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Abstrakt

Rabdomyosarkémy (RMS) st heterogénnou skupinou sarkomov mezenchymalneho
povodu, ktoré si do urcitej miery uchovavaju bunkovu diferencidciu v priecne pruhované
svalstvo, no svoj diferenciacny cyklus nie su schopné dokonlit. V sucasnosti su
najcastejSie sa vyskytujucimi malignymi nddormi mikkych tkaniv u pediatrickych
pacientov.

V poslednych rokoch sa pozornost’ z viacerych uhlov upiera na vyskum malych
jednovldknovych molekul, takzvanych mikroRNA (miRNA). Ako vysoko konzervativne,
18 az 24 nukleotidov dlhé nekodujuce molekuly RNA zohravaju tulohu délezitych
regulatorov génovej expresie. Kontroluju ako fyziologické, tak patologické procesy v
organizme, pricom na viacerych urovniach bola popisana aj ich vyznamna uloha v
patogenéze roznych nadorovych ochoreni. Abnormélne hladiny miRNA vedu k
variabilnym, pritom vyznamnym désledkom, ¢im sa expresia miRNA ukazala byt tiez
nadorovo Specificka. Takéto mikroRNA niekedy zastavaji ulohu onkogénov, no vicsSina sa
pri nadorovych ochoreniach vyskytuje v podobe nddorovych supresorov.

V svojej praci sa sustredim na rodinu takzvanych myomiRNA, teda svalovo-
Specifickych mikroRNA (miR-133a, miR-133b a miR-206), riadiacich bunkovy osud
myogénnych prekurzorov, pricom sa zameriavam na potencidlne zmenenu hladinu ich
expresie vo vzorkdch rabdomyosarkomov alveolarnej, embryonalnej ¢i vzéacne aj
pleomorfnej formy, v porovnani so vzorkami réznych typov mezenchymalnych nadorov ¢i
nenadorovym svalovym tkanivom.

Analyza vysledkov poukdzala na Statisticky vyznamné rozdiely v hladinach
expresie jednotlivych myomiRs (hlavne v pripade miR-206 a miR-133b) u RMS v
porovnani s kontrolnymi vzorkami, ¢i rézne hladiny expresie vramci rdéznych podtypov
RMS. Vysledky prace by mohli mat’ vplyv na kandidatiru tychto svalovo-S$pecifickych
mikroRNA ako pripadnych diagnostickych ¢i prognostickych markerov v patogenéze

rabdomyosarkomov.

Kruacové slova: rabdomyosarkomy, mikroRNA, myomiRs, RQ-RT-PCR, génova expresia



Abstract

Rhabdomyosarcomas (RMS) are heterogeneous group of sarcomas with
mesenchymal origin. These rhabdomyosarcomas in some detail keep their cell
differentiation in structure, but they are not able to finish their differentiation cycle. At the
moment RMS are the most frequently occuring malignant soft tissue tumors in paediatric
pacients.

In recent years, the attention is focused on the research of small single strand
molecules, so called microRNA (miRNA). As highly conserved, 18 to 24 nucleotides
long, uncoding molecules of RNA, they plays important role as regulators of gene
expression. They are controlling both, physiological and pathological processes in
organism. Their important role in pathogenesis of different tumor diseases was described at
multiple levels. Abnormal levels of miRNA leads to variable, although significant
consequences, what indicates miRNA expression also as tumor specific. These miRNA
sometimes represents the role of oncogenes, but mostly they occur in the form of tumor
SUpPIessors.

In my diploma thesis I am focusing on the family of so called myomiRNAs,
muscle-specific microRNAs (miR-133a, miR-133b and miR-206), which regulates cell
determination of myogenic precursors, whereas I focus on potentially changed level of
their expression in the samples of alveolar, embryonal, or very rare form of pleomorphic
rhabdomyosarcoma in the comparison with samples of different types of mesenchymal
tumors or muscle tissue without presence of a tumor.

Analysis of the results pointed out statistically significant differences in the levels
of expression in individual myomiRs (most significant are miR-206 and miR-133b) by
RMS, in comparsion with control samples, or different levels of expression in terms of
different subtypes of RMS. The results of my work could have an imapct on candidature of
these muscle-specific microRNAs as a potential diagnostic or prognostic markers in

pathogenesis of rhabdomyosarcoma.
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1. Literarny prehlad

1.1 Rabdomyosarkomy

1.1.1 VSeobecna charakteristika RMS

Rabdomyosarkomy (RMS) st definované ako maligne nddory mezenchymalneho

povodu. Sposobuju priblizne 5 % rakovinovych ochoreni u pediatrickych pacientov a st
pricinou asi polovice vyskytu sarkémov hladkych tkaniv vSeobecne. U deti aj dospelych je
to tretia najéastejiia pri¢ina vzniku extrakranidlneho maligneho tumoru. Statisticky vo
vyskyte rabdomyosarkomov bola pozorovand mierna prevaha u chlapcov (oproti
dievcéatam priblizne 1,4:1) (Merlino a Helman, 1999). Priblizne dve tretiny pripadov su
diagnostikované detskym pacientom mlad$im ako 6 rokov (Egas-Bejar a Huh, 2014),
pri¢om incidencia je pri RMS najvysSia u deti vo veku 1-4 roky, mierne klesa pri 10-14
ro¢nych a zostava ustalena pri 15-19 rocnych adolescentoch. NajbeznejSie miesta vzniku
tumoru pri rabdomyosarkémoch zahtiiaju oblasti hlavy a krku, genitourinalne oblasti ¢i
koncatiny (Obr. 1) (McDowell, 2003).
U dospelych sa rabdomyosarkomy vyskytuji s ve'mi nizkou frekvenciou. VSeobecne
sarkomy mikkych tkaniv tvoria priblizne len 1 % vSetkych pevnych malignit u dospelych,
pricom rabdomyosarkémy z toho predstavuju iba 3 % z tychto sarkomov. Tieto Statistiky
vychédaji okrem in¢ho aj zo Studie od Weiss a Goldblum, ¢i skupiny Ferrari a kol., v
ktorej sa pracuje so vzorkami 190 pacientov s réznymi diagnostikovanymi podtypmi
rabdomyosarkémov, starSich 18 rokov (Weiss a Goldblum, 2001; Ferrari a kol, 2003;
Egas-Bejar a Huh, 2014).



Parameningedlne
oblasti 23%
Neparameningedlne
oblasti 9%

Ocnice 7%

Iné oblasti 17%

, Koncatiny
/16%

Genitourinarne oblasti:
mocove cesty/prostata
11%

Genitourinarne oblasti:
nestivisiace s mocovymi
cestami/prostatou

muzi 12% zeny 5%

Obr. 1 NajbeZnejSie miesta vzniku primarneho tumoru u RMS (upravené podl'a McDowell, 2001).

1.1.2 Epidemioldgia

Epidemiologia primarneho nadoru je prirodzene zavisla od histologického podtypu
a veku pacienta, ¢o je napriklad typické pri adolescentoch s vyrazne vys$§im vyskytom
alveolarneho podtypu RMS oproti mladSim pacientom. Viac ako polovica pripadov je

diagnostikovana pred 5. rokom Zivota (Egas-Bejar a Huh, 2014). Symptomy a typické
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znaky ochorenia su zavislé od primarneho vyskytu nadoru, rozsahu zasiahnutia organov ¢i
pritomnosti metastdz. Vo vSeobecnosti sa vSak RMS c¢asto vyskytuje bez Specifickych
priznakov a s minimom rozpoznatel'nych symptomov (McDowell, 2003).

NajcastejsSie sa vyskytujuce histologické podtypy u deti a dospevajicich su embryondlne
rabdomyosarkémy (eRMS) a alveolarne rabdomyosarkomy (aRMS). ERMS vznikaja
prevazne v oblasti hlavy, krku ¢1 v genitourindlnej oblasti a vyskytuji sa vyrazne CastejSie
(75 %) ako alveoldrne rabdomyosarkomy s incidenciou najvysSou u deti vo veku do
Styroch rokov. Alveolarny typ RMS sa zvykne vyskytovat' v rozsiahlejSom vekovom
obdobi a narody sa objavuju na roznych castiach tela, najcastejSie vSak postihuju koncatiny

(McDowell, 2003).

1.1.3 Etiologia

Rabdomyosarkémy maju vo vyraznej viacSine pripadov primarne sporadicky
vyskyt, no spdjaji sa aj s viacerymi genetickymi syndrémami. Jedna Stidia napriklad
doklada, ze az 30 % detskych pacientov s rabdomyosarkomom mé kongenitalnu anomaliu
s najéastej§im postihnutim gastrointestinalneho systému. Co sa tyka genetickych
syndromov s familidrnou dedi¢nostou, RMS sa viaze hlavne s Li-Fraumeniho syndromom,
pre ktory je typickd zarodocnd mutacia génu 7TP53 a castej§i vyskyt roznych typov
nadorov, vratane rabdomyosarkomu. Dalej sa RMS obdas tiez spaja s genetickymi
syndromami ako neurofibromatdzou typu I, Rubinstein-Taybiho syndrémom, ¢i Beckwith-

Wiedemannovym syndromom (Egas-Bejar a Huh, 2014).

1.1.4 Histologia RMS

Na molekuldrnej Grovni rabdomyosarkdémy tvoria heterogénnu skupinu nadorov
makkych tkaniv, ktora sa na zaklade klinickopatologickych vlastnosti deli do viacerych

podskupin, zalozenych na r6znom genetickom zaklade ¢i na diferentnych morfologickych
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znakoch buniek, ktoré v polovici 20. storo¢ia popisali pomocou pozorovani svetelnym
mikroskopom Horn a Enterline a rozdelili rabdomyosarkomy na embryonalny, alveolarny,
botryoidny a pleomorfny podtyp. SucasnejSie Stadie rozliSuju deferenciaciu podtypov na
zaklade eSte trochu komplexnejSich znakov ako su vretenovité bunky, ¢i prognosticky
neprajny anaplasticky typ rabdomyosarkému (Parham, 2001).

Povodnd bunka, ktord dava za vznik rabdomyosarkému nie je jednoznacne
uzavretou otdzkou. Za kandidatov sa povazuju svalové kmenové bunky ¢i multipotentné
mezenchymalne kmeniové bunky (Egas-Bejar a Huh, 2014). Vo viacerych pripadoch vSak
histolégia rabdomyosarkoémov analogicky pripomina myogenézu vo vyvijajuicom sa
embryu, ¢o nahrdva moznosti odvodenia RMS prave od primitivhych mezenchymalnych
buniek (Parham, 2001).

Vseobecne sa bunky rabdomyosarkémov histologicky definuji ako malé, okruhle,
modré bunky, ktoré vSak ndjdeme aj xpri identifikacii inych malignit, ako lymfomy,
neuroblastom, Ewingov sarkom ¢i primitivne neuroektodermalne tumory (Egas-Bejar a

Huh, 2014).

Zakladné histologicke delenie rabdomyosarkoémov je ustalené do Styroch hlavnych skupin:
e embryonalny typ rabdomyosarkomov
e pleomorfny typ rabdomyosarkémov
e alveolarny typ rabdomyosarkomov

e vretenobunkovy-sklerozujtci typ rabdomyosarkémov

Embryonalny typ RMS

Embryonalny typ rabdomyosarkému (eRMS) je najCastejSie sa vyskytujicim
podtypom RMS, predstavuje asi 70 % vyskytu rabdomyosarkomov u deti (Egas-Bejar a
Huh, 2014). Typicky sa objavuje vo veku 0-4 rokov. Medzi zakladné histologické znaky

patri strata bunkovej celistvosti a napadne akoby rekapituluje normdlnu embryonalnu
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myogenézu, kedz somity zacinaju formovat’ nascentny sval. ERMS sa klasicky objavuje
hlavne v genitourindrnom trakte, oblastiach hlavy a krku ¢i trupu (Merlino a Helman,
1999).

Obr. 2 Zakladny embryonalny podtyp RMS (Parham, 2001).

Pod eRMS spada aj prvy pozorovany typ rabdomyosarkémov, a to botryoidny
podtyp. Casto polyploidné lézie pripominajii strapce hrozna odkial’ pochddza nazov (z
gréctiny botryos). Tieto 1ézie Casto hranicia s epitelidlnym povrchom mocového mechura,
zl¢ovodu ¢i vaginy (Parham, 2001). Tumory postihuji takmer vyhradne mocovy mechur ¢i

vaginu pediatrickych pacientov (Merlino a Helman, 1999).

S RN e
Obr. 3 Botryoidny typ eRMS. Neoplazia malych buniek, dotykajticich sa epitelialneho povrchu.
(Parham, 2001).
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Pleomortny typ RMS

Pleomorfny typ rabdomyosarkému (pRMS) sa vyskytuje takmer vyhradne v
mikkych tkanivach dospelych vo veku 30 az 50 rokov. Postihuje hlavne koncatiny a ma
zna¢ne agresivnu formu, bohuzial k podrobnejSim $tudidm chybaji data nakolko tato
forma RMS je skor vynimocnd (Egas-Bejar a Huh, 2014). PRMS tvoria zhluky
anaplastickych viacjadrovych buniek s velkymi, hyperchromatickymi jadrami (Merlino a

Helman, 1999).

Alveolarny typ RMS

Alveolarne  rabdomyosarkomy  (aRMS) tvoria asi 20 %  vyskytu
rabdomyosarkémov. Prognosticky st menej priaznivé, typickejSie pre dospievajuce deti az
adolescentov. Primarne miesta vzniku tumoru zahriiuji koncatiny, trup ¢i periandlnu
oblast. Vyznauji sa husto naskladanymi, malymi, gulatymi bunkami. Diagnosticky
typickou je mikroskopicky vidite'na alveoldrna Struktura, kedy sa bunky zoskupuju okolo
urCitych utvarov z kolagénneho fibrovaskularneho tkaniva, pripominajucich pltcne
alveoly. Taktiez boli opisané miesta solidnych oblasti, pripominajiuce lymfémy, ¢o dalo za

vznik solidnemu podtypu aRMS (Parham, 2001).
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Obr. 5 Alveolarny typ rabdomyosarkomu: A) klasicky, diagnosticky typicky aRMS; B) solidny typ aRMS
(Parham, 2001).

Vretenobunkovy-sklerozujici typ RMS

Vretenobunkovy-sklerozujuci typ rabdomyosarkomov (ssRMS) je pomerne vysoko
vzacnou variantou nadorov midkkych tkaniv. Prvykrat bol v literatire samostatne
vymedzeny aZ v roku 2002, v stadii od Folpe a kol., ako sklovity typ sarkomu s
nadmernym obsahom matrix, pripominajuci osteosarkém ¢i chondrosarkém (Folpe a kol,

2002). Statisticky tvori 5-10 % vsetkych diagnostikovanych pripadov RMS, pric¢om u
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muzov sa vyskytuje vyrazne CastejSie (oproti Zzenam priblizne v pomere 6:1). Objavuje sa
ako u detskych pacientov tak u dospelych, 1i8i sa v§ak v mieste vzniku primarneho nadoru.
U deti je to prednostne v paratestikularnej oblasti, u dospelych prioritne v oblasti hlavy a

krku (Nascimento a Barr, 2013).

Histopatologicky je ssRMS diagnostikovany na zaklade vretenovitych buniek, casto
zoskupenych do zvédzkov, s elipsoidnymi alebo natiahnutymi jadrami a mali¢kymi
jadierkami (Nascimento a Barr, 2013). Bunky byvaju Casto usporiadané pomedzi husto

naskladané kolagénové vlakna (Carroll a Nodit, 2013).

Co sa tyka prognodzy, u dospelych pacientov je podstatne hor§ia s pomerne Eastym
vyskytom metastaz (40-50 %) oproti pacientom detského veku, u ktorych je miera prezitia
viac ako 5 rokov Statisticky az 95 % (Nascimento a Barr, 2013). Podobne ako u eRMS, ani
u ssRMS nebol zatial pozorovany ziaden typicky geneticky "podpis" ¢i vhodny
diagnosticky marker (Carroll a Nodit, 2013).
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1.1.5 Fuzne gény PAX3-FKHR a PAX7-FKHR

Alveolarny podtyp rabdomyosarkomov byva casto typicky vyskytom dvoch
Specifickych chromozomalnych prestavieb, ¢o vSak taktiez pri spravnej diagnostike nie je
pravidlom. St to translokacie dvoch PAX génov, PAX3 — lokalizovany na chromozéme 2 a
PAX7 — lokalizovany na chromozome 1. Translokécia génu PAX3, t(2;13)(q35;q14), sa
vyskytuje pri asi 55 % pripadov aRMS, zatial’ ¢o translokacia PAX7, t(1;13)(p36;q14) pri
asi 22 % (Obr. 7) (Sorensen a kol, 2002). Gény PAX3 a PAX7 zohravajui ddlezita ulohu vo
vyvoji svalstva poc¢as embryogenézy, kedy z kondenzovanej mezodermy vznikaji somity,
z ktorych sa nasledne vyvija kostrové svalstvo. NaruSenie prirodzenej funkcie tychto génov
teda moze vyustit do abnormélneho vyvoja svalstva (McDowell, 2003). Véazbou medzi
DNA viaZzucou doménou naruSenych génov PAX3 a PAX7 a transaktivacnou doménou
génu FKHR, lokalizovanom na chromozoéme 13, vznikaju fuzne gény PAX3-FKHR a
PAX7-FKHR, ktoré su exprimované ako chimérické transkripty, kodujuce chimérické
proteiny, ktoré aktivuju transkripciu z viazucich domén PAX génov s vySSou potenciou
oproti prirodzenému stavu a v konecnom dosledku podporuji nadorovu aktivitu s
vyraznym vplyvom na rast nadorovych buniek, apoptdzu, diferenciaciu ¢i pohyb buniek
(Barr, 2001). Prognostické analyzy preukézali, Ze fuzny gén PAX3-FKHR je asociovany s
horSou prognézou oproti PAX7-FKHR. Oba fuzne gény slizia ako Specifické a senzitivne
prostriedky pre sledovanie minimdalnej diseminovanej choroby, ¢i pozorovanie infiltracie
nadorovymi bunkami RMS. Priblizne pri 75-80 % pripadov aRMS funguju ako unikatne
diagnostické markery, no je akutne najst spolahlivy marker aj pri fuzne negativnych
pripadoch aRMS. Co sa tyka embryonalneho podtypu RMS, Ziaden $pecificky marker
zatial’ identifikovany nebol (McDowell, 2003).
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Obr. 7 Vyobrazenie balansovanych chromozomalnych translokacii, z ktorych vznikaji fiizne gény

PAX3-FKHR a PAX7-FKHR (McDowell, 2003).

1.1.6 Zaklad sucasného stavu prognozy a liecby RMS

Pri RMS je zavedeny syst¢tm TNM (Tumor-Nodes-Metastasis), ktory posudzuje
celkové §tadium a progndzu ochorenia na zdklade primarneho miesta vyskytu a velkosti
nadoru, zasiahnutia pril'ahlych organov a lymfatickych uzlin, ¢i pritomnosti vzdialenych
metastdz (Merlino a Helman, 1999). Tento systém je vSak spolahlivejsi hlavne ¢o sa tyka
dospelych, u pediatrickych pacientov je Casto potreba komplexnejsi systém stratifikacie
(Egas-Bejar a Huh, 2014). Co sa tyka liecby RMS, za posledné dekady sa neustile
zlepsuju, rozsiruju a vyvijaju nové postupy a metdody a prebiehaju klinické Studie na
roznych principoch za ucelom zvySovat’ celkovy priemer prezitia pacientov. Hlavnymi

aktérmi S§tadii, testov a zostavovania lie€ebnych protokolov si medzinarodné skupiny ako
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americka IRS (Intergroup Rhabdomyosarcoma), ¢i eurdpska SIOP (International Society
of Paediatric Oncology), ku ktorej sa koncom osemdesiatych rokov pripojila The Soft
Tissue Sarcoma Group. SIOP aj IRS pracuji samostatne na dvoch rozdielnych liecebnych
protokoloch. Zatial' ¢o IRS navrhuje okamzité agresivne operativne odstranenie nadoru a
naslednt radioterapiu, SIOP urcuje chemoterapiu a ¢o najlepSie zmiernenie stavu pacienta
pred operaciou a radioterapiou. Protokoly su vytvarané na zaklade stupiia troch hlavnych
kritérii stavu nédoru: (1) miesto primarneho tumoru, (2) Stadium ochorenia, rozsah
postihnutia/napadnutia organov, pripadny vyskyt metastaz, (3) histologicky podtyp RMS
(McDowell, 2003). Rychla a spravna diagnostika, prioritne na zéklade morfologickych
vlastnosti a klasifikacii, je samozrejme kl'icova pri stratifikcii pacientov, progndze, ¢i

lieCbe z hl'adiska progostického ¢i terapeutického.

Co sa tyka Ceskej republiky, pacienti s diagnostikovanym typom rabdomyosarkému sa
lie¢ia podla oficidlneho medzindrodného protokolu EpSSG RMS 2005 (European
Paediatric Soft tissue sarcoma Study Group) s najnovSou verziou 1.2, vydanou v july

2008.

1.2 MikroRNA

1.2.1 VSeobecna charakteristika miRNA

MikroRNA (miRNA) st malé, jednovldknové, spravidla 18 az 24 nukleotidov dlhé,
evolucne vysoko konzervované nekodujuce regulacné molekuly RNA, endogénneho
povodu. Ngjdené boli ako u zivocichov, tak rastlin, s podstatnou funkciou v podobe
regulatora génovej expresie na post-transkripnej Urovni, ustiac az v represiu translacie
cielovych mRNA molekul ¢i v ich degradaciu (Bartel, 2004). Pritomnost’ génov pre

miRNA bola tiez preukdzana aj v niektorych vacsich DNA virusoch, ako Virus Epstein-
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Barrovej, Herpesvirus HHV-8, ¢i I'udsky cytomegalovirus (Kim a Nam, 2006). Mierou
expresie sa preukazuju tiez ako tkanivovo-Specifické ¢i viazané na Stadium vyvoja ako
dolezité¢ regulatori viacerych fyziologickych procesov, od zakladnych ciest bunkovej
diferenciécie, vyvoja, proliferacie po kontrolu bunkovej smrti (Mendell, 2005). Podielaju
sa tiez na reguladcii unikatnych vlastnosti kmeniovych buniek, imunitného systému ci
patologickych procesov v podobe nddorovej transformacie (Slaby, 2012). Negativne
reguluju cielové molekuly, zévisiac od stupiia ich komplementarity s touto molekulou
(Esquela-Kerscher & Slack, 2006).

Tymom Victora Ambrosa bola v roku 1993 objavena a popisana prva mikroRNA,
tzv. lin-4, pricom mutacia v tejto 21 nukleotidov dlhej RNA molekule zapricinila defekty
vo vyvoji modelového organizmu Caenorhabditis elegans (Obr. 8). Bolo totiz objavené, ze
gén, kontrolujuci spravny larvalny vyvoj namiesto kodovania proteinu produkuje par
ur¢itych malych molekul RNA, pricom ta dlhSia sa ukdzala byt prekurzom kratSej a
disponovali antisense komplementaritou k viacerym miestam na 3'UTR konci mRNA

urCitého génu, ¢im tlmila jeho translaciu (Lee a kol., 1993; Wightman a kol., 1993).

o A (€18 cu
GGCCUGUUCCC GAGACCUCL GUOGUGA GUA A

C_GGAC GG _CUCU_GGGU _CACACUUCGU
A Ch[? C = c

lirr-4 miRBMNA UCCCUGAGACCUCAAGUGUGA

-4 pre-miRkNA
agV

Obr. 8 Prekurzorova (pre-miRNA) a maturovana (miRNA) Struktira lin-4 u Caenorhabditis elegans.

Historicky prvé objavena a popisand mikroRNA (He a Hannon, 2004).
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Po zisteni, ze tieto kratke molekuly RNA su evolu¢ne konzervované, bolo v
priebehu niekol’kych rokov objavenych mnoho d’alSich mikroRNA, vratane rastlinnych a
ruznych zivociSnych organizmov, pomocou technik klonovania a zasahov bioinformatiky.
Tieto Stadie uspeSne preukazali, Ze niektoré miRNA s exprimované vyhradne len v
Specifickych tkanivach organizmu (Lagos-Quintana a kol., 2001). V roku 2004 bola tato
Studia eSte viac rozvinutd, kedy Sempere a kol. pomocou techniky Northern blott
analyzovali 119 r6znych miRNA z l'udskych a mysich organov ako plica, mozok, pecen Ci
kostrové svalstvo, pricom vyzdvihli konzervativnost a tkanivovi-S$pecificitu expresie
mikroRNA (Sempere a kol., 2004). Len u I'udi uz dnes bolo identifikovanych viac ako 1
500 maturovanych, vysoko konzervovanych miRNA, velk4d vécSina pritom stdle s
neznamou funkciou. Celkovy prehl'ad ponuka databaza miRBASE
(http://www.mirbase.org/), s informéaciami o nukleotidovej sekvencii, zaradeni do rodiny,
zakladnej anotécie, ¢i referencii.

MikroRNA sa zalastiiuju  viacerych  vyznamnych  procesov, vratane
posttranskripnej regulacie génovej expresie na zadklade mRNA degradacie, inhibicie
translacie ¢i génového utiSovania (silencing) na chromatinovej urovni, ustiac do
biologickych procesov ako apoptdza, bunkova proliferacia ¢i diferenciacia. Vo viacerych
Stadiach pri roznych typoch nadorov bola pozorovana ich tloha v podobe onkogénu c¢i
nadorového supresoru, kedy tieto molekuly vykazuju potencidlnu ulohu vo forme
diagnostického ¢i prognostického markera, ¢o predstavuje mozni vyznamnu ulohu v
podobe cielov antikancerogénnej liecby. Ako dolezité reguldtory génovej expresie
kontroluju fyziologické aj patologické procesy v bunke ako jej vyvoj ¢i vznik narodového
ochorenia.

V poslednych rokoch sa hlavnd otdzka sustredi na funkciu tychto malych
nekodujucich RNA molekul v procesoch patogenézy réznych druhov nédorov. Je zname,
ze bunky maji svojich takzvanych ,,ochrancov® v procesoch delenia, diferencidcie ¢i
spravnej ceste bunkovej smrti, ktorymi st nadorové-supresorové gény, ¢i podstatné funkcie
protoonkogénov. Chyba v tychto génoch prevazne vedie k vzniku rakoviny, priom mnoho
z tychto génov je prepisovanych najprv z DNA do RNA, nésledne na protein, az potom
uskutocnujii svoj U€inok. Otdzka ohl'adom miRNA v rakovinovych procesoch sa Casto

sustredi na ich formu v podobe nadorovych supresorov ¢i onkogénov, dafajuc v ich mozné
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vyuzitie v diagnostike ¢i liecbe rakovinovych ochoreni (Esquela-Kerscher and Slack,
2006).

MikroRNA prirodzene reguluji mnoho réznych biologickych procesov, vratane bunkovej
proliferacie, diferenciacie, apoptoézy. Vdaka bioinformatickym datam sa ukazuje, Ze
pravdepodobne kazdd miRNA kontroluje stovky génovych cielov, ¢im sa prejavuje vel’ky
vplyv miRNA v takmer kazdej genetickej drahe. KvOli tejto vlastnosti vSak bolo
preukdzané, ze mutacie ¢i mis-exprimované miRNA suvisia s viacerymi réznymi typmi
rakovinovych ochoreni u ¢loveka, pricom, ako bolo spomenuté, miRNA funguju v podobe
nadorovych-supresorovych génov, no tiez onkogénov. Takéto miRNA, asociované so
vznikom rakoviny, zvyknu byt nazyvané ako ,,oncomirs®“. Viac ako polovica uz znamych
miRNA bola lokalizovana vo fragilnych miestach chrom6zomov, ¢o su tiez miesta, ¢asto
asociovana so vznikom rbznych rakovinovych ochoreni ¢loveka. Profilovanie expresie
miRNA a zaznamenie rozdielnych expresii v nddoroch sa preto momentalne ukazuje ako
perspektivnejSie pre klasifikaciu subtypov rakoviny v porovnani s expresnymi profilmi
génov, kdédujacich proteiny a moznd cesta pomoci pri diagnoze alebo liecbe tychto
ochoreni (Esquela-Kerscher a Slack, 2006).

Ako bolo spomenuté, mikroRNA st negativnymi regulatormi viacerych procesov v
bunkéch, pricom tento vplyv zavisi na stupni komplementarity medzi urcitou molekulou
miRNA a jej cielom. V prvom pripade sa miRNA viaze na zadklade komplementarity na
sekvenciu protein-kodujucej molekuly mRNA, ¢o indukuje RNA-sprostredkovanti dréhu
interferencie (RNAi), na zdklade ¢oho su mRNA transkripty Stiepené ribonukledzami v
multiproteinovom komplexe miRISC (miRNA-induced-silencing complex) s naviazanou
miRNA, ¢o ma za nasledok degradéaciu cielovej mRNA. Tento mechanizmus génového
utiSovania (silencing) sa vyskytuje prevazne u rastlin ( Tang a kol., 2003; Esquela-
Kerscher a Slack, 2006). Pozorovany bol aj u niekol’kych pripadov zivocichov, napriklad
¢o sa tyka prace Yekta a kol. a niektorych HOX génov cicavcov, no nie je u nich
prevazujucim mechanizmom génovej regulacie pomocou miRNA (Yekta a kol., 2004). U
zivoc¢ichov sa miRNA viaze na 3'UTR neprekladany region (untranslated region),
Specifické miesto na cielovej] mRNA. Tato védzba u zivocichov prebieha aj s netplnou
komplementaritou. Vysledkom je posttranskripéna represia expresie, pricom proces

prebiecha pomocou komplexu RISC, vel'mi podobnému komplexu, fungujucemu pri
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utiSovani génov (Lee a kol., 1993; Esquela-Kerscher a Slack, 2006). Cielom tohto
mechanizmu st redukované hladiny proteinov vybranych génov, no mnozstvo mRNA sa v
zasade nemeni. Aj ked niektoré Stadie na zaklade experimentov s miRNA popisali
indukovant degradéciu cielovych mRNA, doteraz nebol dokdzany presny priebeh (Bagga

a kol., 2005; Esquela-Kerscher a Slack, 2006).

1.2.2 Distribticia miRNA génov v Pudskom genéme

Génom pre miRNA je akasi unikdtna génova jednotka, nachadzajuca sa v
medzigénovej oblasti. Na zaklade Sirokého spektra analyz bolo vyhodnotené, Ze podstatna
végsina medzigénovych miRNA ma primarne transkripty s dizkou priblizne 3 az 4 kb, ma
presne definované Startovacie nukleotidy, poly(A) signal a jasne vymedzené 5" a 3" konce
transkriptu (Olena a Patton, 2010). Gény pre miRNA st v 'udskom gendéme rozmiestnené
na vSetkych chromozémoch, okrem chromozému Y. Medzigénové miRNA sa mdzu
vyskytovat’ v gendme ako monocistronické s vlastnym promoétorom, €i polycistronické.
Priblizne 50 % miRNA je v gendme umiestnenych v podobe klastrov. U ¢loveka je dnes
znamych 55 takychto klastrov. Prepisované su ako polycistronické primarne transkripty.
MiRNA v jednom klastre byvaju casto spriaznené, ¢o vysvetluje vznik klastrov
pravdepodobne pomocou génovej duplikicie. (Kim a Nam, 2006). Dalsou moznostou
vyskytu génov pre miRNA v genome su tzv. intronové miRNA. Nachadzaju sa v
intrébnovych oblastiach kodujucich génov, ¢i génov pre dlhé nekddujice RNA, samostatne
alebo v klastroch. Specifickym pripadom vyskytu miRNA génov st takzvané miRtrény,
kedy prislusny intron priamo zodpovedd sekvencii pre-miRNA, ma zostrihové miesta na
oboch koncoch a nepotrebuje k maturacii Drosha-Pasha procesorovy komplex, popisany
neskor, pri biogenéze mikroRNA. Vynimocne sa vyskytuju aj exénové miRNA, prevazne
na prechode exénu a intrénu v géne pre nekédujucu RNA (Obr. 9). Specialne organizované
v gendme stavovcov su aj miRNA asociované s klastrami HOX génov. Znama genomicka
lokaliz4cia a Struktira miRNA moéze byt naozaj ndpomocnd pri podrobnejSom skiimani

biogenézy ¢i funkecii Specifickych druhov miRNA (Olena a Patton, 2010).
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Obr. 9 Rézne pripady genémovej lokalizacie miRNA (upravené podl'a Olena a Patton, 2010).

1.2.3 Biogenéza miRNA

MikroRNA sa vyznacuju ako Specifickou biogenézou (Obr. 10), tak mechanizmom
regulacie. Vo vSeobecnosti maju miRNA gény vlastné promdtory a do primarnych
transkriptov st prepisované pomocou RNA polymerdzy II, ¢im vznikaji velké RNA

prekurzory, nazyvané pri-miRNA. Promoétorové oblasti génov pre miRNA su znacne
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podobné promdtorom kodujucich génov. Disponuju TATA box sekvenciami, iniciaCnymi
elementmi, CpG ostrovéekmi a histobnovymi modifikaciami, ¢o indukuje regulaciu tychto
oblasti pomocou transkripénych faktorov, enhancerov, tlmiacich elementov, metylaciou ¢i
histonovou modifikaciou (Ozsolak a kol, 2008), pricom epigenetickd reguldcia miRNA
génov, hlavne vo forme metylacie, je pomerne Casta pri malignej transformacii buniek
(Han a kol, 2007). Primarne transkripty pri-miRNA su editované pomocou adenozin
deaminaz ucinkujucich na RNA (ADAR) a v jadre st zostrihované enzymom rodiny RNéz
III, ktory sa nazyva u rastlin Dcll, u Zzivo¢ichov Drosha a proteinom viazucim
dvojvldknovi RNA - Pasha (tiez nazyvanym DGCRS) do stavu priblizne 70 nukleotidov
dlhych pre-miRNA, ktoré sa skladaji do nie dokonale komplementarnych vlasenkovych
struktar dizky priemerne 33 nukleotidov. Drosha a Pasha spolu vytvaraji multiproteinovy
komplex, nazyvany mikroprocesor. V rastlinnych bunkach prebieha procesia pre-miRNA
do stavu maturovaného miRNA duplexu stale v jadre pomocou Dcll (Kim, 2005). Co sa
tyka zivoCiSnych buniek, pre-miRNA st nasledne exportované do cytoplazmy pomocou
GTP-dependentného transportného proteinu Exportin 5 (XPOS), ktory rozpoznava
dvojnukleotidovy presah na 3’konci vldsenkovej Struktiry, ktory tu vytvara ribonukleadza
Drosha. Tento transport je aktivny a energeticky zavisly na vizbe GTP na maly protein
Ran, disponujuci GTPazovou aktivitou. V cytoplazme d’alej pre-miRNA v podobe
dvojvlaknového, asi 22 nukleotidov dlhého, miRNA: miRNA" duplexu podlicha maturacii
pomocou endonukledzy Dicer, ktora je sucastou komplexu s dsSRNA vézobnym proteinom
TRBP. Dvojvldknovda miRNA je rozvinutd, priCom jeden retazec je oznaCovany ako
veduci (,,guide*), ktory je d’alej spracovavany a druhy ako vedlajsi (,,passenger alebo
miRNA") je uvolneny a degradovany. Vedlicim ret'azcom sa na zéklade stability parovania
na 5’konci stane ten, ktory je v duplexe miRNA: miRNA" na tomto konci stabilny mene;j.
Veduci retazec maturovanej miRNA je inkorporovany do multiproteinového komplexu
miRISC (miRNA-induced silencing complex), ktorého centralna Cast’ je tvorena proteinmi
Argonautovej rodiny (AGO1-4) a proteinmi GEMIN3 a GEMIN4. MiRNA v komplexe s
miRISC vo vysledku realizuje svoju funkciu negativnej regulacie vizbou do oblasti 3'UTR
cielovej mRNA (Esquela-Kerscher a Slack, 2006). MiRISC komplex je svojim vlastnym
efektorom regulacnej drahy miRNA, pricom proteiny Argonautovej rodiny su pre jeho

fuknciu zasadné. Su zodpovedné za vlastné posttranskripéné utlmenie a obsahuju dve
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vysoko konzervované vizobné domény pre RNA, a to doménu PAZ, ktora sprostredkovava
interakciu AGO s miRNA na 3’ konci maturovanej ss-miRNA a doménu PIWI, ktora sa
viaze s 5" koncom veduceho retazca a je katalytickou podjednotkou ribonukleazy s

ucinkom na cielovit mRNA (Hutvagner a Simard, 2008).
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Obr. 10 Mechanizmus biogenézy mikroRNA (Esquela-Kerscher a Slack, 2006).

Za kliacovy determinant pri tomto regulaCnom mechanizme je povazovany stupen

komplementarity medzi prislusnymi miRNA a mRNA, pricom uplnd komplementarita
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sposobuje degradaciu cielovej mRNA, katalyzovanu proteinom AGO?2, ktory je sucastou
miRISC komplexu. Netplnd komplementarita ma za nésledok inhibiciu translacie, pricom
takymto nepresnym parovanim vznikaji sekundarne Struktary v podobe tzv. bublin. Tento
spdsob reguldcie vyrazne prevlada naopak v bunkach zivo¢ichov. MiRNA moézu tiez v
urCitych  pripadoch indukovat deadenyldciu mRNA a tym znemoznit' cirkularizaciu
mRNA. Rozhodujiucou viazobnou vlastnostou medzi miRNA a cielovou mRNA je presné
Watson-Crickovo parovanie u nukleotidov 2-8, ktoré pri kazdej miRNA predstavuja
takzvany ,,seed* region (Carthew a Sontheimer, 2009).

Co sa tyka metabolizmu miRNA, dostadujuco a uspokojujlico zatial' Ziadny
mechanizmus popisany nebol, avSak obecne st mikroRNA vysoko stabilné molekuly a
polCas rozpadu dosahuje casto mnoho hodin, pripadne az dni. VoIné miRNA st oproti

tomu stabilné menej (Slaby, Svoboda a kol, 2012).

1.2.4 Svalovo-Specifické miRNA

~MyomiRs* (myo = muscle + miR = miRNA) je skupina svalovo-Specifickych
mikroRNA, s podstatnou tlohou v myogenéze, svalovom raste pocas embryogenézy,
svalovej funkcii, homeostaze ¢i hypertrofii (McCarthy, 2008). Prvykrat spomenuté
mikroRNA z tejto skupiny boli v uz vysSie spomenutej Studii od Sempere a kol., kedy
popisali kanonick¢ myomiRs miRNA-1, miRNA-133a a miRNA-206, pricom preukazali,
ze ich expresia je prisne viazana na kostrové svalstvo a svaly srdca (Sempere a kol., 2004)
v takej miere, ze na zaklade real-time PCR su mikroRNA kostrového svalstva a svalstva
srdca, tiez popri miRNA exprimovanych v mozgu ¢i v pankrease tkanivovo
najSpecifickejSie miRNA (Lee a kol., 2008). Svalovo-$pecifické miRNA tvoria rodinu
miR-1/miR-206, ktord v stcasnosti pozostava zo Siestich ¢lenov, porozdelovanych do
troch bicistronickych génovych klastrov na troch samostatnych chromozémoch
(chromozomy 6, 18 a 20): miR-1-1/miR-133a-2, miR-1-2/133a-1 a miR-206/miR133b
(Obr. 11) (Rota a kol, 2011).
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Obr. 11 Zobrazenie troch bicistronickych myomiRs klastrov (upravené podl'a Rota a kol., 2011).
miR=mikroRNA; SRF=Serum Response Factor; MEF2=Myocyte Enhancer Factor 2, MyoD=Myogenic

Differentiation.

Dalej mozu byt rozdelené na zaklade konzervativnosti ,,seed” regionu do dvoch
hlavnych skupin, a to miR-1/206 a miR-133a/b. Vysledkom evolu¢nej duplikécie, kazdy
tento bicistronicky klaster pozostava z Clena jednej alebo druhej spomenutej skupiny
(McCarthy, 2008). Na zdklade vyskumu myomiRs, vysledky poukazuji na jedinecnost’
miR-206, ktora je Specificky exprimovana len v kostrovych svaloch a sti¢asne je jedinou
myomiR, ktora je exprimovand len v tkanivach stavovcov, ¢o odraZza moznu doleZitost’ a
ulohu vo vyssej svalovej komplexite stavovcov, vo forme ucasti v Specifikacii satelitovych
buniek pocas vyvoja a prechodov typu vldkna v dospelom svale (McCarthy, 2008).
Satelitové bunky st pravdepodobne kmenové bunky dospelého kostrového svalu,
zodpovedné za postnatalny rast svalu ¢i regenerdciu svalu po zraneni (Zammit a kol., 2006;
McCarthy, 2008). MiR-1-1 a miR-1-2 su obe zahrnuté vo vyvoji ako kostrového tak
srdcového svalového tkaniva a maji identické nukleotidové sekvencie. Oproti tomu uz
spomenutd miR-206 sa lisi v Styroch nukleotidoch mimo ,,seed* region. MiR-133a-1 a
miR-133a-2 st vo svojich sekvenciach taktieZ identické a oproti miR-133b sa liSia len

jedinym nukleotidom (Tab. 1).
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Tab. 1 Svalovo-Specifické miRNA, ich Specificka sekvencia a umiestnenie v genéme (Rota a kol., 2011).

myomiRs Sekvencia* LUdSk}: Region
chromozom
miR-1-1 5-UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA-3' 20 Intergénovo
miR-1-2  5-UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA-3' 18 Intrén
miR-206 5'-UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG-3' 6 Intergénovo
miR-133a-2 5-UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG-3' 20 Intrén
miR-133a-1 5-UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG-3' 18 Intrén
miR-133b 5'-UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA-3' 6 Intrén

* hrubo je vyznacena ,,seed” sekvencia, podc¢iarknuté su nukleotidové rozdiely medzi rodinami myomiRs

MiRNA z celej rodiny miR-1/miR-206 m6zu fungovat’ synergicky, ¢i kazda r6zne
Specificky na zaklade ich ,,seed sekvencii, ktorymi sa viazu na cielové mRNA, a to aj za
rovnakych podmienok ¢i v rovnakom tkanive. Expresiu myomiRs pocas vyvoja a
diferenciacie svalového tkaniva reguluje faktor sérovej odpovede SRF (Serum Response
Factor) a myogénne regulacné¢ faktory MRFs (Myogenic Regulatory Factors) ako
napriklad MyoD, myogenin ¢i MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2). Regulacia je
sprostredkovand vdzbou na Specifické oblasti promoétora alebo enhancerov génov
cielovych miRNA.

Myogénna rola myomiRs je kontrolovand priamo aj nepriamo, a to reciprokou
regulaciou expresiec MRFs. Faktory SRF a MRFs kooperuju pri diferenciacii srdcového a
prie¢ne pruhovaného tkaniva, pricom zahffiajii expresiu myomiRs klastrov miR-1-1/miR-
133a-2 a miR-1-2/miR-133a-1. Klaster miR-206/miR-133b je zahrnuty v skorych fazach
diferenciacie kostrového svalstva, indukovany expresiou transkripénych faktorov MyoD
(Myogenic Differentiation) a myogenin. MiR-1 aj miR-206 zamedzuju expresiu génov
PAX7 a PAX3 (Paired box), koédujicich tkanivovo Specifické transkripéné faktory,
indukujice proliferaciu satelitovych buniek v okoli svalového vldkna ¢i myogénnych
prekurzorov. MiR-1 samostatne mdze inhibovat’ rast srdcovych myocytov cez transkripény
faktor Hand2 ciel'ovej mRNA. MiR-206 (Obr. 12) zase down-reguluje DNA polymerazu a,

¢o vedie az k zastaveniu bunkového cyklu a protein folistatin, sposobujuc amplifikaciu
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pro-myogénneho signalu. MiR-1 a MiR-206 kooperuju na diferenciacii svalovych buniek.
Naopak umelo vyvolana expresia miR-133 v myoblastoch zniZzuje expresiu myogeninu,
neskoré¢ho svalového markera MHC (Myosin-Heavy Chain) a podporuje proliferaciu.
Down-regulacia SRF, sprostredkovana cez miR-133 reguluje rovnovéhu proliferacie a

diferenciacie svalovo-Specifickych génov (Rota a kol, 2011).

pre-miR-206 (vlasenka)

PP P, _ - pep———-1

maturovana sekvencia
Obr. 12 Struktiira vlasenkovej prekurzorickej pre-miR-206, s vyznacenou sekvenciou koneénej

maturovanej miR-206 (Novak a kol, 2014).

Co sa tyka prepojenia miRNA a patogenézy rabdomyosarkomov, §tidie sa
sustred'uju prave na rodinu svalovo-Specifickych myomiRs, miR-1/miR-206, pricom
viacero S$tudii dokladd vysledky o vyrazne zniZzenej expresii miR-1 a miR-133a v
bunkovych liniach alveolarnych a embryondlnych rabdomyosarkémov v porovnani s
diferencovanymi myoblastmi a kostrovym svalovym vlaknom, ako prezentuje napriklad aj
Stadia od Rao a kol. z roku 2010, kde sa venuju aj potencialnej ilohe miRNA v podobe
sl'ubného terapeutického ciel'a v oblasti rabdomyosarkémov (Rao a kol, 2010; Rota a kol,

2011).
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1.3 Kvantitativna reverzna PCR v realnom case (RQ-RT-PCR)

Ci vo vedeckej sfére, tak v klinickej praxi, si v oblasti onkolégie, ako diagnostiky,
prognostiky ¢i terapeutickych moznosti nasla svoje miesto technika kvantitativnej PCR,
merane] v realnom case. Vdaka svojej relativnej jednoduchosti, rychlosti a
multiplikovatel'nosti je vyhodnou volbou pre analyzy réznych nadorovych markerov, je
citlivd na detekciu génovych duplikécii, delécii, mutacii malého rozsahu az po zamenu

jedinej bazy, ¢i sledovanie génovej expresie (Bernard a Wittwer, 2002).

1.3.1 Zakladna charakteristika

Kvantitativna reverzna PCR v redlnom case (RQ-RT-PCR) (Real-Time
Quantitative Reverse Transcription PCR) je dnes podstatnym c¢lenom rodiny PCR
technologii. Umoziuje spolahlivii a preukdznu detekciu a meranie poctu produktov,
generovanych pocas kazdého jedného cyklu celého PCR procesu. Vyhoda tohto postupu
spoc¢iva hlavne v priebehu metdody v uzavretom systéme bez potreby post-PCR
manipulacie, ¢im sa predchadza otvéaraniu vzoriek a tym moznej kontaminacii (Heid a kol,
1996).

Principialnym krokom je konverzia RNA na cDNA, d’alej sa deteguje pritomnost PCR
produktov, potrebny je kvalitny pristroj na monitorovanie amplifikicie v redlnom case a
vhodny softvér na kvantitativnu analyzu (Bustin a Mueller, 2005).

Technika zéavisi od Specidlnej oligonukleotidovej préby, ktord hybridizuje s cielovou
sekvenciou nukleovej kyseliny. Po¢as PCR cyklu dochadza k Stiepeniu proby, pricom 5’
endonukledzova aktivita polymerdzy moéze byt pouzitd na detekciu amplifikovaného

cielového produktu (Heid a kol, 1996).
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Ro6zne techniky monitorovania degradacie proby:
e interkaldcia dvojvlaknovych DNA-viaZicich farbiv
e *’P znalenie proby

e znacenie proby fluorescenénymi farbivami

1.3.2 TagMan assay pre RQ-RT-PCR

TagMan assay (podl'a 7ag DNA polmerazy) bola jedna z prvych metéd zostavena
pre monitorovanie PCR reakcie v redlnom case pri aplikacii ako na kvantifikdciu mRNA,
tak Specificky sposob detekcie. V roku 1996 ju ako novu metdodu kvantitativnej PCR v
realnom case rozvinul tym Heid a kol., s principom merania akumulacie PCR produktu
pomocou fluorescenéne dvojznacenej proby (Heid a kol, 1996).

Po denaturacnom kroku primery a proby hybridizuji na svoje cielové miesta cDNA
molekul, priom proba ma na svojom 5° konci fluorescenéne znaceny fluorofor
("reportér") a na svojom 3 konci tzv. "zhaSac", ktory tlmi fluorescencné vlastnosti
reportéra. Detekcia produktu zavisi na 5 endonukledzovej aktivite 7ag DNA polymerazy,
ktord pocas polymerizaéného kroku v PCR cykle Stiepi takto znacenu oligonukleotidova
probu, ¢o oddeli reportéra od zhaSaca, vd’aka comu je reportér schopny emitovat svoju
fluorescenciu a tym vznikd detegovatelny signdl. Vd’aka akumulacii tohto signalu je
produkt mozné detegovat’ a monitorovat (Obr. 13). Préby sa tiez vdaka chemickej
modifkacii na svojich 3" koncoch nepredlzuju (Bustin a Mueller, 2005).

Vseobecne Specificita RQ-RT-PCR reakcie zavisi od troch hlavnych komponentov, a to od

dvoch Specifickych PCR primerov a proby.
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TaqgMan® Applied Biosystems
f -

, . R je reportérovy fluorofor,
Anelacia ktorého emitované ziarenie
je pohltené fluoroféorom zhasaca (Q).

primr 00

5! = 3

.

Vytlacenie proby DNA polymeraza
zacCina predlzovanie

ret’azca z primera

smerom k probe.
AmpliTay Gold®
DNA pobymerase Q@

5

3!

(/- =
Proba je degradovana.
Stiepenie préby Reportér je oddeleny
od zhasSaca, zaCina

F : )
v emitovat’ fluorescenciu
= @ b a vydavat signal.

S/

Obr. 13 Prehl’ad priebehu kvantitativnej PCR v realnom ¢ase, zaloZenej na principe Specialne

navrhnutych TagMan proéb (upravené podl'a il). R=reportérovy fluorofor; Q=fluorofér zhasaca.

Prakticka aplikacia RQ-RT-PCR:
e relativna a absolutna kvantifikdcia génovej expresie
e overenie preukaznosti vysledkov z DNA microarrays
e rdzne analyzy, zahfnajlice objav ¢i analyzu SNP (Single-Nucleotide Polymorphism)

e pocitanie baktérii, virusov, hub atd’.
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1.3.3 Metodika RQ-RT-PCR

Nomenklatira RQ-RT-PCR v hlavnych bodoch (Obr. 14):

Zakladna (zdkladna ciara) je presne v PCR cykle, v ktorom sa zacina akumulovat’

reportérovy fluorescen¢ny signal, no stale je pod hranicou detekcie pristroja.

ARn zna¢i pridavok fluorescenéného sigdlu v kazdom casovom bode merania. Této

hodnota je viazana s poc¢tom cyklov pocas priebehu PCR.

Prah (treshold) je Tubovolny stupen fluorescencie, uréeny na zaklade variability hodnot
vzoriek od zékladne. Signdl, detegovany nad udanou prahovou hodnotou je povaZzovany za
preukdzny a hlavny bod stupna fluorescencie, ktory determinuje tzv. C, bod (treshold

cycle) pre kazdua jednotliva vzorku.

SRn
2,000,000 — P_Elto
i~ =
Vzorka
1,000,000 —
Prah Exponencidlna faza
“ r
Zakladia Bez templatu
! I
0 20 40

cykly PCR

Obr. 14 Model priebehu kvantitativnej PCR v realnom ¢ase (upravené podlail).
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Ct bod je definovany ako zlomovy moment, respektive je to prvy ur€ity cyklus PCR, v
ktorom je produkt uz dostatocne naakumulovany a jeho signadl prostrednictvom
fluorescencie vydanej fluoroférom na Specifickej probe (oznacovanym ako reportér) je
vyraznej$i ako dany prahovy stupenn fluorescencie. Ide o casovy bod, v ktorom je
amplifikovany PCR produkt prvykrat detegovany. Ide v zasade o zékladny princip PCR
reakcie v redlnom case a podstatnou jednotkou pri zbierani a zostavovani presnych a

opakovateI'nych vysledkov a spracovatel'nych dat (Obr. 15) (Bernard a Wittwer, 2002).

18 T—— — ——— —
' Plato e '
P

ARn 1.8 7 -® |
1.4 -
12 - .

1.0 1 Prah

wl ;

[ .
0.6 Jicgntiia--c-toi--tﬂ"' € Cr

Zaklad
O, ——— - T 1 =T

0 10 20 30 40 50
Cycle

Obr. 15 Zvyraznenie Ct bodu pocas priebehu kvantitativnej PCR (Heid a kol, 1996).
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2. Ciele

V prvom rade sme sa zamerali na ulohu svalovo-Specifickych mikroRNA
(myomiRs) miR-206, miR-133b a miR-133b a ich potencidlne zmenenu hladinu expresie

vo vzorkach pacientov s diagnostikovanym ochorenim rabdomyosarkomu.

Vysku expresie jednotlivych myomiRs chceme potom porovnat s kontrolnymi
vzorkami v podobe roznych typov mezenchymalnych nadorov a vzorkami nenddorového
svalového tkaniva. Hladinu expresie tiez budeme analyzovat’ vramci jednotlivych

podtypov RMS (aRMS, eRMS, pRMS).

Ideédlne buda analyzované data Statisticky vyznamné, ¢im sa otvori d’alSia otazka
ich moznej kandidatary v podobe pripadnych diagnostickych ¢i prognostickych markerov

RMS.

Vedl'a hlavnej témy sme sa rozhodli vzajomne porovnat’ dva komercné izolacné
kity z hl'adiska celkovej kvality konecnej vyizolovanej vzorky a taktiez rozdiel na konecnu
hladinu expresie vyizolovanej vzorky, pochadzajicej bud’ z parafinovych blockov alebo

zmrazeného tkaniva.
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3. Materialy

3.1 Pacienti

V tejto praci je zahrnutych dohromady 82 vzoriek (61 vzorieck RMS / 21 vzoriek
kontrolnej skupiny), pochadzajiacich celkovo od 66 pacientov. Vzorky boli vySetrené,

porovnavané a analyzované postupmi, popisanymi v metodickej Casti.

61 vzoriek tvoria pacienti s diagnézou rézneho podtypu rabdomyosarkému (Tab. 2):
e 22 pacientov s eERMS
e 37 pacientov s aRMS
e 2 pacienti s pRMS

Tab. 2 Prehl’ad pacientov podl’a ¢isla vzorky s diagnézou a podtypom rabdomyosarkému.

Vzorka Diagnéza

1 eRMS

2 eRMS

3 eRMS PAX3+
4 eRMS

5 aRMS

6 eRMS

7 eRMS

8 eRMS

9 eRMS

10 aRMS PAX3+
11 eRMS

12 aRMS PAX-

13 aRMS PAX-

14 eRMS

15 eRMS
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

aRMS PAX-
eRMS
aRMS PAX7+
eRMS
eRMS
eRMS
eRMS
aRMS PAX-
aRMS PAX-
aRMS PAX-
eRMS PAX3+
aRMS PAX3+
pRMS
eRMS PAX3+
pRMS
aRMS PAX3+
eRMS
aRMS PAX3+
aRMS PAX3+
aRMS PAX-
aRMS PAX-
aRMS PAX3+
eRMS
aRMS PAX3+
aRMS PAX7+
aRMS PAX3+
aRMS PAX7+
eRMS
aRMS PAX3+
aRMS PAX3+
aRMS PAX-
aRMS PAX-
aRMS PAX-



49 aRMS PAX3+
50 aRMS PAX3+
51 eRMS

52 aRMS PAX3+
53 aRMS PAX3+
54 aRMS PAX-
55 aRMS PAX-
56 aRMS PAX-
57 aRMS PAX-
58 aRMS PAX-
59 aRMS PAX-
60 aRMS PAX-
61 aRMS PAX3+

aRMS-alveolarny typ rabdomyosarkému, eRMS-embryonélny typ rabdomyosarkému, pRMS-pleomorfny

typ rabdomyosarkému

Zvysnych 21 vzoriek tvori kontrolnu skupinu:
e 14 pacientov s diferentnymi diagnézami viacerych typov mezenchymalnych
nadorov (Tab. 3)
e 5 vzoriek nenadorového svalového tkaniva

e 2 vzorky tkaniva mozgu

Tab. 3 Prehlad pacientov kontrolnej skupiny s inymi diagnézami ako RMS.

Pacient Diagnoza
1 Nediferencovany sarkom mikkych tkaniv
2 Ewingov sarkom
3 Ewingov sarkém
4 Ewingov sarkom
5 Ewingov sarkom
6 Ewingov sarkom
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7 Synovidlny sarkém
Solitarny fibrézny tumor pleury
9 Epiteloidny sarkom
10 Dermatofibrosarcoma protuberans
11 Dermatofibrosarcoma protuberans
12 Fibroblastom
13 Nediferencovany sarkom mékkych tkaniv
14 Ewingov sarkém

Celkovo teda praca disponuje 82 jednotlivymi vzorkami zo 66 rdéznych pacientov.
Od viacerych pacientov je teda k dispozicii viac ako len 1 vzorka, a to s hlavnym uc¢elom
porovnania expresie jednotlivych miRNA na zaklade izolacie z FFPE (parafinové blocky)
(74 vzoriek) oproti izolacii zo zmrazeného tkaniva (10 vzoriek), ¢i zaujmu porovnat’
kvalitu dvoch izola¢nych kitov ré6znych znaciek (70 ku 12 vzorkam).

Ako rabdomyosarkoémy tak vzorky s inymi diagnézami boli Cerpané zo zasob
Ustavu patologie a molekularni mediciny 2.LF a FN Motol. Casovo sa zaber odobratych
vzoriek skladd od roku 1998 az po 2015. Kontrolni skupinu tiez tvori 5 vzoriek
nenadorového svalového tkaniva ¢i 2 vzorky mozgového tkaniva, ktoré sme pre

porovnanie hladiny expresie mikroRNA pribrali z inej Studie.

3.2 Roztoky a chemikalie

3.2.1 Roztoky a chemikalie, pouZité v postupoch izolicie nukleovych kyselin

Chemikalie a roztoky pouzité pri postupe izolacie nukleovych kyselin pomocou FFPE

RNA Purification Kit od NORGEN Biotek Corp.:
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e xylén (Sigma)

e 100% etanol (Merck)

e (estilovana voda

e reagenty, obsiahnuté v baleni kitu

o

(e]

@)

Stiepiaci pufor (Digestion buffer)

Vézobny pufor (Binding solution)
Enzym-inkubaény pufor (Enzyme incubation buffer)
Premyvaci roztok (Wash solution)

Elucny roztok (Elution solution)

Proteindza K

DNaza I

Chemikalie a roztoky pouzité pri postupe izoladcie nukleovych kyselin pomocou

RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit, znaGky Ambion® od Life Technologies:

e xylén (Sigma)

e 100% etanol (Merck)

e (destilovana voda

e reagenty, obsiahnuté v baleni kitu

@)

@)

(¢]

Stiepiaci pufor (Digestion buffer)
Premyvaci roztok 1 (Wash 1)
Premyvaci roztok 2/3 (Wash 2/3)
Izola¢né aditivum (Isolation additive)
Eluény roztok (Elution solution)
Prote4za

10x DNézovy pufor

Dnaza

Chemikalie a roztoky pouzité pri postupe Trizolovej izoldcie nukleovych kyselin zo

zmrazeného tkaniva:
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e trizol (Invitrogen)

e chloroform (Sigma)

e izopropanol (2-propanol) (Sigma)
e 75% etanol (Merck)

e (destilovana voda

3.2.2 Roztoky a chemikalie, pouZité v postupe reverznej transkripcie

Chemikalie a roztoky pouzité pri postupe reverznej transkripcie pomocou TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit od Applied Biosystems:
e destilovana voda
e reagenty, obsiahnuté v baleni kitu
© 10x RT pufor
© dNTP mix (100mM)
o RN4azovy inhibitor (20U/pul)

o  Multiscribe™ reverzna transkriptaza (50U/ul)

3.2.3 Roztoky a chemikalie, pouZité v postupe kvantitativnej PCR v realnom

céase

Chemikalie a roztoky pouzité pri postupe mikroRNA kvantifikdcie pomocou TagMan®
MicroRNA Assays

e destilovana voda

e 10g/l bovinny sérovy albumin (BSE) (Sigma)

e TagMan® Universal Master Mix II

e reagenty, obsiahnuté v baleni kitu
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3.2.4 Primery

miRNA-§pecificky RT primer
miRNA-$pecificky forward PCR primer
Specificky reverse PCR primer

miRNA-§pecificki TagMan® MGB probu

Specifické RT-primery jednotlivych miRNA, dodané kitom TagMan® MicroRNA Assays:

e hsa-miR-206

sekvencia: 5" UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG 3’

e hsa-miR-133a

sekvencia: 5" UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG 3’

e hsa-miR-133b

sekvencia: 5" UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA 3’

e hsa-miR-92

sekvencia: 5" UAUUGCACUUGUCCCGGCCUG 3’

3.3 Laboratorna technika

Bloky ("heat blocks")

AccuBlock™Labnet
Unitek™HB-130

Centrifugy
Hettich EBA12

Jouan BR4
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Pristroj kvantitativne] PCR
Light Cycler 2.0 Roche

Light Cycler Software, verzia 4.1
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4. Metodika

4.1 Izolacia miRNA

MiRNA bola izolovand ako zo vzoriek, zaliatych v parafine (FFPE), tak
zmrazenych tkaniv. Izolacia miRNA z FFPE prebiehala na zaklade postupov kitov dvoch

roéznych znaciek na porovnanie kvality vzoriek a aj samostatnych protokolov izolécie.

Izolacia miRNA pomocou kitu od NORGEN Biotek Corp.:

1. Deparafinizécia
a) Mikrotomom nakrdjané parafinové bloky podla Standardu na 10 x 5 um tenké
rezy sa ulozia do Specialnej eppendortky bez pritomnosti RNaz.
b) K vzorke sa prida 1 ml xylénu a zvortexuje sa.
c¢) Deparafinizacia pri teplote 50 °C po dobu 5 minut.
d) Centrifugécia 2 minaty na 14,000 otackach (14000 x g).
e) Bez naruSenia peletky sa odstrani xylén.
f) Prida sa 1 ml 95-100% etanolu a vzorka sa zvortexuje.
g) Centrifugéacia 2 mintty na 14,000 RPM (14000 x g).
h) Opatrne sa odstrani etanol bez poskodenia peletky.
1) Opakuju sa kroky f) az h). Pozor aby sa etanol odstranil kompletne.

j) Peletka sa vysusi po dobu asponi 10 minut pri izbovej teplote.

2. Priprava lyzatu
a) K vysuSenej peletke sa prida 300 pl Stiepiaceho pufru (Digestion Buffer)
a 10 ul Proteinazy K a vortexuje sa.
b) Inkubécia na 55 °C po dobu 15 minut, vzorka sa obc¢as zvortexuje.
¢) Inkubécia na 80 °C po dobu 15 minut, vzorka sa obcas zvortexuje.

d) Prida sa 300 pl viazuceho roztoku (Binding Solution) a vzorka sa zvortexuje.
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e) Prida sa 600 pul 95-100% etanolu, vzorka sa zvortexuje.
3. Naviazanie RNA na kolonku
a) Zostavi sa kolonkovy systém pomocou Specidlnej kolonky s filtrom a
zbieracej skimavky, dodanych kitom.
b) 600 pl pripraveného lyzatu s etanolom sa prepipetuje do kolonky.
c¢) Centrifugacia 1 minitu na 14,000 RPM (14000 x g).
d) Preteceny zvySok zo spodnej Casti kolonkového systému sa zleje a kolonka sa
nasadi spét’.

e) Kroky b) az d) sa opakuju kym koldnkou neprejde cely lyzat.

Nasleduje nepovinny krok v postupe pre maximalne odstranenie zvysSnej genomickej DNA
7o vzorky.
a) Do kolonky sa napipetuje 400 pl premyvacieho roztoku, dodaného kitom.
b) Centrifugacia 2 mintty na 14,000 RPM (14000 x g), preteceny zvySok sa zleje.
c¢) Prida sa 100 ul enzymového inkubacného pufru (Enzyme Incubation Buffer) s
DNazu I bez pritomnosti RNaz.
d) Centrifugacia 1 minttu na 14,000 RPM (14000 x g).
e) PreteCeny zvySok zo spodnej Casti kolonkového systému sa prepituje spét’ na
filter kolonky.

f) Inkubdacia 15 minat pri izbovej teplote.

4. Premyvanie kolonky
a) Do kolonky sa pripipetuje 400 pl premyvacieho roztoku.
b) Centrifugacia 1 minttu pri 14,000 RPM (14000 x g).
c) PreteCeny zvySok zo spodnej Casti sa zleje.
d) Znova sa prida 400 pl premyvacieho roztoku.
e) Centrifugacia 1 minttu pri 14,000 RPM (14000 x g).
f) Zleje sa zvySok zo spodnej Casti.
g) Koldnka so zachytenou RNA na filtri sa necha susit’ pri izbovej teplote po 2

minuty, zbieracia skimavka sa odstrani.
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5. Elucia RNA
a) Kolonka sa umiestni do novej eppendorfky, elucnej skimavky, dodanej kitom.
b) Do kolonky sa napipetuje 50 pl elu¢ného roztoku.
¢) Centrifugacia 2 mintuty pri 2,000 RPM (200 x g).
d) Nasleduje centrifugacia 1 minutu pri 14,000 RPM (14000 x g).
e) Pokial nie je cely obsah eluovany, centrifugécia sa opakuje.
f) Takto vypurifikovand RNA sa méze dlhodobo skladovat’ v mrazéku s teplotou
pod -70 °C.

Izolacia miRNA pomocou kitu od Life Technologies:

1. Deparafinizacia

a) Mikrotdomom sa z parafinovych blockov so zaliatym tkanivom nareza 10 x 5 um
tenké rezy podl'a Standardu.

b) Do eppendorfky s narezanym rezmy sa prida 1 ml 100% xylénu a
zvortexuje sa.

¢) Inkubécia 3 mintty pri teplote 50 °C.

d) Centrifugéacia 2 minuty pri 14,000 otackach.

e) Xylén sa zleje.

f) Peletka sa dvakrat premyje 100% etanolom a zvortexuje sa.

g) Centrifugécia 2 minuty pri 14,000 otackach.

h) Peletka sa pri pokojovej teplote susi 15 - 45 minut na odstranenie zvy$ného

etanolu.

2. Rozklad pomocou proteazy
a) Do eppendorfky sa napipetuje 100 pl Stiepiaceho pufru (Digestion Buffer) a 4 ul
Proteazy.

b) Inkubdcia 15 minut pri teplote 50 °C.
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¢) Inkubécia 15 mintt pri teplote 80 °C.

3. Izol4cia nukleovej kyseliny
a) Pripravi sa mix etanol/izola¢né aditivum*!
b) Pripraveny mix sa napipetuje k vzorke a pipetovanim premiesa.
¢) Vzorka s etanolovym mixom sa prepipetuje na filter do vrchnej Casti
kolénkového systému.
d) Centrifugacia 30 sektind pri 10,000 otackach.
e) PreteCeny zvySok zo spodnej Casti systému sa zleje.
) Do kolonky sa napipetuje 700 ul premyvacieho roztoku (Washl).
g) Centrifugécia 30 sektiind pri 10,000 otackach, spodna Cast’ sa zleje.
h) Premytie 500 pl premyvacieho roztoku (Wash2/3).
1) Centrifugacia 30 sekund pri 10,000 otaCkach, spodna Cast’ sa zleje.
J) Opakovat’ centrifugaciu 30 sekind pri 10,000 otackach kvoéli odstraneniu zvySov

roztoku.

4. Travenie nukledz a finalna purifikécia
a) Pridat’ 60 ul vopred pripraveného mixu, obsahujuceho DNazu*?
b) Inkubécia pri izbovej teplote po dobu 30 minut.
c) Pridat’ 700 ul premyvacieho roztoku (Washl).
d) Centrifugacia 30 sektind pri 10,000 otackach, spodna Cast’ sa zleje.
e) Dvakrat premyt’ 500 pl premyvacieho roztoku (Wash2/3).
f) Centrifugéacia 30 sekiind pri 10,000 otackach, spodna cast’ sa zleje.
g) Centrifugécia 1 minatu pri 10,000 otackach, zbieracia skimavka sa odstrani.
h) Kolonka sa nasadi do novej eppendorfky.
1) Na filter sa pri pokojovej teplote nanesie 60 ul elu¢ného roztoku.
j) Centrifugécia 1 minutu pri 14,000 otackach.
k) Kolonka sa odstrani, eppendorfka so vzorkou sa méze dlhodobo uchovavat’ v

mrazéaku pri teplote -80 °C.
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*![solation Additive ... 120 pl
100% etanol ... 275 ul

395 ul pufru na 1 vzorku

*210x riedeny DNazovy pufor ... 6 ul
DNaza ... 4 ul

destilovana voda ... 50 pul

50 pl mixu na 1 vzorku

Zo zmrazeného tkaniva bola RNA izolovana postupom Trizolovej izolécie, bezne

zavedenom v laboratériu Ustavu patologie a molekularni mediciny 2.LF a EN Motol.

Trizolova izolacia RNA zo zmrazeného tkaniva (TIRNA)

a) K vzorke zmrazeného tkaniva, pripravenej podl'a Standardu na 10 x 5 pm tenké
rezy, sa prida 1ml Trizolu, vzorka sa rozsuspenduje a dostato¢ne zvortexuje.

b) Inkubdcia 5 minut pri pokojovej teplote.

¢) Pridat’ 200 pl chloroformu, pretrepat’ a aspon 10 sekiind vortexovat'.

d) Inkubacia 2 az 3 mintty pri pokojovej teplote.

e) Centrifugacia 15 minut pri 11,600 otackach (12000 x g) a teplote 4 °C.

f) Odoberie sa vrchna vodna faza, idealne 400 pl.

g) Pridat’ 500 pl chladeného izopropanolu, pretd¢anim pomaly premiesat’.

h) Precipitacia 10 minut pri pokojove;j teplote.

1) Centrifugacia 10 minat pri 11,600 RPM (12000 x g) a teplote 4 °C.

J) Supernatant sa opatrne zleje, eppendorfka s peletkou sa osusi na vykladvovanom

Stvorceku z buniciny.

k) K peletke pridat’ 1 ml 75% etanolu, prevracanim eppendorfky oddelit’ peletku

odo dna.

1) Centrifugacia 5 minut pri 9,200 RPM (7500 x g) a teplote 4 °C.
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m) Supernatant sa zleje, eppendorfka osusi na buni¢itom Stvorceku.

n) Otvorena eppendorfka s peletkou sa necha 15 mint susit’ na bunicine hore
dnom.

0) Pridat’ 40 pl sterilnej vody.

p) Rozpustit’ peletku 10 minut pri teplote 55-60 °C.

q) Eppendorfka so vzorkou sa moze dlhodobo uchovavat’ v mrazaku pri

teplote -80 °C.

4.2 Reverzna transkripcia

Specialne navrhnuta reverzna transkripcia pre miRNA bola vykonavana podla
doporuc¢ené¢ho postupu od Applied Biosystems na zdklade kitu TagMan®MicroRNA
Reverse Transcription Kit, na ktory prirodzene nasleduje postup kitu TagMan®MicroRNA
Assays. Zéklad postupu spociva v konverzii RNA prislusnej vzorky do jednovldknove;j
cDNA za pouzitia Specifickych microRNA primerov, dodavanych prave s kitom
TagMan®MicroRNA Assays. Kazda jedna miRNA totiZ v jednotlivej reakcii potrebuje svoj
vlastny Specificky primer.

TagMan PCR analyzy vyuzivaju metddu kvantifikdcie miRNA na zéklade pouZitia
vlasenkovych RT primerov. Su kvalitnejSie z hladiska Specificity a efektivity, ¢o je
délezitou vlastnost’ou pri mnohych pribuznych miRNA, ktoré sa mozu od seba liSit’ len na
zaklade jedného nukleotidu. Lepsia je tepelna stabilita RT primer/RNA duplexu a taktiez
na nich stridca vplyv kontaminacia dvojvldknovou genomickou DNA, kedZe Struktira
takejto vlasenky potlaca jej vizbu na molekulu miRNA. Spociva v tom, ze vlasenkovy
primer je hybridizovany na 3’koniec miRNA a pomocou Multiscribe reverznej
transkriptazy je molekula prepisand do cDNA. RT produkt je nasledne Standardne
kvantifikovany pomocou TagMan PCR postupov so Specifickymi miRNA-PCR primermi a
znaCenymi TaqMan prébami (Chen a kol, 2005) (Obr. 16).
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Obr. 16 Schematické znazornenie Specialnej dvojkrokovej TagMan® miRNA Assays. Vlasenkovy RT
primer sa viaze na molekulu miRNA, ktora je nasledne Multiscribe reverznou transkriptazou prepisana do
cDNA a takyto produkt je kvantifikovany pomocou real-time PCR na zéklade $pecifickych primerov a
fluorescenénych TagMan préb (Chen a kol, 2005).

1. Priprava RT Master mixu
a) Vsetky reagenty, dodané kitom, sa po vybrati z mrazdku pomaly nechaju
rozmizat’ na l'ade.
b) V eppendortke sa pripravi podl'a odpori¢aného mnnozstva RT master mix,
pricom kazd4 samostatna vzorka (reakcia) obsahuje: 7 pl master mixu
3 ul Specifického primeru

5 ul vyizolovanej RNA vzorky
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Tab. 4 MnoZstvo jednotlivych reagentov pouZité pri priprave Master mixu na 1 reakciu.

Komponent Objem v Master mixe pre 1 reakciu
dNTP mix 0,15 ul
Multiscribe™ RT enzym (50U/ul) 1,00 ul
10x RT pufor 1,5 ul
RN4zovy inhibitor (20U/ul) 0,19 pl
Destilovana voda 4,16 ul
Celkovy objem 7,00 pul

¢) Jemne popretacat’ v ruke a hotovy Master mix ponechat’ na l'ade,

pokym reakcie nie st pripravené.

2. Priprava RT reakcie

a) Podl'a poctu vzoriek do kazdej eppendorfky rozpipetovat’ po 7 ul Master
mixu.

b) Do jednotlivych eppendorfiek k Master mixu napipetovat’ po 5 ul RNA z
vyizolovanych vzoriek.

c¢) Pipetovanim premiesat’, jemne a kratko scentrifugovat’.

d) RT primery pred pouzitim nechat’ rozmrznut’ na l'ade, nasledne jemne
scentrifugovat’.

e) K pripravenym vzorkam v eppendorfkach napipetovat’ po 3 ul Specifického RT

primeru do kone¢ného objemu jednej reakcie 15 pl.

f) Pipetovanim premiesat’, kratko a jemne scentrifugovat’.

g) Inkubécia na I'ade po dobu 5 mintt.

h) Inkubacia 30 minut pri 16 °C.

1) Inkubécia 30 minut pri 42 °C.

j) Denaturacia 5 mintt pri 85 °C.

k) Vzorky cDNA su pripravené k d’alSiemu postupu, ¢i uloZeniu a uchovaniu v

mrazaku pri teplote 4 °C.
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4.3 MikroRNA kvantifikacia

Od Applied Biosystems st navrhnuté postupy na zaklade kitu TagMan®MicroRNA
Assays za uCelom detegovat’ a kvantifikovat’ maturované mikroRNA pomocou real-time
PCR pristrojov. Kit obsahuje hlavne vysoko Specifické vlasenkové miRNA primery, ako
pre RT reakciu, tak Specifické forward a reverse PCR primery, ¢i Specificki probu.
Kvantifikdcia miRNA sa robi na real-time PCR systémoch, kedZe klasické cyklery
nedokazu detegovat’ fluorescenéné signaly, vytvarané Stiepenim TagMan® prob.

Kazda samostatna reakcia ma objem 20 pl, pricom jednotlivé vzorky boli pripravené vzdy

v duplikatoch.

1. Priprava PCR reakcie
a) Z prislusnych reagentov sa namieSa Specificky PCR mix pre kazdy jeden typ

miRNA - PCR primeru zvlast’, v objeme 19 pl.

Tab. 5 Reak¢éna zmes na pripravu PCR mixu do objemu jednej reakie.

Komponenty Objem v PCR mixe pre 1 reakciu
TagMan®Universal Master Mix II 10 pl
Specificky miRNA-PCR primer 1 ul
BSA 10g/1 0,5 ul
Destilovana voda 7,5 ul
Celkovy objem 19 pl

b) Do kazdej reakcie sa napipetuje 1 pl vzorky, pripravenej reverznou
transkripciou, do plného objemu 20 pl, priCom kazda vzorka sa pipetuje v
duplikate.
¢) Vzorky sa jemne scentrifuguju po dobu 30 sekund.
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d) Jednotlivé reakcie su pripravené na kvantifikéciu a detekciu metédou PCR v

realnom case (RQ-RT-PCR).

Tab. 6 Parametre teplotného cyklu kvantitativnej real-time PCR a meranie fluorescencie.

Teplota (°C) | Cas (hh:mm:ss) | Meranie fluorescencie
Predenaturécia 50 00:02:00 none
Denaturacia 95 00:10:00 none
PCR cyklus (kvantifikacia) 95 00:00:15 none
(50%) 60 00:00:35 single
Chladenie 40 00:00:20 none
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4.4 Analyza reakcie

4.4.1 Analyza pomocou sotvéru

Analyza vysledkov a zaznamenany priebeh reakcie RQ-RT-PCR bol vyhodnoteny

pomocou LightCycler®Software, verzia 4.1.
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Obr. 17 Grafické zobrazenie vysledku RQ-RT-PCR reakcie z pristroja Light Cycler 2.0 Roche,
analyzované softvérom LightCycler®Software, verzia 4.1. Na zaklade emitovanej fluorescencie vzorky

upravené do grafu v podobe farebne od seba odliSiteI'nych amplifikacnych kriviek.
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4.4.2 Koncept C; hodnoty

C. hodnota (prahovy cyklus), ako bolo spomenuté vyssie, odraza cyklus, v ktorom
presne dochddza k narastu fluorescencie nad prahovi hodnotu. Tento cyklus je
zachyteny, zaznamenany a d’alej vyuzivany prave ako C, hodnota (¢im je C, hodnota
nizsia, tym viac bolo do reakcie dodané¢ho templatu). Posudenie rozdielu C, hodnot
zrovnavanych vzoriek sa vyhodnocuje pomocou vypoctu AC. Pri kvantifikdcii sa
obvykle na zrovnanie mnozstva materialu testovanych vzoriek vyhodnocuje aj ,,interna*“
kontrola. Pocet kopii ¢i celkovy stav takejto kontroly by mal byt u vSetkych testovanych
vzoriek rovnaky, aby zisteny vysledny rozdiel testovaného cielového materialu realne

odpovedal rozdielu v testovanom materialy, nie v chybnej koncentracii vzoriek.

Vypocet AC,pomocou internej kontroly ma takato podobu:

ACt — Ct (testovana vzorka) — Ct (interna kontrola)

V naSej Stadii ako internd kontrola sluzi Specifickd mikroRNA hsa-miR-92, ku
ktorej sa vztahuje vypocet hodnoty AC, pre vSetky testované vzorky a jednotlivo pre
kazdl prislusnua $pecificki myomiRs, analyzovanu v naSej praci.

MiR-92 sa v gendme vyskytuje v klastrovanej podobe, exprimovana je okrem in¢ho i v
embryonalnych bunkach a doleziti ulohu zohrédva aj pri normalnom vyvoji buniek

(Houbaviy a kol, 2003).
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5. Vysledky

5.1 Ambion kit versus Norgen kit

Izoldcia RNA =z parafinovych blockov bola realizovand pomocou kitov
RecoverAl™ Total Nucleic Acid Isolation Kit, znacky 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 izolacia 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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Nase vysledky na vel’ky rozdiel v kvalite izolovanych miRNA nepoukazali, 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 spésobu dlhodobého uchovania vzoriek tkaniva. K dispozicii ndm boli
ako vzorky tkaniva, zaliateho v parafine, tak vzorky tkaniva zmrazeného. Z plného poctu
84 vzoriek bolo 74 fixovanych v podobe parafinovych blo¢kov (FFPE = formalin-fixed
paraffine-embedded) a zvy$nych 10 v podobe zmrazenych tkaniv.

Izolacia celkovej RNA z FFPE pomocou jedného z kitov ¢i Trizolova izolacia zo
zmrazené¢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 §tudie 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 (medidanovy test) je prirodzenym rozSirenim tzv. Mann-Whitneyho
testu. Je to neparametrickd metoda, vytvorend pre tri a viac vzoriek. Cielom testu je
odhalenie, ¢i su rozdiely medianov jednotlivych skupin v skumanej vzorke Statisticky
vyznamné a predstavuju ur€ity 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 prili§
velky aby bol ndhodny, ¢o ho robi Statisticky vyznamnym, teda medzi premennymi
existuje vztah. 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, pri¢om hodnoti ¢i je rozdiel medianov tychto dvoch skupin Statisticky
vyznamny alebo len ¢isto 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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Pri jednotlivych vzorkdch bola po kvantifikdcii pomocou RQ-RT-PCR analyzovana a
Statisticky spracovand hladina expresie svalovo-Specifickych mikroRNA, a to miR-206,
miR-133b, miR-133a a kontrolnej mikroRNA, od ktorej sa rozdiely testovanych vzoriek
odvijaju na zaklade vypoctov hodnoty AC,. Z tychto dat bol vykonany Statisticky rozbor
pomocou S$pecialneho analytického programu s vyslednym grafickym zhodnotenim v
podobe tzv. box plotu. Kazdy graf disponuje osou x s prisluSnymi testovanymi vzorkami,
osou y s vySkou hladiny expresie a vpisanou P-hodnotou, urcujicou Statisticku

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-Specifickych 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 medidnového Kruskal-

Wallisovho testu.

Graf 1 zobrazuje porovnanie hladin expresie Specifickej hsa-miR-206 vo vzorkach ré6znych
podtypov RMS, vzorky kontrolnej skupiny mezenchymalnych nadorov, mozgového
tkaniva a nenddorovej vzorky svalu. P hodnota tejto Statistickej analyzy je nizSia ako
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 stanovena 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 nie€o nizsia ako pri miR-206. P-hodnota je rovna 0,0001, ¢o ju robi tiez Statisticky
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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
rabdomyosarkomov a vzorkach kontrolnej skupiny. Hladiny st viditeI'ne vyrovnanejsie, no

P hodnota ie etile &taticticky vyznamnd, 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.

5.3.2 Porovnanie expresie myomiRs pri RMS, mezenchymalnych nadoroch a

svalovom tkanive

V d’alSej trojici grafov (4-6) su blizSie porovnavané hladiny expresie jednotlivych
Studovanych myomiRs pri dvoch najcastejSie sa vyskytujacich podtypoch RMS

(alveolarnom a embryonalnom RMS), kontrolnych vzorkdch mezenchymalnych nédorov a
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nenddorovom 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 nenddorovej vzorky svalového tkaniva. P hodnota tohto suboru dat je nizsia ako
0,0001, ¢im sa preukazuje ako Statisticky vysoko vyznamnd. Rozdiel vo vyske expresie
svalovo-Specifickej miR-206 vo svalovom tkanive je viditelne vy$$i oproti tkanivu

mezenchymalnemu.
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Graf. 4 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Porovnanie expresiec u aBRMS, 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,

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,

eRMS a u kontrolnych skupin. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,0102.

5.3.3 Porovnanie expresie myomiRs pri RMS oproti svalovému tkanivu

V grafoch 7-9 st porovnavané hladiny expresie jednotlivych Specifickych

myomiRs zamerané na vzorky svalového tkaniva. VySka expresie je vyobrazend pri
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alveolarnom type RMS, embryonalnom type RMS a vzorke nenadorového 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, co 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 vzorkdch aRMS, eRMS a
nenddorovom svalovom tkanive. P hodnota = 0,0493, ¢im je takmer na hranici

vyznamnosti, no rozdiel medidnov je stale este Statisticky vyznamny a nendhodny.
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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 nenadorového 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 vzorkach
alveolarneho typu rabdomyosarkomov v porovnani s nenaddorovou vzorkou svalového
tkaniva. P hodnota stuboru je rovna 0,0707, ¢o robi rozdiel medianov ¢isto ndhodny, bez

bliz§ieho vzt'ahu medzi premennymi a bez Statistickej vyznamnosti.
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Graf. 10 Statistické vyhodnotenie (box plof) 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 $pecifickej 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 porovnavana hladina expresie hsa-miR-133a v skupine vzoriek s diagn6zou
alveolarneho rabdomyosarkoému 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 $pecifickej
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 su zobrazené hladiny expresie jednotlivych svalovo-$pecifickych
mikroRNA, porovndvané na podobnom principe ako v predchddzajicej podkapitole, no v
tomto pripade je vyska expresie myomiRs posudzovana medzi skupinou vzoriek
najCastejSie sa vyskytujiceho typu rabdomyosarkémov (eRMS) a vzorkou nenadorového
svalového tkaniva. Statistické spracovanie dat bolo taktieZ vyhodnotené pomocou Mann-

Whitneyho testu pre dve nezavislé skupiny vzoriek.

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

medidnov. Oba stbory vzoriek v§ak vykazuji zna¢ne vysoku hladinu expresie.
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Graf. 13 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-206. Porovnanie expresie prislunej
$pecifickej myomiR u eRMS oproti nenadorovému svalovému tkanivu. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty = 0,6917.

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 preukazanym existujucim vzt'ahom medzi premennymi.
bi, Statistick k t t'ah d.
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Graf. 14 Statistické vyhodnotenie (box plof) 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 vzorieck eRMS a
vzorkami nenadorového svalového tkaniva. P hodnota je v tomto teste taktiez Statisticky

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

hladina P-hodnoty = 0,0072.
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5.3.6 Porovnanie expresie myomiRs pri aRMS a eRMS

Grafy 16-18 =zobrazuju hladiny expresie jednotlivych svalovo-$pecifickych
mikroRNA vo vzorkéch pacientov s diagnézou RMS, presnejsSie so zamernim na rozdiel v
expresii myomiRs medzi alveoldrnym 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 Statistického
suboru je rovna hodnote 0,0493, Co ju robi Statisticky vyznamnou aj napriek blizkosti s

hranicou vyznamovosti 0,05.
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Graf. 16 Statistické vyhodnotenie (box plof) 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 zna¢ne nad
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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 $pecificka myomiR je
porovnavana svojou vysSkou expresie medzi aRMS a eRMS podtypom. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty = 0,4708.
Graf 18 zobrazuje vyhodnotenie hladin expresie Specifickej hsa-miR-133a vo vzorkach s

diagnézou aRMS a eRMS. P hodnota > 0,9999 ¢o znamena stbor bez akéhokol'vek

preukazneho Statistického vyznamu alebo vztahu medzi premennymi.
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Graf. 18 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Této $pecificki myomiR je
porovnavana svojou vyskou expresie medzi aRMS a eRMS podtypom. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty > 0,9999.
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5.3.7 Porovnanie expresie myomiRs v RMS oproti svalovému tkanivu

V grafoch 19-21 su zobrazené hladiny expresie jednotlivych Studovanych
myomiRs, analyzované na zaklade rozdielnej expresie vo vzorkach pacientov s
diagnostikovanym typom RMS oproti kontrolnej vzorke nenadorového 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 nenadorovom svalovom tkanive. P
hodnota stiboru je rovna hodnote 0,1336, ¢o nepodporuje moznost existencie vztahu

medzi prislusnymi premennymi. Rozdiel medzi medianmi nie je Statisticky vyznamny.
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Graf. 19 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-206. Specificka myomiR je porovnavana
na zéaklade vysky expresie medzi vzorkami RMS a svalovym tkanivom. V pravom hornom rohu je vpisana

stanovena hladina P-hodnoty = 0,1336.
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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 zaklade vysky expresie medzi vzorkami RMS a svalovym tkanivom. V pravom hornom rohu

je vpisana stanovena hladina P-hodnoty = 0,0065.

Graf 21 zobrazuje porovanie rozdielnych hladin expresie Specifickej hsa-miR-133a vo
vzorkach s diagnézou RMS oproti nenadorovym vzorkdm svalu. P hodnota je rovna

0,0095, o taktiez Statisticky znamena vyznamnost’ a preukdzny vzt'ah medzi premennymi.
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Graf. 21 Statistické vyhodnotenie (box plof) 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 st

Statisticky vyznamné.
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Graf. 22 Statistické vyhodnotenie (box plof) 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 fuzne pozitivnych a fuzne negativnych aRMS. P hodnota = 0,6434, Co taktiez

znaci Statiticky nevyznamny vysledok testu.
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Graf. 23 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133b. 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 = 0,6434.
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V grafe 24 je zobrazeny rozdiel exprimovanej hladiny Specifickej myomiR-133a vo
vzorkach s flzne pozitivhym a flzne negativnym aRMS. P hodnota siiboru sa rovna
hodnote 0,7150, ¢o je tiezZ vysoko nad hranicou Statistickej vyznamnosti bez dokazanej

existencie vztahu medzi premennymi.
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Graf. 24 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Svalovo-3pecifickd 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 vzorkdch pacientov s diagndézou RMS, vzorkach réznych typov mezenchymalnych
nadorov a vzorkach nenadorového svalového tkaniva. Statistické spracovanie stiiboru 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 mezenchymalnych nadorov ¢i
nenadorového tkaniva svalu. P hodnota suboru je < 0,0001, ¢o znamena existujuci vztah

medzi premennymi a naozaj vysoku S$tatistickil vyznamnost'.
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Graf. 25 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-206. Svalovo-§pecificka mikroRNA je
porovndvana na zdklade vysky expresie v kontrolnych vzorkach mezenchymalnych nddorov, 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 vzorkdch réznych typov RMS, vzorkach roznych typov mezenchymalnych
nadorov €1 vzorkach svalového nenadorového tkaniva. P hodnota < 0,0001 taktiez

znamena vysoku Statisticki vyznamnost’ bez ndhodného rozdielu medzi medidnmi.
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Graf. 26 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133b. Svalovo-$pecificka mikroRNA je

porovnavana na zaklade 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 < 0,0001.

V grafe 27 st hladiny exprimovanej Specifickej hsa-miR-133a vo vzorkach RMS,

mezenchymalnych nddorov a svalového tkaniva menej vyrazne rozdielne ako v predoslych

myomiRs, no taktiez dobre viditeI'né, ¢o potvrdzuje aj P hodnota = 0,0028, ¢im potvrdzuje

Statisticku vyznamnost’.
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Graf. 27 Statistické vyhodnotenie (box plof) hladin expresie miR-133a. Svalovo-$pecificka mikroRNA je

porovnavana na zaklade vysky svojej expresie medzi kontrolnymi vzorkami mezenchymalnych nadorov,
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vzorkami RMS a vzorkami nenadorového svalového tkaniva. V pravom hornom rohu je vpisana stanovena

hladina P-hodnoty = 0,0028.

5.3.10 Porovnanie expresie myomiRs v pripadoch prezivSich a zomrelych

pacientov

Poslednéd trojica grafov (28-30) sa sustredi na porovnanie hladin expresie
jednotlivych svalovo-Specifickych mikroRNA vo vzorkach pacientov s diagn6zou 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 su Statisticky vyznamné.
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Graf. 28 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-206. Rozdiel vy3ky expresie prislusnej
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 zobrazend rozdielna vySka expresie svalovo-Specifickej miR-133b vo
vzorkach prognosticky rozdielnych pripadov RMS. P hodnota = 0,1929 vSak znova

znamena Statistickll nevyznamnost’ vysledkov testu.

hsa-miR-133b

P hodnota
=0,1929 L

+

6 - ® i

prezivsi zomreli

Graf. 29 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133b. 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 = 0,1929.

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

Statisticky vyznamny. Medzi premennymi nie je Ziaden vzt'ah.
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Graf. 30 Statistické vyhodnotenie (box plor) hladin expresie miR-133a. Rozdiel vyky expresie prislusnej
svalovo-Specifickej mikroRNA je porovnavany na vzorke pacientov na zaklade ich prezitia ¢i imrtnosti po

diagnostikovani RMS. V pravom hornom rohu je vpisana stanovend 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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vyho vujicim spésobom skladovania vzoriek, vhodnych k d’al§iemu $tadiu . 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 zastdvaji néazor, Ze expresia miRNA zo vzorky FFPE je
meranou hladinou vel'mi blizko podobnd meranym vzorkdm 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. zobrazujt hladiny expresie miRNA, vyizolovanej z FFPE,
dokonca vysSie ako pri vyizolovanych vzorkdch zo zmrazenych tkaniv. Vysvetl'uju si to
hlavne zvysenou kvantitou miRNA vo vzorkich 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,
vd’aka Comu material zostdva celkovo v hodnotnom 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.

MikroRNA sa v poslednych rokoch stava stdle viac pritazlivou témou v oblasti
nadorovych ochoreni a tak sa otdzky a poziadavky vztahuju v sucasnosti hlavne k tymto
malym nekodujicim molekulam. Svalovo-$pecifické mikroRNA sa nazyvaju myomiRs a
my sme sa v tejto praci zamerali na sledovanie hladiny expresie prave tychto molekul so
vzt'ahom k myogénnej regulécii a pri ich abnormélnych hladinach expresie voci ochoreniu

RMS (Slaby, 2012).

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
Statisticky spracované 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 rabdomyosarkémov prirodzene javia ako pod-exprimované v porovnani s

nenadorovym svalovym tkanivom.

Vzorky mozgového tkaniva sa dostali do tejto Stidie so zaujmom porovnania jeho
vysky expresie oproti svalovo-Specifickym mikroRNA a ako dopliujtice kontrolné vzorky

iného povodu. Podla otakavania boli hladiny expresie vzorky mozgu oproti svalovym
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vzorkdm vel'mi nizke, nevykazovali ziaden vzdialeny kontaktny vztah, tobdz nie inak

Statisticky vyznamny voci testovanym vzorkam 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 vzorkam 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

studiji s perspektivnym vyuzitim v klinickej praxi.

Specifickejsie porovnavanie s ohladom na rozdielnu expresiu voéi kontrolnym
vzorkam mezenchymalnych nadorov mézeme vidiet v grafoch 4 az 6. Hladiny expresie
svalového tkaniva koreluju s vysSkou expresie dvoch najcastejSie sa vyskytujucich variant
RMS, aRMS a eRMS. Co sa tyka miR-133a, viditelne je uZ expresia medzi RMS a
mezenchymalnymi nddormi viac vyrovnana, no vsetky tri myomiRs su stale v hladinach

vysoko $tatisticky signifikantné.

Co sa tyka Specifického porovnania vysky expresic aRMS a eRMS oproti
nenadorovému svalovému tkanivu, miR-206 ustupuje z popredia Statistickej vyznamnosti a
pozornost’ sa zameria viac na svalovo-Specifické miR-133a a miR-133b, ktoré zostavaju
Statisticky signifikantné a jasne vidno rozdiel oproti nenddorovému svalovému tkanivu s
vy$Sou hladinou expresie myomiRs. MiR-133a je oproti miR-133b v tomto pripade

exprimovanejsia (graf. 8, 9).

Pri porovnavani hladin expresie myomiRs jednotlivo, najprv u aRMS, v druhom
pripade u eRMS voci vzorke nenddorového svalového tkaniva, miR-206 skoncila znova
bez Statistického vyznamu (Graf. 10, 13). MiR-133b a miR-133a maju v oboch pripadoch
signifikatné hladiny expresie, pricom miR-133a (Graf. 12, 15) je znova exprimovana o

nieco silnejSie oproti miR-133b (Graf. 11, 14).
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Zaujimavym a podstatnym je porovnanie hladin expresie myomiRs u dvoch
najéastej§ie sa vyskytujucich variant RMS, a to aBRMS a eRMS. Statisticky preukaznou je
miR-206, pricom u eRMS mala vysSiu hladinu expresie. Na zéklade down-regulacie
myomiRs v nddorovom ochoreni, tym padom sa miR-206 ukazuje byt vyznamnejSie
prognostickym markerom pre typ alveolarnej formy RMS (Graf. 16). Hladiny expresie
myomiRs 133a a 133b st v tomto pripade vysoko nepreukdzne, u miR-133a je P hodnota
dokonca vyssia ako 0,9999 (Graf.18). Tomuto vysledku nahrava aj Studia od Missiaglia a
kol, v ktorej sa venuje expresii miR-206 a podobne jako v tejto praci, expresna hladina
miR-206 bola vo vzorkdch RMS down-regulovand oproti kontrolnému nenadorovému
svalovému tkanivu a pritom signifikantne vysSia oproti kontrolnym vzorkam
mezenchymalnych typov nadorov. Znizena expresioa miR-206, hlavne pri aRMS koreluje

s horSou prognézou prezivania (Missiaglia 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 vyssSia ako u miR-
133b (Graf. 20, 21). VysSia hladina expresie miR-206 priamo vplyva na gény,

ovplyviiujtce diferenciaciu svalovych tkaniv (Missiaglia a kol, 2010).

Jednym z najdolezitejSich hodnoteni vySky expresie je urcite porovnanie
exprimovanych hladin jednotlivych myomiRs pri alveoldrnom type RMS. ARMS je druhy
najcastejSie sa vyskytujici typ RMS, avSak prognosticky vyrazne menej priaznivy.
Typicky je vyskytom fuzne pozitivnych génov PAX3-FKHR alebo PAX7-FKHR, ¢o Casto
pomaha pri spravnej a rychlejSej diagnostike tejto formy RMS, no beZne sa tieto fuzne
gény vyskytuju len v asi 75 % pripadov aRMS, ¢o robi stale nepostradatelnym lov na
spol'ahlivej$i marker tohto typu ochorenia (McDowell, 2003).

Hladina expresie jednotlivych myomiRs bola porovnavana medzi vzorkami fizne
pozitivnej a fizne negaivnej formy aRMS. Ani jedna svalovo-Specifickd mikroRNA vSak v
tomto pripade k Statistickej vyznamnosti blizko nemala (Graf. 22, 23, 24).

Podl'a Missiaglia a kol. je v§ak zniZend expresia spojend tieZ s kratSim preZivanim

pii metastatickej forme eRMS a aRMS fuzne negativnej varianty (Missiaglia a kol, 2010).
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Na zhodnotenie hladin expresie jednotlivych myomiRs sa s §ir§im meritkom pozera
porovnanie celej skupiny RMS so svalovym nenddorovym tkanivom a vzorkami
mezenchymalnych nadorov. VSetky tri Studované svalovo-$pecifické mikroRNA st v

v

(Graf. 26).

Poslednou otazkou a cielom prace bola potencidlna uloha svalovo-Specifického
markeru v oblasti progndézy. Zostavili sme preto dve rdzne skupiny so vzorkami
prognosticky priaznivejSimi v podobe "prezivsich" pacientov oproti vzorke prognosticky
nepriaznivej v podobe "zomrelych" pacientov. Dosial’ dokonéena vzorka pacientov bola v
kazdom Studovanom type svalovo-Specifickych mikroRNA Statisticky absolitne
nepreukdzna (Graf. 28, 29, 30), no stale pokracuje zbieranie vicSej a SirSej vzorky dat,

dufajme k Statistickej vyznamnosti.
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7. Suhrn

Na zaklade expresnych analyz a Statistickych vysledkov je vyznamna tuloha
svalovo-$pecifickych mikroRNA vo vzorkdch pacientov s rabdomyosarkémami
nepopieratelnd. Prirodzene maju tieto tzv. myomiRs vo vzorkdch s RMS zna¢ne niZsiu
hladinu expresie oproti normalnemu nenddorovému svalovému tkanivu. Vyraznejsie pod-
exprimovana je hlavne mikroRNA-206 s jednoznacne preukdzanym vplyvom na klinické

spravanie RMS.

Hladiny expresie jednotlivych myomiRs boli porovnavané a Statisticky analyzované
voci kontrolnym skupindm mezenchymalnych nddorov (oproti ktorym boli myomiRs
vyrazne nad-exprimované), nenadorového svalového tkaniva (oproti ktorému boli vzdy
pod-exprimované) a vramci jednotlivych podskupin RMS navziajom, kde zohrava hlavnu
ulohu zase miR-206 s nizkou expresiou hlavne pri aBRMS, ¢im sa spaja s horSou prognézou

tohoto ochorenia.

Vzajomnym porovnanim (ako na zéklade postupu, tak na zdklade Statistiky) dvoch
komerénych kitov pouzitych v tejto Stadii sme dostali az prekvapivo podobné hodnoty
medianov vyizolovanych vzoriek so Studovanymi svalovo-$pecifickymi 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. Vdali tomu hlavne kratka dizka
mikroRNA, ktorou sa tieto nekodujuce molekuly cCasto vyhna fragmentacii pri postupe

fixacie vzorky do parafinu.

Kazdopadne budeme v Studii pokracovat’ a postupne ju rozsSirovat’ a idedlne jej vysledky
raz budi mat potencidlny vplyv na kandidatiru tychto myomiRs ako pripadnych

diagnostickych ¢i prognostickych markerov v patogenéze rabdomyosarkoémov!
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