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Seznam použitých zkratek: 

RNA ribonukleová kyselina 

DNA deoxyribonukleová kyselina 
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HE hematoxylin-eosin 
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TIMP inhibitor metalopeptidázy 

MMP matrix metalopeptidázy 

ALPL gen alkalin fosfatázy 

NDRG2 N-myc downstream-regulated gene 

AKT1 gen AKT serine/threonin kináza 
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CDKN2 cyklin dependentní kináza 2 
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1 Úvod 

RNA mají v organismu různé funkce a dělí se na kódující a nekódující RNA. Mezi kódující se 

řadí mRNA a všechny ostatní patří do skupiny nekódujících. Dlouhé nekódující RNA (lncRNA) 

jsou více než 200 nukleotidů dlouhé a nedochází u nich k překladu do proteinu1. V posledních 

letech si lncRNA získaly pozornost jako biologické regulátory podílející se na patogenezi 

mnoha onemocnění. LncRNA jsou různě exprimovány u rozličných typů nádorů a mohou tedy 

fungovat i jako biomarkery těchto onemocnění1.  

MEG3 je imprintovaný gen, který je složený z deseti exonů2. Kóduje přibližně 1,6 kb dlouhou 

nekódující RNA. Nachází se na chromozomu 14 a jeho myší homolog na chromozomu 123. 

MEG3 je v lidském organismu exprimována v mozku a na dalších místech. Ztráta exprese 

MEG3 vede k nádorovým onemocněním a tvorbě nádorových buněčných linií. Naopak  

re-exprese potlačuje růst nádoru a podporuje buněčnou apoptózu. MEG3 by se díky tomu mohl 

stát ideálním kandidátem jako biomarker v podobě nádorového supresoru u meningiomů4. 

Meningiomy jsou nádory mozku, které pravděpodobně vznikají z pavučnice. Většina případů 

je řešena chirurgickým zákrokem, pokud nelze zákrok provést, používá se radioterapie. Nádory 

se více objevují u žen a vyskytují se ve třech stupních – WHO gradech. Čím je WHO grade 

vyšší, tím je diferenciace nádorové tkáně nižší, což vede u pacientů k horší prognóze. Velkým 

problémem u meningiomů je jejich rekurence i u častých benigních forem5,6. U meningiomů 

dochází ke genetickým změnám na chromozomu 22, 1, 14 a dalších. Z hlediska prognózy byl 

chromozom 14 identifikován jako prognostický indikátor recidivy nádoru, hlavně u vyšších 

stupňů meningiomů. Zvláště pak oblast 14q je relevantní pro progresi meningiomů. V této 

oblasti pak Zhang7 a jeho kolegové identifikovali gen MEG3, který je vhodným kandidátem 

pro detailnější výzkum8.  

Cílem diplomové práce bylo detekovat transkript genu MEG3 v tkáňových řezech meningiomů. 

Chirurgicky odstraněné meningiomy byly získány z Fakultní nemocnice v Olomouci. 

Transkripty genu MEG3 byl v řezech identifikován pomocí RNA in situ hybridizace (RISH) 

a následně focen fluorescenčním mikroskopem. Pomocí obrazové analýzy byly vyhodnoceny 

jednotlivé signály genu MEG3 a statisticky korelovány s prognózou pacientů.  
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2 Cíle práce 

 

1. Vypracování rešerše o lncRNA, genu MEG3 a jeho roli v meningiomech.  

2. Vytvoření jednotlivých řezů z archivovaných chirurgicky odstraněných tkání pacientů 

s meningiomy.  

3. Zachycení transkriptu genu MEG3 u tkáňových řezů pacientů pomocí RNA in situ 

hybridizace (RISH). 

4. Analýza lokalizace a míry exprese MEG3 a následná korelace s prognózou pacientů.  
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3 Teoretická část 

3.1 Meningiomy 

Poprvé byl meningiom popsán Felixem Platerem roku 1614. První lékařská zpráva, která 

se zabývala meningiomy, byla zveřejněna roku 1774 chirurgem Antoinem Louisem. Nakonec 

byl pojem „meningiom“ poprvé použit v roce 1922 Harvey Cushingem9,10. V publikaci 

popisoval nádory, které pocházejí z pavučnic – tenkých, průsvitných durálních krycích vaziv 

nacházejících se v mozku a míše. Od této doby došlo k velkému pokroku v léčbě, k lepší 

charakterizaci histologie a vývoji klasifikačních systémů, které poskytují přesnější 

prognostické informace6. U meningiomů je známo, že se vyskytují více u žen než u mužů, 

v poměru 2:111.  

Světová zdravotnická organizace (WHO) vyvinula systém pro klasifikaci meningiomů. 

Klasifikace je zaměřena na zachycení jejich různorodého biologického a heterogenního 

klinického chování. Podle toho jsou meningiomy rozděleny do tří stupňů (gradů): 

• benigní (stupeň I) se vyskytují ze všech meningiomů nejčastěji, asi z 80 %,  

• atypický (stupeň II) se vyskytuje z 10-18 %, 

• maligní (stupeň III) se vyskytuje nejméně, asi z 2-4 %12. 

U benigních forem dochází k časté progresi a vzniku atypických nebo maligních meningiomů13. 

Atypické a maligní meningiomy se vyskytují u pacientů s průměrným věkem asi 57 let, častěji 

u mužů5. WHO rozděluje jednotlivé stupně do patnácti subtypů. Devět subtypů spadá 

do benigních meningiomů, tři do atypických a tři do maligních11. Třídění dle stupňů se zaměřuje 

na histomorfologii a mitotické indexy, které se často v jednotlivých stupních překrývají. 

Světová zdravotnická organizace uvádí, že u 25 % benigních meningiomů dochází u pacientů 

během života k rekurenci (opětovnému výskytu nádoru). Rekurence se objeví u 12-19 % 

benigních meningiomů během 5ti let. Meningiomy atypické rekurují s 29-52% 

pravděpodobností, u maligních je odhad rekurence 50-94 %12. Roku 1998 činilo pětileté přežití 

70 % u benigních meningiomů a 55 % u maligních. V roce 2018 byla u atypických a maligních 

meningiomů míra přežití do 5 let 65 % a 10 let 50 %5. Mezi známé rizikové faktory pro recidivu 

patří pohlaví (vyšší riziko recidivy u žen), rozsah resekce, monozomie chromozomu 

14 a věk14,15. 
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3.1.1 Diagnostika  

Během minulého století byla klasifikace nádorů mozku založena převážně na histologii, 

klasifikaci podle mikroskopických podobností a úrovni diferenciace. Nyní došlo, díky 

porozumění molekulárního a genetického základu, k velkým pokrokům16.  

Klinické příznaky meningiomů se vztahují k jejich umístění. Často se vyskytují změny 

osobnosti, smyslové motorické nebo vizuální příznaky a záchvaty17. Při podezřeních 

na meningiom se používá magnetická rezonance (MRI) a počítačová tomografie (CT). CT byla 

brána za jakýsi standard při identifikaci meningiomů, avšak v současné době se více používá 

MRI vzhledem k rozlišení cévních struktur a vazeb k bázi lební18. Jednofotonová emisní 

výpočetní tomografie (SPECT) a pozitronová emisní tomografie (PET) poskytuje informace 

o buněčných procesech a biologických charakteristikách nádorů. PET se používá u pacientů, 

kde jsou nádory špatně detekovatelné nebo je třeba potvrdit MRI diagnostiku.    

Studie za posledních dvacet let objasnily genetický základ tumorigeneze a přispěly k lepší 

klasifikaci nádorů centrální nervové soustavy (CNS). Některé genetické změny byly známy 

v CNS z WHO klasifikace z roku 2007 a poskytovaly prognostická nebo prediktivní data. Roku 

2016 došlo k aktualizaci klasifikace a začlenily se molekulární parametry nádoru. Klasifikace 

WHO z roku 2016 obsahuje úzce definované diagnostické objekty zkoumání, které vedou 

k vyšší diagnostické přesnosti, lepší správě pacientů a celkově přesnějšímu stanovení prognózy 

a léčby16.  

Většina meningiomů je pomocí barvení hematoxylinu-eosinu (HE) snadno diagnostikována. 

Meningiomy lze identifikovat i pomocí imunohistochemie19. Příkladem může být epiteliální 

membránový antigen (EMA), který se používá jako marker výskytu meningiomů, citlivost je  

90 %20. Dalším používaným biomarkerem je somatostatinový receptor (SSR) s citlivostí 95 % 

17,21,22. Kombinací markerů EMA a SSR dochází k detekci všech meningiomů22.  Mezi další 

kandidáty, detekovatelné v meningiomech, patří E-kadherin a konexiny, ale nejsou 

v klinických podmínkách běžné23. Slibným potencionálním biomarkerem je  

prostaglandin D syntháza. Studie ukazují reaktivitu asi u 80 % meningiomů. Velkým 

problémem při detekci markerů bývá mezilaboratorní variabilita v barvení, což ztěžuje nalezení 

podobných hodnot mezi jednotlivými studiemi23. 
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Histologická kritéria jsou založena hlavně na práci Perryho a kolegů, kteří prokázali, že recidiva 

souvisí s cytomorfologickými a histomorfologickými rysy. Každá varianta je diagnostikována 

podle histologické morfologie19. Mnoho meningiomů vykazuje smíšenou histologii u stejného 

nádoru, takže se diagnostikuje tzv. dominantní histologie. Atypické meningiomy jsou 

diagnostikovány přítomností 4-19 mitóz (poměr mezi počtem buněk v populaci procházející 

mitózou k celkovému počtu buněk v populaci) na 10 vysoce výkonných polích 

(HPF = 0,2 mm2), důkazem mozkové invaze nebo alespoň třemi z pěti následujících rysů: 

hypercelularita (vysoká buněčnost), tvorba malých buněk (vysoký poměr jádro : cytoplazma), 

vrstvení, výrazně větší jádro a náhodná nekróza24.  

U maligních meningiomů diagnostikujeme výrazně zvýšenou mitotickou aktivitu 

(více jak 20 mitóz na 10 HPF) a ztrátu diferenciace24. Pacienti s maligními meningiomy 

vykazují špatnou prognózu s opakujícími se metastázami i mimo CNS (např. lymfatické uzliny, 

játra, ledviny a pankreas)11,25. 

1. Benigní meningiomy (obr. 1 na další straně) jsou rozpoznávány dle WHO podle svého 

subtypu a nedostatku maligních rysů11: 

• meningoteliální (A), 

• fibrózní (B), 

• tranzitní (C), 

• psamomatozní (D), 

• sekreční (E), 

• angiomatický (F), 

• mikrocystický (G), 

• bohatý na lymfoplasmacyty (H), 

• metaplastický (I). 
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Obr. 1: Subtypy benigních meningiomů dle WHO. 

Na obrázku lze vidět devět subtypů benigních meningiomů (barvení HE, zvětšení 20x). Meningiomy (A) složeny 

z jednotných nádorových buněk. Meningiomy (B) se skládají z vřetenovitých buněk, podobajících se fibroblastům. 

(C) kombinují rysy podtypu A a B. (D) vytváří vrstvy, které mají tendenci tvořit soustředné kalcifikace 

(psamoma – písčitý vzhled) a na základě toho vytvářet hrubý vzhled. (E) se vyvíjí v meningoteliálním nebo 

tranzitním meningiomu. (F) mají často kapilární cévy obklopeny bublinovými nebo pěnovými nádorovými 

buňkami. (G) mají pavučinový vzhled díky mezibuněčné tekutině. Mají pokročilou formu epiteliální diferenciace. 

(H) jsou charakterizovány hustými infiltráty lymfocytů a plazmatických buněk. (I) mají cytoplazmatickou 

akumulaci tuku a tvorbu vakuol19,26. 

(Obrázek 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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Benigní meningiomy bývají ve většině případů diagnostikovány pomocí MRI a CT. Mezi 

nejčastěji diagnostikované patří meningoteliální, fibrózní a tranzitní meningiomy26. Obvykle 

se benigní nádory vyskytují jako kulaté nádory, s těsným kontaktem k tvrdé mozkomíšní pleně. 

Díky injekčnímu podání kontrastní látky (př. gadolinium) dochází k silnému zvýraznění 

nádoru27.   

2. Atypické meningiomy (obr. 2) jsou definovány jedním nebo více kritérií11: 

• atypický (J), buněčně čistý (K) nebo chordoidní (L) histologický subtyp buněk, 

• infiltrace mozku, 

• hypercelularita, 

• malé buňky s vysokým poměrem jader k cytoplazmě, 

• prominentní jádro (viditelná jádra objektivem 10x), 

• nekróza. 

 

Obr. 2: Subtypy atypických meningiomů dle WHO.  

(J) vykazují jadernou atypii a jsou například definovány vysokým mitotickým indexem. (K) bývá vzácný 

a vyskytuje se zejména v mladším věku (kojenci, děti, mladí dospělí). Výrazným rysem je hyalinizace (tuhé vazivo 

se sklonem ke kalcifikaci). (L) jsou vzácné (0,6 % meningiomů) a mají podobnost s kostním nádorem. Nádor má 

nejasnou lalokovitou podobu a buňky jsou uspořádány do stuh nebo kordů19,26.  

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

3. Maligní meningiomy (obr. 3) jsou definovány11: 

• anaplastický (M), papilární (N) nebo rhabdoidní (O) subtyp buněk, 

• maligní cytologie připomínající karcinomy, melanomy, 

• 20 nebo více mitóz. 
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Obr. 3: Subtypy maligních meningiomů dle WHO. 

(M) mají nekrózy a vyšší počet mitóz, jsou víceméně vřetenové nebo bohaté na kolagen. (N) patří také mezi vzácné 

subtypy a vyskytují se převážně u dětí. (O) jsou vzácné (˂ 1 % meningiomů), obsahují velká vezikulární jádra 

a hustou eozinofilní cytoplazmu.  

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

Maligní meningiomy bývají nepravidelného tvaru a vykazují vyšší objem mozkové krve než 

nádory benigní a atypické. Dochází u nich často k rekurenci a mohou metastazovat. Obsahují 

vysoký podíl mutací NF227.  

3.1.2 Léčba 

K terapii pacientů s meningiomy se přistupuje individuálně, jelikož povaha meningiomů 

a možné důsledky různých léčebných postupů se velmi liší. Nejčastější léčbou je metoda „watch 

and wait“, neurochirurgie a radioterapie. Pokud meningiom pacienta nijak neohrožuje, 

lze ho sledovat na základě pravidelných klinických MRI testů, po počátečním intervalu 

pozorování každých 6 měsíců27. U meningiomů, které rostou a ovlivňují život pacienta, dochází 

k resekci.  

Chirurgická léčba je pro většinu pacientů jedinou potřebnou léčbou, ale její dlouhodobé 

následky jsou často přehlíženy. Bylo uvedeno, že 40 % pacientů, kteří podstoupili chirurgický 

zákrok, měli po operaci kognitivní nebo emoční problémy (např. úzkost nebo deprese)17,27. 

Celková resekce vede k chirurgickému odstranění nádoru včetně mozkové pleny. Resekce 

je spojována s vyšší šancí na přežití, ale bohužel ji nelze provést u více než 50 % nových 

případů meningiomů17. Resekce je omezena například špatnou lokalizací nádoru, zapojením 

blízkých žilních dutin, tepen a lebečních nervů28. Rozsah resekce je definován hodnotou 

Simpson grade (I – V)29. Čím je hodnota Simpson vyšší, tím je rozsah resekce nižší a je větší 
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pravděpodobnost rekurence. Přestože Simpson grade předchází modernímu neuroimagingu, 

stále se ukazuje jako cenný prognostický faktor. Po operaci se do 48 hodin nebo po 3 měsících 

provádí MRI, aby se zabránilo artefaktům. U vyšších WHO gradů je třeba co nejradikálnější 

chirurgická resekce a následná radioterapie27. Radiační terapie je běžným standardem při léčbě 

meningiomů a snižuje pravděpodobnost recidivy. Radiační terapie závisí na velikosti nádoru, 

stadiu nemoci a gradu. Pokud meningiom nelze resekovat (př. špatné umístění, vysoký věk), 

volí se právě radiační terapie. Jestliže meningiom recidivuje nebo dojde k progresi, 

je přistoupeno k chirurgickému zákroku a následné radiační terapii. Při radioterapii se používá 

elektromagnetické záření a často se nelze vyhnout vedlejším účinkům (př. ztráta zubů, alopecie 

a bolesti hlavy)17. 

Mezi systémovou léčbu patří cytotoxická nebo cílená terapie. Obě strategie léčby byly 

podávány pacientům s pokročilými nebo neresekovatelnými nádory, které byly v mnoha 

případech dříve léčeny různými chirurgickými a radiačními postupy. Cílená terapie se zaměřuje 

na inhibici hormonálních receptorů, angiogenezi a signalizaci růstového faktoru17. Jedná 

se spíše o doplňkovou terapii u progresivních meningiomů28.  

Pokud pomocí zobrazování zjistíme jasné onemocnění meningiomem, není potřeba 

histologické ověření. Doporučuje se však vyloučení vzácných diferenciálních diagnóz 

(metastáz)27. Stanovení diagnostické a terapeutické role molekulárního profilování vyžaduje 

dostupnost nádorové tkáně27.   

3.1.3 Identifikace a charakterizace genetických a molekulárních změn 

V posledních letech došlo u meningiomů k pokrokům při identifikaci, charakterizaci 

genetických a molekulárních změn a jejich spojení s chováním nemoci8.   

1 Změny na úrovni chromozomů 

U meningiomů dochází ke genetickým změnám na chromozomu 22. Na dlouhém rameni 

chromozomu 22 se nachází nádorový supresorový gen neurofibromatózy typu 2 (NF2). NF2 

je autozomálně dominantní gen, jehož ztráta exprese vede k nádorovým onemocněním 

nervového systému, nejčastěji k tvorbě meningiomů. Frekvence mutace NF2 je přibližně 

u všech stupňů meningiomů stejná8,30. Produktem genu NF2 je protein merlin 

(schwannomin, neurofibromin 2), který byl poprvé objeven roku 199331. Jedná 

se o membránový receptor, který zpracovává signály z extracelulární matrice a přenáší je 

k proteinům uvnitř buněk31. Podílí se na regulaci buněčného růstu a proliferaci. Mutace NF2 

vedou ke zkrácenému nefunkčnímu proteinu merlin a dochází k nekontrolovatelné buněčné 
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proliferaci8,31. Ztráta chromozomu 22 se vyskytuje u 60-70 % všech meningiomů24. 

Na chromozomu 22 byly dále zjištěny změny genů BAM22, BCR a tkáňové inhibitory 

metaloproteináz (TIMP). TIMP regulují matricové metaloproteinázy (MMP), a také 

buněčnou proliferaci, apoptózu a angiogenezi8.  

Další nejčastější chromozomální změnu v meningiomech představuje monozomie 

chromozomu 14, jedná se o geny NDRG2, MEG3 a AKT1. Nejčastěji jsou geny 

na chromozomu 14 spojovány s tumorigenezí a rekurencí8. Další genetické změny 

se vyskytují na chromozomech 6, 9, 10, 17 a 18. Mezi nejčastější gen asociovaný 

s tumorigenezí patří CDKN2 na chromozomu 9 8.  

Změna na chromozomu 14 je přítomna v 31 % benigních meningiomů, 40-70 % 

v atypických a až 100 % v maligních. Z hlediska prognózy byl chromozom 14 identifikován 

jako prognostický indikátor recidivy nádoru, hlavně u vyšších stupňů meningiomů. Z toho 

důvodu se předpokládá, že oblast 14q32 je relevantní pro progresi meningiomů8. V této 

oblasti pak Zhang7 a jeho kolegové identifikovali gen MEG3, který je vhodným supresorem, 

použitelným jako biomarker8.    

2 Epigenetické změny 

Epigenetické abnormality patří k zásadním genetickým změnám. Jedná se o dědičné změny, 

které ovlivňují genovou expresi bez změny sekvence DNA. Metylace a abnormální exprese 

miRNA se podílejí na vzniku meningiomů, ale jakým způsobem není zcela známo. 

Metylace DNA přesněji odráží chování nádoru a predikují lépe recidivu, než hodnoty WHO 

a Simpson gradů 24,32.  

Gen, který souvisí s epigenetickými regulacemi, je inhibitor metalopeptidázy TIMP 

(TIMP3). TIMP3 se vyskytuje v blízkosti genu NF2, což je oblast, která je v meningiomech 

deletována. Studie ukázala alelické ztráty na 22q přesahující TIMP3 u 51 % meningiomů. 

U agresivnějších typů meningiomů, které měly silnou metylaci TIMP3, byla zjištěna nižší 

hladina exprese mRNA TIMP333.  Dalším genem je p14ARF. Váže se na onkogen MDM2, 

indukuje degradaci proteinu MDM2 a brání degradaci p53. Díky metylaci docházelo často 

u nádorů mozku k inaktivaci této dráhy32. 

Gen serin-threonin kinázy (WNK2) pomocí mitogenem aktivované kinázy 1 (MEK1), 

negativně reguluje signální dráhu receptoru epidermálního růstového faktoru (EGFR). 
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Hypermetylace vede k buněčné proliferaci nádorových buněk. Studie ukazují, že gen 

WNK2 byl metylován u 83 % atypických a 71 % maligních meningiomů32. 

MiRNA se podílejí na fyziologických a patologických procesech. Jedná se o malé 

nekódující RNA o asi 22 nukleotidech. Inhibují translaci cílové mRNA pomocí antisense 

mechanismu. Studie ukazují, že miRNA hraje roli v proliferaci, apoptóze, tumorigenezi 

a buněčné diferenciaci. Byla zkoumána asociace mezi meningiomy a expresí miRNA-21, 

miRNA-107, miRNA-137 a miRNA29b. Pouze miRNA-21 má vyšší hladinu u atypických 

a maligních meningiomů než u benigních. Může se tedy chovat jako onkogen24,32,34.  

Vysoká miRNA exprese u miRNA-190a a nízká exprese miRNA29c-3p, miRNA-219-5p je 

spojena s vyšší mírou recidivy u pacientů s meningiomy32,35. Tyto miRNA by se mohly stát 

v meningiomech novými prognostickými indikátory.  
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3.2 Dlouhé nekódující ribonukleové kyseliny (lncRNA) 

Jedná se o genetické oligonukleotidy, které jsou složeny ze čtyř nukleotidů. Jednotlivé 

nukleotidy se skládají z kyseliny fosforečné, ribózy a nukleových bází (adenin, guanin, cytosin 

a uracil). Jsou to dusíkaté heterocyklické sloučeniny, připojené pomocí N-glykosidové vazby. 

Kyselina fosforečná se váže na 5´ konec nukleotidu a na ribózu36,37,38. 

RNA se objevuje v organismech v různých formách a každá má jinou roli. Rozdělují se 

na kódující a nekódující RNA. Nekódující RNA se odlišují od kódujících nemožností překladu 

do proteinu. Mezi kódující patří mRNA, do nekódujících můžeme zařadit všechny ostatní RNA 

s regulační funkcí. Jelikož je experimentální část této práce věnovaná výhradně nekódujícím 

RNA, budou v následujícím textu blíže specifikovány. 

Genom je velmi komplexně organizovaný, ale pouze 2 % genomu jsou převedena do proteinu39. 

Do 21. století bylo zbylých 98 % bráno jako „junk DNA“ bez žádné zjevné funkce1,40,41,42 

a nekódující DNA se až poté stala zdrojem informací různých nekódujících RNA (tRNA, rRNA 

a regulační RNA)40.  

Dlouhé nekódující RNA si získaly velkou pozornost jako klíčové a potencionální biologické 

regulátory a zapadají do kontextu celého výzkumu DNA v 50. letech 20. století43,44,45. Podílejí 

se na vývojových procesech a nemocech, ale mechanismy působení jsou stále málo 

prozkoumané. Mohou být využity jako biomarkery a molekulární cíle léčiv, například 

u nádorových onemocnění. Dobře prozkoumané lncRNA poskytly důležité informace a daly 

prostor pro další detailnější výzkum1. 

Dlouhé nekódující RNA jsou nejčastěji exprimovány pouze v malém množství46,47,48. Výzkum 

však ukazuje, že lncRNA hraje významnou roli v široké škále důležitých biologických 

procesů49,50, včetně transkripce51,52, sestřihu53,54, translace55,56, lokalizace proteinu57,58, 

celistvosti buněčné struktury58,59, buněčném cyklu60,61, apoptóze62,63 a dalších50. Značný počet 

lncRNA je na 3´ konci polyadenylovaný a na 5´ konci zakončený metylguanosinovou 

čepičkou64. 

Díky databázi NONCODE jsme schopni získat cenná data k jednotlivým lncRNA. Databáze 

obsahuje v současné době necelých 74 000 lncRNA65,66. Pomáhá rozdělit lncRNA do skupin 

pro lepší porozumění základních mechanismů působení, formulaci nových hypotéz 

a poskytování poznatků o rozdílech jednotlivých tříd nekódujících RNA65. NONCODE však 
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není jedinou databází a v současné době existuje také lncRNAdb67,68,69, která poskytuje 

celkovou charakteristiku a podrobné informace o známých lncRNA. Další databází je 

LNCipedia70,71 sloužící k získávání informací o sekvenci a struktuře lidské lncRNA. Databáze 

ChIPBase72 pomáhá studovat vazebné místo a motivy transkripčního faktoru pro regulaci 

exprese lncRNA. 

3.2.1 Klasifikace lncRNA 

Dlouhé nekódující RNA jsou klasifikovány podle struktury, funkce, lokalizace, metabolismu 

a interakcí s protein-kódujícími geny. 

• Cis- a trans- regulační činnost  

Přirozené antisense transkripty (NATs) patří do specifické kategorie RNA, které jsou 

komplementární s jinými RNA transkripty. Dělí se na trans- a cis- NAT. Trans-NAT 

a jejich příslušné cíle jsou umístěny v různých lokusech na genomu, jako miRNA.  

Cis-NAT jsou na stejném lokusu, ale na opačném řetězci DNA. Cis-NAT páry vytváří 

dokonalou komplementaritu, zatímco páry trans-NAT vykazují nedokonalou 

komplementaritu a mohou vytvářet komplexní regulační sítě73. Cis-NAT byly poprvé 

identifikovány ve virech74, následně v prokaryotech74 a nakonec v eukaryotech75,76. 

Interakce sense a antisense transkriptů naznačuje roli NAT v regulaci genové exprese. 

V případě tvorby RNA hybridů může vyvolat umlčení genu nebo vyvolat imunitní 

odpověď40,77,78 

LncRNA se dělí dle lokalizace v genomu na intergenní/intronovou lncRNA a sense/antisense 

lncRNA, jak lze vidět na obr. 4. Současné studie se nejvíce soustřeďují na výzkum intergenní 

a antisense lncRNA46,79. 

Dělení: 

• Intergenní a intronová lncRNA 

Intergenní lncRNA je lokalizována mezi dvěma kódujícími geny. Intronová lncRNA je 

transkribovaná z intronů protein kódujících genů a pravděpodobně je generována 

v důsledku alternativního sestřihu. Není neobvyklé, že intronová lncRNA obsahuje 

některé exonové sekvence a poly(A) modifikace80. S největší pravděpodobností jsou 

oba typy lncRNA regulovány pomocí různých mechanismů aktivace p53 a mohou 

sloužit jako prekurzory pro jiné typy ncRNAs, například miRNA. Lépe jsou 
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prozkoumané intergenní lncRNA, které fungují na různých regulačních 

principech – transkripční regulace (cis nebo trans) a kontrola translace40,81. 

 

 

• Sense a antisense lncRNA 

Antisense lncRNA se přepisuje z nepřepisovaného řetězce protein-kódujícího genu. 

Antisense lncRNA může působit v cis i trans mechanismu a bude tak regulovat expresi 

jiných genů. Antisense lncRNA častěji působí v cis formě kvůli blízkosti jejich 

překrývajících sense genů. Sense lncRNA jsou protein-kódující řetězce, které obsahují 

exony. Mohou se překrývat s částí nebo pokrývají celou sekvenci protein-kódujícího 

genu. Antisense lncRNA reguluje sense mRNA sestřih. Antisense geny se mohou 

posttranskripčně vázat k sense mRNA a zvyšovat jejich stabilitu82. Podle databáze 

GENCODE46 se může antisense lncRNA vyskytovat ve třech variantách: 

o transkripty z antisense řetězce překrývají exonovou část genu pomocí 

exonů lncRNA 

o transkripty z intronu sense genu se s tímto genem nepřekrývají 

o transkripty pokrývají celou sekvenci genu  
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Klasifikace jednotlivých dlouhých nekódujících RNA (lncRNA) podle orientace v genomu a orientace  

k protein-kódujícím genům (PCG). LncRNA se rozdělují do čtyř základních skupin. Sense překlenují více exonů 

nebo intronů v PCG. Antisense jsou transkribovány z opačného řetězce. Intronické jsou umístěny v jednom 

z intronů a intergenní jsou umístěné mezi dvěma PCG.   

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

3.2.2 Funkce lncRNA  

Rozdělení lncRNA slouží k porozumění možných společných mechanismů a dělí se do čtyř 

skupin. Jednotlivé skupiny jsou shrnuty na obr. 5. Některé lncRNA mohou splňovat podmínky 

pro více skupin. 

1. Signály (Signals) 

• Jedná se o lncRNA, které jsou exprimovány pouze v konkrétním čase a místě 

pro zpracování různých podnětů. Mohou interagovat s enzymy modifikující chromatin 

a následně umlčovat geny prostřednictvím blokády transkripce nebo tvorby 

heterochromatinu83.  

Obr. 4:Klasifikace lncRNA podle lokalizace v genomu. 



26 
 

• Například KCNQ1ot1 a Air zprostředkovávají transkripční umlčení více genů interakcí 

s chromatinem84. 

2. Návnady (Decoys) 

• Hlavní rolí lncRNA je regulace transkripce. Jejich funkcí je regulace faktorů, které 

vedou k potlačení transkripce85. Modulují genovou expresi sekvestrací proteinů 

vázajících RNA, transkripčních faktorů a miRNA86. 

• Příkladem je lncRNA Gas5, která je indukována růstovým faktorem za podmínek 

hladovění. Při hladovění dochází k indukci Gas5 a slouží jako návnada k uvolnění 

transkripčního faktoru z DNA, aby se zabránilo transkripci metabolických genů.86 

• Dalším příkladem je PANDA, která se váže na transkripční faktor NF-YA. Dochází 

tak k zabránění apoptózy zprostředkované pomocí p53.87 

3. Průvodci (Guides) 

• Tyto lncRNA slouží ke správné lokalizaci/organizaci specifických proteinových 

komplexů. Transkripty se váží na regulační nebo enzymaticky aktivní proteiny, což jsou 

transkripční faktory a modifikátory chromatinu, aby je nasměrovaly na přesná místa 

v genomu. Specifické cílení je stimulováno pomocí RNA-DNA, RNA-RNA  

a RNA-proteinových interakcí79,84. Bez ohledu na vzdálenost nebo mechanismus 

(cis nebo trans), princip lncRNA jako průvodce zůstává stejný, předávat regulační 

informace přes intervenující úsek DNA pro kontrolu exprese cílového genu, což vede 

k epigenetickým změnám v genomu (epigenomu)84,86.  

• Příkladem může být lincRNA-p21, která je indukována proteinem p53 po poškození 

DNA. Následně se lincRNA-p21 váže na jaderný faktor, aby přesměrovala protein p53 

na specifické promotory.  

4. Skelety (Scaffolds) 

• Tato skupina se řadí mezi nejsložitější dlouhé nekódující RNA. LncRNA může sloužit 

jako adaptér pro přeměnu dvou nebo více proteinových partnerů. Vytváří tedy centrální 

platformy, na nichž jsou shromážděny relevantní molekulární komponenty. V mnoha 

biologických signalizačních procesech je tato charakteristika přesné kontroly životně 

důležitá pro správné řízení specifičnosti a dynamiky intramolekulárních interakcí 

a signalizačních událostí84,88. Celková koncepce RNA scaffoldu je globálnější, protože 
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byly identifikovány stovky lncRNA, které vytvářejí interakce mezi ribonukleovými 

proteiny s více proteinovými partnery. 

• TERC telomeráza je příkladem scaffoldu, která sestavuje komplex telomerázy a udržuje 

konce telomer. Kombinuje aktivitu reverzní transkriptázy s proteiny zaměřující 

se na telomeru v jednom ribonukleoproteinu (RNP)86.  
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Obr. 5: Klasifikace lncRNA podle funkce. 

1. První skupina funguje jako signály biologických procesů a vedou k aktivaci transkripce specifických genů.  

2. Návnady se chovají jako modulátory proteinových faktorů, například transkripčních faktorů. 3. Průvodci fungují 

jako vodítko pro ribonukleoproteinové komplexy a podporují chromatinovou modifikaci cílových genů.  

4. Scaffoldy vedou k transkripční 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) 

 

 

 

https://doi.org/10.1016/j.rpor.2017.07.001
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3.2.3 Biologická role lncRNA: asociace s nemocemi 

Dlouhé nekódující RNA hrají velkou roli v biologických procesech a interakcích s DNA, RNA 

i proteiny. Jsou spojeny s modifikacemi histonů, regulací genové exprese a umlčováním genů. 

Mutace v lncRNA jsou spojeny s různými nemocemi včetně virové infekce, rakoviny 

a neurodegenerativních poruch. Pokud dojde v lncRNA k jakékoli dysregulaci, dochází 

k ovlivnění buněčné funkce včetně buněčné proliferace, odolnosti vůči apoptóze, indukci 

angiogeneze a vypnutí nádorových supresorů89. Jednotlivé funkce, na kterých se lncRNA 

podílí, jsou zobrazeny v obr. 6. 

  

Obr. 6: Jednotlivé funkce dlouhých nekódujících 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. století bylo zjištěno, že lncRNA jsou zapojeny v epigenetické regulaci genů 

(např. Xist a H19). Xist (X-inaktivní specifický transkript) je lncRNA a souvisí s inaktivací 

chromozomu X (XCI), která vyrovnává genovou expresi mezi mužskými a ženskými buňkami. 

Dochází tedy k inaktivaci jednoho ze dvou X v ženských buňkách. Xist leží v oblasti 

chromozomu X, nazývané jako X inaktivační centrum (Xic). Centrum obsahuje shlukované 

geny a regulační sekvence, které jsou zapojené do inaktivace X. Transkript Xist pokrývá 

chromozom X v cis-NAT a umlčuje chromozomální gen X90,91. Mechanismus, kterým Xist 

iniciuje inaktivaci chromozomu X, není zatím detailněji prozkoumán. Xist může hrát roli 
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v nádorových onemocněních, ale dosud není jeho role více popsána92. H19 je lokalizován 

na lokusu Beckwith-Wiedemannového syndromu (BWS). BWS je autozomálně dominantní 

syndrom s predispozicí k rakovině o prevalenci přibližně 1 z 10 000 živě narozených dětí. BWS 

vede k zvýšenému výskytu dětských nádorů v první dekádě života93 a různým anomáliím, 

například defektům břišní stěny, hypoglykemii nebo anomáliím uší94. H19 je silně exprimován 

během embryogeneze. H19 je exprimován z mateřské alely a sousední gen IGF2 (insulin-like 

growth factor 2) z otcovské. Geny H19 a IGF2 jsou exprimovány ve stejných tkáních a mají 

spolu úzce koordinovanou expresi. Nejčastěji se vyskytují v endodermu během embryonálního 

vývoje. Oba geny mají silně omezenou regulaci ve všech tkáních, kromě kosterních svalů95. 

Experimenty ukazují, že před narozením je mateřská alela IGF2 stejně nebo více metylovaná 

než otcovská alela. Po narození je otcovská alela více metylovaná než mateřská96. H19 slouží 

jako návnada pro miRNA a reguluje její dostupnost a aktivitu. Protein p53 potlačuje 

H19 a miR-675, odvozená z H19, inhibuje expresi proteinu závislou na p5379.  

LncRNA hrají roli v regulaci buněčného cyklu, přežití, imunitní odpovědi a přispívají 

k transformovanému fenotypu rakovinných buněk. LncRNA jsou odlišně exprimovány 

v nádorech a jsou spojeny s iniciací růstu nádoru, tvorbou metastáz a vedou k nižší či vyšší 

pravděpodobnosti přežití pacientů s určitým typem onemocnění. Studie ukazují, že lncRNA 

mohou působit jako onkogeny nebo nádorové supresory. Onkogenní lncRNA zahrnují H19, 

HOTAIR, XIST a další. Molekuly transkriptu HOTAIR jsou nadměrně exprimovány u různých 

nádorových onemocnění (např. karcinomu prsu a karcinomu plic).  HOTAIR a BRCA1 jsou 

interakčními partnery a mohou mít konkurenční roli v genové expresi. HOTAIR indukuje 

degradaci proteinu prostřednictvím E3 ubikvitin ligázy. Mezi nádorové supresory patří 

například MEG a TERRA. TERRA interaguje s telomerami spojenými s TRF1, TRF2 

(telomere repeat factors 1 a 2), ORC (origin recognition complex) a usnadňuje tvorbu 

heterochromatinu v telomerách. TRF1, TRF2 a podjednotky ORC jsou proteiny, které vytváří 

vysoce afinitní kontakt s telomerickou DNA. TRF1 negativně reguluje délku telomery 

a podporuje replikaci telomer. TRF2, kromě regulace délky telomery, chrání i konce 

chromozomů. LncRNA také potlačují hladiny miRNA, čímž se zvyšuje exprese cílového genu. 

Snížení aktivity miRNA u nádorových onemocnění ovlivňuje buněčný cyklus, apoptózu 

a proliferaci79,97. Pro správnou diagnostiku nádorového onemocnění a následnou cílenou terapii 

je důležité porozumět každé lncRNA podrobně a to identifikací buněčných funkcí, 

porozuměním molekulárních mechanismů a pochopit jejich roli u dané nemoci79.   
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3.2.4 LncRNA jako biomarkery 

LncRNA jsou exprimovány u různých typů nádorových onemocnění a fungují jako onkogeny 

nebo nádorové supresory. Dlouhé nekódující RNA jsou v tělních tekutinách stabilní a lze je 

detekovat v plazmě nebo v moči98 pacientů s nádorovým onemocněním. Takováto detekce 

lncRNA je neinvazivní a lze je použít jako biomarkery nebo terapeutické cíle pro léčbu 

rakoviny99–101. LncRNA by mohly být použity při hodnocení nádorových onemocnění 

v následujících aspektech: 

• rozlišování pacientů s nádorovým onemocněním v rané fázi od zdravých lidí 

s vysokou senzitivitou a specificitou, 

• predikce pacientů s nádorem, 

• předpověď rizika recidivy nádorů a tvorby metastáz po chirurgickém zákroku, 

• jako hodnotící index, zda byl chirurgický zákrok úspěšný či nikoliv99. 
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3.3 MEG3 (Maternally expressed gene 3) 

Lidský chromozom 14 nese mateřsky exprimovaný gen MEG3 a otcovsky exprimovaný gen 

DLK1 (obr. 7). Genomický imprinting je mechanismus, ve kterém exprese genu závisí na jeho 

rodičovském původu102. Savčí buňky se vyznačují tím, že mají dvě sady chromozomů, z nich 

jedna je zděděná po matce a druhá po otci. Obě kopie každého genu mají stejný potenciál 

exprese i represe. U genů regulovaných genomickým imprintingem dochází k expresi jednoho 

ze dvou chromozomů. MEG3 je imprintovaný gen, který se skládá z 10 exonů. Kóduje přibližně 

1,6 kb dlouhou nekódující RNA. MEG3 byl identifikován u myší jako homolog Gtl2103,2. 

MEG3/Gtl2 patří do lokusu DLK1-MEG3, který leží na chromozomu 14q a u myší 

na chromozomu 12q3. MEG3 a DLK1 se nacházejí 90 kb od sebe na již zmíněném chromozomu 

14. DLK1 je zapojený do buněčné signalizace a diferenciace. Bylo zjištěno, že absence exprese 

DLK1 koreluje se ztrátou diferenciační schopnosti a zvýšenou malignitou104. DLK1 je spojen 

s výzkumem myší, kde se podílí na časném embryonálním vývoji, postnatálním růstu a ukládaní 

tuku105. DLK1 je otcovsky exprimován a kóduje protein, patřící do rodiny proteinů, podobných 

růstovému faktoru. MEG3 je mateřsky exprimován a produkuje lncRNA104. Díky TATA boxu 

v genovém promotoru a RNA transkriptu s poly(A) koncem, je MEG cílovým genem RNA 

polymerázy II106. Genová exprese regionu DLK1-MEG3 je pevně regulována imprintovanými 

kontrolními regiony (ICR). Kontrolní region (ICR) lokusu DLK1/MEG3 je metylovaný region, 

známý jako IG-DMR102. Kromě regionu IG-DMR existuje ještě druhý metylovaný region, 

MEG3-DMR105,107. IG-DMR je nemetylovaný na mateřské alele a hypermetylovaný 

na otcovské alele chromozomu. Ztráta exprese MEG3 u nádorových onemocnění nesouvisí 

s genomickými abnormalitami, jako je delece genu nebo mutace. Ztráta exprese genu MEG3 

je spíše připsána promotoru genu MEG3 a hypermetylaci enhanceru. MEG3 je tedy gen, jehož 

ztráta exprese může hrát rozhodující roli při tvorbě nádoru108. U pacientů byly nalezeny odlišné 

fenotypy s otcovskými nebo mateřskými uniparentálními chorobami pro chromozom 14, kde je 

umístěn homolog MEG3. Zvýšená exprese MEG3 u obou chromozomů 14 od matky vede 

například ke zpomalenému růstu, vývojovému zpoždění nebo i poruchám motoriky109.  
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Obr. 7: Diagram DLK1-MEG3 lokusu. 

Region DLK1-MEG3 obsahuje imprintované kontrolní regiony IG-DMR a MEG3-DMR, který se překrývá 

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

(Upraveno z: Kameswaran, V.; Kaestner, K. H. The Missing Lnc (RNA) between the Pancreatic β-Cell and 

Diabetes. 2014, 5 (July), 1–10. https://doi.org/10.3389/fgene.2014.00200.) 

 

V lidském organismu je MEG3 exprimována například v centrálním nervovém systému (mozek 

a mícha) a nadledvinách. Jeho transkripty jsou detekovány ve vaječníku, varlatech, pankreatu 

a játrech. Ztráta exprese MEG3 byla nalezena například v nádorech mozku, plic, děložního 

čípku, prostaty a jater a vede tvorbě nádorových buněčných linií110. Naopak re-exprese 

potlačuje růst nádoru a podporuje buněčnou apoptózu4. To vedlo k myšlence, že MEG3 je 

nádorovým supresorem. Další hypotézy vedou k vzájemnému vztahu mezi MEG3, proteinem 

p53, DNA metylací nebo proteinem Rb3,111.     

3.3.1 MEG3 a metylace 

Metylace je způsob, jak modifikovat genovou expresi beze změny DNA sekvence. Nejvíce 

studovanou chemickou modifikací nukleotidů je metylace cytosinu a změny spojené 

s chromatinem (metylace a acetylace histonu). Tyto epigenetické modifikace mohou změnit 

dostupnost DNA pro transkripční komplexy112. Metylace ovlivňuje pouze cytosin, kterému 

předchází guanosin v 5´ směru DNA sekvence. Tato modifikace vede k tvorbě dinukleotidu 

CpG a ovlivňuje DNA v proximální promotorové oblasti113. U maligních onemocnění jsou 

oblasti promotorů nádorových supresorů hypermetylované, což vede k nepřiměřenému 

transkripčnímu umlčování genů. Tyto geny jsou zapojeny do transkripce, apoptózy, opravy 

DNA, remodelace chromatinu a regulaci buněčného cyklu. U zdravých buněk k metylaci těchto 

genů nedochází104. Hypermetylace u některých nádorových onemocnění v promotorové oblasti 

je důsledkem ztráty exprese MEG3114. Promotorová oblast MEG3 je bohatá na CpG nukleotidy.  

https://doi.org/10.3389/fgene.2014.00200
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Metylační obrazec je rozdělen do čtyř oblastí a obsahuje celkem 112 CpG dinukleotidů, které 

se nacházejí před prvním exonem. První a čtvrtá oblast obsahuje funkčně důležité sekvence 

pro genovou expresi115. IG-DMR na chromozomu 14 obsahuje celkem osm CpG dinukleotidů.    

Bylo prokázáno, že metylace u některých nádorových onemocnění vykazovala snížené celkové 

přežití pacientů, ve srovnání s jedinci bez metylačního stavu. To značí vztah mezi metylací 

a progresí onemocnění104,116,102,.   

3.3.2 MEG3 a p53 

Nádorový supresor TP53 kóduje jaderný fosfoprotein p53 o velikosti 53 kD107. Tento protein 

hraje v nádorové supresi důležitou roli117. MDM2 se váže na p53 a vede k degradaci proteinu 

p53 skrz ubikvitinační mechanismus. MDM2 a p53 je regulován faktory, které zajistí, zda p53 

nebo MDM2 splní svoji funkci118. Inhibice MDM2 prostřednictvím fosforylace, acetylace, 

a inhibice ubikvitinace, má dopad na aktivitu TP53119. Aktivace proteinu p53, díky aktivitě 

MEG3 a potlačení MDM2, zastavuje buněčný cyklus nebo vede k apoptóze, diferenciaci 

a senescenci120. MDM2 může být regulován TP53 na úrovni transkripce, proto MDM2 a TP53 

tvoří samoregulační zpětnovazebnou smyčku, která je důležitá k udržení poměru MDM2/TP53. 

U meningiomů byly nalezeny mutace p53. Bylo prokázáno, že exprese MEG3 aktivuje p53 

a stimuluje jeho transkripční aktivitu. Pomocí tohoto testu bylo zjištěno, že MEG3 funguje jako 

lncRNA. MEG3 aktivuje p53 a zvýší hladinu tohoto proteinu121. Nádorový supresor p53 

následně stimuluje expresi růstového diferenciačního faktoru 15 (GDF15). GDF15 je členem 

rodiny růstového faktoru β (TGF-β)122. Inhibuje proliferaci několika rakovinných buněčných 

linií a potlačuje tvorbu nádorů121,123. Bylo prokázáno, že GDF15 je cílový gen MEG3 a exprese 

MEG3 potlačuje proliferaci buněk HCT1163.  

MEG3 je i bez p53 schopný inhibovat buněčnou proliferaci. Funkce lncRNA MEG3 jako 

nádorového supresoru je zprostředkována cestou závislou na p533. Výsledky u pacientů s akutní 

myeloidní leukémií (AML) však naznačují, že MEG3 hraje roli nádorového supresoru  

a potlačuje růst nádoru i cestou nezávislou na p53. Pravděpodobně je tato cesta podpořena 

signalizační cestou MDM2/Rb124,102.  
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3.3.3 MEG3 a Rb 

Rb je nádorový supresorový gen retinoblastomu, umístěný na chromozomu 13125. Rb je zapojen 

do diferenciace, senescence, apoptózy a buněčného cyklu126. Gen produkuje nukleofosfoprotein 

pRb a potlačuje růst v G1 fázi102,127.  

pRB je regulován fosforylací a defosforylací126. pRb je modifikovaný fosforylací za vzniku 

hyperfosforylovaných forem, které přetrvávají do ukončení mitózy. Fosforylace D-Cdk4/Cdk6 

a E-Cdk2 je nezbytná pro inaktivaci pRB vedoucí k pokračování buněčného cyklu128. Tato 

fosforylace způsobuje disociaci Rb od transkripčních faktorů E2F. To umožňuje transkripci 

genů, potřebných pro S fázi a progresi G2/M129. Regulátor p16 (inhibitor CDKN2A), kódovaný 

genem ink4a, inhibuje komplexy cyklin-cdk v G1 fázi a inhibuje pRb129,130. Nejčastěji 

anaplastické a maligní meningiomy postrádají protein p16. Až 71 % anaplastických 

meningiomů postrádalo buď Rb, nebo proteiny p16 a p15 (inhibitor CDKN2B)102,131.  

Studie ukázaly, že u AML interaguje MDM2 s Rb. MEG3 podporuje MDM2 degradaci, zvyšuje 

hladinu Rb a aktivní formu hyperfosforylovaného Rb. Aktivní Rb následně interaguje 

s transkripčním faktorem E2F. Transkripční faktor E2F, který je výrazně regulován MEG3, 

negativně reguluje expresi svých cílových genů, konkrétně DNMT3A. Díky tomu je 

pravděpodobné, že MEG3 inhibuje růst nádoru cestou Rb-DNMT3A124. Nadměrná exprese 

MEG3 vede k zastavení buněčného cyklu v G1 fázi a k nižší pravděpodobnosti vstupu buněk 

do G2/M fáze102,129. 

Přítomnost vyššího procenta hyperfosforylovaného pRb vede k inhibici apoptózy a proliferaci 

nádoru v meningiomech. Naopak nižší procento hyperfosforylovaného pRb by mohlo vést 

k apoptóze a snížení růstu nádoru132. Výsledky ukazují, že funkce pRb může být 

v meningiomech inhibována133. Zvýšené hladiny hyperfosforylovaného pRb jsou spojeny 

s horšími klinickými výsledky a chemorezistencí ve srovnání s pRb běžných hodnot102,134. 

3.3.4 MEG3 a izoformy 

Lidský gen MEG3 obsahuje deset exonů. Pomocí RT-PCR bylo identifikováno 27 sestřihových 

variant. Jednotlivé sestřihové varianty se liší ve schopnosti stimulovat cestu p53135. Nádorová 

tkáň exprimuje jiné izoformy než zdravá a liší se rozdílným mechanismem sestřihu. Všechny 

transkripty MEG3 fungují jako nekódující RNA a nekódují žádné proteiny106,136.  

Molekula obsahuje asi 1,6 kb nukleotidů. Je potřeba, aby tvořila kompaktní strukturu a mohla 

tak plnit svou funkci. Pomocí počítačového programu mfold byly analyzovány sekundární 

struktury MEG3 izoforem. Na základě toho bylo zjištěno, že každá izoforma MEG3 obsahuje 
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tři větvící se motivy (M1, M2 a M3). Po odstranění vždy jednoho motivu nedošlo ke změně 

celkové sekundární struktury. Při testování lokálních struktur došlo při deleci M1 ke snížení 

stimulační aktivity p53 o 30 %. Delece M3 snížila aktivitu o 67 %. Delece M2 téměř úplně 

eliminuje tuto aktivitu. Tento motiv je tedy rozhodující pro stimulaci p53 pomocí MEG3 

izoforem. V buňkách rakoviny tlustého střeva bylo zjištěno, že každá izoforma MEG3 

způsobuje zvýšení aktivity p53 ve srovnání s prázdným vektorem. MEG3a, MEG3f a MEG3h 

jsou slabými aktivátory, MEG3e a MEG3i silnými aktivátory102,106.  

3.3.5 MEG3 a cAMP 

Cyklický AMP je známým druhým poslem, může regulovat buněčný cyklus a apoptózu díky 

aktivaci cAMP-dependentní protein kinázy. Tato aktivace zvyšuje fosforylaci cílových 

proteinů137. Buňky lidských fibroblastů byly ošetřeny cAMP a hladina MEG3 byla významně 

zvýšena oproti neošetřeným kontrolám.  

Exprese MEG3 je stimulována cAMP přes cAMP reaktivní element (CRE) bezprostředně před 

prvním exonem v oblasti promotoru MEG3138. Naopak promotorová hypermetylace blokuje 

vazbu CRE a rodiny CRE proteinů (CREB), a blokuje iniciaci transkripce MEG3 

(viz. obr. 8)102,139.   

 

 

Obr. 8: Ovlivnění transkripce MEG3 pomocí cAMP nebo hypermetylace. 

Při stimulaci pomocí cAMP a CRE dochází k transkripci genu MEG3. Naopak hypermetylace promotoru blokuje 

vazbu CRE, proteinů CREB a blokuje transkripci.  

3.3.6 MEG3 a angiogeneze 

Byly porovnávány genové expresní profily v mozcích embryonálních MEG3 KO a wild-type 

myší. Mezi geny, které byly deregulovány u MEG3 KO myší, se nachází geny pro angiogenezi. 



37 
 

Potvrdila se změna exprese vaskulárního endoteliálního růstového faktoru alfa (VEGFA) 

a jeho receptoru (VEGFR1). Tato exprese je zvýšena v mozku MEG3 KO myší oproti expresi 

u wild-type myší. Receptor VEGFR1 a VEGFA jsou primárními regulátory angiogeneze. 

Delece genu MEG3 a jeho inaktivace vede k podpoře angiogeneze a přispívá k vývoji 

nádoru102,140,141.   
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4 Experimentální část 

Hlavním cílem experimentální části bylo zachycení transkriptu genu MEG3 v tkáňových řezech 

pomocí RNA in situ hybridizace a analýza míry exprese a lokalizace MEG3. 

V první fázi experimentu byly vytvořeny čerstvé řezy pomocí mikrotomu a následně byla 

provedena RNA in situ hybridizace připravených řezů. 

Během druhé fáze byla provedena analýza míry exprese a lokalizace MEG3 v jednotlivých 

vzorcích pomocí obrazové analýzy získaných snímků z fluorescenční mikroskopie. Tato data 

byla korelována s potenciální prognózou pacientů primárně z hlediska rekurence a WHO gradu.    

 

4.1 Biologický materiál  

Jako výchozí materiál byly použity tkáňové microarraye (TMA), které byly připraveny 

makrodisekcí chirurgicky odstraněných meningiomů ve Fakultní Nemocnici Olomouc, 

fixovaných a uchovaných v parafínu (FFPE) ve tmě a při pokojové teplotě.  

Každá array (obr. 9) se skládala z 24 „terčíků“ představující makrodisektáty z původních FFPE 

bloků. Na TMA se vždy vyskytovaly dvě kontrolní tkáně v páru (vždy čtyři kontroly na jedné 

TMA), konkrétně se jednalo o plíce, srdce a pankreas. Kontrolní tkáně byly získány z archivu 

Fakultní nemocnice v Olomouci, které byly odebrány od pacientů netrpících nádorovým 

onemocněním daného orgánu. Zbylých dvacet terčíků bylo deset párových vzorků meningiomů 

(od každého pacienta vždy dva vzorky z jednoho nádoru), kterým byl meningiom chirurgicky 

odstraněn.  

 

Obr. 9: Jednotlivé tkáňové microarray chirurgicky odstraněných meningiomů a řez tkáňové microarray pod 

mikroskopem. Použití fluorescenčního mikroskopu, zvětšení 20x, použití vzduchové vrstvy mezi objektivem  

a krycím sklem. 
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4.2 Použité přístroje a chemikálie 

Pro experimentální metody byl použit komerční 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 fluorescenčnímu 

podbarvení jader bylo použito DAPI (4‘,6‘-diamidino-2-fenylindol), dodávaný firmou Thermo 

Fisher Scientific a hematoxylin (Sigma). Pro montování sklíček bylo použito Histomount 

Mounting Solution (Thermo Fisher Scientific). Z běžně dostupných chemikálií, které nebyly 

součástí komerční soupravy, byl použit xylen, 96% ethanol, 37% formaldehyd, zásobní roztok 

10x fosfátový pufr (PBS) a ddH2O. 

Seznam použitých přístrojů, které byly použity během experimentálních metod je uveden 

v tab. 1.  

Přístroj Model Výrobce 

Vodní lázeň Julabo TW8 Sigma-Aldrich 

Hybridizační plocha DB-2D Techne 

Minicentrifuga Minispin Eppendorf 

Termoblot MyBlock Mini Benchmark 

Vortex Grant-Bio PV-1 Grant 

Laboratorní váha ED423S-OCE Sartorius 

Mikrotom Slide 4004 M PFM Medical 

Parafinová vodní lázeň Sakura Sakura 

Konfokální mikroskop Axio Observer + spinning disc Yokogawa Zeiss 

Fluorescenční mikroskop Olympus IX83 + obj. LUCPLFLNPH 40x, Zyla kamera Olympus 

Fluorescenční mikroskop Olympus BX60 Olympus 

Tab. 1: Seznam použitých přístrojů. 

 

4.3 Použité experimentální postupy 

Následující níže popsané experimentální postupy byly použity pro všechna finální obrazová 

data, která byla zahrnuta ve výsledném statistickém zpracování.   

 

4.3.1 Krájení preparátů na mikrotomu 

Mikrotomy slouží ke krájení histologického materiálu a následně ke zhotovení preparátů. 

Pro zhotovení bylo použito sáňkového mikrotomu, který je vhodný pro krájení řezů zalitých 
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do parafínu. Nosič, na kterém je bloček, byl připevněn do tzv. neapolské svorky. Svorka 

umožňuje měnit sklon nože ke směru řezu a také sklon k rovině řezu. Nůž (žiletka) je upevněn 

a veden k rovině proti bloku. Po každém řezu je posouván šroubem do výšky o nastavený počet 

mikrometrů proti bločku (při experimentech bylo nastaveno 5 μm)142.   

Popis metody:  

• Do příslušných držáků byly uchyceny žiletka a FFPE bloček. Kolečkem volby tloušťky 

řezů byla nastavena požadovaná hodnota (5 μm). Následně bylo provedeno „zkrájení 

bločku“ pomocí kolečka makroposuvu, které se používá pro rychlé nastavení 

požadované vzdálenosti mezi bločkem a ostřím nože. Byl proveden řezný pohyb 

horizontálním posuvem madla držáku nožů. Poté byl nůž vrácen do původní polohy 

a nakrájený řez byl přenesen jehlou do teplé vodní lázně (56 ºC), kde se řezy rozepnou. 

Rozepnuté řezy byly zachyceny na podložní sklíčko. Čerstvě nakrájené parafínové řezy 

o tloušťce 5 μm byly zahřáty (parafín byl rozpuštěn) na hybridizační ploše 

při 60 ºC po dobu 90 minut. 

 

4.3.2 Navázání sondy a barvení preparátů 

Pro navázání sondy byl použit komerční 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). Jedná se o velmi 

citlivou RNA in situ hybridizační metodu (RISH) pro rozlišení jednotlivých transkriptů. 

Nejprve došlo k deparafinizaci a dehydrataci. Pomocí proteázy došlo k natrávení tkáně 

a následně navázání sondy (generující červený signál), která obsahuje 20 oligonukleotidů 

komplementárních k transkriptu genu MEG3. Každá tzv. Z sonda se váže na cílový transkript 

v páru (viz obr. 10) a obsahuje sekvenci bází komplementární k cíli, sekvenci spaceru 

a koncovou sekvenci, na kterou se váže preamplifier. Amplifiery (zesilovače) byly navázány 

na vazebná místa každého preamplifieru. Specifické oligonukleotidy, konjugované s alkalickou 

fosfatázou (Label Probe-AP), se naváží k amplifieru. Po přidání substrátu Fast Red (2), dochází 

díky alkalické fosfatáze (1) k tvorbě chromogenního signálu v podobě červených teček 

v místech, kde jsou navázány sondy143.  
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Příprava roztoků:  

• 1 000 ml 1x PBS – 100 ml 10x zásobní roztok PBS, 900 ml ddH2O 

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

• 1 000 ml Wash Buffer – 833 ml ddH2O, 9 ml Wash Comp 1, 2,5 ml Wash Comp 2, 

nakonec doplněno ddH2O do 1 000 ml 

• 500 ml 1x Pretreatment Solution – 5 ml 100x Pret. Solution, 495 ml ddH2O 

Popis metody: 

• Nejdříve byla předehřáta vodní lázeň na 90-95 ºC a hybridizační plocha na 40 ºC. 

Sklíčko bylo vloženo do Coplinovy nádobky s xylenem a inkubováno 3 x 5 minut. 

Poté bylo sklíčko inkubováno v Coplinově nádobce s 96% ethanolem 2 x 5 minut. 

Po vyjmutí bylo sklíčko ponecháno 5 minut na vzduchu, aby proschlo. Pomocí 

hydrofobního pera byla na sklíčku vytvořena hydrofobní bariéra a ponechána 25 minut 

uschnout. Sklíčko bylo ponořeno do zkumavky s roztokem 1x Pretreatment Solution, 

který byl předem připraven. Zkumavka se sklíčkem byla vložena do horké vodní lázně 

překryté alobalem a ponechána 15 minut v lázni.  

• Sklíčko bylo promyto v Coplinově nádobě s ddH2O 2x vždy po dobu 1 minuty. 

Poté bylo sklíčko vloženo do nádobky s 1x PBS, mezitím bylo 396 μl 1x PBS 

předehřáto na 40 ºC. K 396 μl 1x PBS bylo přidáno 3,5 μl Proteázy QF. Sklíčko bylo 

jemně osušeno, vzorky byly převrstveny připraveným proteázovým roztokem 

a inkubovány při 40 ºC 15 minut. Roztok byl odstraněn, sklíčko osušeno a vloženo 

do nádobky s 1x PBS po dobu 1 minuty. Promytí s 1x PBS bylo znovu zopakováno.  

• Sklíčko bylo vloženo do zkumavky s 10 % NBF a inkubováno při pokojové teplotě (RT) 

5 minut. Dále bylo sklíčko vloženo do 1x PBS 2 x 1 minutu. Mezitím bylo předehřáto 

392 μl Probe Set Diluent QF na 40 ºC a k diluentu bylo přidáno 8 μl ViewRNA TYPE 

1 Probe Set (HUMAN MEG3 1.1). Ze sklíčka byl odstraněn roztok 1x PBS, sklíčko 

bylo osušeno, převrstveno připraveným roztokem a inkubováno 3 hodiny při 40 ºC.  

• Před koncem inkubace byly z lednice vytaženy Fast Red tablety, Naphthol Buffer, 

AP Enhancer Solution a Amplifier Diluent QF. Amplifier Diluent QF byl předehřát 

na 40 ºC. Po tříhodinové inkubaci se sondou byl roztok odstraněn a sklíčko vloženo 

do nádobky s Wash Bufferem 3 x 2 minuty. K 396 μl Amplifier Diluent QF bylo 

přidáno 4 μl Pre Amp 1 QF, sklíčko bylo převrstveno a inkubováno 25 minut při 40 ºC. 

Poté bylo sklíčko promyto Wash Bufferem 3 x 2 minuty. Následně byl 396 μl Amplifier 
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Diluent QF předehřát na 40 ºC a k roztoku bylo přidáno 4 μl Amp 1 QF. Sklíčko bylo 

roztokem převrstveno a inkubováno 15 minut při 40 ºC. Sklíčko bylo promyto Wash 

Bufferem 3 x 2 minuty. Následně bylo předehřáto 399,6 μl Label Probe Diluent QF 

na 40 ºC a poté k němu bylo přidáno 0,4 μl Label Probe-AP. Po převrstvení tímto 

roztokem bylo sklíčko inkubováno při 40 ºC 15 minut. Sklíčko bylo promyto Wash 

Bufferem 3 x 3 minuty.  

• Sklíčko bylo převrstveno 400 μl AP-Enhancer Solution a inkubováno 5 minut při RT. 

Mezitím byl připraven barvící roztok. Na jedno sklíčko bylo potřeba 10,5 mg nadrcené 

Fast Red Substrate tablety rozpuštěné v 500 μl Naphthol Buffru. Roztok byl uchováván 

ve tmě. AP-Enhancer Solution byl co nejdůkladněji odstraněn ze sklíčka, sklíčko bylo 

poté převrstveno 400 μl barvícího roztoku. Roztok byl inkubován na sklíčku při 40 ºC 

po dobu 30 minut.  

• Mezitím byl připraven roztok DAPI. 9 mg bylo rozpuštěno v 30 ml ddH2O. Následně 

byl roztok zředěn 100x (1 ml DAPI a 99 ml ddH2O). Sklíčko bylo promyto v 1x PBS 

po dobu 30 sekund, následně v ddH2O po stejnou dobu. Nakonec bylo sklíčko vloženo 

do zředěného roztoku DAPI na 2 minuty. Poté bylo sklíčko promyto 1 minutu v ddH2O. 

Sklíčko bylo ponecháno při RT a tmě 20-30 minut, aby se usušilo. Následně bylo sklíčko 

montováno krycím sklíčkem s naneseným Histomount médiem. Po zaschnutí bylo 

sklíčko vloženo do krabičky a skladováno v lednici. 
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Obr. 10: Schéma komerčního protokolu ViewRNA ISH Tissue 1-Plex Assay. 

 

Obr. 11: Reakční schéma substrátu Fast Red a naftol AS-MX fosfátu144. 

Reakční schéma naftol AS – MX fosfátu (1) a substrátu Fast Red (2), kdy po reakci dochází k tvorbě červených 

teček v místech, kde je navázaná sonda. Naftol AS – MX fosfát demonstruje alkalickou fosfatázu.  
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4.3.3 Použití fluorescenčního a konfokálního mikroskopu 

Konfokální mikroskop se řadí mezi světelné mikroskopy. Zdrojem světla je laser, 

který prochází přes clonu (štěrbinu) a objektiv osvětluje preparát. Objektivem zpět prochází 

světlo odražené. Po průchodu dichroickým zrcadlem dochází ve štěrbině k odfiltrování světla 

z ostatních rovin. V poslední fázi jsou paprsky zesíleny ve fotonásobiči a detekovány. Během 

detekce získáme informaci jen z jednoho bodu145. Byl použit mikroskop Axio Observer (Zeiss), 

objektiv Plan Apochromat, spinning disc Yokogawa. 

Detekce signálu konfokálním mikroskopem: 

• DAPI – excitace 390 nm a emise 447 (+/- 60) nm 

• Fast Red dye – byla vybrána excitace při 570 nm s detekcí emise při 610 nm 

Fluorescenční mikroskop používá kratších vlnových délek v UV oblasti a následně emituje 

viditelné světlo delších vlnových délek. Excitační záření projde excitačním filtrem a dojde 

k prostupu světla o určité vlnové délce. Následně světlo projde na dichroické zrcadlo, odrazí 

se, projde přes objektiv na preparát a vede k excitaci elektronů a vyzáření světla v preparátu. 

Emitované světlo projde přes bariérový filtr, který propustí záření o vlnové délce, která 

odpovídá použitému fluorochromu146. Byl použit mikroskop Olympus IX83, objektiv 

LUCPLFLN PH a kamera Zyla. 

Emitované záření fluorescenčního mikroskopu bylo kamerou detekováno: 

• DAPI – excitace 390 nm a emise 447 (+/- 60) nm, detekce viditelného modrého světla 

• Fast Red dye – pro detekci bylo potřeba použít kanál Cy3/TRITC, excitace 

530 (+/- 20) nm, emise 590 (+/- 20) nm, detekce viditelného červeného světla 

Popis: 

• Z důvodu časové náročnosti a nízké efektivity focení TMA na konfokálním mikroskopu 

byl nakonec použit plně automatizovaný fluorescenční mikroskop Olympus IX83. 

Jednotlivé preparáty byly nafoceny v kanále Cy3, na který systém automaticky ostřil 

a DAPI. Pomocí softwaru cellSens Dimension bylo získáno 20 jednotlivých snímků 

o velikosti 2048 x 2048 pixelů, které byly následně spojeny do větších obrazových ploch 

(překrytí jednotlivých snímku bylo 20 %). Z důvodu špatně viditelných červeně 

zbarvených transkriptů genu MEG3 na modrém poli bylo změněno modré zabarvení 

jednotlivých jader na zelené. Lidské oko dokáže červenou barvu na zeleném poli lépe 

identifikovat.  
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4.3.4 Obrazová analýza  

Po nafocení všech preparátů fluorescenčním mikroskopem bylo potřeba vybrat tzv. místa zájmu 

(ROI), kde byla detekována síla signálu pomocí softwaru cellSens Dimension (Olympus). 

Jednotlivé výřezy tkání byly přiřazeny k pacientům podle umístění kontrolních tkání na daných 

TMA. 

Popis: 

• V každém terčíku bylo ručně vybráno 3-6 ROI ploch k analýze na homogenních místech 

bez cév a jiných artefaktů. Následně bylo provedeno ruční prahování signálu pro každý 

obrázek zvlášť. Po prahování byly automaticky spočítány počty signálů a jejich plochy 

pro jednotlivé velikostní kategorie (1, 15, 30, 60, 100, 250, 500 px), které byly vztaženy 

na plochu analyzované ROI. Plocha a umístění jader nebyly brány v potaz, pouze 

napomohly k orientaci ve tkáni a také k výběru vhodných míst pro analýzu. 

 

4.3.5 Použité statistické metody 

Cílem bylo identifikovat a spočítat počty signálů jednotlivých velikostních kategorií v ručně 

vybraných plochách (ROIs). Studentův t-test a Wilcoxonův test byly použity pro porovnání 

podílů bodů jednotlivých velikostních kategorií vzhledem k rekurenci, WHO gradu a pořadí 

nádoru (primárním/sekundárním). Dále byla pomocí Wilcoxonova testu hodnocena 

rekurence/WHO grade v závislosti na procentu svítící plochy a míře odlišnosti jednotlivých 

ROI ve vzorku od průměru. Pomocí ANOVA testu byly porovnány podíly bodů vzhledem 

k nerekurentním, primárním/sekundárním rekurentním nádorům. Pearsonův test byl použit 

pro porovnání jednotlivých WHO gradů a rekurence (ano/ne). Fisherův test byl použit 

pro porovnání nerekurentních nádorů a primárních/sekundárních rekurentních nádorů 

vzhledem k WHO gradu.  

 

4.4 Popis pacientů 

Soubor obsahoval 302 pacientů, kteří podstoupili v letech 1990-2012 operaci meningiomu, 

a kterým byl odebrán dostatek tkáně pro další výzkum. Všichni pacienti podepsali informovaný 

souhlas a byla získána komplexní klinická data. Zobrazovací a klinické sledování se provádělo 

ve třech a dvanácti měsících od operace. U pacientů, přibližně 24-72 měsíců od operace, 

nedošlo k žádné recidivě nebo opětovnému růstu. Pokud došlo u pacientů k recidivě 
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nebo opětovnému nárůstu meningiomu, byla naplánována další klinická sledování. Rekurence 

po totální (Simpson grade I, II, III) nebo částečné (Simpson grade ˃III) resekci nádoru byla 

definována jako znovuobjevení jakékoli nové léze v místě, kde byl meningiom odstraněn 

nebo jako růst pozůstatků nádoru po primárním chirurgickém zákroku. Pokud během sledování 

pacientů došlo u některého z nich k významnému růstu nádoru, pacient byl reoperován 

nebo podstoupil radiační terapii.  

Tab. 2 a 3 ukazuje reálný počet pacientů, kteří byli vybráni pro tento výzkum. Tab. 2 ukazuje 

zastoupení meningiomů rekurentních a nerekurentních u žen. Je zde zjevný vyšší počet 

meningiomů WHO gradu I. Z uvedených dat je zjevný relativně nízký věk při diagnóze 

v použitém souboru. U průměrného věku jsou v závorkách uvedeny odlehlé hodnoty, 

které při výpočtu průměru nebyly započteny. Tab. 3 ukazuje výskyt meningiomů u mužů. Opět 

jsou stejným způsobem uvedeny zastoupení WHO gradů a průměrný věk. Průměrný věk celé 

skupiny činí 53,9 let. 

ženy počet grade I grade II grade III 

rekurentní 34 19 8 7 

nerekurentní 53 44 7 2 

průměrný věk - 54,1 (21,2x31,32,33,3x34) 61,8 (30,33,34) 57,1 (31,32,99) 

Tab. 2: Zastoupení žen v souboru. 

muži počet grade I grade II grade III 

rekurentní 21 9 9 3 

nerekurentní 15 7 7 1 

průměrný věk - 51,4 (17,28) 45,8 (28) 53 

Tab. 3: Zastoupení mužů v souboru. 
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5 Výsledky 

5.1 Optimalizace přípravy preparátů 

K dispozici byly předpřipravené starší řezy, které byly bohužel nevyhovující. Hlavním 

důvodem pro tvorbu nových řezů byla jejich tloušťka. Starší řezy byly tlustší než 5 μm. 

Při montování sklíčka Histomount médiem docházelo k tvorbě bublin a správné snímání 

preparátů nebylo možné (obr. 12). Díky nevhodné tloušťce řezů se při snímání vyskytovaly 

další artefakty vedoucí k nedostatečnému rozlišení jednotlivých signálů a celkového obrazu 

snímku vlivem opticky nepřístupného prostředí.     

 

Obr. 12: Nevyhovující tkáňový řez. Červené tečky označují transkripty genu MEG3, jádra jsou zde zobrazena 

zeleně. Filtry pro DAPI a Cy3, zvětšení 40x, použití vzduchové vrstvy mezi objektivem a krycím sklem. 

Na obrázku lze vidět původní preparát staršího data, který byl snímán pomocí fluorescenčního mikroskopu. 

Detekci signálu znemožňovala přítomnost artefaktů způsobených nevhodnou tloušťkou řezů. To vedlo 

k rozhodnutí vytvořit řezy o tloušťce 5 μm. 

Z více než třiceti TMA bločků bylo vybráno osmnáct bločků, kde bylo jasně viditelných všech 

24 terčíků makrodisekovaných tkání. Z každého TMA bločku byly připraveny minimálně 

tři řezy. Parafín na sklíčku byl roztaven pomocí hybridizační plochy při 60 ºC na 90 minut. 

Po vychladnutí takto připravených preparátů bylo vybráno od každého bločku vždy sklíčko 

s nejvyšším počtem přenesených terčíků. Následovalo navázání sondy a barvení preparátů 

po šesti. Vzhledem k tomu, že šest sklíček bylo velmi náročných na celkovou organizaci 

a dodržení jednotlivých inkubací (viz podkapitola 6.3.2 výše), pro další experimenty byly 

výsledné preparáty připravovány pouze po dvou. Díky tomu docházelo k rychlejšímu nanášení 

jednotlivých roztoků, dodržení jednotlivých inkubačních časů a snazší manipulaci.  
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Dále byla optimalizována metoda barvení jader pro lepší orientaci ve tkáni. Byly použity 

dvě metody (obr. 13): 

• hematoxylin (zakápnutí, promytí 3 x 1 min kohoutkovou vodou) 

• DAPI (4´,6´-diamidino-fenylindol)      

 

Hematoxylin se běžně používá pro orientaci ve tkáni při histopatologickém hodnocení 

preparátů. Během barvení byly preparáty zakápnuty komerčním roztokem hematoxylinu  

a následně promyty 3 x 1 min kohoutkovou vodou. U vzorků, kde bylo použito DAPI byla 

sklíčka inkubována 2 minuty v roztoku DAPI o koncentraci 3 μg/ml a následně 1 minutu 

v ddH2O. Pomocí hematoxylinu dochází ke zabarvení jader, avšak jednotlivé transkripty jsou 

velmi špatně viditelné (obr. 14).  Transkripty MEG3 vytvářely slabé signály a špatně 

rozlišitelné shluky místo jasně viditelných „teček“ (obr. 15). Během barvení pomocí DAPI, 

dochází vlivem emise (okolo 500 nm) v mikroskopu k modrému zabarvení jader, ve kterých 

jsou červené signály (emise okolo 610 nm) transkriptů genu MEG3 dobře rozlišitelné. Pro ještě 

lepší orientaci ve tkáni došlo pomocí softwaru ke změně modře zabarvených jader na zelenou 

(viz. níže v popisu focení sklíčka). Jádra jsou tak lépe čitelná a jednotlivé červeně označené 

transkripty genu MEG3 jsou lépe viditelné. Hematoxylin rovněž zvyšoval autofluorescenci 

pozorovanou v kanále Cy3 (Obr. 15), což byl jeden z hlavních důvodů špatného rozlišení 

sledovaných signálů.  

Obr. 13: Vzorce sloučenin hematoxylinu a DAPI. 
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Obr. 14: Srovnání použití DAPI a hematoxylinu ve tkáni. Filtry pro DAPI a Cy3 a bright-field, zvětšení 40x, použití 

vzduchové vrstvy mezi objektivem a krycím sklem. 

 

Obr. 15: Srovnání detekce jednotlivých transkriptů genu MEG3 pomocí snímání pouze v kanálu Cy3 za stejných 

podmínek jako na obrázku 13. 

V kanále Cy3 bylo při použití hematoxylinu velmi těžké rozlišit jednotlivé transkripty genu MEG3, 

které se vyskytují i v jádrech buněk (slabý signál). Při použití DAPI byly jednotlivé transkripty jasně viditelné 

ve formě „teček“ a jednotlivé signály bylo možné dobře rozlišit.  
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Po výběru typu barvení jader bylo následně vybíráno ze dvou metod dehydratace tkáně: 

• při pokojové teplotě (20-30 minut) 

• aceton/xylen (vždy 1 minutu v acetonu, acetonu/xylenu 1:1, xylenu) 

Dehydratace se po RNA in situ hybridizaci provedla buď klasickým sušením v digestoři, 

kde sklíčka byla přikryta alobalem nebo pomocí směsi acetonu a xylenu. Preparáty byly v tomto 

případě ponechány ve třech po sobě jdoucích roztocích po dobu 1 minuty: 

• roztok samotného acetonu 

• roztok aceton/xylen v poměru 1:1 

• roztok samotného xylenu 

Roztok aceton/xylen se využívá častěji pro jeho efektivitu. V tomto případě však byl 

nevyhovující a použité roztoky vymývaly i sondu nebo fluorescenční značku (obr. 16). 

Proto bylo použito v následujících experimentech metody sušení při pokojové teplotě. Sušení 

se vždy provádělo v digestoři a preparáty byly zakryty alobalem, aby vlivem světla nedošlo 

k fototoxickému efektu, a tedy vysvícení sondy.   

 

Obr. 16: Tkáň po dehydrataci pomocí série roztoků aceton/xylen. Zvětšení 40x, filtry pro DAPI a Cy3. 

Na obrázku lze nejasně vidět jednolité červeně zbarvené shluky, mezi nimiž se vyskytují jednotlivé transkripty 

genu MEG3.  
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Posledním úkonem celého optimalizačního procesu bylo focení jednotlivých preparátů. 

V prvních pokusech byl použit konfokální mikroskop (popis viz 6.3.3 výše). Pro výzkum byl 

potřeba snímek celé tkáně a u konfokálního mikroskopu lze ručně nastavit pouze jeden bod 

(obr. 17). Proto byl použit automatický fluorescenční mikroskop z důvodu detekce jednotlivých 

ploch, které se následně spojily do jednoho snímku celého dostupného makrodisektátu 

(obr. 18). U automatického fluorescenčního mikroskopu je důležité nastavit jednotlivé 

parametry detekce, a to filtry pro detekci DAPI a Fast Red, zaostření roviny sklíčka pro rozhraní 

sklo/vzduch a výběr jednotlivých ploch pro tvorbu konečného celkového snímku. Celkové 

snímání jednotlivých terčíků bylo důležité pro následnou obrazovou analýzu a statistické 

zpracování. Důležitý byl správný výběr co nejlépe vypadající tkáně, která obsahovala jasně 

červené „tečky“ (označené transkripty genu MEG3, které představují jednotlivé signály), 

jasnou detekci jader a místo detekce bez dalších artefaktů (například cévy, rovnoměrné shluky 

jader nebo krypty).  

 

Obr. 17: Použití konfokálního mikroskopu pro detekci MEG3 při zvětšení 63x. Použití imerzního oleje mezi 

objektivem a krycím sklem. 

Na kompozitním kanálu pro DAPI jsou viditelná modře zbarvená jádra. Pro MEG3 lze vidět červeně zbarvené 

transkripty genu MEG3 ve shlucích i jednotlivě. Snímky jsou produktem metody zvané maximum intensity 

projection, kdy výsledný obraz vzniká složením z více vrstev jedné plochy, tedy z více snímků snímaných 

při pohybu objektivu v rámci osy z.  
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Obr. 18: Použití fluorescenčního mikroskopu pro focení jednotlivých TMA. Filtry pro DAPI a Cy3. Zvětšení 40x, 

pouze vzduchová vrstva mezi objektivem a krycím sklem.  

V horním řádku pro detekci DAPI jsou velmi špatně viditelná jednotlivá jádra. Proto bylo pomocí softwaru zvoleno 

zelené zbarvení jader (dolní řádek), aby jednotlivé transkripty genu MEG3 byly lépe na pozadí rozlišitelné. 

Výsledné obrazce složeny z jednotlivých ploch celého postupně snímaného terčíku (viditelná mřížka).     

 

Finální protokol (obr. 19), který byl použit u všech 123 pacientů, měl následující náležitosti: 

• tloušťka řezu 5 μm 

• použití DAPI, dehydratace na vzduchu 20-30 minut 

• snímání pomocí plně automatizovaného fluorescenčního mikroskopu 

• použití softwaru cellSens Dimension pro změnu zbarvení jednotlivých jader 
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Obr. 19: Snímek finálního preparátu po optimalizaci protokolu a jeho vybraná zvětšená místa. Filtry pro DAPI 

a Cy3, zvětšení 40x, vzduchová vrstva mezi objektivem a krycím sklem. 

Na finálním preparátu jsou detekovány jasně viditelné červené „tečky“, které představují signál jednotlivých 

transkriptů genu MEG3. Na obrazcích níže jsou zvětšená dvě vybraná místa, která dokazují přítomnost 

jednotlivých transkriptů genu a viditelných jader v preparátu.  
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5.2 Statistické hodnocení  

Následně byla provedena obrazová analýza jednotlivých „terčíků“ pomocí softwaru cellSens 

Dimension (obr. 20). V místě terčíku bylo ručně vybráno 3-6 tzv. míst zájmu, (ROI), kde byly 

automaticky spočítány počty signálů pro vybrané velikostní kategorie ve vztahu k ploše dané 

ROI (viz tab. 4).  

 

Obr. 20: Ručně vybraná místa detekce signálu na terčíku 4_1m5, sklo 7A pomocí softwaru cellSens Dimension.  

250 px ROI Area[pixel²] Počet signálů 

ROI 1 399645 17 

ROI 2 399645 9 

ROI 3 399645 31 

ROI 4 399645 37 

ROI 5 399645 7 

Tab. 4: Příklad získaných hrubých dat pomocí softwaru cellSens Dimension pro vzorek 4_1m5, sklo 7A a velikostní 

kategorii zaznamenávaných signálů nad 250 px. 

 

U 123 pacientů, u kterých byl proveden finální protokol, byla provedena obrazová analýza. 

Bylo hodnoceno 82 vzorků, kde byly detekovány signály jednotlivých transkriptů genu MEG3 

a jejich lokalizace ve shlucích. U zbylých 41 pacientů nebyl detekován žádný nebo špatně 

hodnotitelný signál, kde nebylo možné analyzovat počty bodů.  U vyšších velikostních kategorií 

dochází tvorbě klastrů transkriptů genu MEG3. U transkriptů byl hodnocen prognostický 

význam (míra exprese a lokalizace). 
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Pro statistické zpracování podílu počtu bodů byly hodnoceny u každé ROI počty bodů 

velikostních kategorií na celkovém počtu svítících bodů. V tomto případě nebylo potřeba 

zohledňovat velikost ROIs. Pro každý vzorek pak z podílů jednotlivých ROIs pro každý vzorek 

byly vytvořeny průměry.  

Pro souhrnnou charakteristiku počtu bodů ve vzorcích byl zohledněn počet i velikost 

jednotlivých ROIs ve vzorku. Byla tedy ze všech ROIs vypočítána referenční velikost celkové 

plochy (medián 400 440 pixel2). Na tuto velikost byly přepočteny počty bodů pro jednotlivé 

ROIs. Z přepočtených hodnot byl pro jednotlivé vzorky vytvořen průměr z příslušných ROIs 

(normalizované počty bodů). Tento průměr byl vytvořen pro hodnotu BODY. Poté byly 

statisticky vyhodnoceny normalizované počty bodů v jednotlivých ROIs u daných vzorků 

(obr. 21). U vzorků 19m2, 43m3, 44m3 a 50m byly počty bodů nad 1 000, avšak nebyla mezi 

nimi nalezena žádná spojitost. 

 

Obr. 21: Normalizované počty bodů v jednotlivých ROIs u daných vzorků. 

Ze všech ROIs byla vypočítána referenční velikost celkové plochy, na kterou byly přepočteny body pro jednotlivé 

ROIs. Následně byl pro jednotlivé vzorky vytvořen průměr z příslušných ROIs (BODY).  

 

Pro další hodnocení byly vybrány vzorky se snímky obsahující alespoň 3 ROIs (odebrány 

vzorky pod 5% kvantilem). Tyto podmínky splňuje 73 vzorků. 

Pro 73 analyzovaných vzorků byla vytvořena heat mapa (obr. 22 na druhé straně) zobrazující 

na ose x hierarchické klastrování podle podílu počtu bodů na celkovém počtu svítících bodů 
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o velikostním rozmezí 1 až 15 px, 15 až 30 px, 30 až 60 px, 60 až 100 px, 100 až 250 px, 

250 až 500 px, více než 500 px a RADIUS.N, tedy vzdálenosti hodnot jednotlivých ROIs 

od průměru mimo 80% kvartil. Podíly počtu bodů byly hierarchicky klastrovány s jednotlivými 

vzorky. Sytost modrého zbarvení každého pole určuje počet bodů jednotlivých velikostních 

rozmezí na celkovém počtu svítících bodů ve vzorku. V nejvyšší míře se ve vzorcích nachází 

body ve velikostním rozmezí 1 až 15 px, tedy jednotlivé rozptýlené transkripty netvořící shluky.  

Naopak signály o velikosti nad 250 px se objevují jen ojediněle. Ke sdružování vzorků 

na základě zkoumaných parametrů nedocházelo v závislosti na korelovaných klinických 

faktorech, tedy rekurenci, WHO gradu nebo pořadí operovaného nádoru (primární 

nebo sekundární).  

 

Obr. 22: Heat mapa podílu počtu bodů pro jednotlivé velikostní kategorie a RADIUS.N. 

Každý řádek heat mapy odpovídá jednomu vzorku, kde byly detekovány jednotlivé body ve velikostních 

kategoriích. Každý sloupec odpovídá podílu počtu bodů jednotlivých velikostních kategorií na celkovém počtu 

ve vzorku. WHO grade, BODY, první/následný nádor a rekurence jsou vyznačeny barevně na pravém okraji heat 

mapy. Na obou osách je zobrazen výsledný dendrogram funkce hierarchického klastrování.     
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Dále byly porovnány hodnoty podílu počtu bodů všech velikostních kategorií vzhledem 

k rekurenci – ano/ne (obr. 23). Dále byly porovnány hodnoty RADIUS.N a BODY, tedy rozdíly 

v heterogenitě v rámci vzorku a míře exprese vzhledem k rekurenci. Signifikantní výsledky 

byly pozorovány pouze u podílu počtu bodů vzhledem k rekurenci na hladině významnosti 

p ≤ 0,05. Vyšší zastoupení počtu bodů o velikostním rozmezí 1 až 15 px (p = 0,021) je 

u rekurentních pacientů. Dále objekty o velikostním rozmezí 15 až 30 px (p = 0,006) 

a 30 až 60 px (p = 0,016) se u rekurentních pacientů nachází ve tkáni v nižší míře, jak je rovněž 

kvantifikováno na obr. 23.   

 

Obr. 23: Parametry vykazující signifikantní rozdíly mezi rekurentními a nerekurentními pacienty, konkrétně podíly 

velikostních skupin bodů v rozsahu 1 až 60 px.  

Krabicové diagramy znázorňují podíly počtu svítících bodů ve vzorku v závislosti na rekurenci. Krabicový 

diagram znázorňuje 1. a 3. kvartil, linie vycházející ze střední části diagramu znázorňují minimální a maximální 

hodnoty pro tento výpočet a horizontální linie udává medián. V krabicových diagramech jsou kvantifikovány 

signifikantní rozdíly na hladině významnosti p≤0,05 u rekurentních pacientů.  
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Následně byly porovnány vzorky v podílu počtu bodů v závislosti na třech proměnných 

(obr. 24 níže). V této analýze byl zohledněn i původ vzorků rekurentních pacientů, tedy jestli 

analyzovaná tkáň pocházela z primárního prvního vyoperovaného nádoru nebo z následného, 

rekurencí vzniklého nádoru. Vzorky tedy byly rozděleny na nerekurentní nádory (NR), primární 

rekurentní nádory (R1) a sekundární rekurentní nádory (R˃1). Signifikantní rozdíly vykazovala 

velikostní kategorie 15 až 30 px (p = 0,02) s nejvyšším podílem ve skupině NR, 

a naopak z hlediska mediánu nejnižším ve skupině R1.  

 

Obr. 24: Parametry vykazující signifikantní rozdíly mezi nerekurentními nádory (NR), rekurentními primárními 

nádory (R1) a sekundárními rekurentními nádory (R˃1), konkrétně podíly svítících bodů velikostního rozmezí 

15 až 30 px. 

Krabicové diagramy znázorňují počet svítících bodů velikostního rozmezí 15 až 30 px ve vzorku v závislosti 

na třech proměnných. Krabicový diagram znázorňuje 1. a 3. kvartil, linie vycházející ze střední části diagramu 

znazorňují minimální a maximální hodnoty a horizontální linie udává medián hodnot. V krabicových diagramech 

je nejvyšší podíl bodů velikostní kategorie 15 až 30 px u nerekurentních nádorů, naopak nejnižší ve skupině R1.  

 

Poté byla vybrána skupina 56 vzorků pro hodnocení (obr. 25) nerekurentních nádorů (NR) 

a primárních rekurentních nádorů (R1). Proměnné byly opět hodnoceny v závislosti na podílu 

počtu bodů jednotlivých velikostních kategorií, celkovému normovanému počtu bodů (BODY) 

a parametru RADIUS.N vyjadřující heterogenitu mezi ROIs v rámci jednoho vzorku. 

Signifikantní výsledky byly zjištěny u bodů o velikostním rozmezí 15 až 30 px (p = 0,017) 

a 30 až 60 px (p = 0,041). U rekurentních primárních nádorů (R1) dochází ke snížení počtu 

bodů jednotlivých velikostních kategorií (15 až 30 px a 30 až 60 px) oproti nerekurentním 

nádorům (NR).  
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Obr. 25: Parametry vykazující signifikantní rozdíly mezi nerekurentními nádory (NR) a primárními rekurentními 

nádory (R1), konkrétně podíly velikostních skupin 15 až 60 px. 

Krabicové diagramy znázorňují počet svítících bodů ve vzorku v závislosti na nerekurentních nádorech (NR) 

a primárních rekurentních nádorech (R1). Krabicový diagram znázorňuje 1. a 3. kvartil, linie vycházející ze střední 

části diagramu znazorňují minimální a maximální hodnoty a horizontální linie udává medián hodnot. Signifikatní 

výsledky byly zjištěny u bodů o velikostním rozmezí 15 až 60 px, nacházející se na hladině významnosti p ≤ 0,05. 

U rekurentních nádorů (R1) dochází u výše zmíněných velikostních kategorií ke snižení počtu bodů oproti 

nerekurentním pacientům (NR).  

 

Dále byly analyzovány souvislosti mezi WHO gradem a dalšími parametry. Na obr. 26 níže 

je vyznačen soubor všech 123 pacientů, vybraných pro tuto studii. Je zde zřejmá závislost 

rekurence na WHO gradu, což je již známý rizikový faktor pro rekurenci. Je zde vyšší 

zastoupení nerekurentních meningiomů WHO gradu I a nárůst rekurentních pacientů s WHO 

gradem III.  



60 
 

 

Obr. 26: Porovnání všech nerekurentních a rekurentních pacientů v závislosti na typu WHO gradu. 

Ze 123 pacientů bylo vybráno pouze 72 pacientů, u kterých byl signál detekován a následně 

statisticky vyhodnocen. U pacientů byla provedena analýza WHO gradů v závislosti 

na rekurenci. Z obr. 27 je zřejmá závislost rekurence na WHO gradu i v našem souboru pacientů 

(p = 0,026). Vyšší WHO grade tedy vede k horší prognóze.  

 

Obr. 27: Porovnání rekurentních a nerekurentních pacientů v závislosti na WHO gradu. 
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Na obr. 28 byly porovnány počty nerekurentních (NR), primárních rekurentních nádorů (R1) 

a sekundárních rekurentních nádorů (R˃1) v závislosti na WHO gradu (p = 0,053). Je zde 

zřejmé, že po rekurenci primárních nádorů dochází k progresi do vyššího WHO gradu. Častěji 

tedy bývá vyšší WHO grade diagnostikován u sekundárních nádorů, což je zjevné i z našeho 

souboru pacientů.  

 

Obr. 28: Porovnání nerekurentních nádorů (NR), primárních rekurentních nádorů (R1) a sekundárních 

rekurentních nádorů (R˃1) v závislosti na WHO gradu. 

 

Co se týká analýzy exprese a lokalizace MEG3 v klastrech, v žádném ze zkoumaných 

parametrů nebyly nalezeny rozdíly mezi pacienty s různými WHO grady na hladině 

významnosti p ≤ 0,05. Pouze objekty o velikosti 30 až 60 px vykazovaly nižší míru zastoupení 

se vzrůstajícím WHO gradem (p = 0,055). Z obr. 29 na druhé straně je patrné zastoupení těchto 

bodů, kdy nejvyšší je u WHO gradu I, naopak nejnižší počet je u WHO gradu III.  
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Obr. 29: Podíl počtu bodů velikostní kategorie 30_60 v závislosti na WHO gradu.  

 

Pro 73 vzorků s alespoň 3 ROIs (odebrány vzorky pod 5% kvantilem) byl vytvořen klasifikační 

strom (obr. 30), který představoval výstup multivariátního modelu predikující rekurenci 

na základě vybraných parametrů (rekurence, BODY, RADIUS.N, podíly počtu bodů 

jednotlivých velikostních kategorií a WHO grade). Model predikuje rekurenci podle 

proměnných BODY (průměr počtu bodů ve vzorku), podílů počtu bodů velikostní kategorie 

60 až 100 px na celkovém počtu ve vzorku a RADIUS.N. Žádná z vybraných proměnných 

se nevyskytuje ve statistických testech pro predikci rekurence. 

 

Obr. 30: Klasifikační strom predikující rekurenci podle algoritmem vybraných proměnných. 
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Klasifikační strom vizualizuje postup a úspěšnost multivariátního modelu pro predikci rekurence. Subjekty 

označené a zařazené do „No“, byly klasifikačním stromem předpovězeny jako nerekurentní. Dvojice čísel udává, 

kolik skutečně nerekurentních (číslo vlevo) a rekurentních (číslo vpravo) bylo do dané skupinky modelem 

zařazeno. Subjekty označené „Yes“ byly předpovězeny jako rekurentní a čísla vpravo ukazují skutečně rekurentní 

a čísla vlevo nerekurentní, které byly podle klasifikačního stromu do této skupiny zařazeny. Čím je barva 

jednotlivých koncových rozhodnutí tmavší, tím je klasifikační strom předpověděl správněji.  Klasifikační strom 

nesprávně zařadil 5 % nerekurentních vzorků a 59 % vzorků rekurentních. Celková chyba předpovědi činí 30 %.  

 

Další vygenerovaný model na základě stejných vstupních dat a podmínek byl vytvořen 

na obr. 31. Model predikuje jednotlivé rekurentní/nerekurentní vzorky podle RADIUS.N, 

BODY a podílu počtu bodů velikostních kategorií 15 až 30 px, 60 až 100 px a 250 až 500 px. 

Podíl počtu bodů velikostní kategorie 15 až 30 px (p = 0,006) vzhledem k rekurenci se vyskytuje 

ve statistických testech jako jediná signifikantní proměnná. Pro klasifikační strom byla 

vypočítána celková chyba předpovědi, která činí 19,2 %.  

 

Obr. 31: Větvený klasifikační strom rozdělující rekurentní a nerekurentní nádory dle daných proměnných. 

Klasifikační stromy rozdělily rekurentní a nerekurentní nádory na základě vybraných hodnot. Subjekty byly 

hodnoceny stejným způsobem jako na obr. 29. Klasifikační strom nesprávně zařadil 5 % nerekurentních pacientů 

a 35 % rekurentních pacientů. Celková chyba předpovědi činí 19,2 %. 
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Pro všech 82 vzorků byl vytvořen klasifikační strom (obr. 32), který představoval výstup 

multivariátního modelu predikující nerekurentní/rekurentní vzorky na základě vybraných 

parametrů (rekurence, BODY, RADIUS.N, podíl počtu jednotlivých velikostních kategorií 

a WHO grade). Model predikuje jednotlivé rekurentní/nerekurentní vzorky podle RADIUS.N, 

BODY, podílu počtu bodů velikostních kategorií 30 až 60 px a 60 až 100 px a WHO gradu. 

Podíl počtu bodů velikostní kategorie 30 až 60 px (p = 0,016) vzhledem k rekurenci se vyskytuje 

ve statistických testech jako jediná signifikantní proměnná. Zastoupení podílu počtu bodů této 

velikostní kategorie se nachází u rekurentních pacientů v nižší míře.  

 

Obr. 32: Větvený klasifikační strom rozdělující rekurentní a nerekurentní nádory dle daných proměnných. 

Klasifikační stromy rozdělily rekurentní a nerekurentní nádory na základě vybraných hodnot. Subjekty byly 

hodnoceny stejným způsobem jako na obr. 29. Klasifikační strom nesprávně zařadil 19,5 % nerekurentních 

pacientů a 17 % rekurentních pacientů. Celková chyba předpovědi činí 18,3 %.  

Méně rozvětvený klasifikační strom rozděluje vzorky dle tří proměnných (obr. 30). 

Jeho celková chybovost byla 30 %. U větvených klasifikačních stromů (obr. 31 a 32) byla 

vypočítána celková chybovost nižší (19,2 % a 18,3 %), avšak vzorky jsou děleny dle vyššího 

počtu parametrů. Je tedy možné, že by fungovaly jen na těchto konkrétních datech. Klasifikační 

stromy zařazují nepřesně zejména vzorky rekurentní, pravděpodobně z důvodu jejich menšího 

zastoupení mezi 73 pacienty. V klasifikačních stromech jsou mezi rekurentními 

a nerekurentními pacienty signifikantní rozdíly, avšak ne tak markantní, aby byly použity 

v rámci predikčního modelu.    
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6 Diskuze 

Trvalé histologické tkáně se získávají stabilizací čerstvého materiálu. Fixací dochází 

k zachování struktury buněk a tkání, které jsou co nejpodobnější jejich výskytu in vivo. Fixace 

lze dosáhnout fixačními roztoky (vodný roztok formaldehydu), zmrazením tkáně nebo teplem. 

Nejčastější a nejšetrnější metodou je použití formaldehydu. Tkáň se vloží do vhodné formy, 

odvodní se, projasní a následně prosytí. V posledním kroku se tkáň zalije parafínem pro její 

zpevnění142. Výhodou formaldehydu je jeho nízká cena a rychlé pronikání do tkáně. Nevýhodou 

je částečná změna struktury buněk a chemická modifikace například aminových a amidových 

skupin v proteinech147. 

Pro experimentální pokusy byly k dispozici již předpřipravené starší bločky, u kterých byla 

provedena RNA in situ hybridizace. Během přípravy preparátů byla problémem heterogenita 

tkání, která mohla být zapříčiněna právě použitím formaldehydu. Po optimalizaci přípravy řezů 

tkáňových bločků (řezy 5 μm), metody barvení jader (použití DAPI) a dehydratace (při RT,  

20-30 minut) byla provedena u všech sklíček vizualizace lncRNA pomocí RNA in situ 

hybridizace.  

LncRNA jsou nejčastěji detekovány pomocí RT-qPCR. Ve studii Cabili et al. byla použita 

jednomolekulová RISH metoda k lokalizaci lncRNA uvnitř buněk. Jedná se konkrétně 

o RNAscope metodu, která se stala velmi přesnou a specifickou, a proto byla v této diplomové 

práci také použita. Leucci et al. a Dunagin et al. uvádí výhody metody oproti RT-qPCR. Metoda 

RT-qPCR není schopna rozlišovat typy buněk, jejich jednotlivé populace ve tkáni a umístění 

transkriptů148. Díky metodě RISH lze kombinovat histologické a morfologické informace 

s lokalizací a expresí lncRNA149,150. Pochopení lokalizace a exprese lncRNA dle Tripathi et al. 

může být užitečné při vývoji efektivnějších terapeutických postupů148.  

Dříve byl problémem RISH metody šum a slabá citlivost. Cabili et al. popisují koncepci 

Z sondy v RNAscope metodě, která zajišťuje selektivní zesílení signálů a zabránění 

amplifikace z nespecifických vazeb. Zlepšila se tak citlivost a poměr signál-šum, kdy je možné 

detekovat lncRNA s přesností na jednotky molekul151.  

Následně byly snímány jednotlivé preparáty pomocí fluorescenčního mikroskopu, provedena 

obrazová analýza a statistické hodnocení. Během homogenního focení pomocí fluorescenčního 

mikroskopu byly všechny preparáty nafoceny stejným způsobem. Bohužel některé preparáty 

mohou být přesvíceny a u některých signál chybí. Dále je možné preparáty detekovat každý 
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jiným způsobem, ale je potřeba jasně daných pravidel. Během výzkumu však nebyl prostor 

pro další experimentální pokusy, které by se zabývaly zejména zlepšením metody snímání.  

Pomocí obrazové analýzy bylo na každém terčíku vybráno 3-6 míst zájmu (ROIs), 

které obsahovaly signál, neobsahovaly artefakty a byly nasnímány v dostatečné kvalitě. Cabili 

et al. použili rovněž RISH k lokalizaci a četnosti lncRNA. Ve studii poukazují na hojnost 

lncRNA ve shlucích, proto jsme se v této práci rozhodli analyzovat podíly počtu bodů 

jednotlivých velikostních kategorií151.   

Pro statistické hodnocení vybráno 13 TMA s 82 pacienty, kde byl signál dostatečně dobře 

detekovatelný. Z 82 pacientů byli vybráni pacienti s alespoň 3 ROIs (odebrány vzorky 

pod 5% kvantilem) a ve výsledku tedy byla použita data 73 pacientů.  

Nejprve byly jednotlivé ROIs hodnoceny podle procenta svítící plochy, avšak toto hodnocení 

nebylo vhodné. V heat mapě nedošlo ke klastrování jednotlivých podílů velikostních kategorií 

na svítící ploše a nebyly nalezeny signifikantní rozdíly mezi jednotlivými podíly v závislosti 

na rekurenci. Proto byly ve výsledku hodnoceny počty bodů jednotlivých velikostních kategorií 

za daný vzorek. Počty bodů byly trojčlenkou přepočteny na stejnou velikost (medián všech 

ROIs) a byl vytvořen průměrný počet bodů jednotlivých velikostních kategorií v daném vzorku 

(průměry z hodnot ROIs daného vzorku).  

Byly statisticky vyhodnoceny normalizované počty bodů v jednotlivých ROIs u daných vzorků 

a průměrné počty bodů pro jednotlivé vzorky (BODY). Hodnota BODY byla u čtyř vzorků 

vyhodnocena vyšší než 1000 bodů, avšak nebyla mezi nimi nalezena žádná spojitost.  

Pro všech 73 vzorků bylo provedeno hierarchické klastrování, kde došlo ke klastrování hodnot 

v rámci počtu bodů jednotlivých velikostních kategorií. Nedošlo však ke klastrování v rámci 

rekurence, WHO gradu ani pořadí nádoru.  

V následujících analýzách bylo provedeno porovnání hodnot podílu počtu bodů jednotlivých 

velikostních kategorií vzhledem k rekurenci. Byly nalezeny signifikantní rozdíly počtu bodů 

velikostní kategorie (15 až 30 px a 30 až 60 px). Detekce nejmenších bodů je výrazně vyšší 

u rekurentních nádorů, avšak při detekcí větších bodů (nad 150 px) nedocházelo 

k signifikantním rozdílům. Díky tomuto hodnocení se naskýtá myšlenka, zda se nejedná 

o artefakty, vzhledem k jejich nízkému zastoupení, a zda je třeba tyto větší body detekovat. 

Bohužel nebyla nalezena spojitost s literaturou. 
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Následně byly porovnány hodnoty podílu počtu bodů velikostních kategorií v závislosti 

na třech proměnných, a to nerekurentní nádory (NR), primární rekurentní nádory (R1) 

a sekundární rekurentní nádory (R˃1). Během hodnocení byl zaznamenán nižší počet bodů 

ve velikostní kategorii 15 až 30 px (p = 0,02) u primárních rekurentních nádorů (R1). 

Klasifikační stromy (obr. 30, 31, 32) predikovaly rekurentní/nerekurentní pacienty na základě 

vybraných parametrů, avšak jediný vygenerovaný model na obr. 32 vybral WHO grade jako 

jeden z prediktorů rekurence. Vygenerované modely měly tyto chybovosti 30 %, 19,2 %  

a 18,3 %.  

Studie Cabili et al. udává u MEG3 rozptýlenější, prostorově skvrnitý vzor (obr. 32) oproti jiným 

lncRNA (GAS5 a TERC)151. V diplomové práci byly při focení detekovány jednotlivé 

transkripty genu MEG3 stejným způsobem. Částice byly identifikovány pomocí prahu 

intenzity, nad kterým byly jednotlivé tečky považovány za částici RNA151.     

 

Obr. 33: Rozptýlení jednotlivých lncRNA ve tkáni. 

RNAscope metoda by mohla být dle Tripathi et al. použita jako diagnostický detekční test 

za použití lncRNA jako biomarkeru. V laboratorních a klinických podmínkách by tato metoda 

mohla potvrdit výsledky získané pomocí RT-qPCR a posílit tak interpretaci chování nádorové 

tkáně148. Tripathi et al. objevili spojitost mezi zvýšenou expresí lncRNA MALAT1 a stádiem 

kolorektálního karcinomu148. V této diplomové práci však nebyla zjištěna dostatečně významná 

spojitost mezi MEG3 a WHO gradem.  
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7 Závěr 

Meningiomy patří mezi častá nádorová onemocnění centrální nervové soustavy. Častým 

problémem těchto nádorových onemocnění je jejich rekurence v průběhu 5 až 10 let, dokonce 

i benigních forem5,7,12. Často u nich dochází k ztrátě chromozomu, konkrétně chromozomu  

22, 1 a 14. Bylo zjištěno, že ztráta chromozomu 14 se vyskytuje zejména u vyšších WHO gradů. 

Na chromozomu 14 se vyskytuje právě gen MEG3, který by mohl být ideálním prognostickým 

biomarkerem u meningiomů.  

Cílem diplomové práce bylo zachycení transkriptu genu MEG3 pomocí RNA in situ 

hybridizace a následně transkript v tkáňových řezech lokalizovat. Díky statistickému hodnocení 

byly jednotlivé velikostní kategorie, množství a odchylky v rámci jednoho vzorku v signálu 

MEG3 korelovány s prognózou pacientů a nebyla nalezena souvislost mezi MEG3 

a jednotlivými WHO grady. Nicméně byla potvrzena častější rekurence u vyšších WHO gradů 

(p = 0,026). U rekurentních a nerekurentních pacientů se liší rozdíly velikostních kategorií 

1 až 15 px (p = 0,021), 15 až 30 px (p = 0,006) a 30 až 60 px (p = 0,016), neliší se v celkové 

expresi (BODY) a RADIUS.N (odchylky v rámci jednoho vzorku).  

Metoda RNA in situ hybridizace se jeví jako vhodná metoda pro hodnocení lokalizace a exprese 

lncRNA, ale je potřeba metodu upravit a zdokonalit. Během diplomové práce byly zjištěny 

signifikantní rozdíly, avšak zatím nevhodné pro využití v klinické praxi pro předpověď 

prognózy. Tuto skutečnost potvrzují modely prezentované formou klasifikačních stromů, které 

jako hlavní faktory predikce rekurence vybíraly přednostně parametry BOD a RADIUS.N, 

přestože v jednotlivých statistických testech nevykazovaly signifikantní rozdíly mezi vzorky 

rekurentních a nerekurentních pacientů.  
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