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Souhrn

Vychodiska: Ackoli nadory centralni nervové soustavy (CNS) nepatii mezi nej¢astéjsi nadorova
onemocnéni, jejich incidence v poslednich letech stéle roste. Nanestésti se tato skupina vy-
znacuje velmi Spatnou prognoézou. Vybér spravné terapie zalezi na véasné a presné diagndze.
Diagnostické postupy v pfipadé nadorli mozku jsou vsak casto limitovany jejich lokalizaci
a znac¢nou heterogenitou nadoru. Proto je vénovano velké Usili hledani novych diagnostickych
pfistupl a biomarker(, které by byly dostate¢né robustni, senzitivni a specifické, a jejichz ana-
lyza by ve vztahu k pacientovi eliminovala nutnost biopsie. Mozkomi3ni mok (cerebrospinal
fluid — CSF) pfichazi do pfimého kontaktu s CNS a predstavuje proto vhodny biologicky ma-
teridl, ktery by mohl prostfednictvim biomarkerd reflektovat jeji aktudlni stav. Vhodnymi mo-
lekulami se v tomto pfipadé zdaji byt mikroRNA (miRNA), kratké nekédujici RNA, které byly jiz
nékolikrat detekovany v CSF a jejichz deregulované hladiny jsou asociované s rlznymi typy
nadorl CNS. Cil: Bohuzel metodické pfistupy pouzivané pro analyzy miRNA v CSF nebyly pro-
zatim dostatecné standardizovany. Z téchto dlvodu se v predkladaném prehledovém ¢lanku
snazime shrnout a zhodnotit doposud pouzivané metodické pfistupy k analyze miRNA z CSF
s cilem nalézt ty nejvhodnéjsi. Dale zde sumarizujeme vysledky studii popisujici miRNA, které
by mohly v budoucnu predstavovat biomarkery rliznych nadorovych onemocnéni CNS.
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Summary

Backround: Although central nervous system (CNS) tumors are not the most common cancers,
their incidence rate is constantly growing. Unfortunately, this group of cancers is characte-
rized by a very poor prognosis with a very short average patient survival. Appropriate the-
rapy depends on early and accurate diagnosis. However, this is often limited by brain tumor
localization and heterogeneity. Therefore, new diagnostic approaches and biomarkers that
are robust, sensitive, specific, and also without need of invasive biopsy, are still being sought.
Cerebrospinal fluid (CSF) comes into direct contact with the CNS and becomes a suitable source
of biological material that could reflect actual state of CNS. Suitable molecules in this regard
appear to be microRNAs (miRNAs), short non-coding RNAs, that have been already detected in
CSF and whose dysregulated levels are associated with various types of brain tumors. Purpose:
Unfortunately, the methodical approaches used for CSF miRNA analysis have not been suffi-
ciently standardized yet. For this reason, we summarize and evaluate methodical approaches
which were previously used for miRNA analysis from CSF in order to find the most appropriate
ones. Subsequently, we review studies focused on miRNA with potential to become biomarkers
of CNS tumors in the future.
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Uvod

Primarni nadory mozku a mozkové me-
tastazy postihuji ve svétovém méfitku
kolem 40 pacientl ze 100 000 osob
ro¢né a tato incidence stale roste [1,2].
Vcasna a presna diagnostika hraje kli-
¢ovou roli v uréovani prognézy a volby
nejvhodnéjsi terapie. V soucasné dobé
je diagnostika mozkovych nadord nej-
Castéji provadéna na zakladé zobrazo-
vacich metod jako jsou vypocetni to-
mografie (computed tomography — CT),
magneticka rezonance (magnetic re-
sonance imaging - MRI) a pozitronova
emisni tomografie (PET) s naslednym
histologickym posouzenim nadorové
tkdné. Nicméné i pres znacné pokroky
a modifikace jiz zmifnovanych metod
je pfesnd a vcéasnd diagnostika u né-
kterych nadord zna¢né limitovana lo-
kalizaci a buné¢nou heterogenitou na-
doru [3]. Vzhledem k vy3e uvedenym
skute¢nostem je dllezité vyvinout nové
diagnostické postupy, které spole¢né
s existujicimi metodami zvysi presnost
diagnostiky nadort mozku, a tim i pre-
Zivani pacientd. Stejné jako u jinych typl
nadorl se ,tekuté biopsie” a jejich ana-
lyza zdaji byt slibnym diagnostickym pfi-
stupem. V pfipadé mozkovych nadort
je pozornost, predevsim z dlvodu exis-
tence hematoencefalické bariéry, zamé-
fena na mozkomisni mok a jeho mozné
diagnostické vyuziti [4]. Vhodnymi mo-
lekulami s potencialem slouzit jako malo
invazivni, dostatecné senzitivni a speci-
fické biomarkery se v tomto ohledu jevi
byt kratké nekddujici RNA, predevsim
pak mikroRNA (miRNA), jejichz deregu-
lované hladiny byly detekovany u fady
nadorovych onemocnéni a jsou asocio-
vany s biologickymi procesy zapojenymi
do maligni transformace.

Mozkomisni mok

Mozkomisni mok (cerebrospinal fluid -
CSF), likvor, je bezbarva, ¢ira télni teku-
tina pfipominajici krevni plazmu, kterd
cirkuluje v mozkovych komorach a sub-
arachnoidalnich prostorech obklopuji-
cich mozek a michu. Ve srovnani s krevni
plazmou vsak obsahuje méné protein(,
coz Cini pfiblizné 15-45 mg/dI, dale pak
50-80mg/dl glukdzy a 0-5 bilych krvi-
nek/ml. Rychlost produkce CSF je 0,3-
0,4 ml/min, celkovy objem CSF dospé-

lého jedince predstavuje 90-150 ml
a u déti 65-150ml. Hlavni funkce CSF je
zejména mechanicka, chrani mozek pred
ndrazy, dale pfispiva k udrzovéni stalého
nitrolebniho tlaku a slouZi jako prostre-
dek k transportu biomolekul a odvadéni
metabolitd. Vzhledem k tomu, ze CSF
omyva celou centrdlni nervovou sou-
stavu (CNS), a dostava se tedy do bliz-
kého kontaktu s jakoukoli moznou pa-
tologickou tkani, je povazovan za idedlni
zdroj biologického materidlu pro na-
sledné diagnostické ucely [5-71.

CSF je nejcastéji ziskavan tzv. lumbalni
punkci, je odebiran v oblasti L3-L5 be-
dernich obratll za pouZiti spinalni jehly.
Jinou moznosti odbéru CSF je komorova
punkce ¢i komorova drendz, pak ziska-
vame komorovy mok. Treti variantou je
odbér tzv. cisternalniho moku, ktery se
odebira subokcipitalni nebo laterocervi-
kalni punkci. Pfi odbéru CSF je v urcitych
pfipadech také mozné zméfit likvorovy
tlak. Déle Ize posoudit jeho vzhled, a to
barvu ¢i pfitomnost krve. Dalsi analyzy
CSF jsou ihned po odbéru provadény na
specidlnich pracovistich. V klinické praxi
se bézné stanovuje zejména zakladni cy-
tologie, pfi které se hodnoti monocy-
tarni, lymfatické, myeloidni a nadorové
bunky. Také se provadi méfeni koncen-
trace celkového proteinu s moznou ana-
lyzou diagnostickych proteind, jako je
tieba albumin, imunoglobuliny, zanét-
livé markery atd. Dale se provadi bio-
chemické vysetieni, pfi némz je mérena
zejména koncentrace rliznych iont(,
laktatu a glukdzy, popf. je mozné spek-
trofotometrické vysetieni CSF, jez do-
kaze zjistit pfibliznou dobu krvaceni do
mozku [8-10].

Jak jiz bylo fe¢eno, CSF je povazovan
za tzv. rezervodr latek, které vylucuje at
uz zdrava, ¢i patologickd tkan CNS, proto
se analyza likvoru jevi jako vhodny pro-
stredek pro diagnostiku nador CNS.
V posledni dobé se v onkologické praxi
mezi nejcastéji provadéna vysetreni
fadi cytologie, kterd je vysoce speci-
ficka pfi detekci nadorovych bunék. Na
druhou stranu se jedna pouze o kvali-
tativni test, jenz postradad normalizaci
a napt. jeho senzitivita pro diagnostiku
glioblastomu (GBM) se pohybuje pouze
okolo 10 % [11]. Dalsi nevyhodou je, Ze
rychlost a uvolfiovani malignich bunék

do CSF je intermitentni proces, coz
muze vést k vysoké mife chybovosti této
metody [5,6,11].

Cirkulujici miRNA

Cirkulujici mikroRNA (c-miRNA) by
mohly pfedstavovat perspektivni bio-
markery CSF. MiRNA tvofi skupinu jed-
noretézcovych nekdédujicich RNA s dél-
kou pfiblizné 18-25 nukleotid(, které
posttranskripéné reguluji genovou ex-
presi, a hraji tudiz klicovou roli v regu-
laci v8ech buné¢nych procest. Tyto mo-
lekuly jsou obvykle tkanové specifické
a podileji se na patogenezi mnoha one-
mocnéni v¢. nadord mozku [12]. Cirku-
lujici miRNA byly detekovany témér ve
viech télnich tekutinach, jako je krevni
plazma a sérum, mo¢, sliny, slzy nebo
CSF [13]. Zajimavé je, Zze c-miRNA jsou
vysoce stabilni a odoldvaji extrémnim
podminkam, jako je aktivita ribonuk-
ledz, opakované zmrazovani, var, nizké
a vysoké pH nebo i skladovéni pfi poko-
jové teploté [13]. Deregulované hladiny
miRNA v CSF jsou podle neddvnych stu-
dii také asociovany s malignimi nadory
CNS [14-20]. Naptiklad hladina miR-21
u pacientl s gliomy dokazala rozlisit
nadorové vzorky CSF s vyssi citlivosti
a specificitou nez hladiny miR-21 de-
tekované v krevni plazmé [21]. Analyza
c-miRNA v CSF proto predstavuje slibny
ndstroj potencialné vedouci ke zdoko-
naleni soucasné diagnostiky nadorl
mozku [5,6].

Pavod cirkulujicich miRNA v CSF

O plvodu c-miRNA v CSF je toho proza-
tim zndmo madlo. Preanalytické a analy-
tické faktory, které by mohly ovliviiovat
stanoveni jejich hladin, bohuzel nejsou
dostatecné popsany. Stabilita c-miRNA
v télnich tekutindch naznacuje jejich
efektivni ochranu pred pisobenim ribo-
nukledz [22]. V soucasné dobé bylo po-
psano vice hypotéz navrhujicich mozny
plGvod a formy vyskytu c-miRNA v CSF.
MiRNA véazané na proteinové komplexy
(proteiny argonautové rodiny, lipopro-
teiny o vysoké hustoté) a miRNA umis-
téné v extracelularnich vezikulech (EV)
mohou byt aktivné uvolriovény nadoro-
vymi bunkami. EV Ize dale délit na exo-
zémy (50-200 nm) a na mikrovezikuly
(> 200 nm). Za druhé, nekrotické a apo-
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Schéma 1. Souhrn mozného vyskytu

a typu mikroRNA asociovanych s nadory
mozku v mozkomi$Snim moku.

Upraveno dle Shalaby et al, 2015 [5].

ptotické bunky by mohly pasivné vylu-
¢ovat volné cirkulujici tzv. nahé miRNA
nebo opét miRNA vazané v proteino-
vych komplexech. Dalsim moznym
zdrojem ¢-miRNA jsou miRNA pocha-
zejici z cirkulujicich nddorovych bunék
(schéma 1). Bohuzel analyza cirkuluji-
cich miRNA v lidskych télnich tekuti-
nach v¢. CSF neni prozatim dostate¢né
standardizovana [5,23].

Metodické pristupy analyzy
miRNA v CSF

Detekce miRNA v CSF zahrnuje nasledu-
jici kroky — zpracovani odebraného CSF
a jeho uchovani, izolaci a expresni ana-
lyzy miRNA a na zavér normalizaci a in-
terpretaci finalnich dat (schéma 2).

Jiz samotny odbér CSF mUze do analyz
vnést jisté zkresleni v disledku preanaly-
tickych faktord, proto by mél byt stano-
ven standardizovany protokol pro sbér
vzorkU a jejich zpracovani. Takovy pro-
tokol byl navrzen jiz ve studii Teunissena
etalvletech2009a2011[24,25], v nizbyly

v s

Odbér a zpracovani mozkomisniho moku

odbér supernatantu

lumbdlni punkce (obratel L3—L5)
odstranéni hemoragickych vzorkd
centrifugace (400-500 g, 10—15 min, RT)

vytvoreni alikvota (0,25—1 ml)

b

Izolace celkové RNA z mozkomisniho moku

e ulozeni pii —80 °C

e vstupni mnozstvi mozkomisniho moku 0,2—2 ml

nejcastéji pouzivané izolacni kity:

» mirVana PARIS Kit

« miRNeasy Serum/Plasma Kit
« BiooPure RNA Isolation Kit

« Total RNA isolation kit

» miRCURY RNA Isolation Kit
» TriZol reagent

e uzivané modifikace: « pfidavek glykogenu nebo MS2
» opakovana extrakce
» redukce elu¢niho objemu

kvatnifikace RNA (obvykle velmi maly vytézek)
dlouhodobé ulozZeni pfi —80 °C

‘¢

Analyza mikroRNA

o globalni expresni analyza mikroRNA

» gRT PCR platformy: TagMan OpenArray
TagMan Low Density Array
Ready-to-Use PCR panely

* hybridizacni platformy: Affymetrix Genechip miRNA Array

« technologie nCounter

«» sekvenovani nové generace

e expresni analyza jednotlivych mikroRNA

» gRT PCR platformy

Normalizace dat

‘¢

Schéma 2. Schéma shrnujici nejcastéjsi metodické postupy pii analyze mikroRNA
v mozkomi$nim moku. Upraveno dle Kopkova et al, 2018 [4].

zdUraznény tfi zasadni body pro spravné
fungovani protokolu. Za prvé, jelikoz
objem odebraného CSF muze ovlivnit
koncentraci pfitomnych biomarkerd, do-

porucuje se odebirat alespori 12 ml CSF.
Za druhé, lumbalni punkce by méla byt
vzdy provedena mezi L3 a L5 obratlem.
A za tfeti, vzorky CSF obsahuijici krevni,
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Tab. 1. MikroRNA detekované v mozkomisnim moku s vyznamné rozdilnymi hladinami mezi mozkovymi nadory a nenadoro-
vymi vzorky. Upraveno dle Kopkova et al, 2018 [4].

Porovnavané nadory mozku
glioblastom vs. nenadorovy vzorek
glioblastom vs. lymfom

glioblastom vs. meduloblastom
glioblastom vs. mozkové metastazy
meduloblastom vs. nenadorovy vzorek
meduloblastom vs. lymfom
meduloblastom vs. mozkové metastazy

mozkové metastazy
vs. nenadorovy vzorek

mozkové metastazy vs. lymfom

lymfom vs. nenddorovy CSF

gliom (WHO lI-1V) vs. nenadorovy vzorek
gliom (WHO I[I-1V) vs. PCNSL

Hladiny mikroRNA v mozkomi$nim moku*
TmiR-451, TmiR-223, TmiR-125b, TmiR-10b, TmiR-21

TmiR-711
TmiR-223, TmiR-711, {miR-125b

TmiR-223, {miR-200a, { miR-200b, { miR-200¢, { miR-141

TmiR-451, TmiR-223, TmiR-125b
TmiR-711, TmiR-125b
TmiR-125b

TmiR-451, TmiR-223, TmiR-125b, TmiR-10b, TmiR-21, TmiR-200a,

TmiR-200b, TmiR-200c, TmiR-141
TmiR-711, TmiR-223

TmiR-21, TmiR-19b, TmiR-92a
TmiR-21, TmiR-15b

ImiR-21, TmiR-15b

gliom (WHO II-IV) vs. mozkové metastazy +miR-21, TmiR-15b

* Hladiny mikroRNA odpovidaji prvni uvedené diagnéze mezi porovnavanymi skupinami.

Reference
[16,30,17]
(171
(171
[16,17]
(171
[17]
(171
[16,17]

[17]
[14]
[15]
[15]
[15]

CSF - mozkomis$ni mok, PCNSL - primarni lymfom centralni nervové soustavy, WHO - klasifikace dle World Health Organization,
T - vyznamné vy3si hladina mikroRNA, ¥ - vyznamné nizéi hladina mikroRNA

¢i dokonce kozni buriky musi byt vylou-
¢eny. Doba od odbéru CSF az po labora-
torni zpracovani je také dulezitd a neméla
by pfesdhnout 60 min. Rovnéz by mél byt
zaveden protokol samotného laborator-
niho zpracovani CSF, jako jsou podminky
centrifugace a skladovéni alikvotovanych
vzorkd. CSF je nejcastéji zpracovavan pfi
5004, 10 min, za laboratorni teploty. Na-
vzdory tomu, Zze se miRNA zdaji byt sta-
bilni v Sirokém rozmezi teplot, mély by byt
alikvoty skladovany pii —80 °C [4].

Nékolik studif jiz porovnalo Gcinnost
komerc¢né dostupnych kit(i ur¢enych pro
izolaci kratkych RNA z CSF i s rdznymi
modifikacemi protokol(. Nicméné tento
proces stale postrddd standardizaci,
a proto neni snadné zvolit nejucinnéjsi
metodu izolace. V souvislosti se zmifio-
vanymi studiemi a dle naSich zkusenosti
byly nejuc¢innéjsi nasledné modifikace
v protokolu:

1) zvySovani vstupniho objemu CSF, do-
porucuje se min. 200 pl;

2) ptidani cistého glykogenu pro lepsi
prenos RNA ke kolonce;

3)inkubace elu¢niho roztoku na ko-
lonce (alespon 15 min) a na zavér sni-

zovani elu¢niho objemu pfi kone¢né
eluci [4,26-28].

Vzhledem k nizké koncentraci celkové
RNA a kratkych RNA se vyrazné snizuje
pfesnost standardnich metod pouziva-
nych pro kvantifikaci a kontrolu kvality
RNA, jako jsou technologie Nanodrop
a Qubit. Vhodnou alternativou by mohla
byt napt. automatizovana kapilarni elek-
troforéza Bioanalyzer (Agilent). Pro ana-
lyzu kratkych RNA Ize dokonce pouzit
specialni ¢ip schopny detekovat RNA pfi
nizké koncentraci 50 pg/pl. Limitujici je
ovsem v téchto pripadech pomér ceny
a ziskanych vystup( za jeden vzorek.

Metody detekce hladin miRNA se déli
do dvou hlavnich skupin - analyza jed-
notlivych miRNA a globalni profilovani
miRNA. V soucasné dobé je mnozstvi jed-
notlivych miRNA v CSF méfeno vyhradné
pomoci modifikovanych real-time PCR
(polymerase chain reaction) technologii.
Nejcastéjsi metodou je specificka reverzni
transkripce s pouzitim tzv. stem loop pri-
merU a naslednou real-time PCR pomoci
detekéniho systému TagMan® (Thermo Fis-
her Scientific) [14-16]. Baraniskin et al [14]

potvrdili reprodukovatelnost této me-
tody. Neni to v3ak jediny pfistup k detekci
miRNA. Dalsi studie pouzivala digitalni
PCR podle protokolu TagMan. Obdrzené
vysledky korelovaly s daty ze sekvenovani
nové generace (next-generation sequen-
cing - NGS), cozZ potvrzuje relevantnost
pouziti digitdlni PCR pro analyzu hladin
miRNA v CSF [29]. Navic se tato PCR tech-
nologie zda byt vhodnd pravé pro vzorky
s nizkou koncentraci RNA a s tézce defi-
novatelnymi normaliza¢nimi molekulami,
jako je pravé CSF.

Pro globalni profilovani miRNA jsou
v soucasné dobé nejcastéji pouzivany
Ctyfi vysokokapacitni platformy, jme-
novité hybridiza¢ni arraye, technologie
zalozené na real-time PCR, platforma
nCounter a NGS. Tyto platformy se lisi
v poctu detekovatelnych miRNA, v citli-
vosti, specificité, dynamickém rozsahu,
mnozstvi vstupniho materidlu a celko-
vych nakladech potfebnych na analyzu.
Proto je tfeba zohlednit viechny okol-
nosti profilovani pred vybérem vhodné
vysokokapacitni technologie [4].

Uspokojivy zplsob normalizace zis-
kanych dat u c-miRNA v CSF neni pro-
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zatim znam, zejména z toho ddvodu,
ze analyza miRNA v télnich tekuti-
nach je ovlivnéna mnoha technologic-
kymi a biologickymi faktory. U vzorkd
CSF bylo navrzeno nékolik metod, v¢.
pouziti exogennich miRNA (tzv. spike-
-in metoda) ¢i referen¢nich endogen-
nich kratkych RNA. Vsechny tyto metody
vsak maji své limitace. Spike-in miRNA
neodrazi biologické faktory ovliviu-
jici hladiny c-miRNA. Endogenni kratké
RNA, které jsou stabilné exprimovany
v burikdch (RNU44, RNU48 a RNU6B),
vykazuji nizké a nestabilni hladiny
ve vzorcich CSF. Kromé toho neodra-
zeji zcela vérné biogenezi cirkulujicich
miRNA [20]. Nedavné studie naznacuiji,
Ze vhodnymi referen¢nimi c-miRNA by
mohly byt také vybrané miRNA, napf.
miR-24, miR-125, let-7¢c, miR-21, miR-
24, miR-99b, miR-328 a miR-1274B,
miR-15a-5p, MmiR-23p-3p, MiR-23b-3p,
miR-99a-5p, miR-125b-5p, miR-145-5p,
miR-204-5p a miR-320a [15,16,22,23].
Na druhou stranu nezavisld stu-
die jiz nékteré miRNA z této skupiny
vyvratila [19].

MiRNA v CSF jako diagnostické
biomarkery

Béhem posledniho desetileti nékolik
studii ukéazalo, Ze deregulové hladiny
miRNA v CSF mohou byt asociovany
s nadory CNS a mohly by tak predsta-
vovat novou skupinu moznych dia-
gnostickych biomarker(.

V roce 2012 Baraniskin et al publi-
kovali studii, ve které hladiny miR-15b
a miR-21 v CSF byly vyssi u vzorkl pa-
cientl s gliomem nez u kontrolnich pa-
cientl. Pfi rozsahlejsim porovnavani pak
vzorky od pacientl s gliomem vykazo-
valy vy3si hladiny miR-15b a niz3i hladiny
miR-21 nez vzorky od pacientd s pri-
marnim lymfomem CNS (primary cent-
ral nervous system lymphoma - PCNSL).
Na zakladé téchto vysledkl autofi studie
navrhuji miR-15b a miR-21 jako mozné
diagnostické biomarkery [14,15].

V dalsi studii Teplyuka et al byla dete-
kovana miR-10b témérf ve viech vzorcich
CSF pacientl s GBM, tato miRNA byla
také pfitomna u vétsiny vzork CSF pa-
cientd s mozkovymi a leptomeningedl-
nimi metastazami nadoru prsu a plic.
Dokonce u nékterych vzorka CSF od

pacientl s detekovanou miR-10b bylo
negativni cytologické vysetreni a také
u zddného kontrolniho vzorku nebyla
potvrzena pfitomnost této miRNA. Proto
by miR-10b mohla predstavovat slibny
biomarker glioma vyssiho stupné ma-
lignity a metastatickych nadord mozku.
Dale v této studii byly detekovény miR-
-200a, miR-200b, miR-200c a miR-141,
kdy se tyto miRNA vyskytovaly vysoce
specificky u mozkovych metastaz ve
srovnani se vzorky GBM. Nésledné bylo
ve studii zjisténo, Ze miR-200a a miR-
-200b se castéji objevuje v CSF u meta-
statickych pacientd s primarnim nado-
rem prsu nez u pacientd s primarnim
nadorem plic. Tyto vysledky ukazuji, ze
rodina miR-200 by mohla byt slibnym
biomarkerem schopnym klasifikovat
mozkové metastazy a misto vzniku pri-
marniho nédoru [16].

Drusco et al hledali pomoci me-
tody NanoString nCounter mozné dia-
gnostické biomarkery nadort CNS v CSF,
kdy do studie bylo zafazeno 34 neoplas-
tickych pacientd a 14 zdravych kontrol.
Vzorky byly déle rozdéleny do sedmi
skupin podle rGznych nadorovych one-
mocnéni — GBM, meduloblastom, plicni
metastdzy, metastdzy prsu, PCNSL be-
nigni a normalni. Vysledky byly déle vali-
dovany za pouziti qRT-PCR (quantitative
reverse transcription PCR) a hybridizace
in situ. Hladiny miR-125b, miR-223, miR-
451, miR-711 a miR-935 vykazovaly roz-
dily mezi zkoumanymi skupinami, coz
naznacuje, Zze tyto miRNA mohou byt
ucinnymi diagnostickymi biomarkery
malignit CNS [17].

Grotzer et al analyzovali miRNA v CSF
u pacientli s meduloblastomem ve srov-
nani s kontrolnimi pacienty. Bylo de-
tekovano 1 254 miRNA v nadorovych
vzorcich CSF a 86 z téchto miRNA vy-
kazovalo rozdilné hladiny mezi po-
rovnavanymi skupinami. Autofi také
pouzili kultiva¢ni médium k analyze
miRNA vylu¢ovanych bunkami medu-
loblastomu. Padesat sedm detekova-
nych miRNA bylo specifickych pro bu-
nécné linie souvisejici s metastazami,
které predstavuji nejagresivnéjsi sub-
typy meduloblastomu. Je zajimavé, Ze tfi
miRNA asociované s metastazami (miR-
-125a, miR-125b a miR-1290y), které
byly nadmérné zastoupeny v kultivac-

nim médiu buné¢nych linii, byly rovnéz
detekovany ve vzorcich CSF od pacient(
s meduloblastomem [18].

V dalsi studii Akers et al analyzo-
vali hladiny miR-21 v EV extrahovanych
z CSF od 13 pacienti s GBM a 14 zdra-
vych kontrol. Vysledky ukazaly, Ze hla-
diny EV miR-21 byly pramérné 5krat
vyssi u GBM pacientl nez u kontrol.
Tato miRNA dokdzala rozlisit mezi GBM
a kontrolnimi vzorky s 87% senzitivitou
a 93% specificitou. Autori také zméfili
hladiny miR-21 v bunéénych liniich GBM,
pficemz tyto hladiny korelovaly s prede-
slymi vysledky, coz naznacuje, Ze bunky
GBM nejspise aktivné vypoustéji EV ob-
sahujici miR-21 [19]. Nasledné Akers et
al publikovali dalsi studii, ktera nazna-
Cuje, ze profil miRNA v CSF u pacientt
s GBM koreluje s profilem miRNA analy-
zovanym v nadorové tkani. Porovnanim
GBM a nenadorovych vzorkl CSF odha-
lili 9 miRNA s rozdilnymi hladinami. Au-
tofi zde také uvedli zajimavé zjisténi, jez
bylo pozorovano jiz v predchozich stu-
diich, tykajici se vyznamné variability
mezi profily miRNA detekovanymi v CSF
od pacientl s GBM. Toto pozorovani za-
znamenali i ve vlastnich vysledcich, kdy
byl pozorovan signifikantni rozdil mezi
profily miRNA mezi vzorky od tfi rdz-
nych kohort pacient( [20]. Tato variabi-
lita, vezmeme-li v potaz dosud publiko-
vanou literaturu, naznacuje, Ze profily
miRNA v CSF jsou pravdépodobné ovliv-
nény fyziologickymi faktory (napf. cirka-
didnni rytmus, Unava, pfijem Iékl atd.),
které lékafi vétsinou pro vyzkumné
Ucely nezaznamenavaji. Tudiz, jak jiz
bylo feceno v kapitole o zpracovani CSF,
vétsi objemy odebraného likvoru by
mohly snizit tuto variabilitu. DalSim d0-
lezitym zjisSténim byl pomérné znacny
rozdil v profilu miRNA mezi cisternalnim
a lumbalnim mokem. MiRNA deteko-
vané v cisternalnim moku byly schopné
odlisit nadorové vzorky se 67% senziti-
vitou a 80% specificitou oproti miRNA
v lumbdalnim moku, kde tyto hodnoty ¢i-
nily 28 a 95 %. V této studii bylo také zjis-
téno, Ze > 95 % miRNA nalezenych v EV
bylo zastoupeno v celém objemu CSF.
Bézné zpracovany CSF by tedy mél sta-
¢it pro profilovani miRNA [20]. Tab. 1 shr-
nuje studie porovnavajici hladiny miRNA
mezi riznymi nadory CNS.
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Zaveér

Cirkulujici miRNA v CSF se zdaji byt slib-
nymi biomarkery, které by mohly po-
moci zlepsit soucasnou diagnostiku na-
dorll mozku. Analyza téchto kratkych
nekodujicich RNA v CSF vsak stale neni
zcela standardizovana a existuje mnoho
faktord, které by mohly ovlivnit vysledky.
Optimalizace a standardizace jednotli-
vych krokU celého analytického procesu
by tak mohla pfiblizit miRNA deteko-
vané v CSF ke klinickému vyuziti.
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