5. Vysledky

5.1 Ambion kit versus Norgen kit

Izoldcia RNA =z parafinovych blockov bola realizovand pomocou kitov
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit, znatky Ambion® od Life Technologies a
RNA Purification Kit od NORGEN Biotek Corp. KedZe sme teda k dispozicii mali dva
rozne typy kitov na izolaciu nukleovych kyselin z FFPE, niekol’ko rovnakych vzoriek sme
vyizolovali na zéklade oboch tychto protokolov a zmerali u nich expresiu miRNA
pomocou RQ-RT-PCR na zaklade rovnakého postupu, popisaného vyssie v ,,Metodach®.

K dispozicii bolo dohromady 82 vzoriek tkaniv, vyizolovanych pomocou kitu Norgen
alebo Ambion® v pomere 70:12. Analyzu expresnych profilov sme zamerali na dva typy
svalovo-$pecifickych miRNA, a to miR-206 a miR-133b. Z nameranych hladin sme
vyratali hodnoty priemeru a medidnu na celkové porovnanie kvality vyizolovanej vzorky

pomocou oboch kitov (Tab.7 a 8).

Tab. 7 Zrovnanie kvality vyizolovanej miRNA-206 pri izolacii pomocou kitov Ambion® a Norgen.

Porovnanie vyobrazené na zaklade priemeru a medianu.

miR-206 Ambion® Norgen
priemer -0,91857 -0,97429
median -0,75 -1,14

Tab. 8 Zrovnanie kvality vyizolovanej miRNA-133b pri izolicia pomocou kitov Ambion® a Norgen.

Porovnanie vyobrazené na zéklade priemeru a medianu.

miR-133b Ambion® Norgen
priemer - 1,075 -1,71
median - 1,075 -1,71
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NasSe vysledky na velky rozdiel v kvalite izolovanych miRNA nepoukézali, prave
naopak, oba izolacné protokoly boli na zédklade vypocitanych hodnot priemeru aj medianu

zna¢ne porovnatel'né.

5.2 FFPE /zmrazené¢ vzorky tkaniv

Testovana RNA v tejto praci bola izolovana pomocou viacerych postupov, ktorych
vyber zavisi aj od sposobu dlhodobého uchovania vzoriek tkaniva. K dispozicii ndm boli
ako vzorky tkaniva, zaliateho v parafine, tak vzorky tkaniva zmrazeného. Z plné¢ho poctu
84 vzoriek bolo 74 fixovanych v podobe parafinovych blo¢kov (FFPE = formalin-fixed
paraffine-embedded) a zvysnych 10 v podobe zmrazenych tkaniv.

Izolacia celkovej RNA z FFPE pomocou jedného z kitov ¢i Trizolova izolacia zo
zmrazen¢ho tkaniva nam poskytli vyizolované vzorky, pripravené na d’alS$i spolocny
postup. Po $pecifickej reverznej transkripcii sa kvalita vyizolovanych nukleovych kyselin
hodnotila na zdklade merania hladiny expresie pomocou kvantitativnej PCR v redlnom
case. Vysledné hodnoty AC, pre vzorky FFPE a zvlast’ porovnavané vzorky zmrazené¢ho
tkaniva boli vyrazne podobné. Této cast’ Studie vychadza zo zatial' nepublikovanych
vysledkov studie Krskova a kol., vzorky a hodnoty d’alej zhromazd’ujeme a Statisticka

vyznamovost' sa eSte len bude stanovovat’ a porovnavat’ vo vicsej vzorke.

5.3 Statistické vyhodnotenie hladin expresie $pecifickych myomiRs

Spracovanie dat prebehlo pomocou Statistického programu StatView a softvéru
JMP IN 5.1 software (SAS Institute, Cary, NC, USA). Signifikantny vyznam rozdielov
expresie jednotlivych miRNA bol vyhodnoteny Kruskal-Wallisovym alebo Mann-
Whitneyho testom.
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Kruskal-Wallisov test (medidnovy test) je prirodzenym rozSirenim tzv. Mann-Whitneyho
testu. Je to neparametricka metoda, vytvorend pre tri a viac vzoriek. Cielom testu je
odhalenie, ¢i su rozdiely medianov jednotlivych skupin v skumanej vzorke Statisticky
vyznamné a predstavuju urcity stupenn vztahu premennych, alebo su tieto rozdiely Cisto
nahodné a bez akéhokol'vek vzt'ahu medzi premennymi. Principom je testovanie nulovej
Statistickej hypotézy o rovnosti vSetkych medidnov. NajdolezitejSim komponentom, ktory
dostaneme je P-hodnota s hranicou vyznamnosti tradi¢ne 5 % (P = 0,05), pod ktoru ked’
hodnota klesne (P < 0,05), nulova hypotéza sa zamietne, teda rozdiel medidnov je prilis
velky aby bol ndhodny, ¢o ho robi Statisticky vyznamnym, teda medzi premennymi
existuje vzt'ah. P-hodnota rovna ¢i vysSia hladine vyznamnosti (P > 0,05) znamena, ze
rozdiel medzi medianmi je dosledkom nahodného vyberu a Statisticky vyznamny nie je,
¢ize medzi premennymi teda nie je ziaden vztah (i2).

Mann-Whitneyho test sa naproti tomu pouziva pri porovnavani medidnov dvoch
nezavislych vzoriek, priCom hodnoti ¢i je rozdiel medianov tychto dvoch skupin Statisticky
vyznamny alebo len Cisto ndhodny. Podobne, P hodnota nizsia 0,05 (P < 0,05) znamena

Statisticku vyznamnost a existujuci vzt'ah tychto dvoch vzoriek (i3).

Dohromady bolo vramci tejto prace vysetrenych 82 vzoriek, z ¢oho 61 vzoriek s

diagnézou RMS a 21 vzoriek kontrolnej skupiny (Tab. 9).

Tab. 9 Zakladny prehPad typov a jednotlivych poctov vzoriek, ktoré boli vySetrené vramci tejto Studie.

Typ vzoriek Pocet vzoriek
PAX+ 18
RS aRMS PAX- 19
eRMS 22
pRMS 2
mezenchymalne nadory 14
Kontrolna skupina nenadorové svalové tkanivo
mozog 2
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Pripady s diagnézou RMS boli podrobnejSie samostatne rozdelené do skupin podla
vSeobecného delenia na alveoldrny typ rabdomyosarkomov, embryonalny typ
rabdomyosaromov ¢i pleomorfny typ rabdomyosarkémov. Pri alveolarnom type sme sa
zamerali taktieZ na porovnanie vysky expresie jednotlivych Specifickych miRNA v
pripadoch fuzne negativnych (PAX-) a fizne pozitivnych vzoriek (PAX+), tvoriacich
fazne gény PAX3-FKHR alebo PAX7-FKHR.

Pri jednotlivych vzorkdch bola po kvantifikacii pomocou RQ-RT-PCR analyzovana a
Statisticky spracovana hladina expresie svalovo-$pecifickych mikroRNA, a to miR-206,
miR-133b, miR-133a a kontrolnej mikroRNA, od ktorej sa rozdiely testovanych vzoriek
odvijaju na zéklade vypoctov hodnoty AC.. Z tychto déat bol vykonany Statisticky rozbor
pomocou Specidlneho analytického programu StatView s vyslednym grafickym
zhodnotenim v podobe tzv. box plotu. Kazdy graf disponuje osou x s prisluSnymi
testovanymi vzorkami a osou y s rozpitim vysSok hladin expresie. Do jednotlivych grafov

je tiez vpisanad P-hodnota, ur¢ujuca konecnu Statistickil vyznamnost’ spracovanych dat.

5.3.1 VSeobecné zhrnutie expresie myomiRs

V nizsie uvedenych grafoch 1-3 je uvedené zakladné porovnanie hladin expresie
Studovanych myomiRs vo vSetkych prislusnych vzorkach. Vyska expresie jednotlivych
svalovo-$pecifickych mikroRNA je zobrazena v samostatnych grafoch, priCom v kazdom
je porovnané rozdelenie do podtypov RMS (aRMS PAX+ / aRMS PAX- / eRMS / pRMS),
vzoriek inych mezenchymalnych nadorov a vzoriek mozgového ¢i nenadorového
svalového tkaniva. Spracovanie dat bolo vyhodnotené pomocou medianového Kruskal-

Wallisovho testu.
Graf 1 zobrazuje porovnanie hladin expresie Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkach r6znych

podtypov RMS, vzorky kontrolnej skupiny mezenchymalnych nadorov, mozgového

tkaniva a nenadorovej vzorky svalu. P hodnota tejto Statistickej analyzy je nizSia ako
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0,0001 (tym padom tiez nizSia ako hranica vyznamovosti P = 0,05), ¢o ju robi Statisticky

vysoko vyznamnou.
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Graf. 1 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Vieobecné porovnanie podtypov
RMS navzajom a so skupinami kontrolnych vzoriek. V pravom hornom rohu je vpisana stanovend hladina

P-hodnoty < 0,0001.

Graf 2 predstavuje zrovnanie hladin exprimovanej hsa-miR-133b vo vzorke podobnych
skupin ako pri grafe 1. U jednotlivych podskupin RMS je vSak hladina expresie miR-133b
o nieco niz8ia ako pri miR-206. P-hodnota je rovna 0,0001, ¢o ju robi tiez Statisticky

vysoko vyznamnou.
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Graf. 2 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133b. Porovnanie podtypov RMS

navzajom a so skupinami kontrolnych vzoriek. V pravom rohu je vpisana stanovena P-hodnota = 0,0001.

Graf 3 wukazuje zrovnanie hladin expresie hsa-miR-133a v podskupinach
rabdomyosarkémov a vzorkach kontrolnej skupiny. Hladiny st vidite'ne vyrovnanejsie, no

P hodnota je stéle Statisticky vyznamna, nakol’ko je rovna 0,0190.
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Graf. 3 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Vieobecné porovnanie podtypov
RMS navzajom a so skupinami kontrolnych vzoriek. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina

P-hodnoty = 0,0190.
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5.3.2 Porovnanie expresie myomiRs pri RMS, mezenchymalnych nadoroch a

svalovom tkanive

V dalSej trojici grafov (4-6) su blizSie porovnavané hladiny expresie jednotlivych
Studovanych myomiRs pri dvoch najcastejSie sa vyskytujucich podtypoch RMS
(alveoldrnom a embryonalnom RMS), kontrolnych vzorkdch mezenchymalnych nadorov a
nenadorovom svalovom tkanive. Spracovanie dat bolo vyhodnotené pomocou Kruskal-

Wallisovho testu.

Graf 4 zobrazuje porovnanie hladin expresie Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkach dvoch
podtypov RMS, a to aRMS a eRMS, vzorkach kontrolnej skupiny mezenchymalnych
nadorov a nenadorovej vzorky svalového tkaniva. P hodnota tohto suboru dat je niz$ia ako
0,0001, ¢im sa preukazuje ako Statisticky vysoko vyznamnd. Rozdiel vo vyske expresie
svalovo-$pecifickej miR-206 vo svalovom tkanive je vidite'ne vyssi oproti vzorkam inych

typov mezenchymalnych nadorov.
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Graf. 4 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Porovnanie expresie u aRMS, eRMS

a u kontrolnych skupin. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty < 0,0001.

V grafe 5 uZ rozdiel v hladinach expresie svalovo-Specifickej miR-133b v tkanivach svalov
oproti mezenchymalnym nie je tak vyrazny, avSak stale zna¢ny. Hladina vyznamnosti je

vd’aka P-hodnote nizsej ako 0,0001 stale Statisticky vysoka.
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Graf. 5 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133b. Porovnanie expresie u aRMS,

aRMS

eRMS mezenchymalne

nadory

sval

eRMS a u kontrolnych skupin. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty < 0,0001.

Graf 6 podobne zobrazuje rozdiely v hladindch expresie Specifickej hsa-miR-133a pri

vzorkach aRMS, eRMS, kontrolnych vzorkach mezenchymalnych nadorov a nenadorovom

svalovom tkanive. P hodnota sa rovnd 0,0102, ¢o aj v tomto pripade potvrdzuje Statisticku

vyznamnost’ nameranych hladin.
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Graf. 6 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Porovnanie expresie u aRMS,
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eRMS a u kontrolnych skupin. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,0102.
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5.3.3 Porovnanie expresie myomiRs pri RMS oproti svalovému tkanivu

V grafoch 7-9 st porovndvané hladiny expresie jednotlivych Specifickych
myomiRs zamerané na vzorky svalového tkaniva. Vyska expresie je vyobrazena pri
alveolarnom type RMS, embryonalnom type RMS a vzorke nenddorového svalového

tkaniva. Spracovanie dat bolo vyhodnotené pomocou Kruskal-Wallisovho testu.

V grafe 7 st vyjadrené hladiny expresie Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkach dvoch
podtypov RMS, a to aRMS a eRMS, oproti vzorke nenadorového svalového tkaniva. P
hodnota Statistického suboru je rovna 0,0564, Co ju robi vy$Sou ako je hranica

vyznamnosti, ¢o znamend, ze rozdiel medzi medianmi v tomto pripade nie je Statisticky

vyznamny.
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Graf. 7 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Porovnanie expresie tejto $pecifickej
mikroRNA u aRMS, eRMS a nenadorového svalového tkaniva. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena

hladina P-hodnoty = 0,0564.

Graf 8 podobne zobrazuje hladiny expresie Specifickej hsa-miR-133b vo vzorkdch aRMS,
eRMS a nenddorovom svalovom tkanive. P hodnota sa rovna hodnote 0,0186, ¢o ju robi na

rozdiel od miR-206 Statisticky vyznamnou.
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Graf. 8 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133b. Porovnanie expresie u aRMS,
eRMS a nenadorového svalového tkaniva. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina

P-hodnoty = 0,0186.

V grafe 9 je zobrazeny rozdiel exprimovanej hsa-miR-133a vo vzorkach aRMS, eRMS a
nenadorovom svalovom tkanive. P hodnota = 0,0493, ¢im je takmer na hranici

vyznamnosti, no rozdiel medidnov je stale este Statisticky vyznamny a nenahodny.
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Graf. 9 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Porovnanie expresie u aRMS,
eRMS a nenadorového svalového tkaniva. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina

P-hodnoty = 0,0493.
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5.3.4 Porovnanie expresie myomiRs pri aRMS oproti svalovému tkaniva

Grafy 10-12 zobrazuju hladiny expresie jednotlivych svalovo-$pecifickych
mikroRNA, porovnavané medzi skupinou vzoriek alveolarneho rabdomyosarkomu a
vzorkou nenaddorového svalového tkaniva. Statistické spracovanie dat bolo vyhodnotené
pomocou Mann-Whitneyho testu, nakol’ko boli zrovnavané rozdiely medidnov len dvoch

nezavislych skupin vzoriek.

V grafe 10 st zobrazené hladiny expresie Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkéch
alveolarneho typu rabdomyosarkémov v porovnani s nenadorovou vzorkou svalového
tkaniva. P hodnota stboru je rovna 0,0707, o robi rozdiel medidnov Cisto ndhodny, bez

bliz§ieho vzt'ahu medzi premennymi a bez Statistickej vyznamnosti.
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Graf. 10 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-206. Porovnanie expresie $pecifickej
myomiR u aRMS oproti nenadorovému svalovému tkanivu. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena

hladina P-hodnoty = 0,0707.

Naproti tomu rozdiel hladiny expresie Specifickej hsa-miR-133b vo vzorke aRMS oproti
vzorke svalového tkaniva je viditelne vacsi ako pri miR-206 (Graf. 11). P hodnota =

0,0214, ¢o ju robi Statisticky vyznamnou s preukdzanym vztahom premennych.
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Graf. 11 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133b. Porovnanie expresie $pecifickej
myomiR u aRMS oproti nenddorovému svalovému tkanivu. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena

hladina P-hodnoty = 0,0214.

V grafe 12 je porovndvana hladina expresie hsa-miR-133a v skupine vzoriek s diagnézou
alveolarneho rabdomyosarkomu so skupinou vzoriek nenadorového svalového tkaniva. P

hodnota je rovna hodnote 0,0367, o ju robi taktiez Statisticky vyznamnou.
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Graf. 12 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Porovnanie expresie $pecificke;
myomiR u aRMS oproti nenddorovému svalovému tkanivu. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena

hladina P-hodnoty = 0,0367.
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5.3.5 Porovnanie expresie myomiRs pri eRMS oproti svalovému tkanivu

V grafoch 13-15 st zobrazené hladiny expresie jednotlivych svalovo-$pecifickych
mikroRNA, porovndvané na podobnom principe ako v predchédzajicej podkapitole, no v
tomto pripade je vyska expresie myomiRs posudzovand medzi skupinou vzoriek
najcastejSie sa vyskytujiceho typu rabdomyosarkémov (eRMS) a vzorkou nenadorového
svalového tkaniva. Statistické spracovanie dét bolo taktiez vyhodnotené pomocou Mann-

Whitneyho testu pre dve nezavislé skupiny vzoriek.

V grafe 13 st zobrazené hladiny expresie Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkéch
embryondlneho typu rabdomyosarkomov, porovnavané s nenadorovou vzorkou svalového
tkaniva. P hodnota stiboru dat je rovna hodnote 0,6917, vysoko nad hranicou vyznamnosti,
¢o odporuje moznému vztahu mezi prislusSnymi premennymi na ziklade rozdielu

medidnov. Oba stbory vzoriek vSak vykazuji zna¢ne vysoku hladinu expresie.
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Graf. 13 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Porovnanie expresie prisluinej

$pecifickej myomiR u eRMS oproti nenadorovému svalovému tkanivu. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty = 0,6917.
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Graf 14 zobrazuje vysku exprimovanych hladin Specifickej hsa-miR133b vo vzorkach
eRMS a kontrolnych vzorkéach svalového tkaniva. P hodnota tohto suboru sa rovna 0,0047,

¢o ju robi, Statisticky vyznamnou s preukdzanym existujucim vztahom medzi premennymi.
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Graf. 14 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133b. Porovnanie expresie $pecifickej
myomiR u eRMS oproti nenadorovému svalovému tkanivu. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena

hladina P-hodnoty = 0,0047.

V grafe 15 je zobrazeny rozdiel expresie hsa-miR-133a medzi skupinou vzoriek eRMS a
vzorkami nenddorového svalového tkaniva. P hodnota je v tomto teste taktiez Statisticky

vyznamna a vztah premennych preukazany (P hodnota = 0,0072).
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Graf. 15 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Porovnanie expresie $pecificke;
myomiR u eRMS oproti nenddorovému svalovému tkanivu. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena

hladina P-hodnoty = 0,0072.

5.3.6 Porovnanie expresie myomiRs pri aRMS a eRMS

Grafy 16-18 =zobrazuju hladiny expresie jednotlivych svalovo-$pecifickych
mikroRNA vo vzorkéch pacientov s diagn6zou RMS, presnejSie so zamernim na rozdiel v
expresii myomiRs medzi alveolarnym a embryondlnym typom rabdomyosarkomov.

Statistické spracovanie dat bolo vyhodnotené pomocou Mann-Whitneyho testu.

Graf 16 ukazuje a porovnava hladiny expresie svalovo-Specifickej hsa-miR-206 vo
vzorkach pacientov s alveolarnym a embryonalnym typom RMS. P hodnota Statistické¢ho
suboru je rovnd hodnote 0,0493, €o ju robi Statisticky vyznamnou aj napriek blizkosti s

hranicou vyznamovosti 0,05.
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Graf. 16 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-206. Tato $pecificka myomiR je
porovnavana svojou vySkou expresie medzi aRMS a eRMS podtypom. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty = 0,0493.

V grafe 17 je zobrazend hladina expresie Specifickej hsa-miR-133b osobitne pri vzorke
pacientov s aRMS a vzorke pacientov s eRMS. P hodnota = 0,4708, ¢o je znacne nad
hranicou vyznamovosti, ¢o znamend, Ze premenné nie su v ziadnom blizSom vztahu a test

nie je Statisticky vyznamny.
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Graf. 17 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133b. Tato $pecifickd myomiR je
porovnéavana svojou vyskou expresie medzi aRMS a eRMS podtypom. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty = 0,4708.

72



Graf 18 zobrazuje vyhodnotenie hladin expresie Specifickej hsa-miR-133a vo vzorkach s
diagn6zou aRMS a eRMS. P hodnota > 0,9999 ¢o znamena subor bez akéhokol'vek

preukazneho Statistického vyznamu alebo vzt'ahu medzi premennymi.
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Graf. 18 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133a. Tato $pecificka myomiR je
porovnavana svojou vySkou expresie medzi aRMS a eRMS podtypom. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty > 0,9999.

5.3.7 Porovnanie expresie myomiRs v RMS oproti svalovému tkanivu

V grafoch 19-21 su zobrazené hladiny expresie jednotlivych Studovanych
myomiRs, analyzované¢ na zdklade rozdielnej expresie vo vzorkdch pacientov s
diagnostikovanym typom RMS oproti kontrolnej vzorke nenddorového svalového tkaniva.
Statistické spracovanie dat bolo vyhodnotené pomocou Mann-Whitneyho testu,

zostaveného pre dve nezavislé skupiny vzoriek.

V grafe 19 st zobrazené hladiny expresie Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkach pacientov s
RMS, porovnané s vyskou expresie tejto mikroRNA v nenddorovom svalovom tkanive. P
hodnota suboru je rovna hodnote 0,1336, ¢o nepodporuje moznost existencie vztahu

medzi prisluSnymi premennymi. Rozdiel medzi medidanmi nie je Statisticky vyznamny.
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Graf. 19 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Specificki myomiR je porovnavana

na zéklade vysky expresie medzi vzorkami RMS a svalovym tkanivom. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty = 0,1336.

V grafe 20 je zobrazend hladina expresie Specifickej myomiR-133b s porovnanim medzi
vzorkami r6znych typov RMS a vzorkami nenadorového svalového tkaniva. P hodnota sa

rovna 0,0065, €o robi vysledok tohto testu Statisticky vyznamnym.
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Graf. 20 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133b. Specifickd myomiR je
porovnavana na zdklade vysky expresie medzi vzorkami RMS a svalovym tkanivom. V pravom hornom rohu

je vpisand stanovena hladina P-hodnoty = 0,0065.
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Graf 21 zobrazuje porovanie rozdielnych hladin expresie Specifickej hsa-miR-133a vo
vzorkach s diagnézou RMS oproti nenddorovym vzorkdm svalu. P hodnota je rovna

0,0095, ¢o taktiez Statisticky znamena vyznamnost’ a preukazny vzt'ah medzi premennymi.
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Graf. 21 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133a. Specificka myomiR je
porovnavana na zaklade vysky expresie medzi vzorkami RMS a svalovym tkanivom. V pravom hornom rohu

je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,0095.

5.3.8 Porovnanie expresie myomiRs pri aRMS PAX+ a aRMS PAX-

Grafy 22-24 zobrazuju merané hladiny expresie jednotlivych prislusnych svalovo-
Specifickych mikroRNA vo vzorkach pacientov s diagnozou alveolarneho typu RMS, s
rozdelenim na prognosticky rozdielne fizne pozitivne a fuzne negativne formy aRMS.

Statistické spracovanie dat bolo vyhodnotené pomocou Mann-Whitneyho testu.

Graf 22 porovnava hladiny expresie svalovo-Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkach
pacientov s diagnostikovanymi aRMS PAX+ alebo aRMS PAX-. P hodnota Statistického
stiboru je rovna hodnote 0,4952, ¢o znamend, Ze vysledky a vzt'ah premennych nie su

Statisticky vyznamné.
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Graf. 22 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-206. Svalovo-§pecifickd mikroRNA je
analyzovana na zaklade vysky svojej expresie medzi vzorkami aRMS PAX+ a aRMS PAX-. V pravom

hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,4952.

Graf 23 zobrazuje porovnanie exprimovanych hladin Specifickej hsa-miR-133b vo
vzorkach fizne pozitivnych a fizne negativnych aRMS. P hodnota = 0,6434, Co taktiez

znadi Statiticky nevyznamny vysledok testu.
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Graf. 23 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133b. Svalovo-§pecificka mikroRNA je
analyzovana na zaklade vysky svojej expresie medzi vzorkami aBRMS PAX+ a aRMS PAX-. V pravom

hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,6434.

76



V grafe 24 je zobrazeny rozdiel exprimovanej hladiny Specifickej myomiR-133a vo
vzorkach s fuzne pozitivnym a flzne negativnym aRMS. P hodnota siiboru sa rovna
hodnote 0,7150, ¢o je tiez vysoko nad hranicou Statistickej vyznamnosti bez dokazanej

existencie vztahu medzi premennymi.

hsa-miR-1 33q

0

ACt

P hodnota
=0,7150

-7 ® -

aRMS PAX+ aRMS PAX-

Graf. 24 Statistické vyhodnotenie (box plot) hladin expresie miR-133a. Svalovo-Specificka mikroRNA je
analyzovana na zéklade vysky svojej expresie medzi vzorkami aRMS PAX+ a aRMS PAX-. Vpravo je

vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,7150.

5.3.9 Porovnanie expresie myomiRs pri RMS, mezenchymalnych nadoroch a

svalovom tkanive

V nizSie uvedenych grafoch 25-27 su zobrazené hladiny expresie jednotlivych
Studovanych svalovo-Specifickych mikroRNA, analyzované na zéklade rozdielnej expresie
vo vzorkach pacientov s diagndézou RMS, vzorkach réznych typov mezenchymalnych
nadorov a vzorkach nenadorového svalového tkaniva. Statistické spracovanie stiboru dat

bolo vyhodnotené pomocou Kruskal-Wallisovho testu.
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Graf 25 poukazuje na rozdielne hladiny expresie Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkach
pacientov. s RMS a vzorkdch kontrolnych skupin mezenchymdalnych nadorov ¢i
nenadorového tkaniva svalu. P hodnota suboru je < 0,0001, ¢o znamena existujici vztah

medzi premennymi a naozaj vysoku $tatistickil vyznamnost'.
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Graf. 25 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Svalovo-§pecificka mikroRNA je
porovnavana na zaklade vysky expresie v kontrolnych vzorkach mezenchymalnych nadorov, vzorkach RMS

a vzorkach nenadorového svalového tkaniva. V pravom rohu je vpisana stanovena P-hodnota < 0,0001.

Graf 26 rovnako zobrazuje rozdielne hladiny expresie Studovanej svalovo-Specfickej miR-
133b vo vzorkach rdznych typov RMS, vzorkach réznych typov mezenchymalnych
nadorov ¢i vzorkach svalového nenadorového tkaniva. P hodnota < 0,0001 taktiez

znamena vysoku Statisticki vyznamnost’ bez ndhodného rozdielu medzi medianmi.
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Graf. 26 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133b. Svalovo-§pecificka mikroRNA je
porovnavana na zéklade vysky svojej expresie medzi kontrolnymi vzorkami mezenchymalnych nadorov,
vzorkami RMS a vzorkami nenadorového svalového tkaniva. V pravom hornom rohu je vpisand stanovena

hladina P-hodnoty < 0,0001.

V grafe 27 st hladiny exprimovanej Specifickej hsa-miR-133a vo vzorkdch RMS,
mezenchymalnych nadorov a svalového tkaniva menej vyrazne rozdielne ako v predoslych
myomiRs, no taktiez dobre viditel'né, ¢o potvrdzuje aj P hodnota = 0,0028, ¢im potvrdzuje

Statistick vyznamnost'.
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Graf. 27 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Svalovo-Specifickd mikroRNA je
porovnéavana na zéklade vySky svojej expresie medzi kontrolnymi vzorkami mezenchymalnych nadorov,
vzorkami RMS a vzorkami nenadorového svalového tkaniva. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena

hladina P-hodnoty = 0,0028.
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5.3.10 Porovnanie expresie myomiRs v pripadoch prezivSich a zomrelych

pacientov

Poslednd trojica grafov (28-30) sa sustredi na porovnanie hladin expresie
jednotlivych svalovo-$pecifickych mikroRNA vo vzorkach pacientov s diagnézou RMS,
no so zameranim na mozny prognosticky vyznam myomiRs, kedy by mali odzrkadl'ovat
roznu hladinu expresie v prognosticky pozitivnejSich, alebo naopak negativnejSich
pripadoch RMS, &asto konéiacich Umrtim pacienta. Statistické spracovanie dat bolo
vyhodnotené pomocou analytického Mann-Whitneyho testu pre dve nezavislé skupiny
vzoriek.

Graf 28 zobrazuje porovnanie hladin expresie Specifickej hsa-miR-206 pri vzorkach
pacientov prezivSich / zomrelych po diagnostikovani RMS. P hodnota sa rovna hodnote
0,9492, ¢o je vysoko nad hranicou vyznamnosti, analyza a rozdielne hodnoty medianov

teda nie st Statisticky vyznamné.
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Graf. 28 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Rozdiel vyiky expresie prisluinej

svalovo-Specifickej mikroRNA je porovnavany na vzorke pacientov na zaklade ich prezitia ¢i imrtnosti po

diagnostikovani RMS. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,9492.
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V grafe 29 je taktiez zobrazena rozdielna vyska expresie svalovo-$pecifickej miR-133b vo
vzorkach prognosticky rozdielnych pripadov RMS. P hodnota = 0,1929 vSak znova

znamena Statisticki nevyznamnost’ vysledkov testu.
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Graf. 29 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133b. Rozdiel vysky expresie prisluinej
svalovo-$pecifickej mikroRNA je porovnavany na vzorke pacientov na zaklade ich prezitia ¢i timrtnosti po

diagnostikovani RMS. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,1929.

Na poslednom grafe (Graf. 30) vidime porovnanie dvoch skupin vzoriek pacientov s
diagn6zou RMS na ziklade vysky expresie svalovo-Specifickej miR-133a v oboch
skupinach. P hodnota = 0,3896. Rozdiel medzi medianmi je désledkom nahody a nie je

Statisticky vyznamny. Medzi premennymi nie je Ziaden vztah.
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Graf. 30 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Rozdiel vysky expresie prislusne;

svalovo-Specifickej mikroRNA je porovnavany na vzorke pacientov na zaklade ich prezitia ¢i imrtnosti po

diagnostikovani RMS. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,3896.
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6. Diskusia

6.1 Ambion kit versus Norgen kit

Pri postupe izolacie nukleovych kyselin sme mali moznost' pracovat s dvoma
rozdielnymi kitmi dvoch roznych znaciek, ¢im sme sa dostali k otazke vzajomného
porovnania tychto kitov a vyslednej kvalite ziadanej vyizolovanej vzorky. Prvy kit FFPE
RNA Purification Kit pochédzal od kanadskej firmy Norgen Biotek Corp., druhy
RecoverAl™ Total Nucleic Acid Isolation Kit znacky Ambion® od Life Technologies.
Pomocou oboch kitov sme izolovali vzorky, zaliate v parafinovych blockoch (FFPE).
Zakladnym postupom sa protokoly vyrazne neliSia, princip u oboch spociva v kolénkovej
izolacii. Po uvodnej deparafinizacii a premytia peletky nasleduje rozklad proteazou a
priame naviazanie RNA na kolonku. Kit od Norgen-u tu okrem bezného disponuje aj
dobrovolnym krokom na maximdlne odstranenie pritomnej DNA, zatial ¢o Ambion®
pouziva DNé4zovy mix vratane prirodzeného postupu. Néslednym premyvanim vzorky sa
dostavame k findlnej purifikacii. Komponenty k obom jednotlivym postupom st okrem
destilovanej vody, xylénu a etanolu dodavané v baleni kitu.

Podl'a moznosti sme vzorky vyizolovali pomocou oboch kitov v pomere 70 : 12
(Norgen : Ambion®). Nasledny postup bol pre vSetky vzorky rovnaky, po Specifickej
reverznej transkripcii mikroRNA do podoby ¢cDNA sa vzorka kvantifikovala pomocou
PCR v realnom case na principe protokolu TagMan® MicroRNA Assays. Nakoniec boli
dosiahnuté¢ vysledky analyzované na zaklade vypoctu pomocou C, hodnoty u dvoch
svalovo-Specifickych mikroRNA, a to miR-206 a miR-133b.

Porovnanim hladin expresie oboch miRNA samostatne sme dostali hodnoty
priemeru a medidnu naozaj vyrazne podobné u oboch porovnavanych kitov.

Na podobné zrovnanie komercnych izolacnych kitov sa zamerala aj Studia od Li a
Kowdley, v ktorej boli zahrnuté aj nami porovnavané kity od Ambion® a Norgen. Vo
svojej praci zrovnavali kvalitu a mnozstvo vytazku RNA za ucelom zdokonalenia

izolaénych protokolov pre miRNA =z hladiska ich potencidlneho vyuzitia ako
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diagnostickych ¢i prognostickych biomarkerov nddorovych ochoreni. Izolacie nukleovych
kyselin a nésledné merania hladin expresie vSak prevadzali na vzorkach krvi, oproti nas§im
vzorkdm FFPE. Testované boli navySe vzorky pacientov s réznymi diagnézami mimo
rabdomyosarkomov, ¢i viacerymi typmi miRNA, avSak mimo svalovo-$pecifické
myomiRs. Vo svojich vysledkoch, narozdiel od naSich, publikujt, ze kit od Ambion® mal
vysS8i percentudlny vytazok ako aj kvalitu vyizolovanej; miRNA oproti kitu Norgen (Li a
Kowdley, 2012).

Podobnd s$tadia bola realizovana kanadskou skupinou Lam a kol, v ktorej
analyzovali hladiny génovej expresie na zéklade réznych parametrov vo vzorkach dlhych
aj kratkych RNA molekul, vratane miRNA.Vzorky boli izolované na zaklade Styroch
roznych postupov, medzi ktorymi boli aj protokoly Ambion® a Norgen kitov. Uz meranim
kvality a kvantity vyizolovanej RNA sa hodnoty pohybovali celkom blizko. Vyhodnotenim
dat z RQ-RT-PCR sa preukazuje kvalitativne znacné podobnost’ oboch kitov, pre priklad
pri miR-let7a bola hodnota AC, po izolécii kitom Norgen rovna 10,1 £ 0,3, po izolacii
kitom Ambion® bola hodnota AC, rovna 10,6 = 0,9. Vysledky tejto prace teda podporuju
nasSim, ked’ poukazuju na kvalitné, hodnotné a hlavne zna¢ne porovnatelné vysledky oboch
izola¢nych kitov roznych znaciek (i4).

Odvijajic sa od naSich vysledkov a tym zhodnotenia znacne vysokej podobnosti
vyslednej kvality izolacie na zaklade oboch protokolov, ziaden z nich teda vyraznejSie
oproti druhému neuprednostiiujeme. Data st vSak zatial’ stiCasné a priebezne budu dalej
dolfané pre optimalnej$iu $tatistiku a analyzu &o sa tyka porovnania oboch izolaénych

kitov navzajom.

6.2 FFPE / zmrazené vzorky tkaniv

Formalinom fixované tkaniva v podobe vzoriek nukleovych kyselin, archivovanych
v parafinovych bloc¢koch (FFPE) maju z hl'adiska klinického aj praktického velky vyznam
z pohl'adu informativnosti, ¢i uchovania tkaniva ako zdroja nukleovej kyseliny. Aj napriek

Casto znacnej fragmentacii ¢i chemickej modifikéacii uchovavane; NK je FFPE obzvlast
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vyhovujicim spdsobom skladovania vzoriek, vhodnych k d’alSiemu stadiu . Okrem toho
bolo preukdzané, Ze fragmentacia RNA v parafinovych blockoch podlieha degradécii len
do ur¢itého velkostného bodu a to priblizne do dizky 80 nukleotidov. Nakolko st
mikroRNA podstatne malymi molekulami (18 aZ 24 nukleotidov), v takejto chvili maja pri
fragmentacii dizkova vyhodu a procesom fixacie nie s vyznamne zasiahnuté (Liu a Xu,
2011).

Liu a Xu vo svojej Studii porovnavali FFPE oproti vzorkdm zmrazeného tkaniva,
pochadzajucich z rovnakej vzorky tkaniva. Expresné profily miRNA merali pomocou
komercne dostupnych miRNA microarrays ¢i kvantitativnej PCR v redlnom case.
PodrobnejSimi vysledkami zastavaji ndzor, Ze namerand hladina expresie miRNA zo
vzorky FFPE je zrovnatena nameranym hladindam expresie miRNA zo vzoriek
zmrazenych tkaniv (Liu a Xu, 2011).

Xi a kol. vo svojej praci zdoraziuje Statisitickll neexistenciu signifikantného
rozdielu medzi analyzou expresného profilu miRNA , izolovanej z FFPE alebo vzorky
zmrazené¢ho tkaniva, priCom stabilitu miRNA nezmenili ani r6zne "staré" vzorky FFPE.
Statistickli vyznamovost’ doklada dosiahnutymi P-hodnotami < 0,05 (Xi a kol, 2007).

Vysledky prace Li a kol. zobrazuju hladiny expresie miRNA, vyizolovanej zo
vzoriek FFPE, dokonca vysSie ako pri vyizolovanych vzorkdch zo zmrazenych tkaniv.
Vysvetl'uju si to hlavne zvy$enou kvantitou miRNA vo vzorkach FFPE, ktorych dizka je v
tomto pripade vyhodou (Li a kol., 2007).

S podporou viacerych stadii teda namerané vysledky inklinuju k skutocnosti, Ze
tkanivo, uchovavané vo forme FFPE, je viac ako vhodnym zdrojom pre analyzy hladin
expresie molekal mikroRNA. Tieto malé molekuly maju vyhodu svojej kratkej dizky,
vdaka Comu materidl zostava celkovo v kvalitnom stave pre rézne typy analyz.
Zhromazd'ujuce sa data tejto prace vychadzaju zo zatial’ nepublikovanych dat (Krskova a

kol., nepublikované udaje), na ktorych sa stale d’alej pracuje.
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6.3 Vyhodnotenie hladin expresie Specifickych myomiRs v ré6znych
typoch vzoriek

Rabdomyosarkémy dnes predstavujii najcastejSie sa vyskytujuci nddor méakkych
tkaniv u pediatrickych pacientov s pomerne agresivnym klinickym fenotypom a zufalym
nedostatkom sérovych diagnostickych ¢i prognostickych markerov, ¢o Casto ztazuje rychlu
a spravnu diagnozu ¢i optimalny nédvrh liecby.

MikroRNA sa v poslednych rokoch stdva stdle viac pritazlivou témou v oblasti
nadorovych ochoreni a tak sa otazky a poziadavky vzt'ahuju v sucasnosti hlavne k tymto
malym nekodujucim molekuldm. Svalovo-$pecifické mikroRNA sa nazyvaji myomiRs a
my sme sa v tejto praci zamerali na sledovanie hladiny expresie prave tychto molekul so
vztahom k myogénnej regulacii a pri ich abnormalnych hladinach expresie voc¢i ochoreniu
RMS (Slaby, 2012).

Viacero sucasnych navrhov a napadov sa zacalo upierat’ na sledovanie rozdielnych
hladin expresie svalovo-Specifickych mikroRNA ako pritazlivych potencialnych
biomarkerov pre RMS.

Vsetky prislusné vzorky, zahrnuté v tejto praci boli vyizolované Specidlnymi
postupmi pre izolaciu, Specifickou RT boli prepisané do cDNA, néasledne boli
kvantifikované pomocou PCR reakcie meranej v redlnom case a prislusné data boli
analyzované do podoby vyhodnotenia celkovej Statistickej vyznamnosti.

Celkovo 82 vzoriek bolo rozdelenych do podskupin vo forme variant RMS a
kontrolnyh vzoriek v podobe mezenchymalnych nadorov a svalového nenadorového
tkaniva.

Do hlavnej tlohy studovanych mikroRNA z rodiny svalovo-$pecifickych myomiRs
boli do tejto prace vybraté: miR-206, miR-133b, miR-133a. Svalovo-$pecifické miRNA sa
v ochoreniach rabdomyosarkomov prirodzene javia ako pod-exprimované v porovnani s

nenadorovym svalovym tkanivom.
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Vzorky mozgového tkaniva sa dostali do tejto Stidie so zaujmom porovnania jeho
vysky expresie oproti svalovo-Specifickym mikroRNA a ako dopliujuce kontrolné vzorky
iného pdévodu. Podla o¢akavania boli hladiny expresie vzorky mozgu oproti svalovym
vzorkam vel'mi nizke, nevykazovali Ziaden vzdialeny kontaktny vztah, tob6Z nie inak

Statisticky vyznamny voci testovanym vzorkdm ako dopliiujica kontrola.

Statisticky najvyznamnejsie je celkové porovnanie $pecifickych myomiRs vramci
hlavnych typov RMS, svalového tkaniva a vzoriek mezenchymalnych nadorov. Hladiny
expresic myomiRs su viditelne vyznamne vyssie oproti kontrolnym vzorkdm nadorov
mezenchymalnych tkaniv. VSetky tri Studované svalovo-Specifické mikroRNA st v tychto
vysledkoch Statisticky vysoko signifikantné (Graf. 1, 2, 3), na ¢om dnes pracuje mnoho
Stadii s perspektivnym vyuzitim v klinickej praxi. MiR-206 v porovnani s miR-133a a
miR-133b vykazuje oproti kontrolnym vzorkdm mezenchymalnych nadorov zna¢ne vyssiu
hladinu expresie, pricom v porovnani so zdravym tkanivom svalu je v praktickom vnimani

jej expresia stale umlcana.

Specifickejsie porovnavanie s ohladom na rozdielnu expresiu voé&i kontrolnym
vzorkdm roznych typov mezenchymalnych naddorov mézeme vidiet'” v grafoch 4 az 6.
Hladiny expresie svalového tkaniva koreluji s vysSkou expresie dvoch najCastejSie sa
vyskytujucich variant RMS, a to aRMS a eRMS. U miR-206 je hladina expresie u RMS
oproti mezenchymalnym nadorom viditeI'ne vysSia, pricom u eRMS este o Cosi viac v
porovnani s aRMS. Co sa tyka miR-133a, expresia medzi RMS a mezenchymalnymi
nadormi je uz znacne viac vyrovnana. VSetky tri myomiRs su vo vyslednych hladinach
stale vysoko Statisticky signifikantné.

Nohata a kol. vo svojej praci pontkaju prehl'adné a obSirne porovnanie hladin expresie
svalovo-$pecifickych mikroRNA vo viacerych typoch nadorovych ochoreni, vratane
rabdomyosarkomov. Pri RMS, ako vo vicsine $tadii, sa vSak aj oni zameriavaji na vyznam
a potencialnu tlohu miR-206 do podoby diagnostického markera a miR-133a ¢i miR-133b
nevenuju dostatoéni pozornost. U miR-206 vSak svojimi vysledkami podporuju nase

ohladom preukdzne vyznamného rozdielu vysSky expresie pri vzorkach pacientov s
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diagné6zou RMS oproti pacientom s inymi typmi réznych mezenchymdalnych nadorov
(Nohata a kol., 2012).

Tiez praca skupiny Miyachi a kol. sa venuje stale aktudlnemu problému neexistencie
Specifického sérového biomarkera pre ochorenie RMS. Sledovali hladiny expresie
Specifickych myomiRs (miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206) oproti kontrolnym
skupindm nenadorovych, ¢i inych nadorovych linii mimo RMS, celkovo v 55 r6znych
vzorkach. Statisticki analyzu porovnania hladin expresie zrealizovali pomocou Mann-
Whitneyho testu. Vysledna expresia vSetkych myomiRs bola u RMS signifikantne vysSia
oproti vzorkdm inych typov nadorov, priCom s najvysSiou senzitivitou a Specificitou sa
tykali miR-206, ktora autorsky kolektiv s nadejou odporuca do ulohy biomarkera pri
neinvazivnych diagnostickych testoch pre RMS. Tento vysledok vysvetl'uju na zaklade
expresie miR-206 ako jedinej myomiR Ccisto v kostrovom svalstve bez detekcie v inych

tkanivach (Miyachi a kol., 2010).

Co sa tyka $pecifického porovnania vysky expresic myomiRs u aRMS a eRMS
oproti nenddorovému svalovému tkanivu, miR-206 ustupuje z popredia Statistickej
vyznamnosti s hladinou expresie vel'mi podobnou vyskam expresie myomiRs u svalovych
nenadorovych vzoriek (Graf. 7). Pozornost’ sa zameria viac na svalovo-$pecifické miR-
133a a miR-133b, ktoré¢ zostavaju Statisticky signifikantné a jasne vidno rozdiel oproti
nenadorovému svalovému tkanivu, ktoré sa 1i$i vyS$Sou hladinou expresie tychto myomiRs.
MiR-133b je oproti miR-133a exprimovanejsia o nieco slabsie. U miR-133b je zaujimavé
sledovat’ vyssiu hladinu expresie u aRMS oproti eRMS, oproti ostatnym dvom myomiRs

(Graf. 8, 9).

Pri porovnavani hladin expresie myomiRs jednotlivo u aRMS a eRMS voci vzorke
nenadorového svalového tkaniva miR-206 skoncila znova bez Statistického vyznamu
(Graf. 10, 13). MiR-133b a miR-133a maja v oboch pripadoch signifikatne nizSie hladiny
expresie ako pri nenddorovom svalovom tkanive, pricom miR-133a (Graf. 12, 15) znova

vykazuje expresiu na vyssej urovni oproti miR-133b (Graf. 11, 14).
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Zaujimavym a znacne dblezitym je porovnanie hladin expresie myomiRs u dvoch
najéastejsie sa vyskytujucich variant RMS, a to aRMS a eRMS. Statisticky preukaznou je v
tomto pripade len miR-206, pricom u eRMS vykazovala vyssiu hladinu expresie oproti
aRMS. Na zéklade down-reguldcie myomiRs v nadorovych ochoreniach sa tym padom
miR-206 ukazuje byt vyznamnej$im prognostickym markerom pre typ alveolarnej formy
RMS (Graf. 16). Hladiny expresiec myomiRs 133a a 133b st v tomto pripade vysoko
nepreukazne, u miR-133a je P hodnota dokonca vyssia ako 0,9999 (Graf.18).

Tomuto vysledku nahrava aj Stadia od Missiaglia a kol, v ktorej sa blizSie venuju expresii
miR-206 v rozpéti 187 vzoriek materidlu. Podobne ako v naSej préci, hladina expresie
miR-206 bola vo vzorkich RMS mierne down-regulovana oproti kontrolnému
nenadorovému svalovému tkanivu a pritom signifikantne vysSSia oproti kontrolnym
vzorkam mezenchymalnych typov nadorov (Missiaglia a kol., 2010). ZniZena expresia
miR-206, hlavne pri aRMS, takto vykazuje koreldciu s horSou prognodzou prezivania.
Taktiez praca od Miyachi a kol. poukazuje na korelaciu znizenej expresie miR-206 vo
vzorkdch RMS s negativnejSou prognézou u tychto pacientov, no ich, aj Studia od
Missiaglia a kol., poukazuje na potrebu d’alSich testov v tejto oblasti (Missiaglia a kol.,

2010; Miyachi a kol., 2010).

Zrovnanie exprimovanych hladin myomiRs vSeobecne pri skupine RMS oproti
kontrolnému nenddorovému svalovému tkanivu je Statisticky signifikantné v pripade
myomiRs 133a a 133b, pricom expresia miR-133a je priblizne dvakrat vyssia ako u miR-
133b (Graf. 20, 21). Ako piSe Missiaglia a kol. vo svojej préci, vysSia hladina expresie
miR-206 priamo vplyva na gény, ovplyviujice diferenciaciu svalovych tkaniv (Missiaglia
a kol, 2010). V tychto vysledkoch sa ukazuje potencialne sI'ubna tiloha miR-133b v oblasti
diagnostiky RMS.

Jednym z najzaujimavejSich hodnoteni hladin expresie sucasnych stadii svalovo-
Specifickych mikroRNA je urcite porovnanie expresie jednotlivych myomiRs pri
alveolarnom type RMS. ARMS je druhy najcastejSie sa vyskytujuci typ RMS, avSak
prognosticky vyrazne menej priaznivy. Typicky je vyskytom fuzne pozitivnhych génov

PAX3-FKHR alebo PAX7-FKHR, ¢o Casto pomaha pri spravnej a rychlejSej diagnostike
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tejto formy RMS, no bezne sa tieto flizne gény vyskytuja len v asi 75 % pripadov aRMS,
¢o robi stidle nepostradatelnym lov na spolahlivejsi marker tohto typu ochorenia
(McDowell, 2003). Hladina expresie jednotlivych myomiRs bola porovnavana medzi
vzorkami fuzne pozitivnej (PAX+) a fizne negativnej (PAX-) formy aRMS. Ani jedna
svalovo-Specificka mikroRNA vSak v tomto pripade k Statistickej vyznamnosti blizko
nemala (Graf. 22, 23, 24).

V stadii od Missiaglia a kol. je pozorovana zniZzena expresia miR-206 u aRMS fazne
negativnej varianty a tieZ spojend s krat§im preZivanim pri metastatickej forme eRMS
(Missiaglia a kol, 2010).

Nasa $tadia bude pokraCovat’ na zbierani vzoriek a hromadeni vysledkov v tejto oblasti.

Na zhodnotenie hladin expresie jednotlivych myomiRs sa so SirSim meritkom
pozera porovnanie celej skupiny RMS so svalovym nenéddorovym tkanivom a so vzorkami
inych typov mezenchymalnych nadorov. VsSetky tri Studované svalovo-Specifické
miR-133b s najkrajSimi a najjasnej$imi rozdielmi oproti kontrolnym skupindm (Graf. 26).
Najvacsi rozdiel v hladinach expresie u RMS oproti mezenchymalnym nadorom

pozorujeme znova u miR-206 (Graf. 25).

Poslednou otdzkou prace bola potencidlna uloha svalovo-$pecifickych mikroRNA
ako biomarkerov v oblasti prognézy RMS. Zostavili sme preto dve rézne skupiny so
vzorkami prognosticky priaznivej$imi v podobe "prezivSich" pacientov oproti vzorke
prognosticky nepriaznivej v podobe "zomrelych" pacientov. Dosial dokoncena vzorka
pacientov bola v kazdom Studovanom type svalovo-$pecifickych mikroRNA Statisticky
absolutne nepreukazna (Graf. 28, 29, 30), no stale pokracujeme v zbierani vicsej a SirsSej

vzorky dat, dufayjme smerujuce;j k Statistickej vyznamnosti.
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7. Suhrn

Ako prvy krok sa ndm v naSom laboratériu s uspechom podarilo zaviest' postup
izolacie mikroRNA a postup protokolu Specifickej RQ-RT-PCR so sledovanim expresie
jednotlivych Specifickych mikroRNA.

Vz4jomnym porovnanim (ako na zaklade postupu, tak na zéklade Statistiky) dvoch
komerénych kitov pouzitych v tejto Stadii sme dostali az prekvapivo podobné hodnoty
medianov vyizolovanych vzoriek so Studovanymi svalovo-Specifickymi miR-206 a miR-
133b. Taktiez porovnanie dlhodobého skladovania vzoriek tkaniv vo forme FFPE alebo
zmrazenych vzoriek tkaniv preukazuje hodnoty vel'mi podobné, ¢im s FFPE robi material
trovne rovnakej kvality ako je zmrazené tkanivo. Vdaéi tomu hlavne kratka dizka
mikroRNA, ktorou sa tieto nekddujuce molekuly Casto vyhni fragmentacii pri postupe

fixacie vzorky do parafinu.

Na zéklade naSich expresnych analyz a Statistickych vysledkov sa javi vSeobecna
uloha svalovo-$pecifickych mikroRNA vo vzorkdch pacientov s rabdomyosarkémami
znatne preukdzne vyznamna. Hladiny expresie jednotlivych tzv. myomiRs boli
porovnavané a Statisticky analyzované voci kontrolnym skupindm inych typov
mezenchymalnych nadorov ¢i vzorkam nenadorového svalového tkaniva.

Vo vzorkach s RMS tieto myomiRs vykazuji preukazne nizSiu hladinu expresie oproti
normalnemu nenadorovému svalovému tkanivu. Co sa tyka §tatisticky signifikantného
rozdielu, nasa pozornost’ sa sustredi na miR-133a a miR-133b, pri¢om miR-133b je eSte aj
s vyznamnym rozdielom hladin expresie oproti mezenchymalnym typom nadorov
potencidlne krasnym markerom vytycujicim ochorenie RMS.

Oproti ostatnym typom Studovanych mezenchymdalnych nadorov je vyraznejSie
nadexprimovand hlavne mikroRNA-206 s jednoznacne preukdzanym vplyvom na klinické

spravanie RMS.
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Vramci jednotlivych podskupin RMS navzijom zohrava hlavni tlohu zase miR-206 s
nizkou expresiou hlavne pri aRMS, ¢im sa spaja s horSou progndzou tohoto ochorenia a

potencialnou tlohou biomarkera pre alveolarnu formu RMS.

Vseobecne v sucasnosti neexistuje vel'a Studii, zameranych na sledovanie expresie
svalovo-$pecifickych mikroRNA, ¢i ich tlohu v oblasti diagnézy a priebehu RMS. Tych
par sa zameriava hlavne na miR-206, s preukdzne najperspektivnejSimi vysledkami v tejto
oblasti. Ostatné myomiRs zostdvaji trochu opomenuté a vela prac so sledovanim ich
vplyvu na RMS k dispozicii nie je. Moja praca vSak podava vysledky aj s pohl'adom na
rozdielnu hladinu expresii miR-133a ¢i miR-133b s potencidlnym navrhom vyuzitia v sfére
diagnozy a progndzy aj tychto dvoch myomiRs.

V stadii chceme kazdopadne pokracovat’ a postupne ju rozsirovat, pricom jednym z nasich
planov je skusit’ vySetrenie miR-206 z periférnej krvi ako mozny neinvazivny postup
vysetrenia. Idedlne nase vysledky raz budia mat’ potencidlny vplyv na kandidatiru tychto
myomiRs ako pripadnych diagnostickych ¢i prognostickych markerov v patogenéze

rabdomyosarkémov!
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