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Souhrn

Vychodiska: MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekddujici RNA podilejici se na posttranskripéni
regulaci genové exprese. Jsou esencialnimi regulatory fyziologickych procest, podileji se na
patogenezi mnoha onemocnéni a jejich deregulace byla prokézana u fady nadorovych one-
mocnéni v¢. karcinomu rekta. Cirkulujici miRNA piitomné v krevni plazmé by mohly byt vhod-
nymi kandidaty na neinvazini prediktivni biomarkery odpovédi na neoadjuvantni chemoradio-
terapii u pacient( s lokalné pokrocilym karcinomem rekta. Predkladana pilotni studie se zabyva
vyuzitim sekvenovani nové generace k analyze cirkulujicich miRNA. Materidl a metody: K ana-
lyze miRNA expresnich profild byly pouzity vzorky RNA izolované z krevni plazmy pacientd
odebrané v dobé TNM restagingu po neoadjuvantni chemoradioterapii, a parové vzorky RNA
z plazmy odebrané pred zahajenim neoadjuvantni chemoradioterapie. K pfipravé sekvencnich
knihoven bylo vyuzito kitu, ktery do knihoven implementuje univerzélni molekuldrni index,
jenz napomaha citlivéjsimu oddéleni biologického Sumu pii analyze dat. Sekvencni data byla
zpracovana multidimenziondlnimi biostatistickymi pfistupy. Zdvér: Byl stanoven expresni profil
miRNA u pacientd s karcinomem rekta, ktery umoznoval odlisit pacienty s rliznou lé¢ebnou
odpovédi na neoadjuvantni chemoradioterapii.
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VYUZITI SEKVENOVANI NOVE GENERACE V ANALYZE CIRKULUJICICH MIKRORNA JAKO PREDIKTIVNICH BIOMARKERU

Summary

Background: MicroRNAs (miRNA) are short non-coding RNAs involved in post-transcriptional regulation of gene expression. MiRNAs are essential
regulators of both physiological processes as of pathogeneses of many diseases, and their dysregulation was observed in many malignancies
including rectal cancer. Circulating miRNAs presented in blood plasma could be potential candidates for non-invasive predictive biomarkers of
the response of patients with locally advanced rectal cancer to chemoradiotherapy. Presented study aims to evaluate the potential of next-ge-
neration sequencing in the analysis of circulating miRNAs. Material and methods: MiRNA expression profiles were done using samples of RNA
isolated from blood plasma collected during TNM restaging and paired samples collected before initiation of neoadjuvant chemoradiotherapy.
Sequencing libraries were prepared using kit which implements universal molecular indices that help to sensitively filter biological bias during
data analysis. Sequencing data were processed by multidimensional biostatistical approaches. Conclusion: We identified specific miRNA profile
enabling to distinguish the patients accordingly to their response to chemoradiotherapy.
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Vychodiska

Kolorektalni karcinom je treti nejcas-
t&jsi nadorové onemocnéni celosvétové
a druha nejcastéjsi pficina amrti spo-
jend s nadorovym onemocnénim do-
spélé populace. CR se bohuzel fadi mezi
staty s nejvyssi incidenci kolorektdlniho
karcinomu a karcinomu rekta a rektosig-
moidedlni junkce (dale jiz jen jako kar-
cinom rekta) tvofi pfiblizné 40 % vsech
pfipadl kolorektalniho karcinomu [1,2].
Zhruba polovina pacientd s karcino-
mem rekta je diagnostikovana v lokalné
pokrocilém stadiu onemocnéni, které
pfedstavuje tumory v klinickém stadiu |l
alll definované jako cT3 a cT4 a/nebo tu-
mory s metastatickym postizenim regio-
nalnich uzlin. Na rozdil od karcinomd lo-
kalizovanych v tlustém stievé karcinomy
lokalizované v oblasti rekta obecné vy-
kazuji vyssi invazivitu a ¢astéjsi relaps po
chirurgickém zakroku. Tudiz tato one-
mocnéni vyzaduji rozdilné 1é¢ebné po-
stupy [3]. Podani neoadjuvantni chemo-
radioterapie (NCHRT) pted chirurgickym
vykonem vyznamné zlepsilo prognézu
pacientd a jejich celkovou dobu prezi-
vani. Cilem NCHRT je pokud mozno co
nejvice zmensit rozsah samotného na-
doru, a tim padem umoznit co nejvice

zachovnou operaci. Bohuzel odpovéd

na lé¢bu se mezi jednotlivymi pacienty
vyrazné lisi. Zatimco néktefi pacienti do-
sahnou kompletni patologické odpovédi
na lé¢bu nebo alespon vyrazného zmen-
$eni tumoru, ¢ast pacientd vykazuje pri-
marni rezistenci vic¢i NCHRT a je tak zby-
te¢né vystavovana toxickym ucinkim
Ié¢by. Stav postizeni pacientd po NCHRT
a pred operaci je v dnesni dobé zalozen
vyhradné na zobrazovacich metodach.

Ty ale nedosahuji dostate¢né citlivosti.
Proto je komplikované pfesné urcit TNM
stadium v dobé restagingu [4]. Pfidavny
biomarker by mohl vyrazné zpfesnit
ycTNM klasifikaci ¢i pfip. jiz predem urcit,
zda pacient z 1é¢by bude profitovat ¢i ne.
MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekddu-
jici RNA schopné posttranskripéni regu-
lace genové exprese. Jejich pfitomnost
byla prokazana i v télnich tekutinach,
coz je preduréuje k vyuziti jako neinva-
zivnich biomarkert. MiRNA navic vyka-
zuji vyjimecnou stabilitu v télnich teku-
tinach a je mozné je studovat pomoci
konven¢nich metod molekularni bio-
logie [5,6]. Nicméné studium expresnich
profilli z télnich tekutin je technologicky
naroc¢né a pfinasi mnoho vyzev. Tato stu-
die se zabyva vyuzitim metody sekveno-
vani nové generace pro stanoveni glo-
balniho miRNA profilu krevni plazmy
pacientl s karcinomem rekta, ktefi pro-
fitovali z NCHRT, a pacientd, ktefi neméli
z |é¢by dostatecny benefit.

Material a metody

TNM Kklasifikace nadoru byla stanovo-
vana v obdobi pred terapii (klinicky
staging TNM - cTNM), po neoadju-
vantni terapii (ycTNM) a po samotné re-
sekci nadoru (patologicky staging TNM
- pTNM). Vsichni pacienti zafazeni do
studie podepsali informovany souhlas.
Z odebranych vzorkl krevni plazmy
byla izolovana celkovd RNA obohacena
o frakci kratkych RNA pomoci miRNeasy
Serum/Plasma Kit (Qiagen). Cistota
a kvantita ziskané RNA byly stanoveny
spektrofotometricky a fluorimetricky.
K analyze miRNA expresnich profild
krevni plazmy byly pouzity vzorky RNA

z plazmy odebrané pacientlim v dobé
ycTNM restagingu (56), a parové vzorky
RNA z plazmy odebrané pacientm pred
zahajenim NCHRT v dobé cTNM (40).
K analyze miRNA expresnich profild byl
pouzit Qiaseq miRNA Library Kit (Qia-
gen), ktery umozniuje pfipravu miRNA
obohacenych cDNA knihoven, a tudiz
daleko citlivéjsi analyzu globalniho
miRNA profilu. Pfiprava timto zplsobem
zahrnuje pouziti univerzalnich moleku-
larnich index(, které také umoznuji od-
stranéni problému s extrémniabundanci
miR-486-5p ve vzorcich krevni plazmy.
Ta je béznym kontaminantem, s nimz se
dnesni sekvenovani nové generace krev-
niho séra a plazmy potyka. Kvalita cDNA
knihoven byla stanovovana pomoci pfi-
stroje TapeStation 2200 System (Agilent)
a Qubit” 2.0 Fluorimeter (Life Technolo-
gies). Sekvenovani nové generace bylo
provedeno za pouZiti pFistroje NextSeq
500/550 (lllumina) a chemie High Out-
put Kit v2, 75 cycles (lllumina). Expresni
data byla analyzovdna pomoci online
nastroje Chimira a ziskana data byla sta-
tisticky zhodnocena pomoci nastroje
Bioconductor edgeR a bali¢cku DESeq?2.

Vysledky

Byly srovnény expresni profily ziskané
sekvenovanim nové generace RNA izo-
lované z krevni plazmy odebrané pfed
terapii. Pacienti byli rozdéleni do skupin
s dobrou odpovédi na lécbu (stuperi re-
grese nadoru [tumor regression grade —
TRG] 3 + 4) a Spatnou nebo Zadnou od-
povédi na lé¢bu (TRG 0 + 1 + 2). Pomoci
statistické analyzy bylo takto identifiko-
vano 52 miRNA s vyznamné deregulova-
nou expresi (p < 0,05). Celkem 21 miRNA
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vykazovalo zvySenou expresi (napf.
hsa-miR-450a-1-3p, hsa-miR-511-5p,
hsa-miR-937-3p, hsa-miR-1233-5p)
a 31 miRNA vykazovalo snizenou expresi
(napt. hsa-miR-320d, hsa-miR-100-5p,
hsa-miR-10a-3p, hsa-miR-206, hsa-
-miR-200a-5p) ve vzorcich krevni plazmy
pacientd s TRG 0 + 1 + 2 oproti vzorkiim
pacientl s TRG 3 + 4. Pfi srovnani profilt
vzorkd plazmy odebranych po terapii
v dobé ycTNM restagingu a rozdélenych
do skupin pacientl s metastatickym po-
stizenim uzlin (pN+) a pacientl bez po-
stizeni uzlin (pN-) bylo identifikovano
65 mMiRNA s vyznamné rozdilnou ex-
presi (p < 0,05), 37 se zvySenou (napf.
hsa-miR-192-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-
-miR-196a-5p, hsa-miR-217-5p) a 28 se
snizenou (napf. hsa-miR-548a-5p, hsa-
-miR-383-5p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-
-509-3p) ve vzorcich pacientd pN+
oproti vzorkim pacientd pN—. Pfi ana-
lyze expresnich profild vzorkl plazmy
odebranych po terapii a rozdélenych do
skupin pacientl s pT3 a pT1 + pT2 bylo
nalezeno 58 miRNA s rozdilnou expresi
(p < 0,05), 37 miRNA se zvySenou expresi
(napf. hsa-miR-508-3p, hsa-miR-187-5p,
hsa-miR-512-3p, hsa-miR-214-5p)
a 21 miRNA se sniZzenou expresi (napf.
hsa-miR-378e, hsa-miR-92a-1-5p, hsa-
-miR-96-5p, hsa-miR-106a-5p) ve vzor-

cich pacientl s pT3 na rozdil od pacientt
spll+pT2.

Diskuze a zavér

V soucasné dobé neni k dispozici zadny
prediktivni biomarker odpovédi pacientt
s karcinomem rekta na NCHRT i pfesto,
ze se jiz nékolik studii zabyvalo deregu-
laci miRNA v plazmé pacientl s karcino-
mem rekta v zavislosti na jejich odpo-
védi na NCHRT a metastatickém postizeni
uzlin [7-9]. Nami ziskané vysledky odha-
lily deregulovanou expresi miRNA ve vzor-
cich krevni plazmy pacientd vykazujicich
patologickou odpovéd na lécbu oproti
pacientlim s nizkou ¢i zadnou odpovédi.
Po validaci vysledk( na vzorcich nezavislé
skupiny pacientdl by mohla byt identifi-
kovana cirkulujici miRNA ¢i panel cirkulu-
jicich miRNA, které by slouzily jako nein-
vazivni prediktivni biomarker odpovédi
na NCHRT. Rozdily v expresnich profilech
cirkulujicich miRNA byly navic prokézany
i mezi pacienty s metastatickym postize-
nim lokalnich uzlin a bez metastatického
postizeni. Nakonec byla zjisténa deregu-
lace miRNA v zavislosti na patologickém
rozsahu nadoru. MiRNA deregulované
u pacientl s pN+ a u pacientl s pT3 na
rozdil od pacientd s pN— a pT1 + pT2 by
mohly slouzit jako pfidatny ukazatel pfi
urcovani ycTNM a tim vyrazné napomoci

planovéni chirurgického zakroku a dal-
Sich [é¢ebnych postupd.
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