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Souhrn
Východiska: Mozkové metastázy (BM) jsou nejčastějšími intrakraniálními nádory u dospělých 
onkologických pacientů. Zatímco dříve byly BM léčeny pouze symptomaticky, přístup k terapii 
se mění v důsledku zvyšující se incidence, vyplývající z efektivnější léčby primárních nádorů 
a časnějšího záchytu malých asymptomatických BM. Protože prognóza pacientů s BM je vysoce 
variabilní, bylo by užitečné zlepšit diagnostické a prognostické nástroje začleněním nových 
výkonných biomarkerů. MikroRNA (miRNA) jsou v tomto ohledu slibné a díky své vysoké stabi-
litě vhodné jak pro sekvenování (RNA-Seq), tak pro retrospektivní analýzy v tkáních fixovaných 
formalinem a zalitých v parafinu (formalin-fixed and paraffin embedded – FFPE). Materiál a me-
tody: Celková RNA obohacená o miRNA byla izolována ze 71 čerstvě zmrazených histopatolo-
gicky potvrzených tkání BM s původem v pěti typech nádorů (karcinom plic, 37 %; melanom, 
23 %; karcinom prsu, 18 %; renální karcinom, 15 %; kolorektální karcinom, 7 %). Před léčbou byl 
od každého pacienta získán informovaný souhlas schválený místní etickou komisí. Z RNA byly 
připraveny knihovny pro sekvenování na platformě NextSeq 500 (Illumina). Mapování čtení na 
referenci bylo provedeno pomocí nástroje miraligner a databáze miRBase a diferenciální ana-
lýza pro 2 437 maturovaných miRNA pomocí nástroje limma. Molekuly miRNA ze vzorků cel-
kové RNA izolovaných z retrospektivního souboru 119 FFPE tkání byly reverzně transkribovány 
a exprese vybraných diferenciálně exprimovaných miRNA (miR-122-5p, miR-141-3p, miR-146a-
-5p, miR-194-5p, miR-200c-3p, miR-211-3p, miR-215-5p, miR-514b-3p, miR-934, miR-1270) byla 
validována pomocí qPCR. Výsledky: Diferenciální analýzou bylo identifikováno 373 miRNA s vý-
znamně odlišnou expresí mezi pěti skupinami BM (p < 0,001). Následnou validací byla ověřena 
významně odlišná exprese vybraných miRNA v pěti skupinách BM. Závěr: Prezentované vý-
sledky potvrzují důležitost studia dysregulované exprese miRNA v BM a diagnostický potenciál 
validovaných miRNA. 
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Úvod
Metastatická stadia nádorových one-
mocnění patří mezi nejnáročnější výzvy 
moderní medicíny. Mozkové metastázy 
(BM) jsou nejčastějšími intrakraniál-
ními nádory u  dospělých onkologic-
kých pacientů, přičemž vzdálené me-
tastázy v mozku tvoří odhadem 9–17 % 
nádorů [1,2]. Zatímco dříve byly BM lé-
čeny pouze symptomaticky, přístup k te-
rapii těchto nádorů se v  současnosti 
mění v důsledku zvyšující se incidence. 
Ta je zapříčiněna jednak větší dostup-
ností citlivějších metod zachycujících 
malé asymptomatické BM a jednak efek-
tivnější léčbou primárních nádorů, která 
sice prodlužuje přežití pacientů, ale zá-
roveň zvyšuje riziko rozvoje metasta-
tického onemocnění. Navzdory imple-
mentaci nových metod vedoucích ke 
zlepšení diagnostiky a  léčby pacientů 
a vývoje nových terapeutik jsou BM na-
dále fatální událostí v  progresi nádorů 
s přežitím pacienta obvykle < 10 měsíců 
od stanovení diagnózy BM [3–5].

Nejčastěji do mozku metastazují plicní 
karcinomy (16,3–36 %), prsní karcinomy 
(5–30  %), melanomy (6–11  %), renální 
karcinomy (2–16 %) a kolorektální kar-
cinomy (1–4 %) [6–8]. U této geneticky 
heterogenní skupiny nádorů se pro-
gnóza pacientů velmi liší a bylo by uži-
tečné vylepšit v současnosti používané 
diagnostické a prognostické nástroje [9] 
začleněním nových výkonných bio
markerů, které by umožnily časné sta-

novení diagnózy a identifikaci pacientů 
s nejhorší prognózou. V tomto ohledu se 
jako slibná jeví skupina krátkých nekódu-
jících RNA zvaných mikroRNA (miRNA). 
Jejich velikou výhodou je vysoká stabi-
lita v různých biologických materiálech 
vč. čerstvé tkáně a formalinem fixované 
tkáně z parafinových bloků (FFPE). Tyto 
molekuly jsou tudíž vhodné jak pro sek-
venování (RNA-Seq), tak pro analýzy 
s využitím archivních FFPE tkání [10,11].

Z malého počtu publikovaných stu-
dií orientovaných na analýzu exprese 
miRNA v  BM lze zmínit studii od Dau-
gaard et al, kteří v rámci své práce iden-
tifikovali devět miRNA s dysregulovanou 
expresí v  tkáních metastazujícího plic-
ního adenokarcinomu (metastatic lung 
adenocarcinoma – MLA) v  porovnání 
s nemetastazujícím plicním adenokarci-
nomem (non-metastatic lung adenocar-
cinoma – NMLA). Podobné trendy pozo-
rovali mezi párovými vzorky MLA a BM 
odvozených od těchto nádorů. Expresi 
vybraných miRNA pak analyzovali po-
mocí kvantitativní PCR (qPCR) v rozšíře-
ných kohortách NMLA, MLA, BM odvo-
zených od MLA a  vzorků zdravé plicní 
tkáně a  pozorovali signifikantně zvý-
šenou expresi miR-210-3p ve vzor-
cích plicního adenokarcinomu v  po-
rovnání se zdravou tkání i  ve vzorcích 
MLA v porovnání s NMLA, která vysoce 
korelovala s  výskytem distálních me-
tastáz  [12]. An et al pomocí sekveno-
vání identifikovali 115 miRNA s dysregu-

lovanou expresí v metastatické buněčné 
linii 231-BR v porovnání s mateřskou linií 
MDA-MB-231 s původem v triple-nega-
tivním karcinomu prsu. Pomocí qPCR pak 
potvrdili dysregulovanou expresi vybra-
ných miRNA [13]. Hanniford et al se za-
měřili na prognostický potenciál miRNA 
u  pacientů s  kožním melanomem tvo-
řícím BM. Expresi miRNA analyzovali 
v tréninkové kohortě s využitím miRNA 
mikročipů a pomocí Coxova modelu pro-
porcionálních rizik zahrnujícího klinické 
stadium nádorů a  expresi miRNA iden-
tifikovali čtyři miRNA asociované s  dél-
kou doby přežití bez BM. Autoři pak pro 
pacienty definovali rizikové skóre, které 
úspěšně validovali pomocí mikročipové 
analýzy ve validační kohortě a  pomocí 
qPCR v další nezávislé kohortě [14].

Materiál a metody
V naší práci jsme se zaměřili na analýzu 
miRNA v 71 vzorcích čerstvé histopato-
logicky potvrzené tkáně BM odvoze-
ných od karcinomu plic (BML, 37 %), me-
lanomu (BMM, 23  %), karcinomu prsu 
(BMB, 18 %), renálního karcinomu (BMR, 
15 %) a kolorektálního karcinomu (BMC, 
7  %). Informovaný souhlas schválený 
etickou komisí byl obdržen od pacientů 
před započetím léčby. Celková RNA obo-
hacená o  krátké RNA byla izolována ze 
vzorků tkáně. Molekulární knihovny pro 
RNA-Seq byly připraveny ze vzorků RNA 
a  sekvenovány na platformě NextSeq 
500  (Illumina). Mapování čtení na refe-

Summary
Background: Brain metastases (BM) are the most common intracranial tumors in adult cancer patients. While previously BMs were only treated 
symptomatically, the approach to therapy is changing due to the increasing incidence resulting from more effective treatment of primary tumors 
and earlier detection of small asymptomatic BMs. As the prognosis of patients with BM is highly variable, it would be useful to improve diagnostic 
and prognostic tools by incorporating new powerful biomarkers. MicroRNAs (miRNAs) are promising in this regard and, due to their high stabi-
lity, suitable both for sequencing (RNA-Seq) and for retrospective analyses in formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) tissues. Material and 
methods: Total RNA enriched for miRNAs was isolated from 71 fresh-frozen histopathologically confirmed BM tissues originating from 5 tumor 
types (lung cancer, 37%; melanoma, 23%; breast cancer, 18%; renal cell carcinoma, 15%; colorectal carcinoma, 7%). Informed consent approved 
by the local ethics committee was obtained from each patient before treatment. Libraries were prepared from RNA for sequencing on the Ne-
xtSeq 500 platform (Illumina). Read-to-reference mapping was performed using the tool miraligner and the database miRBase, and differential 
analysis for 2 437 matured miRNAs was done using the tool limma. MiRNA molecules from total RNA samples isolated from a retrospective set of 
119 FFPE tissues were reverse transcribed and the expression of selected differentially expressed miRNAs (miR-122-5p, miR-141-3p, miR-146a-5p, 
miR-194-5p, miR-200c -3p, miR-211-3p, miR-215-5p, miR-514b-3p, miR-934, miR-1270) was validated by qPCR. Results: Differential analysis identi-
fied 373 miRNAs with significantly different expression between the five BM groups (P < 0.001). Subsequent pilot validation verified significantly 
different expression of selected miRNAs in five BM groups. Conclusion: The presented results confirm the importance of studying dysregulated 
miRNA expression in BM and the diagnostic potential of validated miRNAs.
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soce exprimována v BMC v porovnání se 
všemi ostatními skupinami (p < 0,0001), 
u hsa-miR-215-5p byla signifikantně vy-
soká exprese v  BMC pozorována jen 
v porovnání s BMB (p < 0,0001) a BMM 
(p < 0,0001). Statisticky významně zvý-
šená exprese hsa-miR-146a-5p, hsa-
-miR-211-3p a hsa-miR-514b-3p byla po-
zorována v BMM. V případě miR-934 byl 
pozorován signifikantní rozdíl mezi BMM 
a BML (p < 0,01), zatímco u miR-552-3p 
nebyl pozorován žádný rozdíl mezi po-
rovnávanými BM.

Diskuze a závěr
Po statistickém zpracování sekvenačních 
dat a  validaci pomocí qPCR potvrdily 
uvedené výsledky statisticky význam-
nou dysregulaci exprese miRNA v  BM. 
Tyto RNA mají značný potenciál stát se 
vhodnými diagnostickými biomarkery 
a do budoucna bude taky přínosné ko-
relovat jejich expresi s klinicko-patolo-
gickými daty pro ověření jejich prognos-
tického potenciálu.
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renci bylo provedeno pomocí nástroje 
miraligner a  databáze miRBase. Dife-
renciální analýza byla provedena pro 
2 437 maturovaných miRNA pomocí ná-
stroje limma. Validace výsledků RNA-Seq 
byla provedena pomocí qPCR na nezávis-
lém souboru, který zahrnoval 119 vzorků 
FFPE tkáně (BML, 23 %; BMM, 24 %; BMB, 
18 %; BMR, 20 %; BMC, 15 %). Výsledky 
PCR byly normalizovány a poté analyzo-
vány pomocí Mann-Whitneyho U testu.

Výsledky
Z výše uvedeného počtu hodnoce-
ných molekul bylo statistickou analýzou 
identifikováno 373 miRNA s významně 
odlišnou expresí mezi pěti skupinami 
BM (p  <  0,001). Deset signifikantně di-
ferenciálně exprimovaných miRNA 
(miR-122-5p, miR-141-3p, miR-146a-5p, 
miR-194-5p, miR-200c-3p, miR-211-3p, 
miR-215-5p, miR-514b-3p, miR-934, miR-
1270) bylo vybráno pro následnou vali-
daci výsledků RNA-Seq v nezávislém re-
trospektivním souboru. Signifikantní 
diferenciální expresi vybraných miRNA 
v  pěti typech BM jsme částečně nebo 
úplně potvrdili u 9 z 10 miRNA. Konkrétně 
hsa-miR-141-3p a hsa-miR-200c-3p byly 
vysoce exprimovány v BML (p < 0,0001), 
BMB (p < 0,0001) a BMC (p < 0,001) v po-
rovnání s BMR a BMM. Hsa-miR-122-5p 
a  hsa-miR-1270  byly vysoce exprimo-
vány v  BMR v  porovnání s  ostatními 
BM. Zatímco hsa-miR-194-5p byla vy-


