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Souhrn

Vychodiska: Meningeomy jsou nejcastéjsi primarni intrakranidlni nadory a jsou rozdéleny do
tii patologickych stupnd. Prestoze se vétsina téchto nador( vyznacuje mirnym prabéhem a ma
relativné pfiznivou prognézu, meningeomy klasifikované Svétovou zdravotnickou organizaci
jako stupen 2 (atypické) a stupen 3 (anaplastické) vykazuji znaky invazivity a jsou ¢asto spojeny
s vy$si pravdépodobnosti relapsu. Management agresivnéjsich tumor( vyssiho stupné zdstava
i nadale vyzvou. Atypické meningiomy (AM) recidivuji az u 40 % pacient( do 5 let od chirur-
gického zakroku, a to i pfes totalni resekci. Adjuvantni radioterapie (ART) je standardni lé¢bou
anaplastickych meningeoma, u AM vsak v soucasné dobé konsenzus neexistuje a v klinické
praxi je obtizné identifikovat radiorezistentni pacienty. Je proto nutné najit prognostické a pre-
diktivni biomarkery, které by byly schopny pacienty odlisit. Velmi slibnou skupinu biomarker(
predstavuji mikroRNA (miRNA). Tyto kratké nekoédujici RNA reguluji vétsinu biologickych pro-
cesll v¢. bunécné proliferace, diferenciace a apoptoézy. Predchozi vyzkum popsal vyznamnou
dysregulaci miRNA v nadorovych tkanich meningeomu a také prokazal jejich zapojeni do
nadorové radiorezistence. Cilem studie je identifikovat tkarnové miRNA schopné predikovat
pacienty s AM, ktefi by mohli mit prospéch z ART. Déle predpokladame, ze existuji miRNA se
schopnosti predpovidat riziko recidivy nezavisle na stupni meningeomu a stupni resekce dle
Simpsona. Materidl a metody: Studie zahrnuje 80 pacientdl s meningeomem v explorativni fazi
a 400 pacientd ve validacni fazi. Globalni profil exprese miRNA byl vytvoien pomoci TagMan
Array Human MicroRNA Cards. Vysledky a zdvér: Studie identifikovala vyznamné dysregulo-
vané miRNA u pacientd s AM, u kterych nastal a nenastal relaps (p < 0,01). Byl také detekovan
dysregulovany expresni profil miRNA u pacientd s AM s indikovanou ART, u kterych doslo a ne-
doslo k rekurenci (p < 0,01). Vysledky mohou pomoci presnéji predpovédét prognoézu chirur-
gicky intervenovanych pacient( a urcit, ktefi pacienti mohou tézit z ART.
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Summary

Background: Meningiomas are the most common primary intracranial tumors divided into three pathological grades. Most of these tumors are
characterized by a slow progression and a relatively favorable prognosis. Meningiomas classified by the World Health Organization as grade
2 (atypical) and grade 3 (anaplastic) show signs of invasiveness and are often associated with a higher probability of relapse. The management
of more aggressive, higher-grade tumors remains a challenge. Atypical meningiomas (AM) recur in as many as 40% of patients within 5 years
following surgery, despite total resection. Adjuvant radiotherapy (ART) is the standard treatment for anaplastic meningiomas, but in AM, there is
currently no consensus, and it is challenging to identify radioresistant patients in clinical practice. It is, therefore, necessary to find prognostic and
predictive biomarkers that would be able to differentiate patients. MicroRNAs (miRNAs) represent a very promising group of biomarkers. These
short non-coding RNAs regulate most biological processes, including cell proliferation, differentiation, and apoptosis. Previous research has de-
scribed a significant dysregulation of miRNAs in meningioma tumor tissues and demonstrated their involvement in tumor radioresistance. The
study aims to identify tissue miRNAs capable of predicting AM patients who might benefit from ART. Furthermore, we hypothesize that there are
miRNAs with the ability to predict recurrence risk independently of meningioma grade and Simpson’s grade of resection. Material and methods:
The study includes 80 meningioma patients in the exploratory phase and 400 patients in the validation phase. A global miRNA expression profile
was generated using TagMan Array Human MicroRNA Cards. Results and conclusion: The study identified significantly dysregulated miRNAs in
AM patients who did and did not relapse (P < 0.01). The data also demonstrated a dysregulated miRNA expression profile in ART-indicated AM
patients with and without recurrence (P < 0.01). The results may help to predict the prognosis of surgically intervened patients more accurately

and determine which patients may benefit from ART.
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Uvod

Meningeomy (MNG) predstavuji 38,3 %
viech histologicky potvrzenych nadort
mozku a centrdlni nervové soustavy
(CNS), pficemz jejich incidence roste
s vékem [1]. Svétova zdravotnickd orga-
nizace (WHO) tyto tumory definuje jako
pomalu rostouci, vétSinou nezhoubné
a lécitelné totdIni resekci. Pfiblizné 20 %
MNG, oznacovanych jako WHO grade
2 (atypické — AM) a WHO grade 3 (ana-
plastické), je vsak charakterizovdno ne-
pfiznivym klinickym pribéhem s lokalni
recidivou nebo progresi do vyssiho na-
dorového stupné, ¢asto spojenou s in-
vazi do mozku [2]. Vék, stupen nadoru
a rozsah chirurgické resekce zUstavaji
nejdllezitéjsSimi prognostickymi fak-
tory souvisejicimi s prezitim pacienta
s MNG [3,4]. Ackoliv jsou jednotlivé pod-
typy a stupné MNG stale definovany na
zakladé histologickych kritérii, klasifi-
kace WHO z roku 2021 zahrnula pro je-
jich lepsi charakterizaci i molekularni
biomarkery, jejichz pfikladem muze byt
aktiva¢ni mutace TERT (telomeraza re-
verzni transkriptaza), kterd je pozoro-
vana u MNG vyssiho stupné a je pova-
Zovana za rizikovy faktor progrese MNG,
spojeny s kratkou dobou preziti [5,6]. Je
zndmo, ze u AM a anaplastickych MNG
existuje 7-8x vyssi riziko recidivy a mor-
tality ve srovnani s benignimi MNG.
| pfes tuto skutecnost je adjuvantni ra-
dioterapie (ART) soucasti standardniho

pooperacniho managementu pouze
u anaplastickych meningeomdt, u AM
v soucasné dobé konsenzus neexistuje.
Je proto dlezité najit nové biomarkery
schopné identifikovat rizikovou skupinu
pacientl s AM, kterd bude mit z ART nej-
Vétsi prospéch [4,5].

Jednim z kandidatnich biomarker(
jsou mikroRNA (miRNA), které reguluji
posttranskripéni genovou expresi kom-
plementdrnim navadzanim na 3'-UTR
(3’-untranslated region - 3'-neprekla-
dana oblast) cilové mRNA. Tyto nekédu-
jici RNA dlouhé 19-25 nukleotidd hraji
klicovou roli ve vétsiné biologickych
procesl v¢. bunécné proliferace, dife-
renciace a apoptézy a jejich dysregu-
lace mGze vést ke vzniku nadorového
onemocnéni [7]. Nedavna studie podala
dikaz o signifikantné dysregulovaném
expresnim profilu miRNA detekovaném
v mozkomisnim moku pacientt s MNG
ve srovnani se zdravymi kontrolami [8].
Také ve vzorcich FFPE (formalin fixed
paraffin-embedded - fixované ve for-
malinu a archivované v parafinu) tkané
pacient(i s MNG byly identifikovény pro-
gnostické miRNA schopné pfesné predi-
kovat cas do relapsu, a tim pomoci urcit
optimdlni poopera¢ni management
MNG [9]. Publikované studie potvrzuji
ucast téchto molekul v mnohych nado-
rovych biologickych procesech v¢. ovliv-
néni vyskytu a vyvoje MNG, regulace
proliferace, invazivity, apoptézy, reci-

divy a tvorby metastaz a indikuji, Zze dys-
regulovana exprese miRNA v MNG mize
poskytnout potencidlni prognostické
a prediktivni biomarkery a diagnostické
cile, které by mohly Iépe definovat rizi-
kové pacienty s AM [10].

Material a metody

Do studie bylo zafazeno 80 pacientd
z Fakultni nemocnice Brno a Fakultni ne-
mocnice u sv. Anny, ktefi podstoupili chi-
rurgickou resekci AM. Klinickd data a in-
formace o indikované adjuvantni RT byla
ziskdna z registru AMIS a z Iékarskych za-
znamu. V dobé operace méli vsichni pa-
cienti podepsany informovany souhlas
schvéleny etickou komisi a po chirurgic-
kém zdkroku byli sledovani aZ po dobu
10 let. Pét let od chirurgické resekce
bylo stanoveno jako doba sledovani,
kterd pacienty rozdéluje na ty, u kterych
ne/doslo k rekurenci.

V explorativni fazi studie byly pouzity
vzorky FFPE tkané primarnich tumorq,
ze kterych byla po deparafinizaci xyle-
nem izolovana celkovéd RNA obohacend
o miRNA pomoci komeré¢né dostup-
ného izola¢niho kitu mirVana miRNA
Isolation Kit (ThermoFisher Scientific,
USA). Celkova RNA byla eluovana do
30 nebo 50 pl elu¢niho roztoku a poté
uchovévana pii —80 °C. Cistota a kon-
centrace RNA byla detekovana po-
moci pristroje Nanodrop 2000c a Qubit
2.0 Fluorometer (ThermoFisher Scien-
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tific, USA). K ziskani vysokokapacitniho
profilu miRNA exprese v FFPE tkanich
byla vybrana detekce pomoci TagMan™
Array Human MicroRNA A+B Cards Set
v3.0 (ThermoFisher Scientific, USA)
umoznujici detekci az 759 miRNA. Do
reverzni transkripce bylo jako vstupni
mnozstvi pouzito 500 ng celkové RNA
a bylo postupovano dle protokolu vy-
robce. Kvantitativni PCR (gqPCR) byla
detekovdna na pfistroji QuantStu-
dio™ 12K Flex (ThermoFisher Scientific,
USA).

K normalizaci mezi méfenymi kartami
byla pouzita inter-plate kontrola a byly
vyfazeny miRNA, které u vice nez polo-
viny mérenych vzork( nabyvaly Ct hod-
not vyssich nez 35. Nasledné byla pomoci
software GenEx (MultiD Analyses AB,
Sweden) vybrana vnitini referencni kon-
trola. Statistickd analyza relativné kvan-
tifikovanych dat byla provedena za pou-
Ziti jazyka R (balik limma) a ROC analyzou
v software GraphPad Prism 5. Za statis-
ticky vyznamnou byla povazovéna hla-
dina hodnoty p < 0,01 a—1>logFC > 1.

Vysledky

Ve vysledcich je zahrnuto celkem 41 pa-
cientl s AM, u nichz byl pomoci vyso-
kokapacitni technologie analyzovan ex-
presni profil miRNA z tkanovych FFPE
vzorkd tumord odebranych béhem chi-

rurgické resekce a pred zahdjenim ART.
Median véku pacientl v ¢ase diagndzy
byl 60,4 £ 12,8 roku (23,4-79,4 roku)
a pramérny ¢as do relapsu byl 38,9 mé-
sice. Pacienti byli rozdéleni do ¢tyf skupin
dleindikované ART a ¢asu do recidivy. Do
vysledk{l bylo zafazeno 18 pacientu s in-
dikovanou ART (13 s relapsem a 5 bez re-
lapsu) a 23 pacientl bez indikované ART
(11 s relapsem a 12 bez relapsu).

Z méfenych 759 miRNA bylo dete-
kovéano 277 miRNA. Naslednd analyza
prokazala tfi statisticky vyznamné dys-
regulované miRNA - hsa-miR-150, hsa-
-miR-214 a hsa-miR-483-3p u pacientu
bez indikované ART. U pacientd s in-
dikovanou ART byla detekovéna sta-
tisticky signifikantni dysregulace
3 miRNA - hsa-miR-454, hsa-miR-99b*
a hsa-miR-21*.

Diskuze a zavér

Vysledky prokazaly statisticky vyznam-
nou dysregulaci tkafiovych miRNA mezi
definovanymi skupinami pacientl s AM
a potvrdily, Ze tyto molekuly predsta-
vuji vhodnou skupinu potencidlnich
prognostickych a prediktivnich bio-
markerd. Dosazené vysledky je nutné
validovat na $Sir§im nezavislém souboru
vzork( pacientd s MNG. Validované
miRNA pak mohou slouzit jako jeden
z nastroju personalizované mediciny

a precizné detekovat rizikové pacienty
s AM.
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