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Souhrn

Vychodiska: Mozkové metastazy (BM) jsou nejcastéjSimi intrakranidlnimi nadory u dospélych
onkologickych pacient(l. Zatimco dfive byly BM Ié¢eny pouze symptomaticky, pfistup k terapii
se méni v disledku zvysujici se incidence, vyplyvajici z efektivnéjsi 1é¢by primérnich nador(
a ¢asnéjsiho zachytu malych asymptomatickych BM. ProtoZe progndza pacient(i s BM je vysoce
variabilni, bylo by uZite¢né zlepsit diagnostické a prognostické nastroje zac¢lenénim novych
vykonnych biomarker(. MikroRNA (miRNA) jsou v tomto ohledu slibné a diky své vysoké stabi-
lité vhodné jak pro sekvenovéani (RNA-Seq), tak pro retrospektivni analyzy v tkanich fixovanych
formalinem a zalitych v parafinu (formalin-fixed and paraffin embedded - FFPE). Materidl a me-
tody: Celkovd RNA obohacena o miRNA byla izolovéna ze 71 erstvé zmrazenych histopatolo-
gicky potvrzenych tkani BM s plivodem v péti typech nadorl (karcinom plic, 37 %; melanom,
23 %,; karcinom prsu, 18 %; rendini karcinom, 15 %; kolorektaIni karcinom, 7 %). Pfed Ié¢bou byl
od kazdého pacienta ziskan informovany souhlas schvéleny mistni etickou komisi. Z RNA byly
pfipraveny knihovny pro sekvenovéni na platformé NextSeq 500 (lllumina). Mapovani ¢teni na
referenci bylo provedeno pomoci nastroje miraligner a databaze miRBase a diferencidlni ana-
lyza pro 2 437 maturovanych miRNA pomoci nastroje limma. Molekuly miRNA ze vzorkd cel-
kové RNA izolovanych z retrospektivniho souboru 119 FFPE tkani byly reverzné transkribovany
a exprese vybranych diferencialné exprimovanych 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
validovana pomoci qPCR. Vysledky: Diferencialni analyzou bylo identifikovano 373 miRNA s vy-
znamné odlisnou expresi mezi péti skupinami BM (p < 0,001). Naslednou validaci byla ovérena
vyznamné odliSna exprese vybranych miRNA v péti skupinach BM. Zdvér: Prezentované vy-
sledky potvrzuji dllezitost studia dysregulované exprese miRNA v BM a diagnosticky potencial
validovanych miRNA.
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SEKVENOVANI MIKRORNA V MOZKOVYCH METASTAZACH JAKO NOVY DIAGNOSTICKY NASTROJ

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%j; 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 (lllumina). 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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Uvod
Metastaticka stadia nadorovych one-
mocnéni patii mezi nejnarocnéjsi vyzvy
moderni mediciny. Mozkové metastazy
(BM) jsou nejcastéjsimi intrakranial-
nimi nadory u dospélych onkologic-
kych pacientd, pficemz vzdalené me-
tastazy v mozku tvoii odhadem 9-17 %
nadoru [1,2]. Zatimco dfive byly BM Ié-
¢eny pouze symptomaticky, pfistup k te-
rapii téchto nador( se v soucasnosti
méni v disledku zvysujici se incidence.
Ta je zapfi¢inéna jednak vétsi dostup-
nosti citlivéjsich metod zachycujicich
malé asymptomatické BM a jednak efek-
tivnéjsi 1é¢bou primarnich nador(, ktera
sice prodluzuje preziti pacientd, ale za-
roven zvysuje riziko rozvoje metasta-
tického onemocnéni. Navzdory imple-
mentaci novych metod vedoucich ke
zlepseni diagnostiky a 1écby pacientl
a vyvoje novych terapeutik jsou BM na-
dale fatdlni udélosti v progresi nadort
s prezitim pacienta obvykle < 10 mésica
od stanoveni diagnézy BM [3-5].
Nejcastéji do mozku metastazuji plicni
karcinomy (16,3-36 %), prsni karcinomy
(5-30 %), melanomy (6-11 %), renalni
karcinomy (2-16 %) a kolorektaIni kar-
cinomy (1-4 %) [6-8]. U této geneticky
heterogenni skupiny nador( se pro-
gndza pacientd velmi lisi a bylo by uzi-
te¢né vylepsit v soucasnosti pouzivané
diagnostické a prognostické nastroje [9]
zaclenénim novych vykonnych bio-
marker0, které by umoznily ¢asné sta-

noveni diagndzy a identifikaci pacientt
s nejhorsi prognézou. V tomto ohledu se
jako slibna jevi skupina kratkych nekédu-
jicich RNA zvanych mikroRNA (miRNA).
Jejich velikou vyhodou je vysoka stabi-
lita v riznych biologickych materidlech
v¢. Cerstvé tkané a formalinem fixované
tkdné z parafinovych blokd (FFPE). Tyto
molekuly jsou tudiz vhodné jak pro sek-
venovani (RNA-Seq), tak pro analyzy
s vyuzitim archivnich FFPE tkani [10,11].

Z malého poctu publikovanych stu-
dii orientovanych na analyzu exprese
miRNA v BM Ize zminit studii od Dau-
gaard et al, ktefi v rdmci své prace iden-
tifikovali devét miRNA s dysregulovanou
expresi v tkdnich metastazujiciho plic-
niho adenokarcinomu (metastatic lung
adenocarcinoma — MLA) v porovnani
s nemetastazujicim plicnim adenokarci-
nomem (non-metastatic lung adenocar-
cinoma — NMLA). Podobné trendy pozo-
rovali mezi parovymi vzorky MLA a BM
odvozenych od téchto nador(. Expresi
vybranych miRNA pak analyzovali po-
moci kvantitativni PCR (qPCR) v rozsite-
nych kohortach NMLA, MLA, BM odvo-
zenych od MLA a vzork( zdravé plicni
tkdné a pozorovali signifikantné zvy-
Senou expresi miR-210-3p ve vzor-
cich plicniho adenokarcinomu v po-
rovnani se zdravou tkani i ve vzorcich
MLA v porovnani s NMLA, ktera vysoce
korelovala s vyskytem distalnich me-
tastaz [12]. An et al pomoci sekveno-
vani identifikovali 115 miRNA s dysregu-

lovanou expresi v metastatické bunécné
linii 231-BR v porovnani s matefskou linii
MDA-MB-231 s pavodem v triple-nega-
tivnim karcinomu prsu. Pomoci gPCR pak
potvrdili dysregulovanou expresi vybra-
nych miRNA [13]. Hanniford et al se za-
méfili na prognosticky potencidl miRNA
u pacient s koznim melanomem tvo-
ficim BM. Expresi miRNA analyzovali
v tréninkové kohorté s vyuzitim miRNA
mikrocipli a pomoci Coxova modelu pro-
porcionalnich rizik zahrnujiciho klinické
stadium nador0 a expresi miRNA iden-
tifikovali ¢tyfi miRNA asociované s dél-
kou doby preziti bez BM. Autofi pak pro
pacienty definovali rizikové skore, které
Uspésné validovali pomoci mikrocipové
analyzy ve valida¢ni kohorté a pomoci
qPCR v dalsi nezavislé kohorté [14].

Material a metody

V nasi praci jsme se zaméfili na analyzu
miRNA v 71 vzorcich Cerstvé histopato-
logicky potvrzené tkdné BM odvoze-
nych od karcinomu plic (BML, 37 %), me-
lanomu (BMM, 23 %), karcinomu prsu
(BMB, 18 %), renalniho karcinomu (BMR,
15 %) a kolorektalniho karcinomu (BMC,
7 %). Informovany souhlas schvaleny
etickou komisi byl obdrzen od pacientt
pred zapocetim lécby. Celkova RNA obo-
hacend o kratké RNA byla izolovana ze
vzork( tkané. Molekularni knihovny pro
RNA-Seq byly pfipraveny ze vzorkd RNA
a sekvenovany na platformé NextSeq
500 (Illumina). Mapovani ¢teni na refe-
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renci bylo provedeno pomoci ndstroje
miraligner a databdze miRBase. Dife-
rencidlni analyza byla provedena pro
2 437 maturovanych miRNA pomoci né-
stroje limma. Validace vysledk( RNA-Seq
byla provedena pomoci qPCR na nezévis-
[ém souboru, ktery zahrnoval 119 vzorkd
FFPE tkané (BML, 23 %; BMM, 24 %; BMB,
18 %; BMR, 20 %; BMC, 15 %). Vysledky
PCR byly normalizovany a poté analyzo-
vany pomoci Mann-Whitneyho U testu.

Vysledky

Z vysSe uvedeného poctu hodnoce-
nych molekul bylo statistickou analyzou
identifikovano 373 miRNA s vyznamné
odlisnou expresi mezi péti skupinami
BM (p < 0,001). Deset signifikantné di-
ferencidlné exprimovanych 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 vybrano pro naslednou vali-
daci vysledkd RNA-Seq v nezdvislém re-
trospektivnim souboru. Signifikantni
diferencidlni expresi vybranych miRNA
v péti typech BM jsme ¢astec¢né nebo
uplné potvrdili u 9z 10 miRNA. Konkrétné
hsa-miR-141-3p a hsa-miR-200c-3p byly
vysoce exprimovany v BML (p < 0,0001),
BMB (p < 0,0001) a BMC (p < 0,001) v po-
rovnani s BMR a BMM. Hsa-miR-122-5p
a hsa-miR-1270 byly vysoce exprimo-
vany v BMR v porovnani s ostatnimi
BM. Zatimco hsa-miR-194-5p byla vy-

soce exprimovana v BMC v porovnani se
vsemi ostatnimi skupinami (p < 0,0001),
u hsa-miR-215-5p byla signifikantné vy-
sokd exprese v BMC pozorovéana jen
v porovnani s BMB (p < 0,0001) a BMM
(p < 0,0001). Statisticky vyznamné zvy-
Sena exprese hsa-miR-146a-5p, hsa-
-miR-211-3p a hsa-miR-514b-3p byla po-
zorovana v BMM. V pfipadé miR-934 byl
pozorovan signifikantni rozdil mezi BMM
a BML (p < 0,01), zatimco u miR-552-3p
nebyl pozorovan zadny rozdil mezi po-
rovnavanymi BM.

Diskuze a zavér

Po statistickém zpracovani sekvenacnich
dat a validaci pomoci gPCR potvrdily
uvedené vysledky statisticky vyznam-
nou dysregulaci exprese miRNA v BM.
Tyto RNA maji znacny potencial stat se
vhodnymi diagnostickymi biomarkery
a do budoucna bude taky pfinosné ko-
relovat jejich expresi s klinicko-patolo-
gickymi daty pro ovéfeni jejich prognos-
tického potencialu.
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