V recidivujicich meningiomech. U tfeti vétve miRNA neni rozdil jejich exprese mezi

skupinami pacientl vyrazny, podle Wilcoxonova testu je vsak stale signifikantni.

Pouze 21 miRNA splnilo zpfisnénd kritéria pro zatazeni do validacni faze experimentu. Opét byla
sestavena heat mapa profilti exprese téchto miRNA ve vSech vzorcich meningiomu (obr. 15). Vzorky
jsou sdruzovany do skupin podle recidivy vyrazné¢ mén¢, nez tomu bylo pii 54 posuzovanych miRNA.

Ptesto je v heat mapé€ jedna skupina vzorkd téméi vyhradné recidivujicich meningiomd s progresi.

Na zaklad¢ profilti exprese 1ze opét rozdeélit miRNA do dvou skupin podle intenzity exprese. U vétSiny

miRNA je vidét spiSe snizena exprese v recidivujicich meningiomech proti nerecidivujicim.
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Obrazek 15 Heat mapa exprese 21 miRNA, které splnily zprisnéné podminky pro validacni fazi
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experimentu. Klastrovani bylo provedeno agregacni metodou ,,complete “ a popsdno stejnym zpiisobem

jako na obrazku 14.

Z 21 kandidatnich miRNA bylo podle biologické vyznamnosti pro valida¢ni fazi vybrano 16. Shrnuti
jejich vlastnosti relevantnich pro posouzeni pii vybéru do validaéni faze experimentu je v tab. 17 na

nasledujici stran€.
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Tabulka 17 Soubor 16 miRNA, které byly na zdklade svych viastnosti vybrany pro testovani do validacni
faze experimentu. Q hodnota — adjustovand p hodnota Wilcoxonova testu pro velky pocet opakovdni,
Ami — rozdil medianii log, intenzity fluorescence mMIRNA mezi skupinami recidivujicich

a nerecidivujicich pacientii, AMi/MAD;— kolikrat je rozdil medidnii vyssi nez median absolutni odchylky.

miR-107 0,0436 0,743 1,10 10,55 11,29
miR-16-5p 0,0436 1,441 1,30 9,81 11,25
miR-320c 0,0444 0,472 1,29 11,78 11,31
miR-371b-5p  0,0479 1,343 1,10 7,01 5,67
miR-15a-5p 0,0435 2,544 1,68 4,49 7,04
miR-572 0,0438 1,475 1,36 8,34 6,87
miR-451a 0,0465 2,576 1,05 3,51 6,08
miR-19b-3p 0,0436 3,431 1,10 3;52 6,95
miR-498 0,0436 1,950 1,17 5,92 3,97
miR-18a-5p 0,0438 3,403 2,24 1,82 5,22
miR-130b-3p  0,0438 2,313 1,22 3,02 5,33
miR-146a-5p  0,0444 1,548 1,02 3,91 5,46
miR-1271-5p  0,0438 2,604 1,54 2,43 5,04
miR-331-3p 0,0436 2,309 1,15 3,18 5,48
miR-30e-5p 0,0449 3,612 2,80 2,06 5,68
miR-140-5p 0,0436 3,522 2,07 2,11 5,63

Nejveétsi rozdil exprese mezi skupinami pacienti vyjadieny pomérem AmMi/MAD; byl zjistén
u miR-30e-5p, miR-18a-5p, miR-140-5p a miR-15a-5p (obr. 16, str. 45). Z jejich grafii je patrné
nenormalni rozdéleni exprese miRNA. Distribuce je zvlasté u recidivujicich pacienti vyrazné

zeSikmena smérem k niz§im hodnotam, opacna tendence je u recidivujicich pacientd.

U miR-30e-5p je z grafu patrné bimodalni rozdéleni dat jak u recidivujicich (piiblizné€ kolem log, hodnot
exprese 2 a 5), tak nerecidivujicich (kolem log, hodnot 4 a 6) pacienttl. 2. a 3. kvartil exprese této miRNA

je velmi Siroky, u recidivujicich pacientti zahrnuje 3 body log, skaly exprese.
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Obrazek 16 Krabicové diagramy log. intenzity fluorescence pro 4 miRNA, které mély mezi skupinami
racidivujicich a nerecidivujicich pacientii nejvyssi rozliSeni (tj. nejvyssi pomer AMIMAD:). Kazdy bod
odpovidd intenzité signalu fluorescence jednoho vzorku pro danou miRNA. Krabice diagramu zobrazuje
2. a 3. kvartil, délici cara odpovida medianu exprese. Vousy vyznacuji maximalné 1,5ndsobek

mezikvartilového rozpéti od 1., resp. 3. kvartilu.

Pro validacni fazi experimentu bylo nutné vybrat kontrolni miRNA, ke kterym budou normalizovany
hodnoty exprese testovanych miRNA. Proto musely mit co nejmensi zménu exprese mezi obéma
skupinami pacientti. Adjustovana p hodnota Wilcoxonova testu pro normalizacni miRNA musi byt co

nejvyssi (nelze u nich zamitnout nulovou hypotézu shodnosti distribuce). Pomér Ami/MAD;, ktery

hodnoti, jak moc jsou od sebe vzdaleny mediany exprese, musi byt u normalizaénich miRNA co nejniZsi.

Na zakladé téchto podminek bylo identifikovano 10 miRNA vhodnych pro normalizaci. Heat mapa
jejich exprese je na obr. 17 na nasledujici stran¢. Klastrovani vzorkt na zékladé jejich miRNA profila
(opét agregacni metodou ,complete”) nevytvaii skupiny podle recidivy. Rozdéleni
recidivujicich/nerecidivujicich vzorkti v hierarchickém shlukovani je nahodné. Podobné jsou
shlukovany miRNA do skupin podle vyse intenzity jejich fluorescence a neni patrny vzor korespondujici

S recidivou meningiomd.

45



14 Recidiva
Ne

12 EAno

10 G:adc

n2
8 =3

hsa-let-7b-5p

6 Progrese
N

Ne
Ia #Ano

hsa-let-7c-5p
hsa-miR-5100

hsa-miR-1273g-3p

hsa-miR-181b-5p

hsa-miR-4728-5p

hsa-miR-1281

hsa-miR-1185-1-3p

hsa-miR-324-5p

hsa-miR-320e

S EEL5BEF50T S E YIRS IS INEEE ST IGEIRBISES

Obrazek 17 Heat mapa logz hodnoty exprese pro miRNA, které byly vyhodnoceny jako vhodné pro
normalizaci ve validacni fazi experimentu. Kazdy radek heat mapy odpovida jedné miRNA, kazdy
sloupec jednomu vzorku meningiomu. Grade vzorku je vyznacen barevné na hornim okraji heat mapy,

stejné jako udaje o recidive a progresi.

Z téchto 10 miRNA byl vybran soubor ¢tyf, jejichz exprese byla ovéiena ve validaéni fazi experimentu.
Tyto byly opét vybrany na zakladé biologické relevance, tedy informaci o jejich pouzitelnosti pro dané

ucely z databaze miRBase. Jejich vlastnosti jsou uvedeny v tab. 18.

Tabulka 18 Soubor 4 miRNA, které byly vybrany jako normalizacni (kontrolni) do validacni faize
experimentu. Tabulka shrnuje stejnd kritéria jako tabulka 17.

g hodnota - i Median log; intenzity
fluorescence
recidivujici nerecidivujici
miR-let7b-5p  0,4609 0,022 0,05 13,80 13,78
miR-181b-5p  0,4865 0,027 0,03 9,49 9,46
miR-1281 0,4505 0,163 0,18 5,50 5,34
miR-324-5p 0,4818 0,023 0,03 7,08 7,10
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5.3 Validace pomoci qPCR

Valida¢ni faze experimentu slouzila k ovéfeni Grovné exprese miRNA vybranych na zdklad¢ dat
ziskanych pomoci metody microarray. Zatimco microarray analyza je schopné identifikovat zmény

exprese velkého poctu miRNA, jeji citlivost je ve srovnani s qPCR mensi.

Byl pouzit jiny set vzorki meningiomd. Na rozdil od souboru pouzitého pro microarray analyzu byly
vzorky parovany na zakladé¢ informaci o pacientech pro snizeni vlivu skrytych proménnych ve

variabilité mezi skupinami.

Metoda qPCR musela byt optimalizovana pro piistroj LightCycler 480 (Roche), ktery nebyl doporucen
vyrobcem pro TagMan Advanced miRNA Assay (Applied Biosystems). Z 16 kandidatnich miRNA byly
po optimalizaci vyfazeny 3 (miR-371b-5p, miR-572 a miR-498), které se amplifikovaly pouze malo

nebo vubec.

Kazda kombinace vzorku a miRNA byla méfena ve tfech technickych replikatech, jako vysledna

hodnota byl po¢itan aritmeticky prumér Ct tripletu.

5.3.1 Vybér normaliza¢ni miRNA
Ze ¢ty méfenych kandidatnich normalizacnich miRNA (vybér dvou na obr. 18) byla na zaklad¢
nejmensiho rozdilu praimérnych Ct hodnot mezi skupinami pacientti vybrana jedna (miR-181b-5p). K ni

byly normalizovany data vSech ostatnich miRNA rozdilem Ct.
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Obrazek 18 Grafy Ct hodnot qPCR pro 2 kandidatni normalizacni miRNA. Kazdy bod odpovida
pruméru ze tri méreni fluorescence jednoho vzorku pro danou miRNA. Krabicové diagramy zobrazuji

charakteristiky shodné jako na obrazku 16.

5.3.2  Vybér nejlepsiho modelu
Normalizovana hodnota Ct byla ziskana ode¢tenim Ct miR-181b-5p od Ct dané miRNA ve vzorku. Ze

ziskanych tzv. ACt hodnot byl vytvaien model predikujici recidivu multivariatni logistickou regresi.
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Pro poc¢et miRNA 1 aZ 13 byl sestavovan kandidatni model (obr. 19) pomoci bali¢ku bess() programu
R. Jako nejlepsi byl vybran model se 7 prediktory s testovaci chybou 0,25 (tj. vyhodnotil vzorek chybné

jako recidivujici/nerecidivujici v 25 % piipadi) (obr. 19).
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Obrazek 19 Grafzavislosti odhadu testovaci chyby na poctu miRNA prediktorii pri Best Subset Selection

vy

Trénovaci chyba ziskaného modelu 7 prediktorovych miRNA (tab. 19) je 0,2143, tj. je schopny spravné
predpovédét recidivu meningiomit v 100 - 21,43 = 78,57 % ptipadt.

Tabulka 19 Konecny model recidivy meningiomii se 7 miRNA prediktory. Odds ratio (pomér Sanci)
vyjadiuje, kolikrat se zvysi Sance meningiomu na recidivu pri zvySeni ACt miRNA o 1. Signifikantni p
hodnota pro Waldiv test pri o = 0,05. MiRNA signifikantni pro model jsou vyznaceny oranzove. 95%
Cl — 95% konfidencni interval odds ratio.

miR-15a-5p 3,0042 (1,4587; 8,1370) 0,0107
miR-331-3p 9,4515 (2,0128; 66,0200) 0,0103
miR-16-5p 0,2435 (0,0518; 0,8103) 0,0377
miR-146a-5p 2,3758 (1,1513; 5,7480) 0,0306
miR-18a-5p 0,5185 (0,2069; 1,2538) 0,1400
miR-1300b-3p 0,4524 (0,1423; 1,1672) 0,1389
miR-1271-5p 1,4109 (0,8487; 2,4978) 0,2037

Pti LOOCV model 7 miRNA vyhodnocoval set 56 pacientskych vzorkt (u 8 vzorkd ze 64 schazelo
meéfeni exprese jednoho nebo vice prediktord). Ve chvili, kdy model vypocital pravdépodobnost
recidivy vzorku jako 50 % a vy$8i, urcil vzorek jako pozitivni pro recidivu (tj. model poéital s cut-off
hodnotou 0,5).
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Ve 23 ptipadech z 29 spravné vyhodnotil vzorek jako pozitivni (recidivujici), v 6 ptipadech vyhodnotil
jako pozitivni nerecidivujici vzorek. Z 27 nerecidivujicich vzorki meningiomt test spravné

identifikoval 21, zatimco 6 vzorku bylo fale$né pozitivnich (tab. 20).

Tabulka 20 Tabulka situaci, které vznikly pri LOOCYV validaci modelu 7 prediktorovych miRNA na
souboru 56 vzorkii. Recidiva +/- - pocet recidivujicich/nerecidivujicich vzorkii meningiomii zarazenych

do validacniho modelu, test +/- - pocet vzorkii, které model vyhodnotil jako recidivujici/nerecidivujici.

23 6 29
6 21 27
29 27 56

Vlastnosti tohoto modelu prediktort jsou uvedeny v tab. 21. Test spravné identifikuje recidivujiciho
pacienta s pravdépodobnosti 79 % (senzitivita testu). Naopak nerecidivujici pacient je testem

identifikovan spravn¢ s pravdépodobnosti 78 % (specifita testu).

Pravdépodobnost, Ze pacient recidivuje, kdyz ho test oznaci jako recidivujiciho, je 79 % (vyjadiena jako
pozitivni prediktivni hodnota). Pacient je testem spravné vyhodnocen jako nerecidivujici

s pravdépodobnosti 78 % (negativni prediktivni hodnota).

Tabulka 21 Viastnosti prediktivniho modelu 7 miRNA p#i cut-off hodnoté modelu 0,5. 95% Cl — 95%

konfidencni interval.

Senzitivita 0,79 (0,60; 0,92)
Specifita 0,78 (0,58; 0,91)
Pozitivni prediktivni hodnota 0,79 (0,60; 0,92)
Negativni prediktivni hodnota 0,78 (0,58; 0,91)

Na zakladé hodnot selektivity a specifity modelu byl zjistovan idealni cut-off modelu pro uréeni vzorku
jako recidivujiciho. Pro nejvyssi senzitivitu a specifitu testu by vzorek mél byt vyhodnocen jako
pozitivni pti pravdépodobnosti recidivy nad 36,8 %. Pfi jiné cut-off hodnot€¢ ma model odlisné
vyhodnocovaci vlastnosti (senzitivitu, specifitu a prediktivni hodnoty), které jsou vyznaceny na obr. 20

na nasledujici strang. Pfesnost modelu, vyjadiena jako plocha pod kifivkou ROC, je 0,885.

49



O. ,f/ ’,/
= -
Senzitivita: 93,1 % ,
Smarifita - 0, e
@ Specifita: 77.8 %
PPH: 8,7 % o
NPH: 18,2 % e
- 'S
2 .
g L
L e
w2 P
< e
S ]
N
o
AUC: 0,885
o
S .-
T T T T T T
0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0

1 - Specifita

Obrazek 20 ROC (,, Receiver Operating Characteristic ) kifivka pro zjisténi idedlni cut-off hodnoty
pozitivniho vysledku testu na zaklade modelu 7 miRNA. PPH — pozitivni predikcni hodnota, NPH —

negativni predikcni hodnota, AUC — area under the curve, plocha pod kiivkou.

Grafy ACt hodnot vsech miRNA, které byly zahrnuty do predikéniho modelu a miRNA miR-181b-5p,
k niz byly normalizovany, jsou na obr. 21 na nasledujici strané. Exprese vSech miRNA vykazuje

ptiblizné normalni rozdéleni, ale s rozdilnym rozptylem hodnot.

Vsechny miRNA maji normalizované hodnoty ACt vyssi nez O (tj. exprimuji se mén¢ nez normalizacni
mMiRNA), s vyjimkou miR-16-5p, ktera se exprimuje vice, nez normalizaéni miRNA. Ke sniZeni exprese

vzhledem k nerecidivujicim meningiomtim doslo u vSech miRNA, v¢. miR-16-5p.
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Obrdazek 21 Krabicové diagramy Ct hodnot normalizacni miRNA miR-181b-5p a ACt hodnot 7
prediktorovych miRNA diagnostického modelu. Kazdy bod odpovida priuméru ze tri mereni fluorescence
jednoho vzorku pro danou miRNA. Krabicové diagramy zobrazuji charakteristiky shodné jako na
obrazku 16.
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5.4 Porovnani vysledki microarray a qPCR
Pro porovnani exprese miRNA byl zvolen nasobek zmény exprese (,,fold change®), jelikoz se jedna
0 bezrozmeérny udaj (hodnoty exprese miRNA zjisténé pomoci microarray a pomoci qPCR jsou udavany

Vv jinych jednotkach). Bylo porovnavano 7 miRNA vysledného diagnostického modelu (obr. 22).

- —

mqPCR
i Omicroarray
R —

o

0,5 1 15 2 2,5 3
Nasobek zmény exprese

Obrazek 22 Graf zmeny exprese miRNA zarazenych do diagnostického modelu. Porovndni méreni
ziskanych metodami microarray a qPCR a vyjddrenti jako fold change nerecidivujici skupiny pacientii

oproti recidivujicl.

U vSech miRNA se jednalo o snizeni exprese v recidivujicich meningiomech oproti nerecidivujicim.

Nejvyrazngjsi fold change nastal u miR-15a-5p a miR-146a-5p. Exprese obou miRNA se na zakladé dat
z qPCR analyzy liSily mezi recidivujicimi a nerecidivujicimi meningiomy vic, nez dvakrat. Naopak
V microarray analyze nebyla zjiSténa ani jedna miRNA, kterd by se expresi liSila vice nez 1,5x.

Nejvyrazngjsi fold change zjistény microarray analyzou méla miR-16-5p.
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6 DISKUZE

Béhem analyzy microarray dat bylo zjiSténo, ze signifikantni zména exprese miRNA nastava jiz
U primarnich nadori ziskanych pfi prvni operaci pacienta. Z dalsi analyzy byly proto vyfazeny vzorky
sekundérnich nadort. Zahrnuti dat pouze z primarnich nadort odstraiuje ze souboru dat mozné rusivé
proménné. Navic model ziskany pomoci téchto dat umozni predikovat recidivu pacienta jiz

bezprostifedn¢ po prvni operaci.

Presnost predikéniho modelu na zakladé plochy pod kiivkou grafu ROC je 0,5. Nahodny prediktor bez
vztahu K ur€ovanym datim by odpovidal hodnoté 0,5, zatimco u perfektniho modelu se plocha pod

ktivkou rovna 1. Lze tedy usuzovat, ze model je pfi urCovani recidivy meningiomd pomérn¢ presny.

Signifikanci zmény exprese miRNA jako prediktoru pro sestavovany diagnosticky panel urcoval jeji
,,0dds ratio®. Pokud 95 % konfiden¢ni interval neprochéazel bodem 1 (tj. pokud zménéna exprese miRNA
bud’ snizovala, nebo zvySovala pravdépodobnost recidivy, a ne oboji najednou), byl vliv miRNA
povazovan za signifikantni. V panelu jsou ovSem zahrnuty i miRNA, jejichz ,,0odds ratio* predikce
recidivy signifikantni nebyly. Tyto miRNA slouzi jako stabilizatory modelu, pfestoze nemaji predikcni

vyznam samy o Sobg.

Expresni profily miRNA nebyly porovnavany s negativnimi kontrolami zdravych tkani, protoze
vysledky analyz zjistily dostate¢nou zménu exprese jiz pii porovnani recidivujicich a nerecidivujicich
meningiomu. Srovnani exprese miRNA mezi zdravou arachinoidalni tkdni a meningiomy nebylo cilem

této prace.

Pfi porovnavani nasobkl zmény exprese mezi microarray a qPCR byly vyraznéj$i zmény exprese
Vv piipadé detekce pomoci gPCR metody. To mohlo byt zptsobeno jak nizsi citlivosti analyzy, tak
zejména vys§i homogenitou pacientskych vzorki v ptipadé qPCR validace a tim padem omezeni vlivu

skrytych rusivych proménnych.

Mimo zabér této bakalafské prace je druha validacni faze experimentu, kdy bude robustnost ziskaného
modelu ovéfovana na vét§im souboru vzorkd a pfipadné budou nekteré méné vhodné prediktory

vyfazeny.

Ve studii Zhi et al. (2013) srovnavali expresi miRNA mezi zdravou arachinoidalni tkani a meningiomy.
Expresi zjistovali na 110 pacientskych vzorcich pro 200 miRNA pomoci qPCR, zatimco pro identifikaci
moznych cild v této studii byla rovnéz pouZzita microarray (pro vice nez 6000 cili) na 45 pacientskych

vzorcich.

Zhi et al identifikovali 3 miRNA signifikantné spojené s recidivou meningiomt — miR-190a, miR-29c
a miR-219-5p. Ani u jedné z nich nebyla zji$téna rozdilna exprese mezi recidivujimi a nerecidivujicimi

meningiomy Vv nasi studii ve screeningu pomoci microarray.
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Zajimavé je srovnani, ze ve studii Zhi et al. byla exprese miR-16 shledana jako velice stabilni napfic
meningiomy (recidivujicimi i nerecidivujicimi) i zdravou tkani a byla tak pouzita jako normaliza¢ni
mMiRNA. V nasich experimentech byla ovS§em miR-16-5p zafazena do panelu predikujiciho recidivu

meningiomul.

Dalsi miRNA, ktera se vyskytovala v obou studiich, je miR-146a-5p. Zhi et al. udavaji, Ze byla zjisténa
signifikantné zvysena exprese této miRNA v meningiomech oproti zdravé arachinoidalni tkani, ale bez
vztahu Kk recidivé meningiomid. Diagnosticky model sestaveny v této praci tuto miRNA naopak

zahrnuje.

V ramci pozdé&jsi studie od Zhi et al. (2016) byl sestaven diagnosticky panel sérovych miRNA pro
detekci meningiomu. S recidivou meningiomu byla asociovana zména v expresi miR-409-3p
a miR-224, u kterych v této bakalaiské praci signifikantné odli$na zména exprese zjisténa nebyla. Jedna
se nicméné o sérové miRNA, které nemusi mit ptivod v meningiomech pacienta, ale odrazet jinou zménu

fyziologického stavu.

Piesnost panelu sestaveného Zhi et al., méfena stejné jako v této praci pomoci plochy pod ROC kiivkou,
byla 0,778. To je o piiblizné o 0,1 (10 %) méné, nez byla AUC modelu ziskaného v této bakalarské
praci. Panel studie Zhi et al. byl testovan na vice pacientech, zatimco tento panel jesté ¢eka ovéfeni na

veétsim mnozstvi pacientti v druhé valida¢ni fazi.

V soucasné dobé neni k dispozici zadny in vitro diagnosticky nastroj schopny predikce recidivy
meningniomd s piijatelnou piesnosti. Tento panel miRNA (po dal$im zptesnéni ve druhé validacni fazi)

umozni snadno vytvofit pfesnou progndzu pro pacienta jiz po prvni operaci.
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[ ZAVER
Cilem bakalarské prace bylo profilovat expresi miRNA v recidivujicich a nerecidivujicich
meningiomech a na zakladé toho vytvotit diagnosticky panel schopny predpovédét, zda meningiom

bude recidivovat.

Byla izolovéana celkova RNA ze vzorkl recidivujicich a nerecidivujicich meningiomil. Microarray
analyzou byly identifikovany miRNA se signifikantn¢ zménénym profilem exprese u recidivujicich

meningiomt. Celkem 21 splitovalo podminky pro zatfazeni do valida¢ni faze experimentu.

Expresni profily vybranych 13 miRNA byly ovéfeny na druhém, parovaném setu vzorki pomoci qPCR.
Ziskana data byla pouzita pro vybér nejlepSich miRNA prediktora recidivy. Testovaci chyba panelu 7
miRNA byla zjistovana pomoci ,,Leave One Out Cross-Validation* pfistupu a byl vypocitan finalni

model predikce pomoci multivariatni logistické regrese.

Ziskany diagnosticky panel miRNA byl schopny spravné urcit meningiom jako recidivujici v 78,57 %
pripadd pifi cut-off hodnoté 0,5. Idealni cut-off hodnota modelu pro vyhodnoceni vzorku jako

recidivujiciho je 0,368. Piesnost modelu odpovidajici plose pod kiivkou ROC analyzy byla 0,885.

Ziskany model bude dale validovan, ptipadn€ upravovan, na vét§im poctu pacientll za ucelem jeho

zavedeni do rutinniho procesu diferencialni in vitro diagnostiky.
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