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Abstrakt:
Onkogenni mikroRNA (miRNA) jsou malé molekuly RNA, které inhibuji posttranslacni

regulatni mechanismy na epigenetické urovni. miRNA jsou casto deregulovany u
malignit a diky své stabilit¢ jsou detekovatelné v nebunéénych frakcich periferni krve. V
naSi laboratofi jsme provedli né¢kolik studii, které zkoumaly a vyuzivaly miRNA jako
biomarkery pro riizné hematologické malignity (napi. chronickd lymfocytarni leukémie,
Hodgkintiv lymfom) a solidni nadory (napf. karcinom prsu). Cilem téchto studii bylo
zjistit souvislost miRNA s patofyziologickymi a klinickymi aspekty jednotlivych
onemocnéni. Zde jsme potvrdili vyznam konkrétnich miRNA nebo jejich komplexii pfi
sledovani onemocnéni. Kombinaci klinickych, molekuldrné biologickych a statistickych
analyz se nadm podafilo najit soubory miRNA, které nad ocekavani plnily nejen
diagnostickou, ale i prognostickou roli.

Tato prace se zamétfuje na vyzkum mikroRNA v diagnostice hematologické malignity -
primarniho kozniho T-bunééného lymfomu (CTCL). V tomto onemocnéni byla
prokézana nadorova specifita nékterych miRNA. Jejich aberantni exprese ve vzorcich
tkani pacienti s CTCL ziskanych z koznich biopsii spravné odlisila maligni onemocnéni
od kontrolnich vzorkti nezhoubnych koznich 1ézi. Zde jsme si polozili otazku, zda by tyto
miRNA mohly byt pouZzity jako plazmatické biomarkery pro klinické sledovani CTCL. Z
opakovanych vzorkl periferni krve pacientli s CTCL a kontrolnich vzorkli s benignim
koZznim onemocnénim jsme detekovali miRNA pomoci specificky aktivované RT-PCR.
Vysledkem bylo stanoveni modelu zaloZzeného na upregulaci miR-155 a downregulaci
miR-203 a miR-205 se 100% specificitou a 94% senzitivitou ze vzorkd plazmy pacienti s
CTCL. Model 3 miRNA v po sobé¢ jdoucich vzorcich byl v souladu s klinickym stavem
pacientil, s lé¢ebnou odpovédi a se zménou velikosti nadoru. Kvantifikace vybranych
mikroRNA v plazmé piedstavuje specifickou metodu hodnoceni CTCL, ktera je cennym
nastrojem pro diagnostiku CTCL a sledovéani odpovédi na 1écbu.

Klicova slova: mikroRNA; mycosis fungoides; Sézaryho syndrom; kozni T-bunécné

lymfomy (CTCL); atopicka dermatitida.



Abstract:

Oncogenic microRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that inhibit post-
translational regulatory mechanisms at the epigenetic level. miRNAs are often
deregulated in malignancies and due to their stability are detectable in non-cellular
fractions of peripheral blood. In our laboratory, we have performed several studies that
have investigated and utilized miRNAs as biomarkers for various hematological tumors
(e.g., chronic lymphocytic leukemia, Hodgkin's lymphoma) and solid tumors (e.g., breast
cancer). The aim of these studies was to find the association of miRNAs with
pathophysiological and clinical aspects of each disease. Here, we confirmed the
importance of particular miRNA or its complex during disease monitoring. Combining
clinical, molecular biological and statistical analyses, we were able to find miRNA sets
that fulfilled not only a diagnostic role but also a prognostic role beyond expectations.
The main focus of this thesis is on the investigation of microRNAs in the diagnosis of a
hematological malignancy - primary cutaneous T-cell lymphoma (CTCL). Tumor
specificity of some miRNAs has been demonstrated. Their aberrant expression in tissue
samples of CTCL patients obtained from skin biopsies, correctly distinguished malignant
disease from control samples of benign skin lesions. Here, we asked whether these
miRNAs could be used as plasma biomarkers for clinical monitoring of CTCL. From
repeated peripheral blood samples from CTCL patients and controls with benign skin
disease, we detected miRNAs using specifically activated RT-PCR. As a result, was
established a model based on upregulation of miR-155 and downregulation of miR-203
and miR-205 with 100% specificity and 94% sensitivity from plasma samples of CTCL
patients. The model of 3 miRNAs in consecutive samples was consistent with the clinical
status of patients, with therapeutic response, and with change in tumor size.
Quantification of selected microRNAs in plasma is a specific method to evaluate CTCL,

which is a valuable tool for diagnosing CTCL and monitoring response to therapy.

Keywords: microRNA; mycosis fungoides; Sézary syndrome; cutaneous T-cell

lymphomas (CTCL); atopic dermatitis.



1. Uvod

Hematologické malignity jsou jednou z nejcastéjSich skupin rakoviny, tvoii 6,5% ze
vSech druhli malignit na celém svété, z toho pfiblizné 9,0% ve Spojenych statech a
Evropé (Tietsche de Moraes Hungria, Chiattone et al. 2019). Jsou to klonalni choroby
puvodem z hematopoetickych bun€k bud’ zcela nezralych, nebo na urcitém stupni vyvoje.
Biologie a chovani rtiznych typi hematologickych nédorti je velmi heterogenni. V
zéavislosti na lokalizaci nddoru, bunééném prostiedi a souboru genetickych mutaci, mize
byt stupett zdravotniho rizika pro pacienta rozdilny, sahajici od léCitelnych malignit
nizkého rizika az do vysoce agresivnich forem. I pfes obecnou heterogenitu malignich
onemocnéni vykazuji nadorové buiky urcité spolec¢né rysy, které jsou shrnuty do aktualné
akceptovaného modelu tzv. ,,Hallmarks of cancer”. Model obsahuje zadkladni znaky a
vlastnosti podporujici vznik a pteziti nadorové bunky ¢i tkané, jako jsou schopnost
neomezené replikace, unik pred faktory potlacujici rast, odolnost vii¢i bunééné smrti,
indukce angiogeneze, aktivace invazivity a schopnost tvofit metastdze (Hanahan and
Weinberg 2011). Zakladem téchto charakteristickych vlastnosti je nestabilita genomu,
ktera vytvaii genetickou rozmanitost malignich bun¢k a schopnost mikroprostfedi nadoru
podporovat onkogenezi spolu se zanétem. Genomické a epigenetické zmény jsou
v soucasné dobé identifikovatelné dostupnymi, ale zatim ne vzdy rutinnimi vysetfovacimi
metodami. U nadorovych onemocnéni, u kterych casto neni objasnéna patofyziologie
maligniho procesu, navic chybi prognostické markery, které by zhodnotily a
pfedpovédély jak moZzny scénai dalSiho vyvoje onemocnéni, tak 1 odpovéd na urcitou
terapii nebo moznou rezistenci. Identifikace markerti, které by umoznily efektivné
stanovit diagnozu, rizikové skore, predikovat prognoézu a ptispét k vyvoji novych
diagnostickych a terapeutickych nastrojli, je pfedmétem zvySeného zajmu zakladniho
biomedicinského vyzkumu.

V lidském a v jinych organizmech byla objevena pocetna skupina bunéénych modulatort
zvanych mikroRNA (miRNA), které vyznamné zasahuji do biologickych procesii cestou
regulace genové exprese. miRNA plisobi tak, ze se vazi na principu komplementarity k
homolognim usekiim messenger RNA (mRNA). Vysledkem je naruSena stabilita exprese
mRNA, kterd vede hlavné k inhibici translace nebo k degradaci mRNA. Tim dochazi k
patologické regulaci genové exprese, coz mtize vést k riznym patologickym dysfunkcim

vcetné malignich zvrati (Mitchell, Parkin et al. 2008).



Obecn¢ miRNA hraji diilezitou roli v patogenezi maligni transformace tim, ze plisobi
jako cCinitel nadprodukovany a synergicky s nadorovou transformaci, miRNA s touto
funkci jsou oznaCovany jako onkogenni ¢i onko-miR. Nedostate¢né produkované miRNA
a soucasn¢ potlacujici riist nadoru jsou oznacovany jako tumor-supresor. Mnozstvi a
spektrum miRNA se 1iSi podle typu tkané a patofyziologického stavu organismu.
Celogenomové profilovani ukazalo, ze specificky soubor exprimovanych miRNA
(miRnom) umozinuje s vysokou ptesnosti odliSit rGzné typy rakoviny a identifikovat
puvod tkané¢ dokonce i u ne-diferencovanych nddord, které jsou jinak obtizné
diagnostikovatelné napft. pfi metastazovani (Iorio and Croce 2017). To svéd¢i o tom, Ze
nadorova tkan zachovavd jedinecny expresni profil tkdnoveé specifickych miRNA
(Rosenfeld, Aharonov et al. 2008). Dale se ukézalo, Ze miRNA mohou byt transportovany
z chorobou postizené tkan¢ do krevniho ob&hu. Méteni hladin cirkulujicich miRNA v
krvi mize byt uspéSné aplikovano v diagnostice zejména v piipadech, kdy je Zadouci
pouziti Setrnych méné invazivnich metod.

miRNA-155 je nejvice studovanou mikroRNA, a proto je jednou z mala, u které byl
relativné dostateéné popsan mechanizmus regulace. Ve studii (Vargova, Curik et al.
2011) autofi prokazali, Ze exprese miRNA-155 je spojend s proteinem MYB, ktery se
vaze do promotorové oblasti genu MIR155HG (kdduje maturovanou miR-155, zvany také
BIC - B-Cell Receptor Inducible) a tim ho transkripéné aktivuje. Navic ve studii, byly
popsany dalsi zajimavé cile pro gen MYB: BCL2, CDS5; a pro gen MIRI55HG jsou: PU.1,
SHIP1, SATB1, CHDG6.

Ve studii (Huskova, Korecka, 2015) jsme zjiStovali regula¢ni vliv miR-155 a jeho
cilového produktu PU.1 v Sesti nejcastéjSich malignich lymfoproliferacich: difuzni
velkobunéény B-bunéény lymfom (DLBCL), chronicka lymfocytarni leukemie (B-CLL),
Hodgkintiv lymfom (HL), folikularni lymfom (FL), MZL (lymfom margindlni zony) a
MCL (lymfom plastovych bunék). S vyuzitim dat genové exprese testovali jsme asociaci
mezi hladinami miR-155 a PU.1 a klinickymi rysy souvisejicimi s pfezivanim a
prognozou jednotlivych typli onemocnéni. Zde se podafilo potvrdit, Ze aberantni exprese
miR-155 a PU.1 jsou spojeny s klinickym chovanim zkoumanych malignit. Byly
podpoieny tvahy o onkogénité miR-155 tim, Ze v nasem souboru dat pacienti HL s vyssi
expresi miR-155 méli signifikantni horsi odpovéd’ na terapii a kratsi celkové preziti.

Ve studii (Vargova, Pesta et al. 2017) byl zkouman vzijemny mechanizmus plsobeni
miRNA-155 a miRNA-150 v pribéhu onemocnéni CLL. Na zaklad¢ stanoveni genové

expresi a regresni statistické analyzy, bylo ukazéno spojeni klasickych klinickych



markerti pro CLL a rizika progresi onemocnéni prave s aberantni expresi miR-155. Tyto

malignich onemocnéni a vysi hladiny exprese miR-155 se asociuji s niz§im OS.

Ve studii (Sochor, Basova et al. 2014) se podaftilo definovat soubor onkogennich miRNA,
které hraji vyznamnou roli v maligniza¢nim procesu karcinomu prsu, pomoci kterého
jsme hodnotili statisticky vyznam jejich exprese béhem 1écby pacientek ve vztahu
rizikovym parametrim. Nase prace ukazala, ze exprese sérovych onkomiRil se asociuje
s diagnostickymi kritérii karcinomu prsu, zejména u vysoce rizikovych pacientl, a mtize
byt potencidln€¢ uzitena pro sledovdni onemocnéni. Velkym piinosem studii bylo
stanoveni Casovych bodl odbéri vzorkli kazdého pacienta ve spojeni s pribchem
onemocnéni a jeho 1écbou. Zde se podatilo ukézat dynamiku expresi vybranych miRNA
v pribéhu hodnoceni a navazani expresnich profili na zmény spojené s lécebnou

strategii.

Zde prezentovany vyzkum se opira o predchozi vyzkumné studie a vénuje se vyvoji a
potvrzeni metody, kterd by umoznila diagnostikovat s pomérné vysokou mirou jistoty
maligni hematologické onemocnéni kozni T-bunétny lymfom (CTCL) a dale rozlisit
jednotlivé typy a stadia tohoto onemocnéni (Dusilkova, Basova et al. 2017). Kozni T-
bunéény lymfom predstavuje heterogenni skupinu potencialné devastujicich koznich
malignit, patogeneze, kterych stile neni Gpln¢ objasnéna. V ranych stadiich je klinicka 1
histopatologicka diagno6za asto obtizna kvili schopnosti CTCL se ,,maskovat™ za benigni
kozni zanétlivé dermatdzy. Vzhledem k nedostatku spolehlivych biomarkert je také
obtizné predvidat prubéh choroby, odpovéd’ na terapii nebo stupen progrese. Potencial
vyuziti miRNA v roli diagnostickych a prognostickych biomarkert se jevi jako velice
slibny. Metoda spociva ve stanoveni molekul specifickych miRNA v krevnim séru
pacienta v pribéhu onemocnéni. Prace ukazuje, Ze plazmatické hladiny specifickych
miRNA jsou spojeny s patognomickymi rysy studovaného maligniho onemocnéni a
detekce specifickych miRNA mize ptidavat informace nad rdmec aktudlné pouzivanych

skorovacich systémd.



2. Hypotéza a cile prace

Budeme ovéiovat hypotézu, Ze v periferni krvi pacientii s CTCL cirkuluji specifické
miRNA, jejich aberantni exprese v porovnani s kontrolnimi vzorky, odliSi maligni
kozni T-lymfom od benignich koZnich diagnéz.

Predpokladame, ze na rozdil od dosavadnich probéhlych studii, které vyuzivaly vzorky
koznich biopsii, cirkulujici miRNA v periferni krvi pacienti CTCL maji stejnou

eventudln¢é vyznamnéjsi diagnostickou a prognostickou hodnotu.

Konkrétni cile navazujici na hypotézu

1. Identifikace miRNA tucastnicich se lymfo-kancerogenezi v oblasti ktize.

2. Stanoveni hladin exprese vybranych miRNA ve vzorcich periferni krve pacientd s
CTCL, benignimi dermatézami a kontrolnich vzorki od zdravych darci.

3. Studium vzdjemné interakce klinickych znakli CTCL a hladin exprese vybranych
miRNA v zavislosti na stadiu onemocnéni.

4. Statistické oveéfeni modelu exprese miRNA ve vzorcich CTCL.

3. Pacienti a metody

V ptedkladaném projektu byly vyuZity vzorky periferni krve (N=47) od kohorty pacientli
s CTCL, konkrétné s mycosis fungoides (MF) a Sézaryho syndromem (SS) a od pacientd
s benignim onemocnénim klZe (psoriaza, atopicka dermatitida) a zdravych dobrovolnikii,
ve spolupraci s 1. interni klinikou — hematologie a Dermatovenerologickou klinikou
VSeobecné fakultni nemocnice (VFN) béhem obdobi 2012 — 2016. Vzorky byly
zpracovany a skladovany formou kryoprezervace na Ustavu patologické fyziologie 1. LF
UK. Vzorky od kazdého pacienta MF/SS byly odebrany 3-krat v pribéhu sledovani a

1é¢by, s prumérnym intervalem mezi vzorky 5 mésict (od 2 do 14 mésict).

Z kazdého vzorku plasmy pacientil a kontrol byla izolovana RNA za pouziti miRNeasy ®
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Némecko). Reverzni transkripce byla provadéna pomoci
vysokokapacitni ¢cDNA reverzni transkripéni soupravy doplnéné o miR-specifické
primery (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Amplifikace byla provedena
softwarem LightCycler verze 1.5.0.SP3 480 real-time PCR systém (Roche, Basel,



Svycarsko) na 384jamkovych desti¢kach. Kvantitativni polymerazova fetézova reakce
probihala 45 cykla pii 95°C po dobu 15 s a 60°C po dobu 1 minuty. Relativni exprese
byla vypocitana z hodnot Cp miRNA ve srovnédni s kontrolnimi miR-103 a miR-423-5p,
které jsou stabiln¢ exprimovany a proto byly pouzity jako normaliza¢ni faktor. Vysledky

byly porovnany s expresi stejnych miRNA ze vzorkt plazmy zdravych darcu.

Studie genové exprese: Onkogenni mikroRNA-155 a PU.1 v nejcastéjsich lymfoidnich
malignitach (Huskova, Korecka et al. 2015)

Ve studii byla méfena exprese miR-155 a PU.1 v lymfatickych uzlindch a v nékterych
extranodalnich tkanich infiltrovanych malignim lymfomem. Zde byly vyuzity lyzaty
ziskané biopsii lymfatickych uzlin od 131 pacientt, lyzaty tkani normalnich lymfatickych
uzlin (biopsii nenadorové zvétSenych/reaktivnich lymfatickych uzlin od 6 darct) a
mononukledrni bunky CDI19+ periferni krve 22 zdravych darcti. Exprese PU.1 se
porovnavaly s hodnotami referen¢niho genu GAPDH; miR-155 s referenénim genem

RNU44. Hodnoty expresi byly vypocitany algoritmem AACT.

Model regulace progrese chronické lymfocytarni leukemii pomoci miR-155/miR-150
(Vargova, Pesta et al. 2017)

V klinickém hodnoceni jsme hodnotili vzijemny vztah onkogenniho miR-155 a
tumorsupresora miR-150 s klinickymi a rutinnimi laboratornimi parametry v CD19+
bunkach periferni krve kohorty 127 pacientii CLL pomoci multivariantni analyzy a zjistili

jeho souvislost s celkovym piezivanim a progresi.

Onkogenni mikroRNA: miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 umoznuji sledovani
casného karcinomu prsu v séru (Sochor, Basova et al. 2014)

Ve studii byla vyuzita séra 63 pacientek s casnym karcinomem prsu (EBC, early breast
cancer), kterd byla odebrand v letech 2010-2013 a to v urCitych Casovych bodech
sledovani. EBC byl definovan jako nador, ktery se nerozsitil mimo prsni tkan nebo do
axilarni lymfatické uzliny (to zahrnuje duktalni karcinom in situ a invazivni BC faze I,
ITA, 1IB a IITA). Pro jednotlivé odbéry kazdého pacienta byly definovany Casové body:

- jeden den pted chirurgickou operaci pro BC (¢asovy bod 1),

- 14-28 dni po operaci pted jakoukoli nechirurgickou 1é¢bou BC (Casovy bod II),

- 14-28 dnti po prvni linii 1écby: chemoterapie nebo radioterapie (¢asovy bod III),

- po relapsu onemocnéni, ktery byl pozorovan u 3 pacientek ve studii (¢asovy bod 1V).
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Relativni exprese miRNA byla vypoctena z CT onkomiRi (miR-155, miR-19a, miR-
181b, miR-24) ve vztahu k expresi referencni miRNA let-7a. v

4. Vysledky

Ze vSech dostupnych studii o vyuziti miRNA v CTCL jsme vybrali vyzkum dénské
skupiny (Ralfkiaer, Hagedorn et al. 2011), kde autofi na velkém souboru vzorkl koznich
biopsii od pacientii s MF, SS a benignich dermatéz zkoumali aberantni expresi celkem
668 miRNA. Ve vysledku studii byl vypracovan klasifikdtor miRNA, ktery s velkou
jistotou odlisil maligni kozni onemocnéni od benigni dermatdzy. V nasi studii jsme
pouzili tento model miRNA (tj. miRNA-155, miRNA-203, miRNA-205), ktery navic byl
rozsifen o doplitujici miRNA, ndpomocné v diferencidlni diagnostice a predikci rizika. Ze
vSech nabizenych v reSerSni praci miRNA jsme se rozhodli o pfiddni miRNA-223 a

miRNA-22, které se zdaji byt klicovymi faktory v patogenezi CTCL.:

miR-155 je dulezity pro podporu proliferace a progrese nadoru. Bylo prokazano, ze miR-
155 je vyznamné upregulovan v T-buiikdch v pozdéjSich stadiich CTCL ve srovnani s
lymfocyty v ranych stadiich onemocnéni (Moyal, Barzilai et al. 2013). Funkéné miR-155
reguluje vice signdlnich drah potencidlnich pro maligni transformaci, napt. cili na
organizaci chromatinu a na transkripéni faktor SATBI1 (specialni AT-vazici protein 1),
jehoz inhibice podporuje proliferaci malignich T-bunék, indukuje expresi cytokinti IL-5 a
IL-9, které se podileji na patogenezi CTCL jako ristové a zanétlivé faktory (Fredholm,
Willerslev-Olsen et al. 2018). V malignich T-bunikich je zvySend aberantni aktivace
STATS, ktera zvySuje expresi genu BIC/MIRI5SSHC pro miRNA-155, coz vysledné
usnadiiuje proliferaci v malignich T-bunikach (Kopp, Ralfkiaer et al. 2013). MiR-155 je
epigeneticky aktivovan prostfednictvim onkogenu MYB, ktery se vaze a aktivuje
strukturu chromatinu v blizkosti hostitelského genu pro miR-155 (Vargova, Curik et al.
2017). Vysledkem je, ze upregulace miR-155 blokuje normdlni imunitni funkci pfi
lymfoidnich malignitach zamétenim na diilezité transkripéni a signalni faktory, jako jsou

PU.1 nebo SHIP1-PIP3-AKT (Huskova, Korecka et al. 2015).

miRNA-205 je regulovana transkripénimi faktory Tp53 a izoformou p63, a podili se na
kontrole procesu epitelidlné-mezenchymalniho ptechodu (EMT), pii kterém epitelidlni

bunky ztraceji svoji polaritu a adhezi, a ziskdvaji migra¢ni a invazivni vlastnosti (Tran,
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Choi et al. 2013). Snizeni exprese miRNA-205 v CTCL tkénich je moZnou znédmkou
aktivity maligniho procesu, zvyseni jeho invazivity a tedy celkové progrese onemocnéni.
Cilem miRNA-203 je supresor cytokinové signalizace 3 (SOCS-3), ktery se ucastni
zanétlivych odpovéedi a funkci keratinocytl. Tato miRNA je Casto aberantné exprimovéana
jak u benignich zanétlivych dermat6z, tak 1 malignich zmén na ktzi (Sonkoly, Wei et al.
2007), (Ralfkiaer, Hagedorn et al. 2011). Exprese této tkanové specifické miRNA je v
CTCL sniZena a je moznym markerem poruchy normdlni funkce epidermalnich bunék
s podporou zanétlivych a malignich koznich zmén.

Kromé toho v CTCL mohou hrat roli dalsi miRNA, v¢éetné miRNA-22 a miRNA-223,
jejich inhibice umoznuje vysokou expresi kritickych transkripcnich faktorG vcetné
GATA3 a protoonkogent, jako je E2F1 (E2F Transcription Factor 1) a MYC, spolecné
ptispivajicich k patogenezi a progrese CTCL (McGirt, Adams et al. 2014). Exprese
miRNA-22 u CTCL snizena pfes STAT signalni drdhu, jeji uloha v patogenezi
onemocnéni tkvi v absenci potlacovaci aktivity na MYC (Sibbesen, Kopp et al. 2015).
Jako prvni krok sledovani jsme pomoci qPCR urcili expresni hladiny miRNA-155,
miRNA-203, miRNA-205, miRNA-223 a miRNA-22 (spolecn¢ s referenénimi miRNA-
103, miRNA-423-5p) ve vzorcich plazmy pacientt s CTCL, pacientli s benignimi
koznimi 1ézemi (BKL) a zdravych kontrol. Vyslednd data expresnich hladin jsme
hodnotili pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA principal component analysis).
Hlavni komponenty jsou vzdjemné ortogonalni vektory, které popisuji maximalni variaci
v datové sadé tykajici se exprese miRNA. Pozorovali jsme, Ze vzorky CTCL se odd¢lily
od BKL a zdravych kontrol. (Obr. 1.) Analyza PCA ukdzala, Ze BKL jsou ve srovnéni se
zdravymi kontrolami vzdalen&si od CTCL, coZz lze pripsat skutecnosti, Ze BKL
vykazovaly vyrazné sniZzenou expresi miR-155. Kromé toho dva vzorky SS oznacené
Sipkami byly velmi blizko ke skupiné BKL. Pfi detailni kontrole dat bylo zjiSténo, Ze tyto
dva vzorky od pacienta s SS byly odebrany v dob& kompletni remise, kdy laboratorni a

klinické ptiznaky onemocnéni nejvice odpovidaly BKL.
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Obrazek 1. PCA analyza expresniho profilu miRNA u pacienti s malignim

onemocnénim kize, benignimi dermatézami a zdravych kontrol.
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Analyza hlavnich komponent (PCA) pomoci Udajii o expresi diagnostickych miR-155,
miR-203, miR-205, miR-22, miR-223 a referen¢nich miR-103, miR423-5p u skupiny
pacient s malignim onemocnénim ktze (Malign) a skupiny pacientti s benignimi
dermatdézami a zdravych kontrol (Benign, Ctrl). Vzorec pro linii oddé€lujici maligni
vzorky od benignich je ukdzan v horni Casti obrazku. Vzorky MF jsou oznaCeny jako
tmavy trojuhelnik, vzorky SS jsou oznaceny jako Sedy obdélnik, vzorky BKL jsou
oznaGeny jako prazdny trojithelnik, kontrolni vzorky jsou oznaeny kiizkem. Sipky
oznacuji dva vzorky pacienta SS3 v kompletni remisi.

Pomoci expresnich profild vybranych 5-miRNA bylo 11 z 11 vzorki od pacienti s BKL
klasifikovano jako benigni, zatimco 34 z 36 vzorkd od pacientli v riznych stadiich
onemocnéni CTCL bylo klasifikovano jako maligni. Specifita detekce CTCL vs. BKL
pomoci miRNA v plazmé byla 100% (interval spolehlivosti 71-100%, p= 0,001 s
pouzitim piesného binomického testu) a senzitivita byla 94% (interval spolehlivosti 81—

99%, p = 1,941 x 10%).

Pro dals$i pochopeni toho, kter¢é miRNA jsou vice signifikantni pro diferencidlni
diagnostiku pacienti s CTCL, jsme hodnotili expresi kazdé miRNA samostatné. Data
ukazaly, ze primérné hladiny miRNA-155 byly vyznamné upregulovany jak u pacientt s
MF, tak i u SS ve srovnani s BKL a kontrolnimi vzorky. Odpovidajicim zpisobem byly

primérné hladiny miRNA-203 a miRNA-205 vyznamné snizeny. (Obrazek 2).
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V piipad¢ hladiny miR-223 nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi pacienty MF/SS a
benignimi koznimi onemocnénimi nebo zdravymi dobrovolniky. U miRNA-22, kterd by
mohla hrat klicovou roli v maligni transformaci koznich T-bunécnych lymfomt, a jeji
ucast ve zménach expresi celého modelu se ocekavala, tak se zde také neukézaly

signifikantni rozdily mezi hladinami u vzorkl benignich a malignich onemocnéni.

Obrazek 2. Exprese mikroRNA (miR-155, miR-203, miR-205, miR-223 a miR-22) v

plasm¢ pacientt MF/ SS a pacient s benignim koznim onemocnénim a zdravych

dobrovolnik.
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Expresni hladiny miR-155, miR-203, miR-205, miR-223, miR-22 ve vzorcich plazmy
pacientli s BKL (Benign n=11), MF (n=21), SS (n=9), Ctrl (n=6) v log2 métitku. Primeér
p-hodnot+ standartni odchylka (Kruskal-Wallis, * p = 0,05, ** p = 0,01, *** p = 0,001).
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V uvedenych vysledcich se potvrdila klicova role onkogenni miRNA-155 v diagnostice
CTCL. Jeji vzajemné hodnoceni s tumorsupresorovymi miRNA-203 a miRNA-205
v plazmé pacientti dovolilo odliSit maligni diagnézy od benignich. Tyto vysledky pfinesly
ocekavané zavery, ze stanoveni hladin exprese vySe uvedenych miRNA z plazmy
pacienti CTCL je pfesnym nastrojem pro diagnostiku MF a SS.

V dalsich krocich hodnoceni jsme zkoumali Grovné exprese jednotlivych miRNA ve
vztahu ke klinickému stadiu CTCL a terapeutické¢ odpovédi. Trendy zvySovani exprese
miR-155 a vzijemné snizovani exprese miR-203 a miR-205 byly pozorovatelné ve
vysSich stadiich onemocnéni. To bylo zvlasté patrné mezi stadiem nizkého rizika [A
(papuly a plaky) a vyssiho rizika IIB (tumor >1lcm a postizeni lymfatickych uzlin,
periferni krve). V porovnani s benignimi koznimi l1ézemi byly zjistény silné signifikantni
rozdily v expresi miR-155, -203 a -205 vzorkli MF a SS bez terapeutické odpovédi (tj.
ve stavu progresi onemocnéni PD). U vzorkil s terapeutickou odpovédi (parcialni nebo
kompletni remise PR/CR) hodnoty exprese téchto miRNA se blizily k hodnotdm
benignich vzorkti nebo zdravych kontrol. Hladiny miR-223 a miR-22 nebyly ve srovnani
s kontrolami a BL vyrazné zménény a distribuce jejich dat byla o néco heterogenné;si.
Expresni hladiny vybranych miRNA odd¢lily pacienty s CTCL od skupiny kontrolnich
vzorkli a BKL a ukézalo se, ze pacienti se zvySenou nadorovou zatézi (tj. ve vysich
rizikovych klinickych stadiich a/nebo pfi progresi onemocnéni) maji vyssi hladiny miR-
155 a niz8i hladiny miR-203 a miR-205. Pfi pfiznivé odpovédi na terapii maji hladiny
miR-155, miR-203 a miR-205 tendenci se normalizovat, coz se stalo pfedmétem naSich
dalSich analyz.

Pomoci multivariaéni ordindlni logistické regresni analyzy jsme vyhodnotili hladiny
miRNA v plazmé¢ CTCL ve vztahu k pfinosu 1é¢by (Obr. 3), nalezitost ke klinickému
stadiu, velikosti nddoru dle TNMB klasifikace a diferencialni diagnostice mezi zdravymi
kontrolami, benignimi 1ézemi BL a CTCL. Vysledky ukazaly, Ze miR-155 a miR-203
vyznamné ovliviiuji ptislusnost ke kazdému ze vSech ¢tyt hodnoceni, zatimco miR-205 je
signifikantné asociovand pouze s hodnocenim terapeutické odpovédi. Ostatni miRNA
(miR-223, miR-22) nebo jiné rutinné stanovené parametry v plazmé (LDH, p2-

mikroglobulin) nemély vliv na pfislusnost k Zddnému z hodnoceni.
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Obrazek 3. Predpoklad pravdépodobnosti urcité terapeutické odpovédi na zaklad€ urovné

exprese vybranych miRNA
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Model multivaria¢ni ordindlni logistické regresni analyzy vyjadiuje pravdépodobnost, Ze
pacient/vzorek bude mit konkrétni terapeutickou odpoveéd’ (CR, PR, SD, PG) nebo patfit k
BL a zdravé kontrole. Na ose X jsou znazornény zvySujici se logaritmované (log2)
hladiny relativni exprese miR-155. Na ose Y (vlevo) je oznafena uroven
pravdépodobnosti (od 0 do 1,0). Kazdy graf je oznacen urcitou expresni hodnotou pro
miR-203 (0,1 vs. 1,0) a miR-205 (0,5 vs. 1,0). Pfi vysokych hladindch miR-203 (1,0) a
miR-205 (1,0) — graf dole vpravo, je nejvetsi pravdépodobnost, Ze vzorek bude patfit ke
kohorté BL+Contr, za podminky Ze hladina miR-155 bude od 0 do 1,0. Dalsi zvySeni
hladiny miR-155 od 1,0 ptes 1,5 do 2,0 predikuje pravdépodobnost, Ze vzorek bude
nalezet k CTCL kohort¢ se sniZujici se odpovédi na terapii: od CR, pfes PR, SD k PD.

Regresni analyza ukdzala vedouci role miR-155 a jeji patofyziologicky vyznam jako
onkogenniho Cinitele. ZvySend exprese miR-155 v sad¢ pacientskych vzorki vzdy
asociovala s maligni diagn6zou, horSim klinickym stadiem, horsi prognézou v odpovédi
na lécbu a vétsi nadorovou zatézi. Zde se také potvrdila role jak miR-203, tak miR-205
jako tumorsupresorovych miRNA. miR-203 je tkané-specifickd a sniZzeni exprese této
miRNA je zndmkou zhorSujiciho klinického stavu pacientli s koZnim onemocnénim.
Patofyziologicky mechanizmus miR-205 je spojen s procesem kontroly EMT, kde sniZeni

exprese miR-205 spojeno s aktivaci procesu invazivity a tim i progresi CTCL. Proto
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v regresni analyze hladiny exprese miR-205 byly signifikantni jen v pfipadé¢ hodnoceni

progresi a odpovédi na 1écbu.

Z ptedchozich analyz vyplynulo, Zze vyznamnou roli v diagnostice a prognostice
onemocnéni CTCL z vybranych miRNA hraji jen miR-155, miR-203 a miR-205. Proto
jsme vyuzili vzorec na vypocet ,,Sample skoré*“ od autori Ralfkiaer a kol., ktefi se ve
svém clanku z roku 2011 zabyvali stejnou otazkou, ale na vzorcich tkan¢ od pacientit MF
a SS ziskanych pribojnikovou biopsii, ktery s 95% specifitou odlisil benigni od
malignich onemocnéni (Ralfkiaer, Hagedorn et al. 2011)

mir203 mir205
5= Cpmirli5—Cp > —Cp >

Vzorec porovnava korelaci mezi expresi onkomiRu-155 a supresorovych miR-203 a miR-

205. ,,Sample skoré“ (hodnota S ve vzorci) vypocitany pro kazdy vzorek plasmy z nasi
sady pacienti CTCL, od BKL a kontrol ukézal, ze distribuce hodnoty S rozdélila vzorky
na dvé skupiny (Obr. 4), kde jedna skupina obsahovala vzorky pacientt MF/SS a druha
skupina - vzorky pacient s benignim koznim onemocnénim a se zdravymi kontrolnimi
vzorky. Oddé@lujici hranice na zaklad¢ sample skoré byla rovna -6 (,,cut-off*). ,,Sample
skoré® pro medidn hodnot expresi mikroRNA ze vSech tii vzorkd od kazdého pacienta
ukdazal stejny trend rozdé€leni pacientll s malignim a benignim onemocnénim. DuleZité je,
ze skoro vSichni pacienti MF byli klasifikovani jako maligni nezavisle na stupni
onemocnéni. Pouze jeden pacient s diagnézou SS3, jak uz i1 bylo dfive ukézéano, se v
ptipad¢ dvou ze tfech vzorkl (vzorky 38 a 39) a také v pfipadé medianu hodnot dostal
nad referenc¢ni hranici (,,cut-off*) do kontrolni skupiny.

Obrazek 4. ,,Sample skore* plazmatickych vzorki od pacientl s benignim a malignim
koznim onemocnénim
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Grafické zobrazeni hodnoty S zvlast’ pro kazdy vzorek od pacientd CTCL, BKL a kontrol
(vlevo) a median hodnot expresi mikroRNA ze vSech tfi vzorki od kazdého pacienta
(vpravo). Oznaceni vzorka: oranzovy kruh - zdrava kontrola, rizovy kruh - BKL, svétlé
zeleny kruh — MF, tmav¢ zeleny kruh — SS.

Stanoveni plazmatickych hladin onkogennich mikroRNA miR-155 a dvou supresorovych
miR-203 a miR-205 pfedstavuje velmi uziteCny nastroj, jak pro diagnostické rozliseni od
benignich koznich 1ézi, tak pro monitorovani pacientii s CTCL s vyuzitim vzorkl plazmy
periferni krve.

Cilem této studie bylo pomoci expresniho profilu vybranych miRNA najit néstroj pro
pfesnéjsi potvrzeni diagndzy pacientll s mycosis fungoides a Sézaryho syndromem. Dle
vyse uvedenych analyz se potvrdil signifikantni vyznam soubord miR-155, miR-203 a
miR-205 nejen pro diagnostiku CTCL a ptesné odliSeni od benignich koznich 1ézi, ale
zde uvadime i model predikci pro odpovéd’ na 1écbu pacienti CTCL, rozsah tumori a
nalezitost ke klinickému stadiu. Toto 3 miR-skore vzorkll plazmy pacienti CTCL je
vyuzitelné pti hodnoceni klinickych odpovédi na CTCL a mlze byt pouzito pti zavadéni
novych terapii k vyhodnoceni jejich ucinnosti a hodnoceni zbyvajici nadorové zatéze.

Vyznam miR-223 a miR-22 se ve vyzkumu nepotvrdil.
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4.1. Vedlejsi vysledky

Studie genové exprese: Onkogenni mikroRNA-155 a PU.1 v nejcastéjsich lymfoidnich
malignitach (Huskova, Korecka et al. 2015)

Data z provedenych métfeni souhrnné ukdzaly, ze uroven exprese miR-155 v tkani
infiltrované lymfomy je vyznamné vyssi nez v normalnich B-buiikdch a v nenadorovych
reaktivnich lymfatickych uzlinach, zatimco exprese PU.1 byla znacné¢ downregulovana.
Predpoklada se, ze tato rozdilnd exprese miize poukazovat na rozdily v biologii

studovanych typt lymfoproliferaci (LPD).

Obrazek 5a. Exprese miR-155 a PU.1 v lymfomech.
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Exprese miR-155 (graf vlevo) a PU.1 (graf vpravo) v  lymfoproliferativnich
onemocnénich ve srovnani s CD19+ B-buiikami periferni krve zdravych darct a
reaktivnich lymfatickych uzlin. Jsou zobrazeny vysledky statistickych testli (Tukeyho
HSD-test a Studentiv t-test). Hladiny vyznamnosti: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001,
*Ekxk p <0,0001. (Huskova, Korecka et al. 2015).

Nasledné jsme se zaméfili na mozné variace expresi pro miR-155 a PU.1 u rozli¢nych
typtt vzorkd zvlast. Konkrétné jsme zkoumali rozdily expresi ve vztahu k podtypim
lymfomd, tj. rozd€leni vzorkli dle typu onemocnéni (primarni nador, progrese, relaps
nebo transformace), lokalizace nddoru (nodéalni nebo extranodalni) a odpovédi na terapii.

Vyznamny rozdil byl nalezen v expresi miR-155 ve vzorcich HL rozdélenych podle
odpovédi na terapii. Pacienti s HL byli pfifazeni k vhodné terapii na zakladé mnoha
kritérii, v¢éetné klinického hodnoceni a biopsie. VétSina pacienti reagovala na 1€cbu dobie
a dosdhla Uplné remise. Nékteré pacienti, oznaCované jako refrakterni HL, na 1écbu
nereagovaly nebo doSlo k casnému relapsu (do 1 roku po remisi). Konkrétné, ve

zkoumaném souboru dat byly tfi pfipady refrakterni HL, které vykazovaly konzistentné a
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vyznamn¢ vysoké hladiny miR-155 ve srovnani s tumory, které dosahly dlouhodobé
remise. Dilezité je, Ze tito pacienti v dobé diagnozy nevykazovali zddné znamky toho, ze
jejich nemoc mohla byt na 1écbu refrakterni. Nase prace proto navrhla stanoveni miR-155
pro odhalovani prognostiky HL, které by mohlo byt pouzito k identifikaci pacientd, které
by s velkou pravdépodobnosti byly nachylni k horSi odpovédi na terapii. Dale jsme
vyuzili Coxtiv model proporcionalnich rizik expresnich hladin miR-155 a PU.1 pro kazdy
typ LPD. Pouze u Hodgkinova lymfomu tento model odhalil pomé&r rizika s hrani¢ni
vyznamnosti. Tento vysledek znamend, Ze v naSem souboru dat maji pacienti HL s vyssi
expresi miR-155 krat$i preziti. Pokud by data byla validovana na vétSim souboru dat, to
by podporovalo zaclenéni stanoveni hladin miR-155 do rutinniho zkoumdani a do

prognostickych modeld pro HL.

Model regulace progrese chronické lymfocytarni leukemii pomoci miR-155/miR-150
(Vargova, Pesta et al. 2017)

Statisticky byly vyhodnoceny klinické parametry a markery zvyseného rizika CLL a
urovné studovanych miR-155, miR-150 a PU.1. Dle Kaplan — Meier grafu celkového
prezivani pacienti s CLL se ukézalo, Ze aberantni stav klinickych parametri: IgVH,
exprese CD38 a dell7p, byl detekovan u pacientli s niz§im OS na rozdil od téch, které
tyto patologické zmény neméli (Obrazek 6 a-c). Hladiny miR-155 byly rozdéleny do tii
expresnich intervall a jejich pfidruzeni k OS jsou prezentovany v grafu (Obrazek 5 d). V
zavislosti na expresni Urovni miR-155 dosahl OS platé na 86% pro nizkou hladinu miR-
155 (relativni exprese méné nez 0,2), na 79% pro sttedni uroven exprese (0,2 —2) a 56%
diive diskutovanou hypotézu, Ze miR-155 podporuje progresi malignich onemocnéni a

vysi hladiny exprese miR-155se asociuji s niz§im OS.
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Obrazek 6. Graf celkového ptezivani pacienti CLL ve vztahu k rizikovym faktorm.
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Obrézek 6 (a-d). Kaplan — Meier graf celkového piezivani pacientii s CLL (%, osa Y), v
Case (mésice, osa X) ve vztahu k: (a) stav [gVH (mutovany, nemutovany); (b) stav dell7p
(ano, ne); (c) exprese CD38 (pozitivni, negativni); (d) irovné exprese miR-155 (mén¢ nez
0,2; 0d 0,2 do 2; nad 2).

Pomoci vicerozmérmého Coxova modelu proporciondlnich rizik jsme vymezili roli
kazdého ze zkoumanych faktori: miR-150, miR-155, PU.1 v porovnani se standardnimi
parametry, jako jsou zdkladni laboratorni parametry (pocet desti¢ek a lymfocyti), v€etné
negativnich prediktivnich markerti: IgVH, CD38 a dell7p. Vysledkem bylo zjisténi, ze
dle vySe uvedenych hodnot se déalo predikovat ndleZitost vzorki/pacientli k jedné
z klinickych fazi onemocnéni CLL(1-6). Tyto faze odrazZeji stabilitu CLL, jeji progresi a
pozadavky na 1écbu. Faze 1-6 oznacuji stav sledovani onemocnéni: bez zahdjeni 1écby
(faze 1 az 3 ,,check and wait*) a stavu indikované terapie (faze 4 az 6). Z celkem 19
charakteristik onemocnéni pouze pozitivita CD38, lymfocytéza, Trisomiel2, delece 17p,
nizké krevni desticky a miR-155 m¢ély statisticky vyznamny vliv na postupujici faze
CLL. miR-155 jedinym parametrem, ktery mél vyznamny dopad na pfislusnost k riziku

progresi do vice pokrocilé fazi onemocnéni.

Onkogenni mikroRNA: miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 umoznuji sledovani
casného karcinomu prsu v séru (Sochor, Basova et al. 2014)
Pomoci analyzy podélnych vicerozmérnych dat jsme zjistovali, zda jsou urovné exprese

onkomiRl odlisné mezi ¢asovym bodem I a jinymi casovymi body béhem sledovani a
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terapii nebo kontrolnimi vzorky. Zjistili jsme, ze expresni profily ¢tyf sérovych
onkomiRl v dobé diagnozy (Casovy bod I) se vyrazné lisi od vétSiny vzorki v ¢asovém
bodu II. Po operaci (bod IT) a chemo- nebo radioterapii (bod III) pocet pacienti, kteti méli
zvySené hladiny onkomiR v séru, se vyrazné snizil. Naptiklad pro miR-155: 27 pacientt
mélo pfi diagndze zvysenou expresi, nasledné jen 15 pacientl v asovém bod¢ II a pouze
7 pacientii v bodu III. Vzhledem k tomu, ze vétSina pacientl ve vzorku III vykazovala
normdlni hladiny nebo jen mirné¢ zvySené onkomiRy a dle klinickych vySetfeni pacienti
nevykazovali zndmky daného onemocnéni, dospéli jsme k zavéru, ze oncomiRy jsou
spojeny s biologii nadort. DileZité je, Ze tii pacienti s relapsem (vzorek IV) vykazovali
zvySenou expresi vybranych oncomiR1, coz skute¢né naznacuje, ze exprese oncomiRl v

séru souvisi s opétovnym nadorovym riistem.

5. Diskuse

miRNA jsou velmi stabilni epigenetické modifikatory posttranskripéni exprese, casto
zapojené do kancerogenezi. Jejich hladiny jsou detekovatelné jak v pevnych tkanich, tak i
v periferni krvi, a proto se nabizeji jako biomarkery pro diagnosticky a prognosticky
screening u pacientll s riznymi typy onemocnéni, vcetn€ rakoviny. Ve vyzkumnych
pracich, které probihaly v nasi laboratofi (laboratot prof. MUDr. TomaSe Stopky, PhD.)
v letech 2013 — 2018 jsme hodnotili expresi miRNA riznych malignit ve vztahu ke
klinickym charakteristikdm onemocnéni, standartnim laboratornim markertim a vybranym

statistickym hodnotam.

Prvotni prace se vé€novaly vyzkumu jedné z nejsledovanéjsi miRNA- miR-155. Vysledna
data poskytla nepifimy dikaz, Ze aktivita miR-155 je spojend s maligni proliferaci v LPD.
Vzhledem k dfive publikovanym zjiSt€énim o vlivu miR-155 na diferenciaci B-bun&k
(Dahl and Simon 2003), (Lu, Nakagawa et al. 2014), tato data spole¢né podporuji roli
miR-155 a jejiho cilového produktu PU.1 v patofyziologii LPD. Analyza expresi miR-
155 a PU.1 ve vztahu ke klinickym a molekularnim charakteristikaim pacient pfinesla
nekolik klinicky pouzitelnych pozorovani, které nasledn€ podpoftily hypotézu o piimé

ucasti miR-155 v progresi onemocnéni CLL.

Jina studie, provedena na vzorcich séra pacientek s BC také potvrdila pfimou ucast téchto
malych RNA molekul v procesech spojenych s kancerogenezi. Byl piedlozen vysledek

prace, kde nadorova tkan, skute¢né¢ produkovala onkomiRy, a ze jejich zvysené hladiny v
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séru odrazely charakter a aktualni stav tohoto onemocnéni. Proto detekce onkomiRi
muze byt navic uziteCna pro detekci relapsu, je vSak zapotfebi mnohem delSiho

sledovani.

V ptipadé¢ vyzkumu CTCL jsme pouzili hodnoceni expresi vybranych miRNA na
vzorcich plazmy pacientti s MF a SS v nékolika ¢asovych bodech onemocnéni, coz nam
umoznilo porovnat dynamické zmény v trovni miRNA souviseji s biologii CTCL s
klinickymi vysledky. miR-155, miR-203 a miR-205 byly skutecné odlisn€ regulovany v
CTCL ve srovnani s kontrolnimi vzorky od pacientd s BKL nebo kontrolnimi vzorky.
Navic prediktivni 3-miR-skore dfive generované pro nadorové tkané (Ralfkiaer,
Hagedorn et al. 2011) a validované na kohorté nezdvislych pacientii (Marstrand, Ahler et
al. 2014) uspésné oddélil CTCL od kontrol a BKL pti implementaci dat ziskanych z
plazmy. Velikost efektu separace vzorki pomoci PCA vSak byla relativné mensi ve
srovnani s daty generovanymi z vétSich datovych souborii pomoci microarray. Studované
miRNA jsou v CTCL biologii velmi jedine¢né. Zatimco miR-155 piisobi jako onkogen v
mnoha raznych typech nadorovych bunék, miR-203 a miR-205 jsou supresory nadoru
exprimované v keratinocytech. Dalsi prace ukazuje, Ze downregulace miR-203 a miR-205
narusuje epidermdlni diferenciaci a zvySuje invazivitu (Ning and Andl 2015) a urychluje
bunécnou proliferaci (Chim, Wong et al. 2011). miR-155 je zase epigeneticky aktivovan
prostfednictvim onkogenu MYB, ktery se vaze a aktivuje strukturu chromatinu v blizkosti
hostitelského genu pro miR-155 (Vargova, Curik, 2017). Vysledkem je, Ze upregulace
miR-155 blokuje normdlni imunitni funkci pfi lymfoidnich malignitaich zaméfenim na
dilezité transkrip¢ni a signalni faktory, jako jsou PU.1 nebo SHIP1-PIP3-AKT (Huskova,
Korecka, 2015). Dalsi studie naznacila, Ze drdha STATS-BIC-miR-155 muze byt
zodpovédna za fizeni bunécné proliferace béhem maligni transformace T-bunék (Kopp,
Ralfkiaer et al. 2013). Tato predstava je také podporovana mySim modelem s nadprodukci
miR-155 (Costinean, Zanesi et al. 2006), kterd vede k lymfomim. Soubor tfi miRNA
muze potencialné zprostfedkovat mechanismy odpovédné za zménu mikroprostiedi a
maligni transformaci, jak je uvedeno v jinych studiich (Krejsgaard, Lindahl, 2017).

Je velmi dulezité spravné diagnostikovat a odliSit CTCL od benignich 1ézi, s pfesnosti
predpovédeét moznost potencidlniho relapsu CTCL. NaSe prace ukazuje, Ze toho lze
miRNA (miR-155, miR-203, miR-205) mély skuteéné vyznamné ucinky na terapeutickou

odpovéd’, zatimco miR-155 a miR-203 mély navic vyznamné UCinky na piislusnost ke
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klinickému stadiu a na velikosti nadoru. Vyhodou nasi prace ve srovnani s piedchozimi
vyzkumy vyuzivajici biopsii kiize je to, Ze umoziuje vyuziti plazmy periferni krve, ktera
je relativné snadno ziskatelnd pfi rutinnich navstévach pacienti.

Vysledkem je, ze data miRNA jsou kvantitativni a vysoce reprodukovatelna. Vyznam
prediktivniho skore je Castecné zpiisoben skutecnosti, ze miR-155 je pfimo zapojen do
biologie progrese MF, cozZ je podporovano i jinymi pracemi (Moyal, Barzilai et al. 2013).
Je zajimavé, ze upregulace samotného miR-155 neni schopna uplné rozlisit mezi ¢asnou
MF a zanétlivou dermatdézou a oddélit pacienty a kontroly, dale podporuje pouziti
klasifikatoru n¢kolika miRNA. Skoére ve skute¢nosti mélo ptivodné obsahovat dalsi dva
miR, miR-223 a miR-22, které byly dfive prokdzany upregulované v nddorové tkani
CTCL, zatimco v plazmé& MF nebo SS (jak je ukdzano na Obr. 9 a Obr. 10) hladiny miR-
223 a miR-22 nebyly vyznamné ovlivnény. Navic, jak ukazuje dalsi studie, hladiny miR-
223 jsou v CTCL snizeny, zatimco jejich cile byly vzdjemné upregulované (McGirt,
Adams et al. 2014). Podobné jina studie zaznamenala sniZzeni miR-223 béhem progrese
MF na pokrocilé MF. Dale bylo pozorovano snizeni miR-22 v obou formach CTCL, MF i
SS, ve srovnani s kontrolami v jiné studii (Sibbesen, Kopp et al. 2015).

Dohromady nastroj zahrnujici detekci miRNA v plazmé umoZiluje jak spravné
diagnostikovat CTCL a odlisit od benignich 1ézi, tak i umoziluje monitorovani progrese
CTCL. Prestoze naSe prace piedstavuje pocatecni ndlezy na relativné malé kohorté
pacientll, jsme piesvédceni, Ze spojovani trovni miR s klinickym vysledkem umoziuje

zahdjit dalsi validacni studie u pacientti s CTCL.
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6. Zavér

Stanoveni plazmatickych hladin mikroRNA v hematologickych malignitdch piedstavuje
velmi uziteCny nastroj jak pro diagnostické rozliSeni napf. od benignich 1ézi, tak pro
monitorovani prubéhu onemocnéni. Ve studiich, které byly provedeny na poli
mikroRNA, jsme vyuzili rizné pfistupy a metody pro co nejdetailnéjsi hodnoceni.
Velkym pfinosem je moznost vyuziti vzorkl plazmy a/nebo séra periferni krve u pacientii
se solidnimi nddory (coz na jedné stran¢ odrazi biologii nddorové hmoty a jeji schopnost
secernovat molekuly do periferniho fecisté, a na strané druhé ukazuje na skutecnost, ze
miRNA hraji vyznamnou roli v komunikaci mezi nadorem, imunitnim systémem a
mikroprostfedi tumoru). Vysledné soubory miRNA, kde casto hraje role vzdjemné
pusobeni nékolika onkogennich a supresorovych miRNA, jsou vyuzitelné nejen pfi
diferencialni diagnostice nadord, ale maji potencidl ptfi hodnoceni aktualniho klinického
stavu pacienta a tim 1 pfesngj$i stanoveni lécebnych odpovédi. Vyuziti miRNA
skérovacich systému dovoli kvantifikovat klinické objektivni vysledky a subjektivni
znaky. Navic, miRNA mohou predpovidat mozny scénai vyvoje onemocnéni se
stanovenim prognostického rizika pro kazdého pacienta v aktudlnim Case. Vyse uvedené
vysledky prace mohou byt pouzity pii zavadéni novych terapii k vyhodnoceni jejich

ucinnosti a hodnoceni zbyvajici nadorové zatéze.
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