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1 Uvod

RNA maji v organismu razné funkce a déli se na kodujici a nekddujici RNA. Mezi kodujici se
fadi mRNA a vSechny ostatni patii do skupiny nekodujicich. Dlouhé nekodujici RNA (IncCRNA)
jsou vice nez 200 nukleotidi dlouhé a nedochazi u nich k ptekladu do proteinul. V poslednich
letech si IncRNA ziskaly pozornost jako biologické reguldtory podilejici se na patogenezi
mnoha onemocnéni. LNCRNA jsou rizné exprimovany u rozli¢nych typt nadort a mohou tedy

fungovat i jako biomarkery téchto onemocnéni®.

MEGS3 je imprintovany gen, ktery je slozeny z deseti exonti?. Koduje piiblizné 1,6 kb dlouhou
nekodujici RNA. Nachézi se na chromozomu 14 a jeho mysi homolog na chromozomu 122,
MEGS3 je v lidském organismu exprimovana v mozku a na dalSich mistech. Ztrata exprese
MEG3 vede k nadorovym onemocnénim a tvorbé nadorovych bunéénych linii. Naopak
re-exprese potlacuje rist nadoru a podporuje buné¢nou apoptézu. MEG3 by se diky tomu mohl

stat idealnim kandidatem jako biomarker v podob& nadorového supresoru u meningiomd®.

Meningiomy jsou nadory mozku, které pravdépodobné vznikaji z pavuénice. Vétsina piipadi
je feSena chirurgickym zakrokem, pokud nelze zakrok provést, pouziva se radioterapie. Nadory
se vice objevuji u Zen a vyskytuji se ve tiech stupnich — WHO gradech. Cim je WHO grade
vyssi, tim je diferenciace nddorové tkané niZsi, coz vede u pacientti k horsi prognoze. Velkym
problémem u meningiomt je jejich rekurence i u ¢astych benignich forem>®. U meningiomt
dochazi ke genetickym zménam na chromozomu 22, 1, 14 a dalSich. Z hlediska prognozy byl
chromozom 14 identifikovan jako prognosticky indikator recidivy nadoru, hlavné u vyssich
stupiil meningiomi. Zvlasté pak oblast 14q je relevantni pro progresi meningiomi. V této
oblasti pak Zhang’ a jeho kolegové identifikovali gen MEG3, ktery je vhodnym kandidatem

pro detailngj§i vyzkum®,

Cilem diplomové prace bylo detekovat transkript genu MEG3 v tkanovych fezech meningiomd.
Chirurgicky odstranéné meningiomy byly ziskany z Fakultni nemocnice v Olomouci.
Transkripty genu MEG3 byl v fezech identifikovan pomoci RNA in situ hybridizace (RISH)
a nasledné focen fluorescenénim mikroskopem. Pomoci obrazové analyzy byly vyhodnoceny

jednotlivé signaly genu MEG3 a statisticky korelovany s prognozou pacient.

11



2 Cile prace

1. Vypracovani reserSe o IncRNA, genu MEG3 a jeho roli v meningiomech.

2. Vytvoreni jednotlivych fezl z archivovanych chirurgicky odstranénych tkani pacienti
S meningiomy.

3. Zachyceni transkriptu genu MEG3 u tkanovych fezl pacienti pomoci RNA in situ
hybridizace (RISH).

4. Analyza lokalizace a miry exprese MEG3 a nasledna korelace s prognézou pacientt.

12



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Meningiomy

Poprvé byl meningiom popsan Felixem Platerem roku 1614. Prvni Iékaiska zprava, ktera
se zabyvala meningiomy, byla zvetejnéna roku 1774 chirurgem Antoinem Louisem. Nakonec
byl pojem ,;meningiom* poprvé pouzit vroce 1922 Harvey Cushingem®, V publikaci
popisoval nadory, které pochdzeji z pavucnic — tenkych, prisvitnych duréalnich krycich vaziv
nachazejicich se v mozku a mise. Od této doby doslo k velkému pokroku v 1écb¢, k lepsi
charakterizaci histologie avyvoji klasifika¢nich systémut, které poskytuji presnéjsi
prognostické informace®. U meningiomi je zndmo, Ze se vyskytuji vice u Zen nez u muzi,

v poméru 2:11%,

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) vyvinula systém pro klasifikaci meningiomt.
Klasifikace je zamétfena na zachyceni jejich rtiznorodého biologického a heterogenniho

klinického chovéani. Podle toho jsou meningiomy rozdé€leny do tii stupiiti (gradi):

e benigni (stupen I) se vyskytuji ze v§ech meningiomu nejcastéji, asi z 80 %,
e atypicky (stupen II) se vyskytuje z 10-18 %,
e maligni (stupen I1I) se vyskytuje nejméné, asi z 2-4 %*2.

U benignich forem dochdzi k &asté progresi a vzniku atypickych nebo malignich meningiomt*3.

Atypické a maligni meningiomy se vyskytuji u pacientd s primérnym vékem asi 57 let, Castéji
u muzt®>. WHO rozdéluje jednotlivé stupné do patnacti subtyp. Devét subtypli spada
do benignich meningiomd, tti do atypickych a tfi do malignich®!. T¥idéni dle stupiiii se zamétuje
na histomorfologii a mitotické indexy, které se Casto V jednotlivych stupnich ptekryvaji.
Svétova zdravotnicka organizace uvadi, ze u 25 % benignich meningioml dochazi u pacientt
béhem Zivota k rekurenci (opétovnému vyskytu nddoru). Rekurence se objevi u 12-19 %
benignich meningiomii béhem 5ti let. Meningiomy atypické rekuruji s 29-52%
pravdépodobnosti, u malignich je odhad rekurence 50-94 %?*2. Roku 1998 ¢&inilo pétileté preziti
70 % u benignich meningiomu a 55 % u malignich. V roce 2018 byla u atypickych a malignich
meningiom mira pieziti do 5 let 65 % a 10 let 50 %°. Mezi znamé rizikové faktory pro recidivu
patii pohlavi (vyssi riziko recidivy u Zen), rozsah resekce, monozomie chromozomu

14 a vek** 1,
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3.1.1 Diagnostika
Béhem minulého stoleti byla klasifikace nadordt mozku zalozena pfevazné na histologii,
klasifikaci podle mikroskopickych podobnosti a urovni diferenciace. Nyni doslo, diky

porozuméni molekularniho a genetického zékladu, k velkym pokrokim?®.

Klinické piiznaky meningiomi se vztahuji k jejich umisténi. Casto se vyskytuji zmény
osobnosti, smyslové motorické nebo vizuadlni piiznaky a zachvaty'’. P¥i podezienich
na meningiom se pouziva magneticka rezonance (MRI) a pocitacova tomografie (CT). CT byla
brana za jakysi standard pfi identifikaci meningiomil, avSak v souc¢asné dob& se vice pouziva
MRI vzhledem k rozliseni cévnich struktur a vazeb k bazi lebni'®. Jednofotonova emisni
vypocetni tomografie (SPECT) a pozitronovéa emisni tomografie (PET) poskytuje informace
0 bunécnych procesech a biologickych charakteristikach nadorti. PET se pouziva u pacient,

kde jsou nadory Spatné detekovatelné nebo je tieba potvrdit MRI diagnostiku.

Studie za poslednich dvacet let objasnily geneticky zaklad tumorigeneze a piispély k lepsi
klasifikaci nadorti centralni nervové soustavy (CNS). Nékteré genetické zmény byly znamy
v CNS z WHO klasifikace z roku 2007 a poskytovaly prognosticka nebo prediktivni data. Roku
2016 doslo k aktualizaci klasifikace a zaclenily se molekularni parametry nadoru. Klasifikace
WHO z roku 2016 obsahuje uzce definované diagnostické objekty zkoumani, které vedou
k vyssi diagnostické presnosti, lepsi spravé pacientt a celkove piesnéjSimu stanoveni prognozy

a lécby?®.

VétSina meningiomut je pomoci barveni hematoxylinu-eosinu (HE) snadno diagnostikovana.
Meningiomy Ize identifikovat i pomoci imunohistochemie!®. P¥ikladem mize byt epitelialni
membranovy antigen (EMA), ktery se pouziva jako marker vyskytu meningiomd, citlivost je
90 %?°. Dalsim pouzivanym biomarkerem je somatostatinovy receptor (SSR) s citlivosti 95 %
172122 K ombinaci markerit EMA a SSR dochazi k detekci viech meningiomt®?. Mezi dalsi
kandidaty, detekovatelné v meningiomech, patii E-kadherin a konexiny, ale nejsou
Vv klinickych ~ podminkdch  b&zné?.  Slibnym  potenciondlnim  biomarkerem je
prostaglandin D synthaza. Studie ukazuji reaktivitu asi u 80 % meningiomd. Velkym
problémem pfti detekci markerti byva mezilaboratorni variabilita v barveni, coz ztézuje nalezeni

podobnych hodnot mezi jednotlivymi studiemi?,

14



Histologicka kritéria jsou zalozena hlavné na praci Perryho a kolegt, ktefi prokazali, ze recidiva
souvisi s cytomorfologickymi a histomorfologickymi rysy. Kazda varianta je diagnostikovana
podle histologické morfologie!®. Mnoho meningiomi vykazuje smi$enou histologii u stejného
nadoru, takze se diagnostikuje tzv. dominantni histologie. Atypické meningiomy jsou
diagnostikovany pfitomnosti 4-19 mit6éz (pomér mezi poctem bunék v populaci prochézejici
mitézou k celkovému pocétu bunék v populaci) na 10 vysoce vykonnych polich
(HPF = 0,2 mm?), dikazem mozkové invaze nebo alespoii tfemi z péti nasledujicich rysi:
hypercelularita (vysoka buné¢nost), tvorba malych bunék (vysoky pomér jadro : cytoplazma),

vrstveni, vyrazné vétsi jadro a nahodna nekréza®*,

U malignich meningiomt diagnostikujeme vyrazné¢ zvySenou mitotickou aktivitu
(vice jak 20 mitoz na 10 HPF) a ztratu diferenciace®®. Pacienti s malignimi meningiomy
vykazuji §patnou progndzu s opakujicimi se metastazami i mimo CNS (napi. lymfatické uzliny,

jatra, ledviny a pankreas)!?°.

1. Benigni meningiomy (obr. 1 na dalsi stran¢) jsou rozpoznavany dle WHO podle svého
subtypu a nedostatku malignich rysat:
e meningotelialni (A),
e fibrozni (B),
e tranzitni (C),
e psamomatozni (D),
e sekrecni (E),
e angiomaticky (F),
e mikrocysticky (G),
e bohaty na lymfoplasmacyty (H),
e metaplasticky (I).

15
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Obr. 1: Subtypy benignich meningiomii dle WHO.

Na obrazku lze vidét devét subtyptl benignich meningiomu (barveni HE, zvétseni 20x). Meningiomy (A) slozeny
z jednotnych nadorovych bunék. Meningiomy (B) se skladaji z vietenovitych bunék, podobajicich se fibroblastim.
(C) kombinuji rysy podtypu A a B. (D) vytvafi vrstvy, které maji tendenci tvofit soustfedné kalcifikace
(psamoma — piscity vzhled) a na zakladé toho vytvafet hruby vzhled. (E) se vyviji v meningotelidlnim nebo
tranzitnim meningiomu. (F) maji ¢asto kapilarni cévy obklopeny bublinovymi nebo pénovymi nadorovymi
butikami. (G) maji pavuéinovy vzhled diky mezibunééné tekuting. Maji pokro¢ilou formu epitelialni diferenciace.
(H) jsou charakterizovany hustymi infiltraty lymfocyti a plazmatickych bunék. (I) maji cytoplazmatickou

akumulaci tuku a tvorbu vakuol®25,

(Obrazek z: Bi, W. L. et al. J. Neurosurg. 2016, 125 (3), 525-535. https://doi.org/10.3171/2015.6.JNS15591.)
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Benigni meningiomy byvaji ve vétsin¢ piipadu diagnostikovany pomoci MRI a CT. Mezi
nejcastdji diagnostikované patii meningotelialni, fibrozni a tranzitni meningiomy?. Obvykle
se benigni nadory vyskytuji jako kulaté nadory, s tésnym kontaktem k tvrdé mozkomisni plen¢.
Diky injekénimu podani kontrastni latky (pf. gadolinium) dochazi k silnému zvyraznéni

nadoru?’.

2. Atypické meningiomy (obr. 2) jsou definovany jednim nebo vice kritériit’:
e atypicky (J), bunécné Cisty (K) nebo chordoidni (L) histologicky subtyp bunék,
e infiltrace mozku,
e hypercelularita,
e malé bunky s vysokym pomérem jader k cytoplazmé,

e prominentni jadro (viditelna jadra objektivem 10x),

e nekroza.

Obr. 2: Subtypy atypickych meningiomii dle WHO.

(J) vykazuji jadernou atypii a jsou naptiklad definovany vysokym mitotickym indexem. (K) byva vzacny
a vyskytuje se zejména v mladsim véku (kojenci, déti, mladi dosp€li). Vyraznym rysem je hyalinizace (tuhé vazivo

se sklonem ke kalcifikaci). (L) jsou vzacné (0,6 % meningiomt) a maji podobnost s kostnim nadorem. Nador ma

nejasnou lalokovitou podobu a butiky jsou uspotddany do stuh nebo kord®28,

(Obrazek z: Bi, W. L. et al. J. Neurosurg. 2016, 125 (3), 525-535. https://doi.org/10.3171/2015.6.JNS15591.)
3. Maligni meningiomy (obr. 3) jsou definovany'!:

e anaplasticky (M), papilarni (N) nebo rhabdoidni (O) subtyp bunék,

e maligni cytologie pfipominajici karcinomy, melanomy,

e 20 nebo vice mitoz.
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Obr. 3: Subtypy malignich meningiomii dle WHO.

(M) maji nekrozy a vyssi poet mitdz, jsou viceméné vietenové nebo bohaté na kolagen. (N) patii také mezi vzacné
subtypy a vyskytuji se prevazné u déti. (O) jsou vzacné (< 1 % meningiomt), obsahuji velkad vezikularni jadra

a hustou eozinofilni cytoplazmu.

Obrazek z: Bi, W. L. et al. J. Neurosurg. 2016, 125 (3), 525-535. https://doi.org/10.3171/2015.6.JNS15591.)

Maligni meningiomy byvaji nepravidelného tvaru a vykazuji vyS$si objem mozkové krve nez
nadory benigni a atypické. Dochazi u nich ¢asto k rekurenci a mohou metastazovat. Obsahuji

vysoky podil mutaci NF2?%'.

3.1.2 Lécba

K terapii pacientll s meningiomy se pfistupuje individualné, jelikoZ povaha meningiomi
a mozné disledky riznych 1é¢ebnych postupti se velmi lisi. Nejcastéjsi 1écbou je metoda ,,watch
and wait“, neurochirurgie a radioterapie. Pokud meningiom pacienta nijak neohrozuje,
Ize ho sledovat na zakladé pravidelnych klinickych MRI testd, po pocate¢nim intervalu

pozorovani kazdych 6 mésicti?’. U meningiomd, které rostou a ovliviluji Zivot pacienta, dochazi

k resekci.

Chirurgicka 1écba je pro vétSinu pacientll jedinou potiebnou lécbou, ale jeji dlouhodobé
nasledky jsou ¢asto prehlizeny. Bylo uvedeno, Ze 40 % pacientu, ktefi podstoupili chirurgicky

zakrok, méli po operaci kognitivni nebo emoéni problémy (napf. izkost nebo deprese)!’?’.

Celkova resekce vede k chirurgickému odstranéni nadoru véetné mozkové pleny. Resekce
je spojovana s vyssi Sanci na pieziti, ale bohuzel ji nelze provést u vice nez 50 % novych
piipadt meningioma'’. Resekce je omezena naptiklad $patnou lokalizaci nadoru, zapojenim
blizkych Zilnich dutin, tepen a lebednich nervii?®. Rozsah resekce je definovan hodnotou

Simpson grade (I — V)?. Cim je hodnota Simpson vys§i, tim je rozsah resekce nizsi a je vétsi
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pravdépodobnost rekurence. Piestoze Simpson grade piedchazi modernimu neuroimagingu,
stale se ukazuje jako cenny prognosticky faktor. Po operaci se do 48 hodin nebo po 3 mésicich
provadi MRI, aby se zabrénilo artefaktim. U vysSich WHO gradi je tfeba co nejradikalnéjsi
chirurgicka resekce a nasledna radioterapie?’. Radia¢ni terapie je béznym standardem pii 1é¢bé
meningiomu a snizuje pravdépodobnost recidivy. Radia¢ni terapie zavisi na velikosti nadoru,
stadiu nemoci a gradu. Pokud meningiom nelze resekovat (pt. Spatné umisténi, vysoky vek),
voli se praveé radiacni terapie. Jestlize meningiom recidivuje nebo dojde k progresi,
je ptistoupeno K chirurgickému zakroku a nasledné radia¢ni terapii. Pfi radioterapii se pouziva
elektromagnetické zateni a Casto se nelze vyhnout vedlej$im ucinkim (pf. ztrata zubu, alopecie

a bolesti hlavy)*’.

Mezi systémovou 1é¢bu patii cytotoxicka nebo cilena terapie. Obé strategie lécby byly
podavany pacientim s pokro€ilymi nebo neresekovatelnymi nadory, které byly v mnoha
ptipadech dfive 1éceny riiznymi chirurgickymi a radiacnimi postupy. Cilena terapie se zamétuje
na inhibici hormonalnich receptor@i, angiogenezi a signalizaci rtstového faktorul’. Jedna

se spise o doplitkovou terapii U progresivnich meningioma?,

Pokud pomoci zobrazovani zjistime jasné onemocnéni meningiomem, neni potieba
histologické ovéefeni. Doporucuje se vSak vylouceni vzacnych diferencidlnich diagnoz
(metastaz)?’. Stanoveni diagnostické a terapeutické role molekularniho profilovani vyzaduje

dostupnost nadorové tkané?’.

3.1.3 Identifikace a charakterizace genetickych a molekuldrnich zmén
V poslednich letech doslo u meningiomd k pokrokim pfi identifikaci, charakterizaci

genetickych a molekularnich zmén a jejich spojeni s chovanim nemoci®.

1 Zmény na Grovni chromozom

U meningioma dochazi ke genetickym zménam na chromozomu 22. Na dlouhém rameni
chromozomu 22 se nachdzi nadorovy supresorovy gen neurofibromatozy typu 2 (NF2). NF2
je autozomaln€¢ dominantni gen, jehoz ztrita exprese vede k naddorovym onemocnénim
nervového systému, nejcastéji k tvorbé meningiomu. Frekvence mutace NF2 je pfiblizné
uvsech stupii meningiomd stejna®°. Produktem genu NF2 je protein merlin
(schwannomin, neurofibromin 2), ktery byl poprvé objeven roku 19933, Jedna
se 0 membranovy receptor, ktery zpracovava signaly z extracelularni matrice a pfendsi je
k proteintim uvniti bunék3. Podili se na regulaci bunééného riistu a proliferaci. Mutace NF2

vedou ke zkracenému nefunk¢nimu proteinu merlin a dochazi k nekontrolovatelné bunécéné
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proliferaci®3!. Ztrata chromozomu 22 se vyskytuje u 60-70 % vsech meningioma?*.

Na chromozomu 22 byly dale zjistény zmény geni BAM22, BCR a tkanové inhibitory
metaloproteinaz (TIMP). TIMP reguluji matricové metaloproteindzy (MMP), a také

bunéénou proliferaci, apoptoézu a angiogenezi®.

Dalsi nejcastgj$i chromozomalni zménu v meningiomech piedstavuje monozomie
chromozomu 14, jedna se o geny NDRG2, MEG3 a AKTI1. NejCastéji jsou geny

8 Dalsi genetické zmény

na chromozomu 14 spojovany s tumorigenezi a rekurenci
se vyskytuji na chromozomech 6, 9, 10, 17 a 18. Mezi nejcastéjSi gen asociovany

s tumorigenezi patfi CDKN2 na chromozomu 9 8.

Zména na chromozomu 14 je pfitomna v 31 % benignich meningioma, 40-70 %
Vv atypickych a az 100 % v malignich. Z hlediska progn6zy byl chromozom 14 identifikovan
jako prognosticky indikator recidivy nadoru, hlavné u vyssich stupnitt meningiomu. Z toho
diivodu se predpoklada, ze oblast 14q32 je relevantni pro progresi meningiomi®. V této
oblasti pak Zhang’ a jeho kolegové identifikovali gen MEG3, ktery je vhodnym supresorem,

pouzitelnym jako biomarker®.
Epigenetické zmény

Epigenetické abnormality patii k zdsadnim genetickym zméndm. Jedna se o dédi¢né zmény,
které ovliviiuji genovou expresi bez zmény sekvence DNA. Metylace a abnormalni exprese
mMIRNA se podileji na vzniku meningiomt, ale jakym zpisobem neni zcela znamo.
Metylace DNA ptesnéji odrazi chovani nadoru a predikuji 1épe recidivu, neZ hodnoty WHO

a Simpson gradf 2432,

Gen, ktery souvisi s epigenetickymi regulacemi, je inhibitor metalopeptidazy TIMP
(TIMP3). TIMP3 se vyskytuje v blizkosti genu NF2, coz je oblast, ktera je v meningiomech
deletovéana. Studie ukézala alelické ztraty na 22q presahujici TIMP3 u 51 % meningiom.
U agresivnéjSich typd meningiomu, které mély silnou metylaci TIMP3, byla zjisténa nizsi
hladina exprese MRNA TIMP3*3, Dalsim genem je pl4ARF. VéiZe se na onkogen MDM2,
indukuje degradaci proteinu MDM2 a brani degradaci p53. Diky metylaci dochazelo ¢asto

u nadorti mozku k inaktivaci této drahy®.

Gen serin-threonin kindzy (WNK2) pomoci mitogenem aktivované kinazy 1 (MEKI1),

negativné reguluje signalni drahu receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR).
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Hypermetylace vede k buné&tné proliferaci nadorovych bunék. Studie ukazuji, Ze gen

WNK2 byl metylovan u 83 % atypickych a 71 % malignich meningiom°2,

MiRNA se podileji na fyziologickych a patologickych procesech. Jedna se o malé
nekodujici RNA o asi 22 nukleotidech. Inhibuji translaci cilové mRNA pomoci antisense
mechanismu. Studie ukazuji, ze miRNA hraje roli v proliferaci, apoptoze, tumorigenezi
a bunécné diferenciaci. Byla zkoumana asociace mezi meningiomy a expresi miRNA-21,
mMiRNA-107, miRNA-137 a miRNA29b. Pouze miRNA-21 ma vyssi hladinu u atypickych

a malignich meningiom neZ u benignich. Miize se tedy chovat jako onkogen?*3234,

Vysoka miRNA exprese u miRNA-190a a nizka exprese miRNA29¢-3p, miRNA-219-5p je
spojena s vyssi mirou recidivy u pacienti s meningiomy®23%, Tyto miRNA by se mohly stat

v meningiomech novymi prognostickymi indikatory.

21



3.2 Dlouhé nekodujici ribonukleové kyseliny (INCRNA)

Jedna se o genetické oligonukleotidy, které jsou slozeny ze ¢étyf nukleotidd. Jednotlivé
nukleotidy se skladaji z kyseliny fosfore¢né, ribozy a nukleovych bazi (adenin, guanin, cytosin
a uracil). Jsou to dusikaté heterocyklické slouceniny, piipojené pomoci N-glykosidové vazby.

Kyselina fosfore¢na se vaze na 5” konec nukleotidu a na ribozu¢3"%,

RNA se objevuje v organismech v rtznych formach a kazda ma jinou roli. Rozdé€luji se
na kodujici a nekodujici RNA. Nekodujici RNA se odlisuji od kodujicich nemoznosti prekladu
do proteinu. Mezi kodujici patiti mRNA, do nekddujicich miiZzeme zafadit vSechny ostatni RNA
s regulacni funkci. Jelikoz je experimentdlni ¢ast této prace vénovana vyhradné nekddujicim

RNA, budou v nasledujicim textu blize specifikovany.

Genom je velmi komplexné organizovany, ale pouze 2 % genomu jsou ptevedena do proteinu®®.
Do 21. stoleti bylo zbylych 98 % bréano jako ,junk DNA* bez zadné zjevné funkce®*04142
a nekodujici DNA se az poté stala zdrojem informaci raznych nekodujicich RNA (tRNA, rRNA

a regula¢ni RNA)%.

Dlouhé nekodujici RNA si ziskaly velkou pozornost jako kli¢ové a potencionalni biologické
regulatory a zapadaji do kontextu celého vyzkumu DNA v 50. letech 20. stoleti***#445, Podileji
se na vyvojovych procesech a nemocech, ale mechanismy ptlisobeni jsou stile malo
prozkoumané. Mohou byt vyuzity jako biomarkery a molekularni cile 1é€iv, naptiklad
u nadorovych onemocnéni. Dobfe prozkoumané INCRNA poskytly dilezité informace a daly

prostor pro dali detailngjsi vyzkum®.

Dlouhé nekodujici RNA jsou nejéast&ji exprimovany pouze v malém mnozstvi*®4748, Vyzkum
vSak ukazuje, Ze IncRNA hraje vyznamnou roli v Siroké Skale dileZitych biologickych

49,50

procest*®, v&etné transkripce®®?, sestiihu®*®*, translace®*, lokalizace proteinu®"8,

6061 apoptoze®®® a dalsich®. Znacny podet

celistvosti bunééné struktury®®*®, bunéeéném cyklu
IncRNA je na 3° konci polyadenylovany a na 5 konci zakonfeny metylguanosinovou

epickou®.

Diky databdzi NONCODE jsme schopni ziskat cenna data k jednotlivym IncRNA. Databaze
obsahuje v sou¢asné dobé& necelych 74 000 INcRNA®>®, Pomaha rozdélit IncRNA do skupin
pro lepSi porozumeéni zakladnich mechanism piisobeni, formulaci novych hypotéz

a poskytovani poznatkli o rozdilech jednotlivych tiid nekédujicich RNA®®. NONCODE vsak
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neni jedinou databazi a v soudasné dobé& existuje také INCRNAdDb®'®85° kterd poskytuje
celkovou charakteristiku a podrobné informace o znamych IncRNA. Dalsi databazi je
LNCipedia™™ slouzici k ziskavani informaci o sekvenci a struktuie lidské INCRNA. Databaze
ChIPBase’® pomaha studovat vazebné misto a motivy transkripéniho faktoru pro regulaci

exprese INCRNA.

3.2.1 Kilasifikace INCRNA
Dlouhé¢ nekodujici RNA jsou klasifikovany podle struktury, funkce, lokalizace, metabolismu

a interakci s protein-kodujicimi geny.
e Cis- atrans- regula¢ni ¢innost

Pfirozené antisense transkripty (NATSs) patii do specifické kategorie RNA, které jsou
komplementarni s jinymi RNA transkripty. DEli se na trans- a cis- NAT. Trans-NAT
ajejich prislusné cile jsou umistény v riznych lokusech na genomu, jako miRNA.
Cis-NAT jsou na stejném lokusu, ale na opac¢ném fetézci DNA. Cis-NAT pary vytvari
dokonalou komplementaritu, zatimco pary trans-NAT vykazuji nedokonalou
komplementaritu a mohou vytvaiet komplexni regula¢ni sit&’s. Cis-NAT byly poprvé
identifikovany ve virech’®, nasledné v prokaryotech’ a nakonec v eukaryotech™®.
Interakce sense a antisense transkriptii naznacuje roli NAT v regulaci genové exprese.
V ptipad¢ tvorby RNA hybridi miZe vyvolat umlceni genu nebo vyvolat imunitni

Odpovéda40,77,78

LncRNA se déli dle lokalizace v genomu na intergenni/intronovou IncRNA a sense/antisense
INcCRNA, jak Ize vidét na obr. 4. Soucasné studie se nejvice soustfed’uji na vyzkum intergenni

a antisense INCRNA%6:7°,
Déleni:

e Intergenni a intronova INCRNA
Intergenni INCRNA je lokalizovana mezi dvéma kodujicimi geny. Intronova IncRNA je
transkribovana z intronti protein kodujicich geni a pravdépodobné je generovana
v dasledku alternativniho sestfihu. Neni neobvyklé, Ze intronovd IncRNA obsahuje
nékteré exonové sekvence a poly(A) modifikace®’. S nejvétsi pravdépodobnosti jsou
oba typy IncRNA regulovany pomoci riznych mechanismt aktivace p53 a mohou

slouzit jako prekurzory pro jiné typy ncRNAs, napiiklad miRNA. Lépe jsou
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prozkoumané intergenni INCRNA, které funguji na raznych regula¢nich

principech — transkripéni regulace (cis nebo trans) a kontrola translace?®8!.

Sense a antisense INCRNA

Antisense IncRNA se piepisuje z nepfepisovaného fetézce protein-kddujiciho genu.
Antisense IncRNA miize ptsobit v Cis i trans mechanismu a bude tak regulovat expresi
jinych genti. Antisense IncRNA castéji plisobi v cis formé kvali blizkosti jejich
prekryvajicich sense geni. Sense IncRNA jsou protein-kédujici fetézce, které obsahuji
exony. Mohou se ptekryvat s ¢asti nebo pokryvaji celou sekvenci protein-kodujiciho
genu. Antisense InCRNA reguluje sense mRNA sestiih. Antisense geny se mohou
posttranskripéné vazat k sense mRNA a zvySovat jejich stabilitu®?. Podle databaze

GENCODE® se miize antisense IncRNA vyskytovat ve tiech variantach:

o transkripty z antisense fetézce piekryvaji exonovou ¢ast genu pomoci
exonl IncRNA
o transkripty z intronu sense genu se s timto genem nepiekryvaji

o transkripty pokryvaji celou sekvenci genu
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Obr. 4:Klasifikace IncRNA podle lokalizace v genomu.

Klasifikace jednotlivych dlouhych nekddujicich RNA (IncRNA) podle orientace v genomu a orientace
k protein-kédujicim gentim (PCG). LncRNA se rozdé€luji do ¢tyt zakladnich skupin. Sense pieklenuji vice exontl
nebo introni v PCG. Antisense jsou transkribovany z opa¢ného fetézce. Intronické jsou umistény v jednom

Z introntl a intergenni jsou umisténé mezi dvéma PCG.

(Upraveno podle https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/CIRCULATIONAHA.116.023686)

3.2.2 Funkce IncRNA
Rozdéleni INcCRNA slouzi k porozuméni moznych spole¢nych mechanismii a déli se do étyt
skupin. Jednotlivé skupiny jsou shrnuty na obr. 5. Nékteré IncRNA mohou spliiovat podminky

pro vice skupin.
1. Signaly (Signals)

e Jednd se o IncRNA, které jsou exprimovany pouze v konkrétnim cCase a misté
pro zpracovani riznych podnéti. Mohou interagovat s enzymy modifikujici chromatin
anasledné¢ umlCovat geny prostiednictvim blokady transkripce nebo tvorby

heterochromatinu®.
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Naptiklad KCNQJ1otl a Air zprostifedkovavaji transkripéni umléeni vice gent interakci

s chromatinem?®?,

2. Navnady (Decoys)

Hlavni roli INCRNA je regulace transkripce. Jejich funkci je regulace faktoru, které

vedou Kk potladeni transkripce®®.

Moduluji genovou expresi sekvestraci proteinti
véazajicich RNA, transkripénich faktorti a miRNAS,

Piikladem je IncRNA GasS5, kterd je indukovéna ristovym faktorem za podminek
hladovéni. Pti hladovéni dochdzi k indukci Gas5 a slouzi jako navnada k uvolnéni
transkripéniho faktoru z DNA, aby se zabranilo transkripci metabolickych genti.®
Dalsim ptikladem je PANDA, kterd se vaze na transkripéni faktor NF-YA. Dochazi

tak k zabranéni apoptozy zprostfedkované pomoci p53.87

3. Priavodci (Guides)

Tyto IncRNA slouzi ke spravné lokalizaci/organizaci specifickych proteinovych
komplext. Transkripty se vazi na regulacni nebo enzymaticky aktivni proteiny, coz jsou
transkripéni faktory a modifikatory chromatinu, aby je nasmérovaly na pfesna mista
v genomu. Specifické cileni je stimulovdno pomoci RNA-DNA, RNA-RNA
a RNA-proteinovych interakci’®®. Bez ohledu na vzdalenost nebo mechanismus
(cis nebo trans), princip IncRNA jako privodce zustava stejny, predavat regulaéni
informace ptes intervenujici usek DNA pro kontrolu exprese cilového genu, coz vede
k epigenetickym zménam v genomu (epigenomu)8488,

Prikladem miiZze byt lincRNA-p21, kterd je indukovéana proteinem p53 po poskozeni
DNA. Nasledné se lincRNA-p21 vaze na jaderny faktor, aby pfesmérovala protein p53

na specifické promotory.

4. Skelety (Scaffolds)

vvvvvv

jako adaptér pro prfeménu dvou nebo vice proteinovych partnerti. Vytvari tedy centralni
platformy, na nichz jsou shromazdény relevantni molekularni komponenty. V mnoha
biologickych signaliza¢nich procesech je tato charakteristika piesné kontroly Zivotné
dalezita pro spravné ftizeni specifiCnosti a dynamiky intramolekularnich interakci

a signaliza¢nich udalosti®*®, Celkova koncepce RNA scaffoldu je globalngjsi, protoze
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byly identifikovany stovky IncRNA, které vytvaieji interakce mezi ribonukleovymi
proteiny s vice proteinovymi partnery.

TERC telomeraza je ptikladem scaffoldu, ktera sestavuje komplex telomerazy a udrzuje
konce telomer. Kombinuje aktivitu reverzni transkriptazy s proteiny zaméfujici
se na telomeru v jednom ribonukleoproteinu (RNP).
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Obr. 5: Klasifikace IncRNA podle funkce.

1. Prvni skupina funguje jako signaly biologickych procesti a vedou k aktivaci transkripce specifickych gent.
2. Navnady se chovaji jako modulatory proteinovych faktord, naptiklad transkripcnich faktort. 3. Priivodei funguji

jako voditko pro ribonukleoproteinové komplexy a podporuji chromatinovou modifikaci cilovych gent.
4. Scaffoldy vedou k transkripéni aktivaci nebo represi.

(Upraveno z: Kolenda, T. et al. Reports Pract. Oncol. Radiother. 2017, 22 (5), 378-388.
https://doi.org/10.1016/j.rpor.2017.07.001)
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3.2.3 Biologicka role IncRNA: asociace s nemocemi

Dlouh¢ nekodujici RNA hraji velkou roli v biologickych procesech a interakcich s DNA, RNA
I proteiny. Jsou spojeny s modifikacemi histont, regulaci genové exprese a uml¢ovanim gend.
Mutace v IncRNA jsou spojeny sraznymi nemocemi véetné virové infekce, rakoviny
a neurodegenerativnich poruch. Pokud dojde v InCRNA kjakékoli dysregulaci, dochazi
k ovlivnéni bunééné funkce véetné bunécné proliferace, odolnosti vici apoptoze, indukci
angiogeneze a vypnuti nadorovych supresori®. Jednotlivé funkce, na kterych se IncRNA

podili, jsou zobrazeny v obr. 6.

Obr. 6. Jednotlivé funkce dlouhych nekédujicich RNA.

(Upraveno z: Dhanoa, J. K. et al. Journal of Animal Science and Technology. 2018, pp 1-10.
https://doi.org/10.1186/s40781-018-0183-7.)

V 90. letech 20. stoleti bylo zjisténo, ze INCRNA jsou zapojeny Vv epigenetické regulaci gent
(napt. Xist a H19). Xist (X-inaktivni specificky transkript) je IncRNA a souvisi s inaktivaci
chromozomu X (XCI), ktera vyrovnava genovou expresi mezi muzskymi a zenskymi buiikami.
Dochazi tedy k inaktivaci jednoho ze dvou X v zenskych bunkach. Xist lezi v oblasti
chromozomu X, nazyvané jako X inaktivac¢ni centrum (Xic). Centrum obsahuje shlukované
geny a regulacni sekvence, které jsou zapojené do inaktivace X. Transkript Xist pokryva
chromozom X v cis-NAT a umléuje chromozomalni gen X°*%, Mechanismus, kterym Xist

iniciuje inaktivaci chromozomu X, neni zatim detailnéji prozkouman. Xist mtize hrat roli
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v nadorovych onemocnénich, ale dosud neni jeho role vice popsana®. H19 je lokalizovan
na lokusu Beckwith-Wiedemannového syndromu (BWS). BWS je autozomalné dominantni
syndrom s predispozici k rakoving¢ o prevalenci pfiblizn¢ 1 z 10 000 ziveé narozenych déti. BWS
vede k zvysenému vyskytu détskych nadord v prvni dekadé zivota®® a riznym anomaliim,
napiiklad defektiim bfisni stény, hypoglykemii nebo anomaliim usi®*. H19 je silné exprimovan
béhem embryogeneze. H19 je exprimovan z matei'ské alely a sousedni gen IGF2 (insulin-like
growth factor 2) z otcovské. Geny H19 a IGF2 jsou exprimovany ve stejnych tkanich a maji
spolu tzce koordinovanou expresi. Nejéastéji se vyskytuji v endodermu béhem embryonalniho
vyvoje. Oba geny maji silné omezenou regulaci ve viech tkanich, kromé kosternich svala®.
Experimenty ukazuji, Ze ped narozenim je mateiské alela IGF2 stejné nebo vice metylovana
nez otcovska alela. Po narozeni je otcovska alela vice metylovana nez mateiska®®. H19 slouzi
jako navnada pro miRNA a reguluje jeji dostupnost a aktivitu. Protein p53 potlacuje

H19 a miR-675, odvozena z H19, inhibuje expresi proteinu zavislou na p53°.

LncRNA hraji roli v regulaci bunétného cyklu, pteziti, imunitni odpovédi a pfispivaji
k transformovanému fenotypu rakovinnych bunék. LncRNA jsou odlisné exprimovany
pravdépodobnosti pieziti pacientd s urfitym typem onemocnéni. Studie ukazuji, Ze IncRNA
mohou piisobit jako onkogeny nebo nadorové supresory. Onkogenni IncRNA zahrnuji H19,
HOTAIR, XIST a dalsi. Molekuly transkriptu HOTAIR jsou nadmérné exprimovany u riznych
nadorovych onemocnéni (napf. karcinomu prsu a karcinomu plic). HOTAIR a BRCAL jsou
interakénimi partnery a mohou mit konkurencni roli v genové expresi. HOTAIR indukuje
degradaci proteinu prostfednictvim E3 ubikvitin ligdzy. Mezi nadorové supresory patii
napiiklad MEG a TERRA. TERRA interaguje s telomerami spojenymi s TRF1, TRF2
(telomere repeat factors 1 a 2), ORC (origin recognition complex) a usnadiiuje tvorbu
heterochromatinu v telomerach. TRF1, TRF2 a podjednotky ORC jsou proteiny, které vytvari
vysoce afinitni kontakt stelomerickou DNA. TRF1 negativné reguluje délku telomery
a podporuje replikaci telomer. TRF2, kromé regulace délky telomery, chrani i konce
chromozomu. LNCRNA také potlacuji hladiny miRNA, ¢imz se zvySuje exprese cilového genu.
Snizeni aktivity miRNA u nadorovych onemocnéni ovliviiuje bunéény cyklus, apoptozu
a proliferaci’®® . Pro spravnou diagnostiku nadorového onemocnéni a naslednou cilenou terapii
je dilezit¢ porozumét kazdé IncRNA podrobné a to identifikaci bunéénych funkci,

porozuménim molekularnich mechanismi a pochopit jejich roli u dané nemoci’.
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3.2.4 LncRNA jako biomarkery

LncRNA jsou exprimovany U riznych typl nddorovych onemocnéni a funguji jako onkogeny
nebo nddorové supresory. Dlouhé nekodujici RNA jsou v télnich tekutinach stabilni a Ize je
detekovat v plazmé nebo v mo¢i® pacientii s nddorovym onemocnénim. Takovato detekce
INcCRNA je neinvazivni a lze je pouzit jako biomarkery nebo terapeutické cile pro 1é¢bu

99-101

rakoviny LncRNA by mohly byt pouzity pfi hodnoceni nadorovych onemocnéni

Vv nasledujicich aspektech:

e rozliSovani pacientli s nadorovym onemocnénim v rané fazi od zdravych lidi
s vysokou senzitivitou a specificitou,

e predikce pacientd s nddorem,

e predpovéd rizika recidivy nadort a tvorby metastdz po chirurgickém zakroku,

e jako hodnotici index, zda byl chirurgicky zakrok uspésny ¢&i nikoliv®®.
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3.3 MEG3 (Maternally expressed gene 3)

Lidsky chromozom 14 nese mateisky exprimovany gen MEG3 a otcovsky exprimovany gen
DLK1 (obr. 7). Genomicky imprinting je mechanismus, ve kterém exprese genu zavisi na jeho
rodi¢ovském piivodul®?. Savéi buiiky se vyznaduji tim, Ze maji dvé sady chromozomii, z nich
jedna je zdédéna po matce a druhd po otci. Obé kopie kazdého genu maji stejny potencial
exprese i represe. U genu regulovanych genomickym imprintingem dochazi k expresi jednoho
ze dvou chromozomua. MEG3 je imprintovany gen, ktery se sklada z 10 exont. Koduje piiblizné
1,6 kb dlouhou nekédujici RNA. MEG3 byl identifikovan u mysi jako homolog Gt121%32,
MEG3/Gtl2 patii do lokusu DLKI1-MEG3, ktery lezi na chromozomu 14q a u mysi
na chromozomu 129°. MEG3 a DLK1 se nachézeji 90 kb od sebe na jiz zminéném chromozomu
14. DLK1 je zapojeny do bunééné signalizace a diferenciace. Bylo zji$téno, Ze absence exprese
DLK1 koreluje se ztratou diferencia¢ni schopnosti a zvy$enou malignitou®. DLK1 je spojen
s vyzkumem mysi, kde se podili na ¢asném embryondlnim vyvoji, postnatalnim rtistu a ukladani
tuku'®, DLK1 je otcovsky exprimovén a koduje protein, patiici do rodiny proteinti, podobnych
ristovému faktoru. MEG3 je mateisky exprimovan a produkuje INcRNA*, Diky TATA boxu
v genovém promotoru a RNA transkriptu s poly(A) koncem, je MEG cilovym genem RNA
polymerazy 11%, Genova exprese regionu DLK1-MEG3 je pevné regulovana imprintovanymi
kontrolnimi regiony (ICR). Kontrolni region (ICR) lokusu DLK1/MEG3 je metylovany region,
znamy jako IG-DMR!%, Kromé regionu IG-DMR existuje jesté druhy metylovany region,
MEG3-DMR!%®17  |G-DMR je nemetylovany na matefské alele a hypermetylovany
na otcovské alele chromozomu. Ztrata exprese MEG3 u nadorovych onemocnéni nesouvisi
s genomickymi abnormalitami, jako je delece genu nebo mutace. Ztrata exprese genu MEG3
je spiSe ptipsana promotoru genu MEG3 a hypermetylaci enhanceru. MEG3 je tedy gen, jehoz

108 U pacientti byly nalezeny odlisné

ztrata exprese muze hrat rozhodujici roli pfi tvorbé nadoru
fenotypy s otcovskymi nebo matetskymi uniparentalnimi chorobami pro chromozom 14, kde je
umistén homolog MEG3. Zvysena exprese MEG3 u obou chromozomt 14 od matky vede

naptiklad ke zpomalenému riistu, vyvojovému zpozdéni nebo i porucham motoriky®,
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Chromozom 14 nemetylované regiony IncRNA
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Obr. 7: Diagram DLK1-MEG3 lokusu.

Region DLK1-MEG3 obsahuje imprintované kontrolni regiony IG-DMR a MEG3-DMR, ktery se ptekryva

s promotorem genu MEG3. Oba kontrolni regiony jsou metylované na otcovské alele.

(Upraveno z: Kameswaran, V.; Kaestner, K. H. The Missing Lnc (RNA) between the Pancreatic p-Cell and
Diabetes. 2014, 5 (July), 1-10. https://doi.org/10.3389/fgene.2014.00200.)

V lidském organismu je MEG3 exprimovana naptiklad v centralnim nervovém systému (mozek
a micha) a nadledvinach. Jeho transkripty jsou detekovany ve vaje€niku, varlatech, pankreatu
a jatrech. Ztrata exprese MEG3 byla nalezena napiiklad v nadorech mozku, plic, d€lozniho
ipku, prostaty a jater a vede tvorb&é nadorovych buné&nych linii'°. Naopak re-exprese
potladuje riist nadoru a podporuje bunéénou apoptézu®. To vedlo k myslence, ze MEG3 je
nadorovym supresorem. Dalsi hypotézy vedou k vzajemnému vztahu mezi MEG3, proteinem

p53, DNA metylaci nebo proteinem Rb311%,

3.3.1 MEGS3 a metylace

Metylace je zpusob, jak modifikovat genovou expresi beze zmény DNA sekvence. Nejvice
studovanou chemickou modifikaci nukleotidi je metylace cytosinu a zmény spojené
s chromatinem (metylace a acetylace histonu). Tyto epigenetické modifikace mohou zménit

112

dostupnost DNA pro transkripéni komplexy“. Metylace ovliviiuje pouze cytosin, kterému

pfedchazi guanosin v 5” sméru DNA sekvence. Tato modifikace vede k tvorbé dinukleotidu

CpG a ovliviiuje DNA v proximalni promotorové oblastil!3

. U malignich onemocnéni jsou
oblasti promotori nadorovych supresori hypermetylované, coz vede k nepfiméfenému
transkripénimu uml¢ovani gent. Tyto geny jsou zapojeny do transkripce, apoptozy, opravy
DNA, remodelace chromatinu a regulaci buné¢ného cyklu. U zdravych bunék k metylaci téchto
gentl nedochazi'®, Hypermetylace u nékterych nadorovych onemocnéni v promotorové oblasti

je diisledkem ztraty exprese MEG3!*. Promotorové oblast MEG3 je bohata na CpG nukleotidy.
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Metyla¢ni obrazec je rozdélen do Ctyt oblasti a obsahuje celkem 112 CpG dinukleotidi, které
se nachdzeji pfed prvnim exonem. Prvni a ¢tvrtd oblast obsahuje funkéné dulezité sekvence

pro genovou expresi’®. IG-DMR na chromozomu 14 obsahuje celkem osm CpG dinukleotidd.

Bylo prokazéano, ze metylace u n€kterych nadorovych onemocnéni vykazovala snizené celkové
preziti pacientil, ve srovnani s jedinci bez metyla¢niho stavu. To znaci vztah mezi metylaci

a progresi onemocnéni®+116:102,

3.3.2 MEG3ap53

Nadorovy supresor TP53 kéduje jaderny fosfoprotein p53 o velikosti 53 kD%, Tento protein
hraje v nddorové supresi dtileZitou roli'’. MDM2 se vaZe na p53 a vede k degradaci proteinu
p53 skrz ubikvitinaéni mechanismus. MDM2 a p53 je regulovan faktory, které zajisti, zda p53
nebo MDM2 splni svoji funkcil®. Inhibice MDM2 prostiednictvim fosforylace, acetylace,
a inhibice ubikvitinace, ma dopad na aktivitu TP53!'°. Aktivace proteinu p53, diky aktivité
MEG3 a potlaceni MDM2, zastavuje bunéfny cyklus nebo vede k apoptoze, diferenciaci
a senescenci'?®. MDM2 mitize byt regulovan TP53 na Girovni transkripce, proto MDM2 a TP53

tvoti samoregulacni zpétnovazebnou smycku, ktera je dalezita k udrzeni poméru MDM2/TP53.

U meningioma byly nalezeny mutace p53. Bylo prokazano, Ze exprese MEG3 aktivuje p53
a stimuluje jeho transkrip¢ni aktivitu. Pomoci tohoto testu bylo zjiSténo, Ze MEG3 funguje jako
IncRNA. MEG3 aktivuje p53 a zvysi hladinu tohoto proteinu'?l. Nadorovy supresor p53
nasledné stimuluje expresi rustového diferenciacniho faktoru 15 (GDF15). GDF15 je ¢lenem
rodiny ristového faktoru B (TGF-B)*?2. Inhibuje proliferaci nékolika rakovinnych buné&énych
linii a potladuje tvorbu nadori!?1?®, Bylo prokazano, ze GDF15 je cilovy gen MEG3 a exprese

MEGS3 potladuje proliferaci bunék HCT1163.

MEG3 je i bez p53 schopny inhibovat bunétnou proliferaci. Funkce IncRNA MEG3 jako
nadorového supresoru je zprostiedkovéana cestou zavislou na p533. Vysledky u pacientt s akutni
myeloidni leukémii (AML) vSak naznacuji, ze MEG3 hraje roli nddorového supresoru
a potlacuje rast nadoru 1 cestou nezavislou na p53. Pravdépodobné je tato cesta podpoiena

signalizaéni cestou MDM2/Rb124102,
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3.33 MEG3aRb

Rb je nadorovy supresorovy gen retinoblastomu, umistény na chromozomu 13*2°. Rb je zapojen
do diferenciace, senescence, apoptozy a bun&éného cyklu'?®. Gen produkuje nukleofosfoprotein

pRb a potlacuje rast v G1 fazil0?1?,

PRB je regulovan fosforylaci a defosforylaci?®. pRb je modifikovany fosforylaci za vzniku
hyperfosforylovanych forem, které pietrvavaji do ukonc¢eni mitézy. Fosforylace D-Cdk4/Cdk6
a E-Cdk2 je nezbytna pro inaktivaci pRB vedouci k pokradovani bunééného cyklu'?®, Tato
fosforylace zpusobuje disociaci Rb od transkripcnich faktort E2F. To umoziuje transkripci
gentl, potfebnych pro S fazi a progresi G2/M'%°. Regulator p16 (inhibitor CDKN2A), kodovany
genem ink4a, inhibuje komplexy cyklin-cdk v G1 fazi a inhibuje pRb™*1 Nejeastsji
anaplastické a maligni meningiomy postradaji protein pl6. Az 71 % anaplastickych

meningiomi postradalo bud’ Rb, nebo proteiny p16 a p15 (inhibitor CDKN2B)0213,

Studie ukéazaly, ze u AML interaguje MDM2 s Rb. MEG3 podporuje MDM?2 degradaci, zvySuje
hladinu Rb a aktivni formu hyperfosforylovaného Rb. Aktivni Rb nasledné interaguje
s transkripénim faktorem E2F. Transkripéni faktor E2F, ktery je vyrazné regulovan MEG3,
negativn¢ reguluje expresi svych cilovych genti, konkrétné DNMT3A. Diky tomu je
pravdépodobné, ze MEG3 inhibuje rist nadoru cestou Rb-DNMT3A?* Nadmérna exprese
MEG3 vede k zastaveni bunétného cyklu v G1 fazi a k nizsi pravdépodobnosti vstupu bunék
do G2/M fazel0%1%,

Ptitomnost vyssiho procenta hyperfosforylovaného pRb vede k inhibici apoptdzy a proliferaci
nadoru v meningiomech. Naopak niz8i procento hyperfosforylovaného pRb by mohlo vést
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k apoptoze a snizeni ristu nadoru'®2. Vysledky ukazuji, ze funkce pRb mize byt

vV meningiomech inhibovana®®®. Zvysené hladiny hyperfosforylovaného pRb jsou spojeny

s horsimi klinickymi vysledky a chemorezistenci ve srovnani s pRb b&znych hodnot'021%,

3.3.4 MEG3 aizoformy
Lidsky gen MEG3 obsahuje deset exont. Pomoci RT-PCR bylo identifikovano 27 sestfihovych

3135 Nadorova

variant. Jednotlivé sestiihové varianty se lisi ve schopnosti stimulovat cestu p5
tkan exprimuje jiné izoformy nez zdrava a lisi se rozdilnym mechanismem sestfihu. VSechny

transkripty MEG3 funguji jako nekédujici RNA a nekéduji zadné proteiny 613,

Molekula obsahuje asi 1,6 kb nukleotidi. Je potieba, aby tvofila kompaktni strukturu a mohla
tak plnit svou funkci. Pomoci pocitacového programu mfold byly analyzovany sekundéarni

struktury MEG3 izoforem. Na zakladé toho bylo zjisténo, ze kazda izoforma MEG3 obsahuje
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tii vétvici se motivy (M1, M2 a M3). Po odstranéni vzdy jednoho motivu nedoslo ke zméné
celkové sekundérni struktury. Pfi testovani lokalnich struktur doslo pfi deleci M1 ke snizeni
stimulacni aktivity p53 0 30 %. Delece M3 snizila aktivitu o 67 %. Delece M2 témét Gplné
eliminuje tuto aktivitu. Tento motiv je tedy rozhodujici pro stimulaci p53 pomoci MEG3
izoforem. V bunkach rakoviny tlustého stieva bylo zjisténo, Ze kazda izoforma MEG3
zpusobuje zvySeni aktivity p53 ve srovnani s prazdnym vektorem. MEG3a, MEG3f a MEG3h
jsou slabymi aktivatory, MEG3e a MEG3i silnymi aktivatory®21%,

3.35 MEG3acAMP

Cyklicky AMP je znamym druhym poslem, mtze regulovat bunécny cyklus a apoptdzu diky
aktivaci CAMP-dependentni protein kinazy. Tato aktivace zvySuje fosforylaci cilovych
protein!®’. Buiiky lidskych fibroblastd byly osetieny cAMP a hladina MEG3 byla vyznamné

zvySena oproti neoSetfenym kontrolam.

Exprese MEG3 je stimulovana cAMP pies cAMP reaktivni element (CRE) bezprostiedné pied
prvnim exonem v oblasti promotoru MEG3!®. Naopak promotorova hypermetylace blokuje
vazbu CRE a rodiny CRE proteini (CREB), a blokuje iniciaci transkripce MEG3

(viz. obr. 8102139,

Stimulace pomoci cAMP l

Promotor MEG3

*

Promotorova hypermetylace

3

Promotor MEG3

Obr. 8: Ovlivnéni transkripce MEG3 pomoci cAMP nebo hypermetylace.

Pfi stimulaci pomoci cAMP a CRE dochazi k transkripci genu MEG3. Naopak hypermetylace promotoru blokuje
vazbu CRE, proteinit CREB a blokuje transkripci.

3.3.6 MEGS3 a angiogeneze
Byly porovnavany genové expresni profily v mozcich embryonalnich MEG3 KO a wild-type
mys$i. Mezi geny, které byly deregulovany u MEG3 KO mysi, se nachazi geny pro angiogenezi.
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Potvrdila se zména exprese vaskularniho endotelialniho rtstového faktoru alfa (VEGFA)
a jeho receptoru (VEGFR1). Tato exprese je zvySena v mozku MEG3 KO mysi oproti expresi
u wild-type mysi. Receptor VEGFR1 a VEGFA jsou primarnimi regulatory angiogeneze.
Delece genu MEG3 a jeho inaktivace vede Kk podpoie angiogeneze a piispiva k vyvoji

n2'1(1()1.1/1102,140,141 ]
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4 Experimentalni Cast
Hlavnim cilem experimentalni ¢asti bylo zachyceni transkriptu genu MEG3 v tkanovych fezech

pomoci RNA in situ hybridizace a analyza miry exprese a lokalizace MEG3.

V prvni fazi experimentu byly vytvofeny Cerstvé fezy pomoci mikrotomu a nasledné byla

provedena RNA in situ hybridizace pfipravenych fezi.

Béhem druhé faze byla provedena analyza miry exprese a lokalizace MEG3 v jednotlivych
vzorcich pomoci obrazové analyzy ziskanych snimkii z fluorescencni mikroskopie. Tato data

byla korelovana s potencialni progn6zou pacientd primarn¢ z hlediska rekurence a WHO gradu.

4.1 Biologicky material
Jako vychozi material byly pouzity tkanové microarraye (TMA), které byly pfipraveny
makrodisekci chirurgicky odstranénych meningiomid ve Fakultni Nemocnici Olomouc,

fixovanych a uchovanych v parafinu (FFPE) ve tmé¢ a pii pokojové teploté.

Kazda array (obr. 9) se skladala z 24 , ter¢ika* predstavujici makrodisektaty z ptuvodnich FFPE
blokti. Na TMA se vzdy vyskytovaly dvé kontrolni tkdn€ v paru (vzZdy ctyti kontroly na jedné
TMA), konkrétné se jednalo o plice, srdce a pankreas. Kontrolni tkané byly ziskany z archivu
Fakultni nemocnice v Olomouci, které byly odebrany od pacientli netrpicich nadorovym
onemocnénim daného organu. Zbylych dvacet ter¢ikii bylo deset parovych vzorkii meningiomu
(od kazdého pacienta vzdy dva vzorky z jednoho nadoru), kterym byl meningiom chirurgicky

odstranén.

Obr. 9: Jednotlivé tkanové microarray chirurgicky odstranénych meningiomii a rez tkarnové microarray pod
mikroskopem. Pouziti fluorescencniho mikroskopu, zvétseni 20x, pouziti vzduchové vrstvy mezi objektivem
a krycim sklem.
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4.2 Pouzité ptistroje a chemikalie

Pro experimentalni metody byl pouzit komeréni kit ViewRNA ISH Tissue 1-Plex Assay Kit
a ViewRNA™ Chromogenic Signal Amplification Kit (1-plex) v kombinaci se specifickou
sondou ViewRNA Tissue Probe Set — MEG3 (Thermo Fisher Scientific). K fluorescenénimu
podbarveni jader bylo pouzito DAPI (4°,6°-diamidino-2-fenylindol), dodavany firmou Thermo
Fisher Scientific a hematoxylin (Sigma). Pro montovani skli¢ek bylo pouzito Histomount
Mounting Solution (Thermo Fisher Scientific). Z bézné dostupnych chemikalii, které nebyly
soucasti komer¢ni soupravy, byl pouzit xylen, 96% ethanol, 37% formaldehyd, zasobni roztok

10x fosfatovy pufr (PBS) a ddH20.

Seznam pouzitych piistroji, které byly pouzity béhem experimentalnich metod je uveden
v tab. 1.

Pristroj Model Vyrobce
Vodni lazen Julabo TW8 Sigma-Aldrich
Hybridiza¢ni plocha DB-2D Techne
Minicentrifuga Minispin Eppendorf
Termoblot MyBlock Mini Benchmark
Vortex Grant-Bio PV-1 Grant
Laboratorni vaha ED423S-OCE Sartorius
Mikrotom Slide 4004 M PFM Medical
Parafinova vodni lazei Sakura Sakura
Konfokalni mikroskop Axio Observer + spinning disc Yokogawa Zeiss

Fluorescen¢éni mikroskop Olympus 1X83 + obj. LUCPLFLNPH 40x, Zyla kamera | Olympus
Fluorescen¢éni mikroskop Olympus BX60 Olympus

Tab. 1: Seznam pouzitych pristrojii.

4.3 Pouzité experimentalni postupy
Nasledujici nize popsané experimentalni postupy byly pouzity pro vSechna finalni obrazova

data, ktera byla zahrnuta ve vysledném statistickém zpracovani.

4.3.1 Krgjeni preparatli na mikrotomu
Mikrotomy slouZi ke krajeni histologického materidlu a nésledné ke zhotoveni preparata.

Pro zhotoveni bylo pouzito safikového mikrotomu, ktery je vhodny pro kréjeni fezli zalitych
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do parafinu. Nosi¢, na kterém je blocek, byl pfipevnén do tzv. neapolské svorky. Svorka
umoznuje ménit sklon noze ke sméru fezu a také sklon k roviné fezu. Nz (ziletka) je upevnén
a veden k rovin¢ proti bloku. Po kazdém fezu je posouvan Sroubem do vysky o nastaveny pocet

mikrometrii proti blo¢ku (pii experimentech bylo nastaveno 5 pm)#2.
Popis metody:

e Do piislusnych drzaka byly uchyceny ziletka a FFPE blo¢ek. KoleCkem volby tloustky
fezu byla nastavena pozadovana hodnota (5 um). Nasledné bylo provedeno ,,zkrajeni
blocku“ pomoci kolecka makroposuvu, které se pouziva pro rychlé nastaveni
pozadované vzdalenosti mezi blockem a ostfim noze. Byl proveden fezny pohyb
horizontalnim posuvem madla drzaku nozi. Poté byl niz vracen do ptivodni polohy
a nakrajeny fez byl ptenesen jehlou do teplé vodni lazné (56 °C), kde se fezy rozepnou.
Rozepnuté fezy byly zachyceny na podlozni skli¢ko. Cerstvé nakrajené parafinové fezy
o tloustce 5 pum byly zahiaty (parafin byl rozpustén) na hybridiza¢ni plose
pti 60 °C po dobu 90 minut.

4.3.2 Navazani sondy a barveni preparat

Pro navazani sondy byl pouzit komeréni kit ViewRNA ISH Tissue 1-Plex Assay (obr. 10)
a ViewRNA™ Chromogenic Signal Amplification Kit (1-plex) v kombinaci se specifickou
sondou ViewRNA Tissue Probe Set — MEG3 (Thermo Fisher Scientific). Jedna se o velmi
citlivou RNA in situ hybridizaéni metodu (RISH) pro rozliseni jednotlivych transkriptd.
Nejprve doSlo k deparafinizaci a dehydrataci. Pomoci protedzy dosSlo k natraveni tkané
anasledné navazani sondy (generujici Cerveny signal), ktera obsahuje 20 oligonukleotidd
komplementarnich k transkriptu genu MEG3. Kazda tzv. Z sonda se vaze na cilovy transkript
v paru (viz obr. 10) a obsahuje sekvenci bazi komplementarni k cili, sekvenci spaceru
a koncovou sekvenci, na kterou se vaze preamplifier. Amplifiery (zesilovace) byly navazany
na vazebna mista kazdého preamplifieru. Specifické oligonukleotidy, konjugované s alkalickou
fosfatazou (Label Probe-AP), se navazi k amplifieru. Po ptidani substratu Fast Red (2), dochazi
diky alkalické fosfataze (1) k tvorbé chromogenniho signalu v podobé Cervenych tecek

Vv mistech, kde jsou navazany sondy*,
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Ptiprava roztoku:

1 000 ml 1x PBS — 100 ml 10x zasobni roztok PBS, 900 ml ddH20

200 ml 10 % NBF — 178 ml 1x PBS, 22 ml 37 % formaldehydu

1 000 ml Wash Buffer — 833 ml ddH20, 9 ml Wash Comp 1, 2,5 ml Wash Comp 2,
nakonec doplnéno ddH>O do 1 000 mi

500 ml 1x Pretreatment Solution — 5 ml 100x Pret. Solution, 495 ml ddH20

Popis metody:

Nejdiive byla ptedehiata vodni lazen na 90-95 °C a hybridiza¢ni plocha na 40 °C.
Sklicko bylo vlozeno do Coplinovy nadobky s xylenem a inkubovano 3 x 5 minut.
Poté bylo skli¢ko inkubovano v Coplinové nadobce s 96% ethanolem 2 x 5 minut.
Po vyjmuti bylo sklicko ponechano 5 minut na vzduchu, aby proschlo. Pomoci
hydrofobniho pera byla na sklicku vytvotena hydrofobni bariéra a ponechana 25 minut
uschnout. Sklicko bylo ponoieno do zkumavky s roztokem 1x Pretreatment Solution,
ktery byl ptedem ptipraven. Zkumavka se sklickem byla vlozena do horké vodni lazné
prekryté alobalem a ponechana 15 minut v lazni.

Sklicko bylo promyto v Coplinové nadobé s ddH2O 2x vzdy po dobu 1 minuty.
Poté bylo skli¢cko vlozeno do nadobky s Ix PBS, mezitim bylo 396 ul 1x PBS
predehtato na 40 °C. K 396 ul 1x PBS bylo pfidano 3,5 ul Proteazy QF. Sklicko bylo
jemné& osu$eno, vzorky byly pievrstveny pfipravenym protedzovym roztokem
a inkubovany pfi 40 °C 15 minut. Roztok byl odstranén, sklicko osuseno a vlozeno
do nadobky s 1x PBS po dobu 1 minuty. Promyti s 1x PBS bylo znovu zopakovano.
Sklicko bylo vlozeno do zkumavky s 10 % NBF a inkubovano pti pokojové teploté (RT)
5 minut. Dale bylo sklicko vlozeno do 1x PBS 2 x 1 minutu. Mezitim bylo pfedehtato
392 ul Probe Set Diluent QF na 40 °C a k diluentu bylo pfidano 8 ul ViewRNA TYPE
1 Probe Set (HUMAN MEG3 1.1). Ze sklicka byl odstranén roztok 1x PBS, sklicko
bylo osuseno, pievrstveno piipravenym roztokem a inkubovano 3 hodiny pti 40 °C.
Pied koncem inkubace byly z lednice vytazeny Fast Red tablety, Naphthol Buffer,
AP Enhancer Solution a Amplifier Diluent QF. Amplifier Diluent QF byl piedehiat
na 40 °C. Po tfihodinové inkubaci se sondou byl roztok odstranén a skli¢ko vlozeno
do nadobky s Wash Bufferem 3 x 2 minuty. K396 ul Amplifier Diluent QF bylo
ptidano 4 pl Pre Amp 1 QF, sklicko bylo pfevrstveno a inkubovano 25 minut pti 40 °C.
Poté bylo skli¢ko promyto Wash Bufferem 3 x 2 minuty. Nasledné byl 396 ul Amplifier
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Diluent QF piedehiat na 40 °C a k roztoku bylo ptidano 4 ul Amp 1 QF. Sklicko bylo
roztokem pievrstveno a inkubovano 15 minut pii 40 °C. Sklicko bylo promyto Wash
Bufferem 3 x 2 minuty. Nasledn¢ bylo piedehfato 399,6 ul Label Probe Diluent QF
na40 °C a poté k nému bylo pifidano 0,4 ul Label Probe-AP. Po pievrstveni timto
roztokem bylo skli¢ko inkubovano pti 40 °C 15 minut. Sklicko bylo promyto Wash
Bufferem 3 x 3 minuty.

Skli¢ko bylo pievrstveno 400 ul AP-Enhancer Solution a inkubovano 5 minut pii RT.
Mezitim byl pfipraven barvici roztok. Na jedno sklicko bylo potieba 10,5 mg nadrcené
Fast Red Substrate tablety rozpusténé v 500 ul Naphthol Buffru. Roztok byl uchovavan
ve tmé. AP-Enhancer Solution byl co nejdikladnéji odstranén ze sklicka, skli¢ko bylo
poté pievrstveno 400 pl barviciho roztoku. Roztok byl inkubovan na skli¢ku pii 40 °C
po dobu 30 minut.

Mezitim byl pfipraven roztok DAPI. 9 mg bylo rozpusténo v 30 ml ddH20. Nasledné
byl roztok zfedén 100x (1 ml DAPI a 99 ml ddH.0). Sklicko bylo promyto v 1x PBS
po dobu 30 sekund, nasledné v ddH-O po stejnou dobu. Nakonec bylo skli¢ko vlozeno
do zfedéného roztoku DAPI na 2 minuty. Poté bylo sklicko promyto 1 minutu v ddH-O.
Skli¢ko bylo ponechano pfi RT a tmé 20-30 minut, aby se ususilo. Nasledné bylo sklicko
montovano krycim sklickem s nanesenym Histomount médiem. Po zaschnuti bylo

sklicko vlozeno do krabicky a skladovano v lednici.
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Cilova IncRNA

Z Sonda (human MEGS3 typel)

Pre-Amplifier
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Amplifier
& Specifické oligonukleotidy s AP
* Substrat Fast Red

Obr. 10: Schéma komercniho protokolu ViewRNA ISH Tissue 1-Plex Assay.
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Obr. 11: Reakcni schéma substrdtu Fast Red a naftol AS-MX fosfatu**,

Reak¢ni schéma naftol AS — MX fosfatu (1) a substratu Fast Red (2), kdy po reakci dochazi k tvorbé ¢ervenych

tecek v mistech, kde je navdzana sonda. Naftol AS — MX fosfat demonstruje alkalickou fosfatazu.
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4.3.3 Pouziti fluorescen¢niho a konfokalniho mikroskopu

Konfokalni mikroskop se tadi mezi svételné mikroskopy. Zdrojem svétla je laser,
ktery prochazi ptes clonu (Stérbinu) a objektiv osvétluje preparat. Objektivem zpét prochazi
svétlo odrazené. Po prichodu dichroickym zrcadlem dochazi ve stérbin€ k odfiltrovani svétla
Z ostatnich rovin. V posledni fazi jsou paprsky zesileny ve fotonasobici a detekovany. B€hem
detekce ziskame informaci jen z jednoho bodu'#. Byl pouzit mikroskop Axio Observer (Zeiss),
objektiv Plan Apochromat, spinning disc Yokogawa.

Detekce signalu konfokalnim mikroskopem:

e DAPI — excitace 390 nm a emise 447 (+/- 60) nm

e Fast Red dye — byla vybrana excitace pii 570 nm s detekci emise pii 610 nm

Fluorescencni mikroskop pouZziva kratSich vinovych délek v UV oblasti a nasledné emituje
viditelné svétlo delSich vinovych délek. Excitacni zafeni projde excita¢nim filtrem a dojde
K prostupu svétla o uré¢ité vinové délce. Nasledné svétlo projde na dichroické zrcadlo, odrazi
se, projde pies objektiv na preparat a vede k excitaci elektronti a vyzafeni svétla v preparatu.
Emitované svétlo projde pies bariérovy filtr, ktery propusti zafeni o vlnové délce, kterad
146

odpovida pouzitému fluorochromu

LUCPLFLN PH a kamera Zyla.

. Byl pouzZit mikroskop Olympus IX83, objektiv

Emitované zateni fluorescenéniho mikroskopu bylo kamerou detekovano:

e DAPI —excitace 390 nm a emise 447 (+/- 60) nm, detekce viditeIného modrého svétla
e Fast Red dye — pro detekci bylo potieba pouzit kanal Cy3/TRITC, excitace

530 (+/- 20) nm, emise 590 (+/- 20) nm, detekce viditelného Cerveného svétla
Popis:

e Z divodu ¢asové narocnosti a nizké efektivity foceni TMA na konfokéalnim mikroskopu
byl nakonec pouzit plné automatizovany fluorescencni mikroskop Olympus 1X83.
Jednotlivé preparaty byly nafoceny v kanale Cy3, na ktery systém automaticky ostfil
a DAPI. Pomoci softwaru cellSens Dimension bylo ziskano 20 jednotlivych snimki
0 velikosti 2048 x 2048 pixeld, které byly nasledné spojeny do vétSich obrazovych ploch
(ptekryti jednotlivych snimku bylo 20 %). Z divodu Spatné viditelnych cervené
zbarvenych transkriptd genu MEG3 na modrém poli bylo zménéno modré zabarveni
jednotlivych jader na zelené. Lidské oko dokaze Cervenou barvu na zeleném poli 1épe

identifikovat.
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4.3.4 Obrazova analyza

Po nafoceni vSech preparatt fluorescenénim mikroskopem bylo potieba vybrat tzv. mista zajmu
(ROI), kde byla detekovana sila signalu pomoci softwaru cellSens Dimension (Olympus).
Jednotlivé vytezy tkani byly pfifazeny k pacientim podle umisténi kontrolnich tkédni na danych
TMA.

Popis:

e Vkazdém terciku bylo ru¢né vybrano 3-6 ROI ploch k analyze na homogennich mistech
bez cév a jinych artefakt. Nasledné bylo provedeno ru¢ni prahovani signalu pro kazdy
obrazek zvlast. Po prahovani byly automaticky spocitany pocty signalt a jejich plochy
pro jednotlivé velikostni kategorie (1, 15, 30, 60, 100, 250, 500 px), které byly vztazeny
na plochu analyzované ROI. Plocha a umisténi jader nebyly brany v potaz, pouze

napomohly Kk orientaci ve tkani a také k vybéru vhodnych mist pro analyzu.

4.3.5 Pouzité statistické metody

Cilem bylo identifikovat a spocitat pocty signalt jednotlivych velikostnich kategorii v ru¢né
vybranych plochach (ROIs). Studentiv t-test a Wilcoxonuv test byly pouzity pro porovnani
podilt bodid jednotlivych velikostnich kategorii vzhledem k rekurenci, WHO gradu a potadi
nadoru (primarnim/sekundarnim). Dale byla pomoci Wilcoxonova testu hodnocena
rekurence/WHO grade v zavislosti na procentu svitici plochy a mife odliSnosti jednotlivych
ROI ve vzorku od priméru. Pomoci ANOVA testu byly porovnany podily bodd vzhledem
k nerekurentnim, primarnim/sekundarnim rekurentnim nadorim. Pearsoniv test byl pouzit
pro porovnani jednotlivych WHO gradi a rekurence (ano/ne). Fisheriv test byl pouzit
pro porovnani nerekurentnich nadort a primarnich/sekundarnich rekurentnich nadort

vzhledem k WHO gradu.

4.4 Popis pacientl

Soubor obsahoval 302 pacientti, ktefi podstoupili v letech 1990-2012 operaci meningiomu,
a kterym byl odebran dostatek tkané€ pro dalsi vyzkum. VSichni pacienti podepsali informovany
souhlas a byla ziskdna komplexni klinicka data. Zobrazovaci a klinické sledovani se provadélo
ve tfech a dvanacti mésicich od operace. U pacientll, ptiblizné¢ 24-72 mésicii od operace,

nedoslo k zadné recidivé nebo opétovnému ristu. Pokud doslo u pacientd k recidiveé
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nebo opétovnému nartistu meningiomu, byla naplanovana dalsi klinicka sledovani. Rekurence
po totalni (Simpson grade I, II, III) nebo ¢astecné (Simpson grade >III) resekci nadoru byla
definovana jako znovuobjeveni jakékoli nové 1éze v misté, kde byl meningiom odstranén
nebo jako rist pozustatkt nadoru po primarnim chirurgickém zakroku. Pokud béhem sledovani
pacientii doslo u nékterého znich Kk vyznamnému rastu nadoru, pacient byl reoperovan

nebo podstoupil radia¢ni terapii.

Tab. 2 a 3 ukazuje realny pocet pacientu, ktefi byli vybrani pro tento vyzkum. Tab. 2 ukazuje
zastoupeni meningiomu rekurentnich a nerekurentnich u Zen. Je zde zjevny vysSsi pocet
meningiomid WHO gradu |. Z uvedenych dat je zjevny relativné nizky vE€k pii diagnoze
V pouzitém souboru. U priamérného véku jsou Vv zavorkach uvedeny odlehlé hodnoty,
které pii vypoctu priméru nebyly zapocteny. Tab. 3 ukazuje vyskyt meningiomt u muzi. Opét
jsou stejnym zpuisobem uvedeny zastoupeni WHO gradti a primérny vék. Praimérny vék celé

skupiny ¢ini 53,9 let.

Zeny pocet grade | grade Il grade 111
rekurentni 34 19 8 7
nerekurentni 53 44 7 2
priamérny vék - 54,1 (21,2x31,32,33,3x34) 61,8 (30,33,34) 57,1 (31,32,99)

Tab. 2: Zastoupeni Zen v souboru.

muzi pocet grade | grade 11 grade 111
rekurentni 21 9 9 3
nerekurentni 15 7 7 1
priamérny vék - 51,4 (17,28) 45,8 (28) 53

Tab. 3: Zastoupeni muzii v souboru.
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace ptipravy preparati

K dispozici byly ptedpfipravené starSi fezy, které byly bohuzel nevyhovujici. Hlavnim
divodem pro tvorbu novych fezi byla jejich tloustka. Star§i fezy byly tlustS$i nez 5 um.
Pfi montovani sklicka Histomount médiem dochazelo k tvorbé bublin a spravné snimani
preparatti nebylo mozné (obr. 12). Diky nevhodné tloustce fezii se pfi snimani vyskytovaly

dalsi artefakty vedouci k nedostatecnému rozliSeni jednotlivych signalii a celkového obrazu

snimku vlivem opticky neptistupného prostiedi.

Obr. 12: Nevyhovujici tkaiiovy Fez. Cervené tecky oznacuji transkripty genu MEG3, jddra jsou zde zobrazena

zelené. Filtry pro DAPI a Cy3, zvétseni 40x, pouziti vzduchové vrstvy mezi objektivem a krycim skiem.

Na obrazku Ize vidét pivodni preparat star§iho data, ktery byl sniman pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
Detekci signalu znemozhovala piitomnost artefakti zptisobenych nevhodnou tloustkou fezi. To vedlo

k rozhodnuti vytvotit fezy o tloust'ce 5 pm.

Z vice nez tficeti TMA bloc¢ki bylo vybrano osmnact blockt, kde bylo jasné viditelnych vSech
24 ter¢ikl makrodisekovanych tkani. Z kazdého TMA blocku byly pfipraveny minimalné
tii fezy. Parafin na sklicku byl roztaven pomoci hybridiza¢ni plochy pti 60 °C na 90 minut.
Po vychladnuti takto pfipravenych preparati bylo vybrano od kazdého bloc¢ku vzdy sklicko
S nejvyssim poctem prenesenych tercikli. Nasledovalo navazani sondy a barveni preparatl
po Sesti. Vzhledem K tomu, Ze Sest sklicek bylo velmi naro¢nych na celkovou organizaci
a dodrzeni jednotlivych inkubaci (viz podkapitola 6.3.2 vyse), pro dalsi experimenty byly

vysledné preparaty pfipravovany pouze po dvou. Diky tomu dochazelo k rychlejSimu nanéseni

jednotlivych roztokt, dodrzeni jednotlivych inkubacnich ¢ast a snazs§i manipulaci.
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Dale byla optimalizovana metoda barveni jader pro lepsi orientaci ve tkani. Byly pouzity

dv¢é metody (obr. 13):

e hematoxylin (zaképnuti, promyti 3 x 1 min kohoutkovou vodou)
e DAPI (4',6"-diamidino-fenylindol)

HO .0 OH HoN H O NH
HO ‘ OH NH;

hematoxylin DAPI

Obr. 13: Vzorce sloucenin hematoxylinu a DAPL

Hematoxylin se béZzné¢ pouzivd pro orientaci ve tkdni pii histopatologickém hodnoceni
preparati. Béhem barveni byly preparaty zakdpnuty komerénim roztokem hematoxylinu
a nasledné promyty 3 x 1 min kohoutkovou vodou. U vzorkd, kde bylo pouzito DAPI byla
skli¢ka inkubovana 2 minuty v roztoku DAPI o koncentraci 3 pg/ml a nasledné¢ 1 minutu
v ddH20. Pomoci hematoxylinu dochazi ke zabarveni jader, avsak jednotlivé transkripty jsou
velmi Spatné viditelné (obr. 14). Transkripty MEG3 vytvafely slabé signaly a S$patné
rozliSiteIné shluky misto jasné viditelnych ,.tecek* (obr. 15). Béhem barveni pomoci DAPI,
dochazi vlivem emise (okolo 500 nm) v mikroskopu k modrému zabarveni jader, ve kterych
jsou cervené signaly (emise okolo 610 nm) transkripti genu MEG3 dobfe rozliitelné. Pro jesté
lepsi orientaci ve tkdni doslo pomoci softwaru ke zméné modie zabarvenych jader na zelenou
(viz. nize v popisu foceni sklicka). Jadra jsou tak 1épe Citelna a jednotlivé Cervené oznacené
transkripty genu MEG3 jsou lépe viditelné. Hematoxylin rovnéz zvySoval autofluorescenci
pozorovanou V kanale Cy3 (Obr. 15), coz byl jeden z hlavnich divodd $patného rozliSeni

sledovanych signalt.
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DAPI

hematoxylin
3

Obr. 14: Srovndni pouziti DAPI a hematoxylinu ve tkani. Filtry pro DAPI a Cy3 a bright-field, zvétseni 40x, pouziti

vzduchové vrstvy mezi objektivem a krycim sklem.

hematoxylin DAPI

Obr. 15: Srovnani detekce jednotlivych transkriptit genu MEG3 pomoci snimani pouze v kandalu Cy3 za stejnych
podminek jako na obrazku 13.

V kanale Cy3 bylo pii pouziti hematoxylinu velmi tézké rozlisit jednotlivé transkripty genu MEG3,
které se vyskytuji i v jadrech bunék (slaby signal). Pti pouziti DAPI byly jednotlivé transkripty jasné viditelné

ve formé ,.tecek™ a jednotlivé signaly bylo mozné dobte rozlisit.
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Po vybéru typu barveni jader bylo nasledné vybirano ze dvou metod dehydratace tkané:

e pii pokojové teploté (20-30 minut)

e aceton/xylen (vzdy 1 minutu v acetonu, acetonu/xylenu 1:1, xylenu)

Dehydratace se po RNA in situ hybridizaci provedla bud’ klasickym suSenim v digestofi,
kde sklicka byla piikryta alobalem nebo pomoci smési acetonu a xylenu. Preparaty byly v tomto

ptipadé ponechdny ve tfech po sobé jdoucich roztocich po dobu 1 minuty:

e roztok samotného acetonu
e roztok aceton/xylen v poméru 1:1

e roztok samotného xylenu

Roztok aceton/xylen se vyuziva cCastéji pro jeho efektivitu. V tomto piipadé vSak byl
nevyhovujici a pouzité roztoky vymyvaly i sondu nebo fluorescen¢ni znacku (obr. 16).
Proto bylo pouzito v nasledujicich experimentech metody suseni pii pokojové teploté. Suseni

se vzdy provadélo v digestofi a preparaty byly zakryty alobalem, aby vlivem svétla nedoslo

k fototoxickému efektu, a tedy vysviceni sondy.

Obr. 16: Tkan po dehydrataci pomocit série roztokii aceton/xylen. Zvétseni 40X, filtry pro DAPI a Cy3.

Na obrazku lze nejasné vidét jednolité Cervené zbarvené shluky, mezi nimiz se vyskytuji jednotlivé transkripty
genu MEG3.
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Poslednim tkonem celého optimaliza¢niho procesu bylo foceni jednotlivych preparati.

V prvnich pokusech byl pouzit konfokalni mikroskop (popis viz 6.3.3 vyse). Pro vyzkum byl
potieba snimek celé tkané a u konfokalniho mikroskopu lze ru¢né nastavit pouze jeden bod
(obr. 17). Proto byl pouzit automaticky fluorescenéni mikroskop z divodu detekce jednotlivych
ploch, které se nasledné spojily do jednoho snimku celého dostupného makrodisektatu
(obr. 18). U automatického fluorescenéniho mikroskopu je dutlezité nastavit jednotlivé
parametry detekce, a to filtry pro detekci DAPI a Fast Red, zaostfeni roviny sklicka pro rozhrani
sklo/vzduch a vybér jednotlivych ploch pro tvorbu kone¢ného celkového snimku. Celkové
snimani jednotlivych tercikli bylo dulezit¢ pro naslednou obrazovou analyzu a statistické
zpracovani. Dulezity byl spravny vybér co nejlépe vypadajici tkan€, kterd obsahovala jasné
cervené ,tecky” (oznacené transkripty genu MEG3, které piedstavuji jednotlivé signaly),
jasnou detekci jader a misto detekce bez dalSich artefaktii (naptiklad cévy, rovnomérné shluky

jader nebo krypty).

DAPI MEG3 MERGE

Obr. 17: Pouziti konfokalniho mikroskopu pro detekci MEG3 pri zvétSeni 63x. PouZziti imerzniho oleje mezi

objektivem a krycim sklem.

Na kompozitnim kanalu pro DAPI jsou viditelnd modie zbarvena jadra. Pro MEG3 lze vidét ¢ervené zbarvené
transkripty genu MEG3 ve shlucich i jednotlivé. Snimky jsou produktem metody zvané maximum intensity
projection, kdy vysledny obraz vznika sloZenim z vice vrstev jedné plochy, tedy z vice snimk snimanych

pfi pohybu objektivu v rdmci osy z.

51



DAPI MEG3 MERGE

Obr. 18: Pouziti fluorescencniho mikroskopu pro foceni jednotlivych TMA. Filtry pro DAPI a Cy3. ZvétSeni 40x,

pouze vzduchova vrstva mezi objektivem a krycim sklem.

V hornim fadku pro detekci DAPI jsou velmi $patné viditelna jednotliva jadra. Proto bylo pomoci softwaru zvoleno
zelené zbarveni jader (dolni fadek), aby jednotlivé transkripty genu MEG3 byly 1épe na pozadi rozlisitelné.

Vysledné obrazce slozeny z jednotlivych ploch celého postupné snimaného teréiku (viditelna miizka).

Finalni protokol (obr. 19), ktery byl pouzit u v§ech 123 pacientti, m¢l nasledujici nalezitosti:

e tloustkafezu 5 um
e pouziti DAPI, dehydratace na vzduchu 20-30 minut
e snimani pomoci plné automatizovan¢ho fluorescenéniho mikroskopu

e pouziti softwaru cellSens Dimension pro zménu zbarveni jednotlivych jader
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Obr. 19: Snimek findlniho prepardtu po optimalizaci protokolu a jeho vybrand zvétSenda mista. Filtry pro DAPI

a Cy3, zvetseni 40x, vzduchova vrstva mezi objektivem a krycim sklem.

Na findlnim preparatu jsou detekovany jasné viditelné Cervené ,tecky*, které predstavuji signal jednotlivych
transkriptd genu MEG3. Na obrazcich nize jsou zvétSena dvé vybrana mista, kterd dokazuji pfitomnost

jednotlivych transkriptl genu a viditelnych jader v preparatu.
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5.2 Statistické hodnoceni

Nasledné byla provedena obrazova analyza jednotlivych ,ter¢ikti* pomoci softwaru cellSens

Dimension (obr. 20). V misté ter¢iku bylo ru¢né vybrano 3-6 tzv. mist zajmu, (ROI), kde byly

automaticky spocitany pocty signall pro vybrané velikostni kategorie ve vztahu k plose dané
ROI (viz tab. 4).

Obr. 20: Rucné vybrand mista detekce signalu na terciku 4 _1mS5, sklo 74 pomoci softwaru cellSens Dimension.

250 px ROI Area|pixel?] Pocet signalu
ROI 1 399645 17

ROI 2 399645 9

ROI 3 399645 31

ROl 4 399645 37

ROI 5 399645 7

Tab. 4: Priklad ziskanych hrubych dat pomoci softwaru cellSens Dimension pro vzorek 4_1m3, sklo 74 a velikostni

kategorii zaznamendvanych signdlit nad 250 px.

U 123 pacientl, u kterych byl proveden finalni protokol, byla provedena obrazova analyza.
Bylo hodnoceno 82 vzorkt, kde byly detekovany signaly jednotlivych transkripti genu MEG3
a jejich lokalizace ve shlucich. U zbylych 41 pacienti nebyl detekovan zadny nebo Spatné
hodnotitelny signal, kde nebylo mozné analyzovat pocty bodu. U vyssich velikostnich kategorii
dochazi tvorbe klastri transkripti genu MEG3. U transkript byl hodnocen prognosticky

vyznam (mira exprese a lokalizace).
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Pro statistické zpracovani podilu poctu bodt byly hodnoceny u kazdé ROI pocty bodu
velikostnich kategorii na celkovém poctu sviticich bodii. V tomto piipadé nebylo potieba
zohlednovat velikost ROIs. Pro kazdy vzorek pak z podilt jednotlivych ROIs pro kazdy vzorek
byly vytvoreny primeéry.

Pro souhrnnou charakteristiku poctu bodi ve vzorcich byl zohlednén pocet i velikost
jednotlivych ROIs ve vzorku. Byla tedy ze vS§ech ROIs vypocitana referen¢ni velikost celkové
plochy (median 400 440 pixel?). Na tuto velikost byly pfepoéteny poéty bodi pro jednotlivé
ROIs. Z piepoctenych hodnot byl pro jednotlivé vzorky vytvofen prumér z ptislusSnych ROIs
(normalizované pocty bodl). Tento prumér byl vytvoifen pro hodnotu BODY. Poté byly
statisticky vyhodnoceny normalizované pocty boda v jednotlivych ROIs u danych vzorka
(obr. 21). U vzorkt 19m2, 43m3, 44m3 a 50m byly pocty bodi nad 1 000, avsak nebyla mezi

nimi nalezena Zadna spojitost.

Normalizované pocty bodii v jednotlivych ROIs u danych vzorku

-
1

40000

30000

20000

10000

o

0
a —ﬁ—-e_--a_ﬁaﬁ_aﬁﬁ_----e—iv&

A
TTTTTTTTTT T T T T T T I T T T T T T T T T T T
OOENNONDNEOEODEQOOEEEMENNDNDOONY
EEJEEELEENEREECEEEYHGEREEEEEEEE
NOTFTODOONTCTOFTNO-ANLDNOVONWONTOMN
T FFTFTT T+ T now 0 o oo

Obr. 21: Normalizované pocty bodii v jednotlivych ROIs u danych vzorkai.

Ze vsech ROIs byla vypocitana referencni velikost celkové plochy, na kterou byly piepocteny body pro jednotlivé

ROIs. Nasledné byl pro jednotlivé vzorky vytvofen prumér z pfislusnych ROIs (BODY).

Pro dals$i hodnoceni byly vybrany vzorky se snimky obsahujici alespoii 3 ROIs (odebrany
vzorky pod 5% kvantilem). Tyto podminky spliiuje 73 vzorkd.

Pro 73 analyzovanych vzorkt byla vytvorena heat mapa (obr. 22 na druhé stran€) zobrazujici

na ose X hierarchické klastrovani podle podilu po¢tu bodl na celkovém poctu sviticich boda
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0 velikostnim rozmezi 1 az 15 px, 15 az 30 px, 30 az 60 px, 60 az 100 px, 100 az 250 px,
250 az 500 px, vice nez 500 px a RADIUS.N, tedy vzdalenosti hodnot jednotlivych ROIs
od praméru mimo 80% kvartil. Podily poctu bodii byly hierarchicky klastrovany s jednotlivymi
vzorky. Sytost modrého zbarveni kazdého pole urCuje pocet bodu jednotlivych velikostnich
rozmezi na celkovém poctu sviticich bodi ve vzorku. V nejvyssi mife se ve vzorcich nachazi
body ve velikostnim rozmezi 1 az 15 px, tedy jednotlivé rozptylené transkripty netvofici shluky.
Naopak signaly o velikosti nad 250 px se objevuji jen ojedincle. Ke sdruzovani vzorkl
na zékladé¢ zkoumanych parametrii nedochazelo v zéavislosti na korelovanych klinickych
faktorech, tedy rekurenci, WHO gradu nebo potadi operovaného nadoru (primarni

nebo sekundarni).
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Obr. 22: Heat mapa podilu poctu bodii pro jednotlivé velikostni kategorie a RADIUS.N.

Kazdy tadek heat mapy odpovida jednomu vzorku, kde byly detekovany jednotlivé body ve velikostnich
kategoriich. Kazdy sloupec odpovida podilu poc¢tu bodi jednotlivych velikostnich kategorii na celkovém poctu
ve vzorku. WHO grade, BODY, prvni/nasledny nador a rekurence jsou vyznaceny barevné na pravém okraji heat

mapy. Na obou osach je zobrazen vysledny dendrogram funkce hierarchického klastrovani.
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Dale byly porovnany hodnoty podilu poctu bodt vSech velikostnich kategorii vzhledem
k rekurenci —ano/ne (obr. 23). Dale byly porovnany hodnoty RADIUS.N a BODY, tedy rozdily
V heterogenité v rdmci vzorku a mife exprese vzhledem k rekurenci. Signifikantni vysledky
byly pozorovany pouze u podilu poétu bodu vzhledem k rekurenci na hladin¢ vyznamnosti
p <0,05. Vyss§i zastoupeni poctu bodi o velikostnim rozmezi 1 az 15 px (p = 0,021) je
u rekurentnich pacientii. Dale objekty o velikostnim rozmezi 15 az 30 px (p = 0,006)
a 30 az 60 px (p = 0,016) se u rekurentnich pacientii nachazi ve tkani v niz§i mife, jak je rovnéz

kvantifikovano na obr. 23.
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Obr. 23: Parametry vykazujici signifikantni rozdily mezi rekurentnimi a nerekurentnimi pacienty, konkrétné podily

velikostnich skupin bodii v rozsahu 1 az 60 px.

Krabicové diagramy znazorfuji podily poétu sviticich bodi ve vzorku v zavislosti na rekurenci. Krabicovy
diagram znazorfiuje 1. a 3. kvartil, linie vychazejici ze stfedni ¢asti diagramu znazorfuji minimalni a maximalni
hodnoty pro tento vypocet a horizontalni linie udava median. V krabicovych diagramech jsou kvantifikovany

signifikantni rozdily na hladiné vyznamnosti p<0,05 u rekurentnich pacientt.
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Nasledné byly porovnany vzorky v podilu poétu bodi Vv zavislosti na tiech proménnych
(obr. 24 nize). V této analyze byl zohlednén i ptivod vzorkl rekurentnich pacientd, tedy jestli
analyzovana tkan pochazela z primarniho prvniho vyoperovaného nadoru nebo z nasledného,
rekurenci vzniklého nadoru. Vzorky tedy byly rozd€leny na nerekurentni nadory (NR), primarni
rekurentni nadory (R1) a sekundarni rekurentni nadory (R>1). Signifikantni rozdily vykazovala

velikostni kategorie 15 az 30 px (p = 0,02) Snejvyssim podilem ve skupiné NR,

cvwr

ANOVA test, p-value=0.02
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Obr. 24: Parametry vykazujici signifikantni rozdily mezi nerekurentnimi nadory (NR), rekurentnimi primdarnimi
nadory (R1) a sekundarnimi rekurentnimi nadory (R>1), konkrétné podily sviticich bodii velikostniho rozmezi

15 az 30 px.

Krabicové diagramy znazortuji podet sviticich bodd velikostniho rozmezi 15 az 30 px ve vzorku v zavislosti
na titech proménnych. Krabicovy diagram znazoriiuje 1. a 3. Kvartil, linie vychazejici ze stfedni ¢asti diagramu

znazoriuji minimalni a maximalni hodnoty a horizontalni linie udava median hodnot. V krabicovych diagramech

Poté byla vybrana skupina 56 vzork pro hodnoceni (obr. 25) nerekurentnich nadori (NR)
a primarnich rekurentnich nadorti (R1). Proménné byly opét hodnoceny v zavislosti na podilu
poctu bodl jednotlivych velikostnich kategorii, celkovému normovanému poctu boda (BODY)
a parametru RADIUS.N vyjadiujici heterogenitu mezi ROIs v ramci jednoho vzorku.
Signifikantni vysledky byly zjistény u bodu o velikostnim rozmezi 15 az 30 px (p = 0,017)
a30az 60 px (p = 0,041). U rekurentnich primarnich nadorti (R1) dochazi ke snizeni poctu
bodt jednotlivych velikostnich kategorii (15 az 30 px a 30 az 60 pXx) oproti nerekurentnim
nadorim (NR).
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Student's t-test, p-value=0.017 Wilcoxon exact test, p-value=0.041
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Obr. 25: Parametry vykazujici signifikantni rozdily mezi nerekurentnimi nadory (NR) a primdrnimi rekurentnimi

nadory (R1), konkrétné podily velikostnich skupin 15 az 60 px.

Krabicové diagramy znazorfiuji pocet sviticich bodii ve vzorku v zavislosti na nerekurentnich nadorech (NR)
a primarnich rekurentnich nadorech (R1). Krabicovy diagram znazoriuje 1. a 3. kvartil, linie vychazejici ze stfedni
Casti diagramu znazoriiuji minimalni a maximalni hodnoty a horizontalni linie udava median hodnot. Signifikatni
vysledky byly zjistény u bodi o velikostnim rozmezi 15 az 60 px, nachéazejici se na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.
U rekurentnich nadorti (R1) dochazi u vyse zminénych velikostnich kategorii ke snizeni poctu bodti oproti

nerekurentnim pacientim (NR).

Dale byly analyzovany souvislosti mezi WHO gradem a dal$imi parametry. Na obr. 26 nize
je vyznacen soubor vSech 123 pacientii, vybranych pro tuto studii. Je zde zfejma zavislost
rekurence na WHO gradu, coZ je jiz znamy rizikovy faktor pro rekurenci. Je zde vyssi
zastoupeni nerekurentnich meningiomi WHO gradu I a narist rekurentnich pacienti s WHO

gradem III.
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Nerekurentni a rekurentni pacienti v zavislosti na
typu WHO gradu
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Obr. 26: Porovndni vSech nerekurentnich a rekurentnich pacientii v zavislosti na typu WHO gradu.

Ze 123 pacientll bylo vybrano pouze 72 pacientl, u kterych byl signal detekovan a nasledné
statisticky vyhodnocen. U pacienti byla provedena analyza WHO gradi Vv zavislosti
na rekurenci. Z obr. 27 je zfejma zavislost rekurence na WHO gradu i v naSem souboru pacientti

(p = 0,026). Vyssi WHO grade tedy vede k horsi prognoze.

Rekurentni a nerekurentni pacienti v zavislostii na
typu WHO gradu
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Obr. 27: Porovnani rekurentnich a nerekurentnich pacientii v zavislosti na WHO gradu.
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Na obr. 28 byly porovnany po¢ty nerekurentnich (NR), primarnich rekurentnich nadort (R1)
a sekundérnich rekurentnich nadord (R>1) v zavislosti na WHO gradu (p = 0,053). Je zde
ziejmé, Ze po rekurenci primarnich nadort dochazi k progresi do vyssiho WHO gradu. Cast&ji
tedy byva vys$§i WHO grade diagnostikovan u sekundarnich nadorti, coZ je zjevné i1 z naSeho

souboru pacientt.

Nerekurentni, primarni rekurentni a sekundarni
rekurentni nadory v zavislosti na typu WHO gradu
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Obr. 28: Porovndni nerekurentnich ndadorii (NR), primdrnich rekurentnich nddorii (RI1) a sekunddrnich

rekurentnich nadorii (R>1) Vv zavislosti na WHO gradu.

Co se tyka analyzy exprese a lokalizace MEG3 v klastrech, v zadném ze zkoumanych
parametri nebyly nalezeny rozdily mezi pacienty sriznymi WHO grady na hladiné
vyznamnosti p < 0,05. Pouze objekty o velikosti 30 az 60 px vykazovaly niz$i miru zastoupeni

se vzrustajicim WHO gradem (p = 0,055). Z obr. 29 na druhé stran¢ je patrné zastoupeni téchto

v
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ANOVA test, p-value=0.055
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Obr. 29: Podil poctu bodui velikostni kategorie 30 _60 v zavislosti na WHO gradu.

Pro 73 vzorka s alespon 3 ROIs (odebrany vzorky pod 5% kvantilem) byl vytvoten klasifika¢ni
strom (obr. 30), ktery pifedstavoval vystup multivaridtniho modelu predikujici rekurenci
na zaklad¢ vybranych parametri (rekurence, BODY, RADIUS.N, podily poctu bodl
jednotlivych velikostnich kategorii a WHO grade). Model predikuje rekurenci podle
proménnych BODY (primér poc¢tu bodl ve vzorku), podilti poétu bodii velikostni kategorie
60 az 100 px na celkovém poctu ve vzorku a RADIUS.N. Zadna z vybranych proménnych

se nevyskytuje ve statistickych testech pro predikci rekurence.

vo| RADIUSN<019 | oo

ol  podil60 100.N <0.019 |..

0| BODY =444 | ..

No Mo Yes Yes
90 28 20 28 06

Obr. 30: Klasifikacni strom predikujici rekurenci podle algoritmem vybranych proménnych.
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Klasifikaéni strom vizualizuje postup a Gsp&$nost multivariatniho modelu pro predikci rekurence. Subjekty
oznacen¢ a zafazené do ,,No“, byly klasifikaénim stromem piedpovézeny jako nerekurentni. Dvojice ¢isel udava,
kolik skute¢né nerekurentnich (Cislo vlevo) a rekurentnich (Cislo vpravo) bylo do dané skupinky modelem
zafazeno. Subjekty oznacené ,,Yes* byly pfedpoveézeny jako rekurentni a ¢isla vpravo ukazuji skute¢né rekurentni
a &isla vlevo nerekurentni, které byly podle klasifikaéniho stromu do této skupiny zafazeny. Cim je barva
jednotlivych koncovych rozhodnuti tmavsi, tim je klasifikaéni strom pfedpoveédél spravnéji. Klasifikaéni strom

nespravné zatadil 5 % nerekurentnich vzorkt a 59 % vzorkl rekurentnich. Celkova chyba piedpovédi €ini 30 %.

Dalsi vygenerovany model na zaklad¢ stejnych vstupnich dat a podminek byl vytvotfen
naobr. 31. Model predikuje jednotlivé rekurentni/nerekurentni vzorky podle RADIUS.N,
BODY a podilu poctu bodi velikostnich kategorii 15 az 30 px, 60 az 100 px a 250 az 500 px.
Podil poc¢tu bodu velikostni kategorie 15 az 30 px (p = 0,006) vzhledem k rekurenci se vyskytuje
ve statistickych testech jako jedind signifikantni proménna. Pro klasifikaéni strom byla

vypocitana celkova chyba ptedpovédi, ktera ¢ini 19,2 %.

0000 @ @ @ I RADIUSN=01%e._

wo|  podil.60_100.N < 0.019

no |BODY == 444,

oo|  podiL60_100.N>=0.04 |,

ol podil250_SO00N<0.0046 |,

o  podil15_30N<0.065 |,

No No HD Yes Yes
80 122 ﬁ 10 28 08

Obr. 31: Vetveny klasifikacni strom rozdélujici rekurentni a nerekurentni nadory dle danych proménnych.

Klasifikaéni stromy rozdélily rekurentni a nerekurentni nadory na zékladé vybranych hodnot. Subjekty byly
hodnoceny stejnym zptisobem jako na obr. 29. Klasifika¢ni strom nespravné zafadil 5 % nerekurentnich pacienti

a 35 % rekurentnich pacientl. Celkova chyba ptedpovédi ¢ini 19,2 %.
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Pro vSech 82 vzorka byl vytvofen klasifikacni strom (obr. 32), ktery ptfedstavoval vystup
multivariatniho modelu predikujici nerekurentni/rekurentni vzorky na zdkladé vybranych
parametr (rekurence, BODY, RADIUS.N, podil poctu jednotlivych velikostnich kategorii
a WHO grade). Model predikuje jednotlivé rekurentni/nerekurentni vzorky podle RADIUS.N,
BODY, podilu poc¢tu bodl velikostnich kategorii 30 az 60 px a 60 az 100 px a WHO gradu.
Podil poc¢tu bodu velikostni kategorie 30 az 60 px (p = 0,016) vzhledem k rekurenci se vyskytuje
ve statistickych testech jako jedina signifikantni proménnd. Zastoupeni podilu poctu bodu této

velikostni kategorie se nachazi u rekurentnich pacientti v nizsi mife.

0| RADIUS.N < 0.19] .

| BODY<Tlj.,

o podil.30_60.N<0.12 | .

0| Grade =1}, _
no| BODY >= 444,

no

No Mo Yes Yes Yes
10 1 13 4 18 110 07

Obr. 32: Vetveny klasifikacni strom rozdélujici rekurentni a nerekurentni nddory dle danych proménnych.

podil.60_100.N>=0.04 | ..

Klasifikaéni stromy rozdé€lily rekurentni a nerekurentni nadory na zakladé vybranych hodnot. Subjekty byly
hodnoceny stejnym zpusobem jako na obr. 29. Klasifika¢ni strom nespravné zatadil 19,5 % nerekurentnich

pacientti a 17 % rekurentnich pacientil. Celkova chyba piedpovédi €ini 18,3 %.

Méné rozvétveny klasifikaéni strom rozd€luje vzorky dle tii proménnych (obr. 30).
Jeho celkova chybovost byla 30 %. U vétvenych klasifikacnich stromi (obr. 31 a 32) byla
vypocitana celkova chybovost nizsi (19,2 % a 18,3 %), avSak vzorky jsou déleny dle vysSiho
poctu parametrt. Je tedy mozné, ze by fungovaly jen na téchto konkrétnich datech. Klasifika¢ni
stromy zatazuji nepiesné zejména vzorky rekurentni, pravdépodobné z dlivodu jejich mensiho
zastoupeni mezi 73 pacienty. V klasifikacnich stromech jsou mezi rekurentnimi
a nerekurentnimi pacienty signifikantni rozdily, avSak ne tak markantni, aby byly pouzity

v ramci predikéniho modelu.
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6 Diskuze

Trvalé histologické tkan¢ se ziskdvaji stabilizaci Cerstvého materialu. Fixaci dochazi
k zachovani struktury bungk a tkani, které jsou co nejpodobnéjsi jejich vyskytu in vivo. Fixace
1ze dosédhnout fixacnimi roztoky (vodny roztok formaldehydu), zmrazenim tkané nebo teplem.
Nejcastéjsi a nejSetrnéjsi metodou je pouziti formaldehydu. Tkén se vlozi do vhodné formy,
odvodni se, projasni a nasledn¢ prosyti. V poslednim kroku se tkan zalije parafinem pro jeji
zpevnéni'*2, Vyhodou formaldehydu je jeho nizké cena a rychlé pronikani do tkané. Nevyhodou
je Castecnd zmeéna struktury bunék a chemicka modifikace naptiklad aminovych a amidovych

skupin v proteinech#’.

Pro experimentalni pokusy byly k dispozici jiz predptipravené star§i blocky, u kterych byla
provedena RNA in situ hybridizace. Béhem piipravy preparati byla problémem heterogenita
tkanovych blockl (fezy 5 pm), metody barveni jader (pouziti DAPI) a dehydratace (pti RT,
20-30 minut) byla provedena u vsech skli¢ek vizualizace IncRNA pomoci RNA in situ
hybridizace.

LncRNA jsou nejcastéji detekovany pomoci RT-gPCR. Ve studii Cabili et al. byla pouzita
jednomolekulova RISH metoda k lokalizaci IncRNA uvnitt bunck. Jedna se konkrétné
0 RNAscope metodu, ktera se stala velmi ptesnou a specifickou, a proto byla v této diplomové
praci také pouzita. Leucci et al. a Dunagin et al. uvadi vyhody metody oproti RT-gPCR. Metoda
RT-qPCR neni schopna rozliSovat typy bungk, jejich jednotlivé populace ve tkani a umisténi
transkripta!*®. Diky metodé RISH lze kombinovat histologické a morfologické informace
s lokalizaci a expresi IncRNA®0 Pochopeni lokalizace a exprese IncRNA dle Tripathi et al.

miize byt uzite¢né pii vyvoji efektivngjsich terapeutickych postupl*®,

Diive byl problémem RISH metody Sum a slaba citlivost. Cabili et al. popisuji koncepci
Zsondy v RNAscope metode, ktera zajisStuje selektivni zesileni signali a zabranéni
amplifikace z nespecifickych vazeb. Zlepsila se tak citlivost a pomér signal-sum, kdy je mozné

detekovat INCRNA s piesnosti na jednotky molekul*®,

Nasledné byly snimany jednotlivé preparaty pomoci fluorescencniho mikroskopu, provedena
obrazova analyza a statistické hodnoceni. BEhem homogenniho foceni pomoci fluorescencniho
mikroskopu byly vSechny preparaty nafoceny stejnym zplisobem. BohuZel né€které preparaty

mohou byt presviceny a u nékterych signal chybi. Dale je mozné preparaty detekovat kazdy
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jinym zpusobem, ale je potieba jasné danych pravidel. Béhem vyzkumu vsak nebyl prostor

pro dalsi experimentalni pokusy, které by se zabyvaly zejména zlepSenim metody sniméni.

Pomoci obrazové analyzy bylo na kazdém teréiku vybrano 3-6 mist zajmu (ROIs),
které obsahovaly signal, neobsahovaly artefakty a byly nasnimany v dostate¢né kvalité. Cabili
et al. pouzili rovnéz RISH k lokalizaci a ¢etnosti IncRNA. Ve studii poukazuji na hojnost
INCRNA ve shlucich, proto jsme se v této praci rozhodli analyzovat podily poctu bodu

jednotlivych velikostnich kategorii®®!,

Pro statistické hodnoceni vybrano 13 TMA s 82 pacienty, kde byl signal dostatecné¢ dobie
detekovatelny. Z 82 pacientll byli vybrani pacienti S alesponn 3 ROIs (odebrany vzorky
pod 5% kvantilem) a ve vysledku tedy byla pouzita data 73 pacientu.

Nejprve byly jednotlivé ROIs hodnoceny podle procenta svitici plochy, avsak toto hodnoceni
nebylo vhodné. V heat mapé¢ nedoslo ke klastrovani jednotlivych podilt velikostnich kategorii
na svitici ploSe a nebyly nalezeny signifikantni rozdily mezi jednotlivymi podily v zavislosti
na rekurenci. Proto byly ve vysledku hodnoceny poéty bodu jednotlivych velikostnich kategorii
za dany vzorek. Poéty bodu byly trojclenkou prepocteny na stejnou velikost (median vSech
ROIs) a byl vytvoren primérny pocet bodl jednotlivych velikostnich kategorii v daném vzorku

(pruméry z hodnot ROIs daného vzorku).

Byly statisticky vyhodnoceny normalizované pocty bodi v jednotlivych ROIs u danych vzork
a prumérné pocty bodi pro jednotlivé vzorky (BODY). Hodnota BODY byla u ¢tyt vzorki

vyhodnocena vyssi nez 1000 bodt, av§ak nebyla mezi nimi nalezena Zadna spojitost.

Pro v8ech 73 vzorki bylo provedeno hierarchické klastrovani, kde doslo ke klastrovani hodnot
V ramci poctu bodl jednotlivych velikostnich kategorii. NedoSlo vSak ke klastrovani v rdmci

rekurence, WHO gradu ani potadi nadoru.

V nasledujicich analyzach bylo provedeno porovnani hodnot podilu poctu bodu jednotlivych
velikostnich kategorii vzhledem k rekurenci. Byly nalezeny signifikantni rozdily poctu bodu
velikostni kategorie (15 az 30 px a 30 az 60 px). Detekce nejmensich bodu je vyrazné vyssi
u rekurentnich nador, avSak pii detekci vétSich bodi (nad 150 px) nedochazelo
k signifikantnim rozdilim. Diky tomuto hodnoceni se naskytd myslenka, zda se nejedna
o artefakty, vzhledem k jejich nizkému zastoupeni, a zda je tfeba tyto vétsi body detekovat.

Bohuzel nebyla nalezena spojitost s literaturou.
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Nasledné byly porovnany hodnoty podilu poc¢tu bodl velikostnich kategorii v zavislosti
na tfech proménnych, a to nerekurentni nadory (NR), primarni rekurentni nadory (R1)
a sekundérni rekurentni nadory (R>1). Béhem hodnoceni byl zaznamenan nizsi pocet bodi
ve velikostni kategorii 15 az 30 px (p = 0,02) u primarnich rekurentnich nadora (R1).
Klasifika¢ni stromy (obr. 30, 31, 32) predikovaly rekurentni/nerekurentni pacienty na zakladé
vybranych parametrti, avsak jediny vygenerovany model na obr. 32 vybral WHO grade jako
jeden z prediktord rekurence. Vygenerované modely mély tyto chybovosti 30 %, 19,2 %
a 18,3 %.

Studie Cabili et al. udava u MEG3 rozptylenéjsi, prostorove skvrnity vzor (0br. 32) oproti jinym
INCRNA (GAS5 a TERC)™. V diplomové praci byly pti foceni detekovany jednotlivé
transkripty genu MEG3 stejnym zpisobem. Castice byly identifikovany pomoci prahu
intenzity, nad kterym byly jednotlivé te¢ky povazovany za &astici RNAL,

Obr. 33: Rozptyleni jednotlivych IncRNA ve tkani.

RNAscope metoda by mohla byt dle Tripathi et al. pouzita jako diagnosticky detekéni test
za pouziti IncRNA jako biomarkeru. V laboratornich a klinickych podminkach by tato metoda
mohla potvrdit vysledky ziskané pomoci RT-qPCR a posilit tak interpretaci chovani nadorové
tkang'*®, Tripathi et al. objevili spojitost mezi zvysenou expresi IncRNA MALAT] a stadiem
kolorektalniho karcinomu®®®, V této diplomové praci vsak nebyla zjisténa dostate¢né vyznamna

spojitost mezi MEG3 a WHO gradem.
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[ Zavér

Meningiomy patii mezi Gastd nddorova onemocnéni centralni nervové soustavy. Castym
problémem téchto nadorovych onemocnéni je jejich rekurence v prubéhu 5 az 10 let, dokonce
i benignich forem®"!2. Casto u nich dochédzi k ztraté chromozomu, konkrétng chromozomu
22,1 a 14. Bylo zjisténo, ze ztrata chromozomu 14 se vyskytuje zejména u vyssich WHO gradu.
Na chromozomu 14 se vyskytuje pravé gen MEG3, ktery by mohl byt idealnim prognostickym

biomarkerem u meningiomdi.

Cilem diplomové prace bylo zachyceni transkriptu genu MEG3 pomoci RNA in situ
hybridizace a nasledné transkript v tkanovych fezech lokalizovat. Diky statistickému hodnoceni
byly jednotlivé velikostni kategorie, mnozstvi a odchylky v ramci jednoho vzorku v signalu
MEG3 korelovany s progndézou pacienti a nebyla nalezena souvislost mezi MEG3
a jednotlivymi WHO grady. Nicmén¢ byla potvrzena ¢astéjsi rekurence u vyssich WHO gradu
(p = 0,026). U rekurentnich a nerekurentnich pacientd se lisi rozdily velikostnich kategorii
1az 15 px (p = 0,021), 15 az 30 px (p = 0,006) a 30 az 60 px (p = 0,016), nelisi se v celkové
expresi (BODY) a RADIUS.N (odchylky v ramci jednoho vzorku).

Metoda RNA in situ hybridizace se jevi jako vhodna metoda pro hodnoceni lokalizace a exprese
IncRNA, ale je potieba metodu upravit a zdokonalit. Béhem diplomové prace byly zjistény
signifikantni rozdily, avSak zatim nevhodné pro vyuziti v klinické praxi pro piedpovéd
prognozy. Tuto skuteénost potvrzuji modely prezentované formou klasifikaénich stromd, které
jako hlavni faktory predikce rekurence vybiraly prednostné parametry BOD a RADIUS.N,
piestoze v jednotlivych statistickych testech nevykazovaly signifikantni rozdily mezi vzorky

rekurentnich a nerekurentnich pacientt.
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