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Nazev diplomové prace: Sledovani zmén exprese mikroRNA u karcinomu cervixu

Karcinom cervixu je celosvétové ctvrtym nejcastéji diagnostikovanym nadorovym
onemocnénim u Zen. Zakladem prevence karcinomu cervixu je rutinni screening
s pouzitim kvalitnich diagnostickych testl. Tato diplomova prace se zaméfila na hledani
citlivych a specifickych diagnostickych markerd, které by zachytily ranou fazi
kancerogeneze. Vhodnymi kandidaty na diagnostické markery jsou mikroRNA (miRNA),
které negativné posttranskripéné reguluji genovou expresi. Pfi kancerogenezi jsou
miRNA deregulovany, ¢imz se podileji na rozvoji karcinomu. Cilem této diplomové prace
bylo identifikovat vyznamné deregulované miRNA, které by mohly byt potencidlnimi

diagnostickymi markery karcinomu cervixu.

V ramci této diplomové préce byla vybrana jako endogenni kontrola kombinace miR-
423-5p a miR-25-3p, a to na zakladé vysledk( analyzy real-time PCR a vyhodnoceni
algoritmem RefFinder. Déle se stanovila relativni exprese vybranych miRNA (miR-10b-
5p, miR-145-5p a miR-182-5p) pomoci real-time PCR a s vyuZitim metody 222, Celkem

bylo analyzovano 70 vzork( FFPE tkdané karcinomu cervixu a 30 kontrolnich vzork.

Pomoaoci statistické analyzy byla detekovana statisticky vyznamné snizenda exprese u miR-
145-5p a vyznamné zvySend exprese u miR-182-5p. Kombinace téchto dvou miRNA by

mohla byt vyuZita jako potencialni diagnosticky multimarker karcinomu cervixu.
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Title of diploma thesis: Monitoring changes in microRNA expression in cervical cancer

Cervical cancer is the fourth most common cancer among women globally. Prevention
of cervical cancer is based on routine screening using quality diagnostic tests. This
diploma thesis focused on searching for sensitive and specific diagnostic markers that
would detect the early stage of carcinogenesis. Suitable candidates for a diagnostic
markers are microRNAs (miRNAs), which negatively post-transcriptionally regulate gene
expression. In carcinogenesis, miRNAs are deregulated and may play a significant role in
cancer development. The aim of this diploma thesis was to identify significantly

deregulated miRNAs that could be used as diagnostic markers of cervical cancer.

In this diploma thesis, the combination of miR-423-5p and miR-25-3p was selected as
the endogenous miRNA control based on the results of real-time PCR analysis and the
results of the RefFinder algorithm. After that, the relative expression of selected miRNAs
(miR-10b-5p, miR-145-5p a miR-182-5p) was determined by real-time PCR and using the
22 method. A total of 70 FFPE cervical cancer tissue samples and 30 control normal

tissue were analysed.

Based on statistical analysis, significant downregulation of miR-145-5p and significant
upregulation of miR-182-5p were detected. The combination of these two miRNAs could

be used as potential diagnostic multimarker of cervical cancer.
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1 UvVOD

Karcinom cervixu je zhoubny nador délozniho hrdla, ktery je celosvétové cCtvrtym
nejcastéji diagnostikovanym nadorovym onemocnénim u Zen (Small et al. 2017).
Globalni strategie k eliminaci karcinomu cervixu zahrnuje komplexni pfistup k prevenci
a |écbé: ockovani proti HPV, screening za poufZiti vysoce citlivych testd, efektivni 1é¢bu
prekancerdznich stavd a ucinnou lécbu invazivniho karcinomu (WHO 2019). Tato
diplomova prace se zaméfuje na vyvoj kvalitniho screeningu. Screeningové testy
pouzivané v dnesSni dobé maji svd omezeni a k dosazeni uspokojivé citlivosti se
doporucuje vzajemné je kombinovat (Bhatla et al. 2018). Z tohoto dUvodu je potfeba
vyvinout efektivni diagnosticky test, zajistujici dostatecnou citlivost a véasnou detekci

pocinajici kancerogeneze.

Epigenetika je rozvijejici se podobor genetiky zabyvajici se zménami, které pozitivné Ci
negativné reguluji genovou expresi (Weinhold et al. 2006). Mezi tyto zmény patfi
negativni posttranskripéni genova regulace pomoci mikroRNA (miRNA). Expresni profily
miRNA jsou specificky pozménény u jednotlivych karcinoma (Alfaro-Mora et al. 2020).
Zakladni profilovani exprese miRNA u karcinomu cervixu mlze byt klinicky vyznamné

a relevantni pro vyvoj novych diagnostickych postupd.

V Uvodni ¢asti této prace jsou shrnuty zakladni poznatky o karcinomu cervixu véetné
epidemiologie, diagnostiky, prevence a lécby. Dale zdkladni informace o HPV viru
a mechanismu plsobeni miRNA. V metodické ¢asti je charakterizovan vybérovy soubor
a jsou popsany principy a postupy pouzitych metod véetné vybéru endogenni miRNA
kontroly. V ramci této studie se stanovila strategie pro vybér nejvhodnéjsi endogenni
kontroly. Na zakladé vysledk( analyzy a statistického vyhodnoceni byla vybrana jako
endogenni kontrola kombinace miR-423-5p a miR-25-3p. Nasledné se stanovila relativni
exprese vybranych miRNA (miR-10b, miR-145 a miR-182) pomoci kvantitativni real-time
PCR a svyuZitim metody 222%, Pomoci statistické analyzy byly porovnany rozdily
exprese mMIRNA mezi nadorovou a kontrolni skupinou véetné korelace
s klinickopatologickymi daty pacientek s karcinomem cervixu. V zavéru se analyzovala

potencialni kombinace markerd, za uc¢elem efektivnéjsi diagnostiky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Karcinom cervixu

Cervix (délozni hrdlo, déloZni kréek) je heterogenni orgdn nachazejici se v koncové ¢asti
délohy. Cervix se sklada ze dvou vrstev (ektocervix a endocervix). Ektocervix je vnéjsi
Cast, ktera tvofri sliznici a je vystlana nekeratinizovanym vrstevnatym dlazdicovitym
epitelem. Endocervix je tvoren cylindrickym hlenotvornym epitelem. Cylindricky epitel
invaginuje do cervikalniho stromatu, ¢imzZ se tvofi endocervikalni krypty. Tyto krypty
prochazeji 5-8 mm od povrchu cervixu. Hranice mezi témito epitely se nazyva
skvamokolumnarni junkce (SCJ). Umisténi SCJ se méni v zavislosti na véku Zeny,
hormonalnim stavu, porodnim traumatu a uzivani oralni antikoncepce (Grover a Pandey
2017). Pravé v misté SCJ je nejvétsi riziko virové neoplastické transformace
a onkogennich zmén. Karcinomy ektocervixu tvofi pfiblizné 75 % pfipad( invazivnich
karcinomu cervixu (spinocelularni karcinom — SCC). Karcinomy vznikajici z endocervixu,
nejcastéji adenokarcinomy (zhoubny nador ze Zldzového epitelu), tvofi priblizné 25 %
pfipadl invazivnich karcinoma cervixu (Small et al. 2017). Pro zhoubny novotvar hrdla

délozniho (cervicis uteri) se pouziva kdd diagndzy C53.

Funkci cervixu je produkce sekretu fizend vysokou koncentraci estrogenu. Tento sekret
napomahd pohybu spermii reprodukénim traktem. Béhem téhotenstvi a porodu
prochazi cervix rozsahlymi zménami. Jde o unikatni chlopen odpovédnou za udrZeni
plodu uvnitf délohy az do konce gestace a nasledny bezpecny prichod plodu béhem

porodu (Ludmir a Sehdev 2000).

2.1.1 Epidemiologie

Nadorové onemocnéni délozniho Cipku (cervical cancer - CC) je celosvétové Ctvrtym
nejcastéji diagnostikovanym karcinomem u Zen. Jedna se o jednu z hlavnich pficin umrti
na nadorové onemocnéni u Zen. Podle dat zroku 2020 byla incidence CC 604 tisic
pfipadl (Obrazek 1) a mortalita 342 tisic pripad( (Obrazek 2). Nejvyssi mira vyskytu je
ve stfedni Africe, jizni Africe a Jizni Americe. PFiblizné 85-90 % celosvétovych umrtina CC
se vyskytuje v zaostalych nebo rozvojovych zemich a imrtnost je 18krat vyssi v zemich
s nizkymi a stfednimi pfijmy ve srovnani s bohatSimi zemémi (Sung et al. 2021;

Ferlay et al. 2021).
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Obrazek 1. Celosvétova incidence karcinomu cervixu v roce 2020 (Globocan 2020)
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Obrazek 2. Celosvétova mortalita karcinomu cervixu v roce 2020 (Globocan 2020)

V ramci Evropy je nejvyssi vyskyt v Cerné hofe, Rumunsku, Srbsku a v Litvé. Naopak
nejnizsi vyskyt CC je v Rakousku, Finsku, Spanélsku nebo v Italii. Rozdily v incidenci
souvisi s rozdilnym pfistupem k prevenci HPV a odliSnym screeningem CC (rozdilna
kvalita zdravotni péce). Ceskd republika pat¥i k zemim s nizsi incidenci CC. V roce 2020
bylo diagnostikovano 769 novych pfipadl a zaznamenano 398 umrti na CC (Sung et al.
2021; Ferlay et al. 2021). Z grafu (Obrazek 3) mizeme vidét vzristajici incidenci CC
(posledni dostupnd data z roku 2018). Rostouci trend muZe byt zplsobeny
nedostatecnou prevenci napf. nizkym povédomim o o¢kovani proti HPV, nepravidelnymi
preventivnimi prohlidkami u gynekologa a nedostateéné citlivymi screeningovymi testy
na CC. Od roku 2005 mUzeme pozorovat mirny pokles mortality, ktera je v poslednich

letech neménna (Dusek et al. 2005).
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Obrazek 3. Incidence a mortalita CC v Ceské republice, vyvoj v ¢ase (Dusek et al. 2005)

Z grafu (Obrazek 4) Ize vidét, Ze nejcastéji diagnostikovanou skupinou jsou Zeny ve véku
35 let az 50 let. Vzacné se vyvine u Zzen mladsSich 20 let, oproti tomu nad 30 let riziko
vzniku CC vyrazné stoupd. Obecné incidence CC vyznamné roste s vékem. Vice nez 20 %

pripadl se vyskytuje u Zen starSich 65 let (Dusek et al. 2005).
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Obrazek 4. Vékové rozloZeni pacientek s CC v CR (Dusek et al. 2005)
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2.1.2 Rizikové faktory

Existuje nékolik rizikovych faktor( v rozvoji CC: pretrvavajici infekce HPV (i jiné pohlavné
pfenosné infekce; HIV, Chlamydia trachomatis), koufeni cigaret, imunosuprese,
dlouhodobé uzivani oralni antikoncepce, vysoké parity a ¢asny vék prvniho téhotenstvi,
rany vék sexudlniho debutu a vétsi pocet sexualnich partner(i. Dllezitym rizikovym
faktorem je zanedbdavani preventivnich prohlidek (screening) u gynekologa, protoze

rand faze je ¢asto asymptomaticka (Small et al. 2017).

2.1.3 Diagnostika

Existuje nékolik postupt v diagnostice nddorového onemocnéni. U vétsiny typl malignit
je biopsie tkané jedinym jistym zpUsobem, jak Iékar (patolog) nddorovou transformaci
potvrdi. Pfivybéru diagnostického testu musi |ékaF zvazit nasledujici faktory: typ
suspektni malignity, symptomy, vék, zdravotni stav, fertilitu a zohlednit jiz provedené
testy (Marth et al. 2017). Zakladem diagnostiky je vySetfeni panve. Pomoci vysetieni
zrcatkem se muze odhalit viditelna Iéze. Preventivni screening CC zahrnuje Pap test,
ktery je celosvétovym nejvice pouzZivanym screeningovym testem CC. Jedna
se o diagnosticky test, pfi kterém se odebere vzorek bunék z délozniho ¢ipku a umisti
se na podlozni sklicko. Patolog poté pod mikroskopem analyzuje bunky a hleda
abnormalné zménéné bunky. Pap test nevykazuje dostatecnou citlivost, pouze okolo

50 %. (National Cancer Institute 2019).

Mezi dalSi metody screeningu patfi HPV test, ktery detekuje pfitomnost infekce zejména
vysoce rizikovych typla HPV. Pritomnost rizikovych typd HPV potvrzuje pfitomnost HPV
DNA. Odbér pro HPV test je stejny jako pro Pap test. Priikaz HPV DNA se mUze provadét
rGznymi metodami (Bhatla a Singhal 2020). V soucasné dobé jsou k dispozici testy
hybridizace nukleovych kyselin, testy amplifikace signalu a amplifikace nukleovych
kyselin. Mezi hybridiza¢ni testy patfi: Southern blotting, In situ hybridization nebo dot
blot hybridization. Metody zesileni signalu jsou zaloZzené na hybridizaci cilové HPV DNA
se znacenymi sondami RNA v roztoku. Mezi metody amplifikace patfi: microarray
analyza, real-time PCR, PCR-RFLP, Abbott PCR, sekvenovani genomu HPV nebo detekce
HPV-mRNA. Testy HPV mRNA detekuji expresi onkoproteini E6/E7, které slouZi jako
markery virové integrace (Abreu et al. 2012). V CR se od roku 2021 provadi prikaz HPV

DNA jako soucast preventivnich prohlidek u Zen ve véku 35 a 45 let, ktery je hrazeny
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z vefejného zdravotniho pojisténi (Ministerstvo zdravotnictvi CR 2020). Cervikalni
screening zaloZzeny na HPV poskytuje o 40 % vyssi citlivost oproti Pap testu. V dnesni
dobé je doporuceno oba testy kombinovat k dosazeni uspokojivé citlivosti (Marth et al.

2017).

Vyznamnou roli hraji v diagnostice neinvazivni biomarkery. Primarnim cilem je detekce
malignity v ranych fazich, kdy je |écba nejefektivnéjsi. Jak jiz bylo zminéno vyse,
nejvyznamné;jsim biomarkerem je prikaz HPV DNA, ale existuji i dalsi biomarkery na bazi
bilkovin séra. ZvySené hladiny Antigenu spinoceluldarniho karcinomu (SCC-Ag) byly
detekovany u vétsiny CC a bylo prokazano, Ze souvisi se stddiem onemocnéni a velikosti
nadoru. Mezi dal$i biomarkery patfi napt. Sérové fragmenty cytokeratinu (CYFRA), které
jsou hlavni slozkou cytoskeletu v epitelovych burkach cervixu a mohou byt vyuZity pro

vyhodnoceni stadia onemocnéni (Dasari et al. 2015).

Vétsina HPV infekci spontdanné vymizi, ale nékteré infekce perzistuji a vedou k rozvoji
malignity. K odliseni téchto dvou fazi infekce se vyuziva detekce metylace regulacnich
oblasti tumor supresorovych genli (MAL, CADM-1, miR-124-2). Metylace regulacnich
oblasti zpUsobi jejich umlceni a tyto geny ztrati svoji anti-onkogenni funkci. Metylace je

detekovana pomoci kvantitativni metyla¢né specifické PCR (De Strooper et al. 2014).

Pokud jsou v Pap testu nalezeny abnormalni bunfky nebo vyjde pozitivni HPV test
je provedena kolposkopie. Principem kolposkopie je naneseni slabého roztoku kyseliny
octové na délozni hrdlo a poté kontrola kolposkopem (Marth et al. 2017). V pfipadé
nalezeni abnormalni oblasti je odebran maly kousek tkané (biopsie) k dalsi analyze.
Biopsie je vétSinou provedena vramci primdrniho operaéniho vykonu, pfi kterém
se odstrani abnormadlni tkan. Mezi typy primarniho operacniho vykonu patfi:
kolposkopicka biopsie, endocervikalni kyretdZ a konizace. V pfipadé potvrzeni CC se

pristupuje k zobrazovacim metodam: rentgen, CT, MRl a PET sken (Bhatla et al. 2018).

Klasifikace karcinomu CC

Pro ureni zavainosti a progrese CC je vytvoren systém, ktery klasifikuje nddor podle
histologického a anatomického rozsahu nadoru. Klasifikace malignit se stale vyviji,
protoZe reaguje na vyvoj technologii zlepSujici diagnostiku a 1é¢bu. Klasifikace by méla

byt univerzalni a aplikovatelna i v zemich s rozdilnou kvalitou zdravotni péce (Bhatla et
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al. 2018). Jedna ztéchto klasifikaci je vytvorena Fédération Internationale de
Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO) a v roce 2018 probéhla posledni revize (Bhatla et
al. 2019). Druhou klasifikaci je Tumor, Node, Metastasis (TNM). Jedna se o systém
vytvofeny The American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve spoluprdci s The Union
for International Cancer Control (UICC). TNM ma tfi hlavni kategorie. Kategorie
T popisuje misto primarniho nddoru, kategorie N popisuje rozsifeni do lymfatickych uzlin
a kategorie M popisuje rozsifeni nadoru do vzdalenych c¢asti téla (metastaze). Faze TNM
Uzce odpovidaji fazim FIGO, coZ usnadniuje pfevod mezi témito systémy (Knoth et al.
2020; Bhatla et al. 2018). FIGO 2009 nezohledrioval zobrazovaci metody a byl zaloZeny
prevazné na klinickych aspektech. Z téchto dlivodu se uprednostrioval vice systém TNM.
Po revizi v roce 2018 doslo k zohlednéni vysledkd zobrazovacich metod a systémy TMN
a FIGO jsou si nyni velice podobné. V Ceské republice jsou vyuzivany a kombinovany oba

systémy klasifikace (Sehnal et al. 2019).

2.1.4 Prevence

Komplexni prevence CC je rozdélena do tfi ¢asti: primarni (ockovani proti HPV infekci),
sekundarni (screening a lécba prekancerdz) a terciadlni prevence (diagnostika a |écba
invazivniho karcinomu délozniho cipku). Zakladem prevence je v prvni fadé zabranéni
vzniku prekancerdz a v druhé radé je jejich pripadnda v¢éasna detekce. Klicem k prevenci
CC je prevence pred iniciacni infekci HPV, jelikoZ na samotnou infekci neexistuje zadny
lék (Kessler 2017). Zakladem prevence infekce je o¢kovani proti HPV. Obecné je o¢kovani
doporuceno divkdm a chlapclim ve véku od 9 let (optimdlné 12-13 let). Ockovani
ma nejvyssi Uc¢inek pro jedince, kteti se s HPV jesté nesetkali (tj. nezahajili sexualni Zivot).
V soucasné dobé jsou kdispozici tfi licencované profylaktické vakciny proti HPV.
Gardasil® je ¢tyfvalentni vakcina proti HPV, kterd cili na HPV6, HPV11, HPV16 a HPV18.
Cervarix®, bivalentni vakcina, ucinkujici proti HPV16 a HPV18. Gardasil9® je nonvalentni

vakcina proti 9 typlm HPV (Lei et al. 2020).

| kdyz je oCkovani primdarné zacileno na divky, v poslednich letech se zvysil zajem
o ockovani chlapcu. Je to z toho dlvodu, Ze muZi jsou jednak prenaseci infekce HPV,
ale zaroven jsou ohroZeni sami HPV souvisejicimi nemocemi. Onkogenni HPV16
je spojen sjinymi anogenitalnimi malignitami, genitalnimi bradavicemi nebo

s orofaryngealnimi karcinomy. Podle soucasnych odhad( az 5,2 % vsSech malignit
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koreluje s infekci HPV. Ockovani obou pohlavi proti CC muze vést ke kolektivni imunité

(Stanley 2014; Szarewski 2012).

2.1.5 Lécba

U vétSiny pacientek s casnym CC se doporucuje chirurgicky zakrok. Vyuziva se kuzelova
biopsie, pokud je karcinom v ¢asnych stadiich. U mladych pacientek se bere zietel
na zachovani plodnosti. Dalsi moZnosti je panevni radioterapie, brachyterapie
popf. disekce panevnich lymfatickych uzlin. V pokrocilém stadiu je nevyhnutelna

chemoterapie. Metastaticky CC je povaZovan za nevylécitelny (Vu et al. 2018).

2.2 Kancerogeneze cervixu

Vétsina pripadl CC je dusledkem infekce HPV (pfiblizné u 95 % CC je identifikovana HPV
DNA). Vétsina infekci HPV je prechodna a spontanné odstranéna. V nékterych ptipadech
pretrvavajici infekce vede krozvoji prekancerdzy. V prekancerdéznim stavu dochazi
ke zméné bunék, kterd zvySuje pravdépodobnost rozvoje do ndadorového stavu.
Zakladnim rysem je urychlend bunécénd proliferace (vyssi riziko chyby pfi bunééném
déleni). Na rozdil od nddorovych bunék prekancerézni buriky nenapadaji blizké tkané ani
se nesifi do vzdalenych casti téla. Bez 1é¢by mlzZe prechod prekancerdzy k invazivnimu
karcinomu trvat roky az desetileti. U 10 % muZe k tomuto prechodu dojit za méné, jak
jeden rok (Small et al. 2017; Schmidt 2019). Prekancerdzni |éze se dfive rozliSovaly podle
zdvaznosti do tfi stupnli oznacované jako CIN 1, 2,3 (tj. cervikalni intraepitelidlni
neoplazie). Dnes je doporucovana dichotomickd diagnosticka terminologie SIL
(skvamodzni intraepitelidlni neoplazie). Tento dvoustupriovy systém rozliSuje léze na
low - grade SIL (LSIL) a high - grade SIL (HSIL). LSIL odpovidad CIN 1 a HSIL odpovida
kategoriim CIN 2 a 3. V dnesni praxi je zaveden LSIL jako diagnosticka kategorie k popisu
zmén souvisejicich s pfechodnou infekci HPV. HSIL se pouZiva ke kategorizaci skuteénych
prekancerdznich lézi. V nékterych pfipadech se mohou vyskytnout nejednoznacné
morfologické znaky (v zavislosti na kvalitativnich a kvantitativnich faktorech), které
spadaji do kategorie ,atypické dlazdicové buriky (ASC)“. Ty jsou déle déleny do dvou
kategorii: ASC-US, tj. atypické dlazdicové bunky neuréeného vyznamu; ASC-H, t;j.
atypické dlazdicové bunky - HSIL nelze vyloucit. Pouze 0,3 —1,2 % pocatecnich infekci

prostoupi do invazivniho karcinomu (Chen et al. 2010; Alrajjal et al. 2021).
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2.2.1 HPV

HPV jsou malé (50 nm) dvouvlaknové DNA viry patfici do rodiny Papillomaviridae. Jsou
sloZzené z 8 kbp velkého genomu, ktery je schovany uvnitf neobaleného kapsidového
proteinu. Genom zahrnuje tfi ¢asti: a) Casné geny (E1, E2, E4, E5, E6 ,E7), které reguluji
vegetativni a produktivni fazi virového Zivotniho cyklu; b) pozdni geny (L1, L2), které
koduji kapsidovy protein; c) dlouha kontrolni oblast (LCR), ktera se podili na regulaci
virové replikace a transkripce. Je identifikovano vice nez 200 genotypu lidského
a zvireciho papilomaviru. Z HPV, které napadaji anogenitalni trakt, bylo identifikovdno
15 typl HPV oznacenych jako vysoce rizikové (HPV typy 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73 a 82) korelujici s invazivnim karcinomem. Nejvyznamné;jSimi typy jsou
HPV16 a HPV18, které zpUsobuji pfiblizné 70 % spinocelularnich karcinomd a 90 %
adenokarcinomU. Dale je 11 typl oznaceno jako nizkorizikové (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44,
54, 61, 70, 81 a CP6108) a souvisi s genitalnimi bradavicemi a benignimi cervikalnimi

lézemi (Soto et al. 2017).

HPV, epiteliotropni virus, infikuje bazalni epitelidlni bunky. Pronikd do nich pres
mikroskopické rany nebo mikroodérkami (proto dal$i pohlavné prenosné infekce
podporuji vstup viru do buriky). V prvnim kroku dochazi ke konformaénim zménam
kapsidu a receptoru. Pocateénimireceptory jsou heparan sulfatové proteoglykany, které
se nachazeji v extracelularnim matrix. Po UspéSném navazani HPV na receptor, virus
pronika do buriky pomoci klatrinu nebo endocytdzou (Senapati et al. 2016). Poté virovy
genom prostupuje pfes jadernou membranu do jadra. Zivotni cyklus HPV je tzce spojen
se stavem diferenciace stratifikovaného epitelu. Infikované buriky (nesouci HPV genom)
prochdzeji diferenciaci a tim se prepina také reZzim replikace virového genomu.
Charakteristické je udrZovani nizkého poctu kopii v délicich se bazalnich bunkach,
ve kterych jsou exprimovany casné geny HPV. Naopak v terminalné diferencovanych
epitelidlnich burikdch se nachazi vysoky pocet kopii. V téchto burikdch jsou exprimovany
kapsidové proteiny L1 a L2 a dochazi ke shromazdovani virovych castic. Pro dalsi prenos
jsou viriony odloué¢eny od mrtvych dlazdicovych bunék hostitelského epitelu. Pfechod
epitelidlnich bunék infikovanych HPV k invazivni malignité je dlouhodoby proces spojeny
s akumulaci zmén DNA v genech hostitelskych bunék. Tyto zmény zahrnuji epigenetické

i genetické zmény v onkogenech a tumor supresorovych genech. HPV produkované
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virové onkoproteiny E6 a E7 destabilizuji tumor supresorové proteiny p53
a retinoblastomovy protein (pRb). Inaktivace téchto proteinli naruSuje opravné
mechanismy DNA a apoptdzu, coZ vede k urychlené proliferaci bunék (Pyeon et al.

2009).

Integrace HPV

Integrace neni soucdsti normalniho Zivotniho cyklu HPV, ale u vysoce rizikovych typu
HPV muiZeme pozorovat integraci do lidského genomu. Pfedpoklada se, Ze integrace
mulzZe zpUsobit progresi z LSIL k HSIL (vhodny biomarker progrese nadorového
onemocnéni). Retroviry pouZzivaji k integraci proteinovou integrazu, ale HPV Zadny
takovy to enzym nemad. K integraci dochdzi v mistech, kde se nachazeji chromozomalni
kiehka mista a jsou zde poruseny reparacni mechanismy, které opravuji poskozenou
DNA (DNA damage response — DDR). Poskozeni DNA je casto zpUsobeno oxidacnimi
molekulami napf. reaktivni formy kysliku a dusiku nebo HPV proteiny E1, E6, E7.
Za fyziologickych podminek se v pfipadé poskozeni DNA kontrolni body aktivuji
a zastavuji bunéény cyklus. Jakmile je poskozeni DNA opraveno, jsou kontrolni body
inaktivovany a burika se dale déli. V pfipadé, Ze nedojde k opraveni, bunika prechazi
do apoptdzy. Za patologického stavu dochdzi k inaktivaci fyziologické apoptdzy, coz vede
k vytvoreni mist vhodnych pro integraci (Obrazek 5). Predpokladem integrace jsou

neopravené body zlomu DNA (Senapati et al. 2016; Da Silva et al. 2021).

Virové onkoproteiny (E1, E6, E7) patfi mezi molekuly, které poskozuji DNA. Onkoprotein
E6 narusuje funkci kontrolnich bod( bunééného cyklu degradaci p53, pRb a inhibici
inhibitor( cyklin dependentni kinazy (Cdk). Onkoprotein E7 tlumi kontrolni body
zrychlenim proteolytického obratu klaspinu. Klaspin za fyziologickych podminek
zajistuje obnoveni kontrolniho bodu v G2 fazi bunééného cyklu. Onkoproteiny HPV
uvoliuji kontrolni body, vyvolavaji neplanovy vstup do S faze a podporuji prostredi
priznivé pro replikaci virového genomu v lidskych epitelidlnich burikdch (Senapati et al.
2016). HPV E1 zpUsobuje zhrouceni replikacni vidlicky béhem replikace virového
genomu. Vznikaji dvouretézcové zlomy, které mohou byt mimo E1 zplsobeny
i homologni rekombinaci. DDR se podileji na udrzovani dvouretézcovych zlomU virového
genomu. HPV DNA casto zlstavd linearni, coz zlepsSuje podminky pro integraci.

Pro integraci je nutna blizkost mezi hostitelskym a HPV genomem. Béhem Zivotniho
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cyklu HPV se genom HPV svazuje k chromatinu hostitele komplexem HPV E2-BRD4
(zajistuje mechanickou proveditelnost). Proces integrace je dokoncen pomoci
rekombinacné tizeného opravného mechanismu. Homologni rekombinace (HR)
a nehomologické spojovani konct (NHEJ) umozZni zavérecnou fuzi HPV DNA a hostitelské
DNA (Balasubramaniam et al. 2019, Mao et al. 2008). Virové geny E2, E5 a L2 jsou
integraci naruseny, a naopak dochazi k nadmérné expresi onkogent E6 a E7. Nadmérna
exprese téchto onkogenll vede k deregulaci bunécného cyklu a podporuje nékolik
dalSich cest vedoucich ke kancerogenezi. Integrovana HPV DNA poskytuje burice vyhodu
selektivniho rdstu (i diky ztraté apoptického proteinu E2). Genomickad nestabilita je
charakteristickym znakem malignity. Dochazi k ¢astym mutagenezim v misté integrace
a v blizkosti HPV integratu. Integrace ovliviiuje genom hostitele amplifikaci onkogen(
a narusenim tumor supresorovych gen(, jakoz i fizenim inter a intra chromozomalnich

presmykl (Pyeon et al. 2009).
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Obrazek 5. Model integrace virové DNA (HPV) do hostitelského genomu
(podle Senapati et al. 2016)
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2.3 Epigenetika

Zdravi Clovéka je podminéno genetickymi vlivy a vlivy vnéjSiho prostfedi. Chovani,
strava, fyzickd aktivita a prostredi hraji stejné duleZitou roli ve zdravi ¢lovéka jako geny.
Epigenetika studuje mechanismy, které reguluji expresi genll. Genova exprese udava,
kdy a za jakych podminek bude probihat translace mRNA na vysledné proteiny. Na rozdil
od genetickych zmén jsou epigenetické zmeény reverzibilni a neméni sekvenci DNA.
Nékteré epigenetické zmény jsou v urcitych oblastech genomu stabilni a mohou byt
predavany z jedné generace na druhou (Topper et al. 2020; Longo a Bates 2020).
Epigenetické zmény zahrnuji metylaci DNA, kovalentni modifikaci histon(

a posttranskripéni modifikaci pomoci miRNA.

Metylace je chemickd modifikace DNA, pfikteré je pfipojena metylova skupina
(ze substratu S-adenozyl-methionin) na pozici C5 cytosinu za vzniku 5-metylcytosinu.
Tato reakce je katalyzovana skupinou enzym( - DNA metyltransferdz (DNMT). Tyto
modifikované cytosinové zbytky obvykle lezi vedle guaninové baze (CpG metylace).
Metylace vede k potlaceni genové exprese daného genu, coz mlize mit za nasledek

umlceni tumor supresorovych gena (Moore et al. 2013).

Dalsi zminénou epigenetickou zménou je modifikace histon(l. Histony jsou proteiny,
které kondenzuji a bali DNA do struktury zvané nukleozom. Modifikace téchto proteint
ovlivriuje procesy v burice véetné aktivace/inaktivace transkripce. Mezi tyto modifikace
patfi acetylace, metylace, fosforylace a dalsi. Napriklad acetylace pfidava negativni
naboj lysinovym zbytkim na N-konec histonu, ktery vycniva z nukleozomu. Negativni
naboj odpuzuje negativné nabitou DNA, coZ ma za nasledek uvolnénou strukturu
chromatinu. Oteviena konformace chromatinu umozZnuje vazbu transkripéniho faktoru

a iniciaci transkripce (Audia et Campbell 2016).

2.3.1 mikroRNA

mMiRNA jsou nekddujici RNA s primérnou délkou 22 nukleotidld. miRNA jsou negativnimi
posttranskripénimi reguldtory genové exprese. Prvni miRNA byla objevena
u Caenorhabditis elegans v roce 1993 (Lee et al. 1993). Prvni lidskda miRNA byla objevena
v roce 2000 (Pasquinelli et al. 2000) a v soucasné dobé je identifikovano vice nez 2 500
lidskych miRNA (miRBase 2018). Jsou vyznamnymi reguldtory riznych bunécénych
procesli, vcéetné bunécného rlstu, diferenciace, vyvoje a apoptdzy. Jeden
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z mechanism{, ktery je zodpovédny za patologické procesy lidskych chorob, véetné
nadorovych onemocnéni, je pozménéna genova exprese. Vroce 2002 byla poprvé
objevena miRNA (miR-122) spojena s nddorovym onemocnénim (Calin et al. 2002).
Deregulace miRNA narusuje expresi onkogennich nebo onkosupresorovych gen, coz se
vyznamneé podili na kancerogenezi (Bartel 2004). Odhaduje se, Ze miRNA reguluji expresi
pfiblizné jedné tretiny gend kddujicich proteiny. Jsou povaiovany jak za cile
epigenetickych zmén (napf. metylace), tak za regulatory modifikatora epigenetiky (napfr.
DNMT). Molekuly prekurzorti miRNA prochazeji jadernymi a cytoplazmatickymi procesy
zpracovani za vzniku zralych miRNA. Jediny gen miRNA m(Ze generovat vice izoforem

miRNA tzv. izomiRs (Wahid et al. 2010; Saliminejad et al. 2019).

Biogeneze

Vétsina zralych sekvenci miRNA se nachazi vintronech nebo v exonech nekddujicich RNA
a v intronech pre-mRNA. VétSina gend miRNA je transkribovana RNA polymerazou I
a zbytek je prepsan RNA polymerazou lll. Transkripci vznika velka primarni miRNA (pri-

miRNA), ktera obsahuje jednu nebo vice vldasenkovych struktur (O’Brien et al. 2018).

Kanonicka cesta biogeneze miRNA (Obrazek 6)

Intergenni miRNA jsou spolu se svymi promotory nezavisle transkribovany. Alternativné
maji nékteré z nich spole¢ny promotor se svymi hostitelskymi geny. VSechny kanonické
pri-miRNA maji na 5’konci guanidinovou cepi¢ku, ale nemusi mit na 3’konci
polyadenylaéni signdl (Wahid et al. 2010). V jadie se pri-miRNA Stépi na pfiblizné
70 nukleotidové fragmenty s kmenovou vldsenkou zvané pre-miRNA. Tento proces
zajistuje mikroprocesorovy komplex sloZzeny z DROSHA a DGCRS8 (DiGeorge syndrome
critical region 8). DROSHA je ribonukleaza lll, ktera je specificka pro dvouvlaknovou RNA
a je schopna rozpoznat pri-miRNA. DGCR8 funguje jako nekatalyticka podjednotka
komplexu, ktera vyhledava misto sestfihu (Kim et al. 2018, Dexheimer a Cochella 2020).
Pre-miRNA je ndsledné transportovana pomoci Exportinu 5 a RAN (Ras-related nuclear
protein) vazajici GTP do cytoplazmy. Zde jsou pre-miRNA v blizkosti vldsenky Stépeny na
malé dsRNA. Toto Stépeni je zprostfedkovano enzymem DICER, ktery je spojen s TAR
RNA vazebnym proteinem (TRBP). Tato dsRNA se sklada z jednoho vedouciho fetézce
a ,passenger”tetézce. Druhy fetézec je pozdéji degradovan, zatimco vedouci fetézec se

ucastni uml¢ovani mRNA (Valencia-Sanchez et al. 2006; Xu et al. 2016). miRNA je vloZena
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do komplexu RISC (RNA-induced silencing complex). Komplex RISC se skladda z mnoha
proteinl vcetné proteinu AGO2. RISC zprostfedkovava rozpoznani cilové mRNA.
Rozpoznani cile je primdrné umozinéno pdrovanim bazi mezi ,seed” sekvenci miRNA
a 3’'UTR oblasti cilovych mRNA. Stupenn komplementarity miRNA-mRNA je hlavni
determinantou procesu regulacniho mechanismu. Vysoky stupen komplementarity
umoznuje degradaci cilové mRNA mechanismem Stépeni pomoci endonukledzy AGO2.
PInd komplementarita neni u savcl pfrilis ¢astd. Nedostatecna komplementarita brani
aktivité AGO2, a proto usnadnuje translacni represivni mechanismus zprostfedkovany
RISC. JelikoZz dochazi k nedplnému parovani, vznikaji v duplexu vlasenky a vyduté. Také
po interakci miRNA:mRNA dochazi k poly(A)deadenylaci a decappingu cilové mRNA. Tim
se zabranuje navazani podjednotky ribozomu a translace mRNA nemuUZe probéhnout

(Ha et al. 2014; Cai et al. 2009).
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Obrazek 6. Prehled biogeneze miRNA (Saliminejad et al. 2019)
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Nekanonicka cesta biogeneze miRNA (Obrazek 6)

Kromé vySe uvedeného mechanismu biogeneze existuji i dalsi alternativni cesty.
Nekanonickd cesta biogeneze obchdzi nékolik krokl kanonické drahy. Nekanonicka
draha nemusi byt zavislda na DROSHA/DGCR8 a DICER. Touto cestou mohou vznikat
mMiRNA rldzného puUvodu: z mirtronl, snoRNA, tRNA. Napftiklad mirtronovd draha
nepotiebuje komplex DROSHA/DGCRS v jadre. Kratké introny o velikosti pre-miRNA jsou
zpracovany spliceosomy a odvétvovacimi enzymy v jadre, aby se vytvofily miRNA
vldsenky pfimo vhodné pro Dicer Stépeni.Tato vldsenka je pak exportovana
do cytoplazmy pomoci Exportinu-5, aby byla stépena Dicerem. Draha mirtronu obchazi
mikroprocesorové zpracovani a nahrazuje ho sestfihovou aktivitou. Poté se draha

spojuje s kanonickou drahou a probiha stejné (Wahid et al. 2010; O'Brien et al. 2018).

miRNA a kancerogeneze

Deregulované miRNA u kancenogeneze se rozdéluji na onkogenni (onkomiR) a tumor
supresorové miRNA. OnkomiR maji zvySenou expresi a tim utlumuji své cilové tumor
supresorové geny. Naproti tomu tumor supresorové miRNA maji snizenou expresi
a v dlsledku toho jsou jejich cilové onkogeny nadmérné exprimovany. Nékteré miRNA

mohou fungovat jako onkogenni a zaroven tumor supresorové (Saliminejad et al. 2019).

2.3.2 Epigenetické zmény u karcinomu cervixu

S progresi karcinom(l cervixu nepochybné souvisi genetické zmény, jako jsou mutace,
delece, aberace poctu kopii a chromozomalni prestavby. Stejné velky vliv maji
i epigenetické zmény v HPV genomu a vgenomu hostitelské bunky. Nejrozsahleji
studovanou epigenetickou zménou je metylace DNA (Soto et al. 2017). Béhem infekce
HPV muzZe dochazet k metylaci pozdnich virovych gent L1, L2 a podpore perzistence
HPV. Perzistence HPV nasledné podporuje metylaci bunécné DNA a vede k transformaci
infikované buriky. Hypermetylace LCR virového genomu blokuje vazebné misto virového
proteinu E2. Integrace virové DNA do bunécného genomu mad za nasledek rupturu,
preruseni produkce a funkce E2. E2 reguluje funkci exprese virovych onkogen( E6 a E7
za fyziologickych podminek (Duerias-Gonzdles et al. 2005). E6 a E7 zvySuji expresi

a aktivitu DNMT1. E6 degraduje p53, ktery za fyziologickych podminek negativné
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reguluje expresi DNMT1. p53 se vaze ke specifickému proteinu 1 ak proteiniim
remodelujicich chromatin. Tento komplex se nasledné vaze na promotorovou oblast
DNMT1. Modulace exprese DNMT1 pomoci E7 mlze probihat dvéma rdznymi zpasoby.
Prvni moZnosti je pfimé navazani E7 na DNMT1, ¢imZ indukuje konformacni zménu
v DNMT1, odhaluje jeho aktivni misto a podporuje vazbu DNMT1 na DNA. Druhd
moznost je nepfimda modulace prostifednictvim vazby E7 na pRb, kterda uvolni
transkrip¢ni faktor E2F, a to md za nasledek regulaci aktivity promotoru DNMT1 (Da Silva
et al. 2021; Jiménez-Wences et al. 2014). Schopnost HPV udrZovat pretrvavajici infekci
zavisi na mechanismu Uniku pfed imunitni odpovédi hostitele. E7 pfimo inhibuje
imunitni odpovéd hostitele narusenim signdlnich drah interferonu a zrani T-lymfocyta.
Ke snizeni imunitni odpovédi také pfispiva hypermetylace MHC-1 a podjednotky HLA - E
pomoci E7 (Fang et al. 2014).

Virové proteiny E6 a E7 mohou zmeénit strukturu chromatinu Upravou enzymatické
aktivity nebo zménou exprese enzym( remodelujicich chromatin (napf. naruseni
rovnovahy histondeacetyldzy a acetyltransferdzy). Studie prokazaly pritomnost
acetylovanych histont H3 a H4 a demetylaci lysinu 4 na histonu H3 v ¢asnych a pozdnich
promotorech HPV. Acetylace a demetylace histonl se béhem diferenciace zvysuje (Da
Silva et al. 2021). Proto inhibice histondeacetylazy se tak stala slibnym pfistupem

v terapii karcinom( (Feng et al. 2013).

mikroRNA u karcinomu cervixu

Exprese miRNA hostitele je pozménéna v pfitomnosti HPV DNA vtkanich CC.
Onkoproteiny HPV pfimo nebo nepfimo moduluji expresi mnoha hostitelskych miRNA
a nakonec vedou k progresi onemocnéni (Soto et al. 2017). HPV kdduiji i své vlastni
miRNA. Jejich role neni zcela objasnéna, ale algoritmus pro predikci cile naznacuje, ze
reguluji vlastni HPV genom i urcité cile na hostitelském genomu (Qian et al 2013). Studie
Si et al. 2007 prokazala, Ze miR-21 je nadmérné exprimovana u karcinomu prsu
a pozdéjsi studie (Xu et al. 2015) potvrdily, Ze miR-21 je nejcastéji nadmérné
exprimovana miRNA u mnoha typld malignit véetné CC. miR-21 cili na apoptdézu a jeji
nadmérna exprese podporuje bunécnou proliferaci a mizZe zpUsobit invazi CC
prostfednictvim inhibice fosfatdzy a tensinového homologu. Chemokinovy ligand 20 je

cilovym genem miR-21 ajeho hladina souvisi se stadiem diferenciace nadoru. Jeho
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hladina se postupné zvySuje od normalnich bunék, pfes cervicitidu az k SCC. Také
zvySené hladiny miR-21 koreluji se zvySenou expresi IL-6, takZe je pravdépodobné
zapojen i do zanétlivych procesli. Vimunitni odpovédi a zdnétu jsou kromé miR-21
vyznamné napr.: miR-125b, miR-155 a miR-146a. Bylo prokazano, Zze miR-125b muze
pUsobit jako onkogenni i onkosupresorova miRNA (dva odlisné mechanismy). miR-125b
ma homologii pro HPV L2, takZe v ramci Casné infekce mize inhibovat HPV replikaci
a podpotit jeho eliminaci imunitnim systémem. Na druhou stranu muze také inaktivovat
p53, ¢imZ udrzuje Zivotaschopnost bunék s virovymi genomy. Tato inaktivace muze vést
ke zvySenému riziku integrace HPV genomu a rozvoji neoplastické léze (Cui et al. 2012).
Pardini et al. 2018 provedli rozsahly pfehled studii zkoumajici expresi miRNA ve vztahu

k progresi CC (Obrazek 7).
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Obrazek 7. Souhrn deregulovanych miRNA s progresi u CC podle Pardini et al. 2018
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Ve studii Wang et al. 2014 bylo identifikovano 13 miRNA, které jsou regulovany vysoce
rizikovymi kmeny HPV 16 a HPV 18. miR-16, miR-25, miR-92a, miR-378 mély zvySenou
expresi, zatimco miR-22, miR-27a, miR-29a a miR-100 mély sniZzenou expresi. Kromé
toho z analyzy vzork( tkdné bylo prokdzano, Ze miR-25, miR-92a a miR-378 maji zvysujici
se expresi s progresi CC bunék. Ddle miR-29a potlacuje nadorovou transformaci a je
zamérena na protein tepelného Soku 47 (HSP47). Dochazi k umlé¢eni HSP47, coz zpUsobi
bunécnou migraci a aktivaci invaze. miR-29 také inhibuje progresi bunécného cyklu

a apoptdzy vlivem maligni transformace HPV (Yamamoto et al. 2013).

The Cancer Genome Atlas (TCGA) je projekt jehoZ cilem je objevit hlavni genomické
zmény zpUsobujici nadorové transformace a vytvorit komplexni atlas genomickych
profild malignit. TCGA v soucasné dobé obsahuje vice nez 2,5 petabajtli dat s udaji o 33
raznych typech malignit od vice nez 11 000 pacientd. V roce 2017 Vyzkumna sit TCGA
provedla rozsadhlou integrovanou genomickou a molekuldrni charakterizaci karcinomu
cervixu (TCGA 2017). Detekovali rozdilnou expresi u miR-944, miR-767 a miR-105 mezi
HPV-pozitivnimi a HPV-negativnimi vzorky. miR-375 méla vyznamné snizenou expresi
u HPV16 pozitivnich vzorkd ve srovnani s HPV18 pozitivnich vzorkd. miR-200a a miR-

200b negativné korelovaly se skorem epitelo-mezenchymalniho prechodu.

Na zakladé predchozi literdrni reserSe jsou miRNA vhodnymi kandidaty na diagnosticky

marker karcinomu cervixu.

24



3 CILE PRACE

Pro tuto praci byly stanoveny nasledujici cile:

[EY

Najit optimalni endogenni kontrolu pro kvantifikaci mikroRNA u karcinomu cervixu.

2. Stanovit relativni expresi vybranych mikroRNA u nadorové skupiny karcinomu
cervixu a kontrolni skupiny.

3. Na zakladé statistické analyzy a porovnani dat nddorové a kontrolni skupiny
identifikovat mikroRNA s vyznamné rozdilnou expresi u karcinomu cervixu.

4. Zjistit pripadnou statisticky vyznamnou korelaci exprese vybranych mikroRNA
s klinickopatologickymi daty.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Vybérovy soubor

Analyzovany vybérovy soubor obsahoval vzorky tkané cervixu fixované ve formalinu
a zalité v parafinu (Formalin-fixed, Paraffin-embedded - FFPE) od 70 pacientek s CC a 30
pacientek bez maligni diagndzy jako kontrolniho souboru. VSechny maligni vzorky byly
histologicky klasifikovany jako karcinom dlazdicovych bunék (SCC). FFPE tkané byly
ziskany z archivu Fingerlandova ustavu patologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
a Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Od Etické komise Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové bylo ziskano etické schvaleni s projektem (Cislo jednaci:
202112 P02). VSechny vzorky FFPE tkdané CC byly odebrany vletech 2010-2020.
U pacientek byly zaznamenany nasledujici udaje: vék, typ vzorku, HPV typ, velikost
karcinomu, grading, vaskularni invaze, perineuralni Sifeni, ptitomnost prekancerdzy,
popt. typ prekancerdzy, resekéni okraj, rozsah CC podle klasifikace TNM a FIGO 2018
(Tabulka 1). VSechny vzorky byly zkontrolovany a klasifikovany podle aktualni WHO
klasifikace zkuSenym patologem (prof. MUDr. Jan Laco, Ph.D.). Grading (histogicky
grade) se rozdélil na jednotlivé stupné: G1 dobre diferencovany, G2 stfedné
diferencovany a G3 Spatné diferencovany karcinom. V rdmci HPV testu byl nejéastéji
detekovan HPV typ 16, coz potvrzuje jeho zarazeni mezi vysoce rizikové typy HPV.
Klasifikace podle FIGO 2018 je rozdélena do tfi zakladnich skupin: stupen | (karcinom je
omezen na organ plvodu), stupen |l (invaze okolnich organ(i nebo tkané) a stupen IlI
(Siteni do vzdalenych uzlin nebo tkané v panvi). V rdmci klasifikace TNM jsou popsany
pouze parametry T (T1/T2 rozliuji velikost nadoru) a parametr N (Nx — lymfatické uzliny
nelze hodnotit, NO — Zddné metastdze do regionalnich uzlin a N1 — pfitomna metastaze
regionalnich uzlin). Celkem 26 vzorkl bylo odebrano pfi konizaci a 44 vzork( pfri
hysterektomii. Vék pacientek byl rozdélen na tfi skupiny: do 30 let, 30 az 60 let a nad 60
let. Vékové rozdéleni pacientek je pomérné rovnomeérné a nejvice postizenou skupinou

jsou Zeny ve véku 35 az 65 let. Vékovy median je 47 let (Obrazek 8).
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Tabulka 1. Klinickopatologicka data pacientek s CC

Klinickopatologicka data N Pocet pacientek
<30 8
Vék 30-60 70 47
> 60 15
G1 3
Grading G2 70 51
G3 16
3 ANO 59
Prekancerodza NE 70 T
. LSIL 2
Typ prekancerdzy HSIL 59 57
Konizat 26
Typ vzorku 70
Hysterektomie a4
.. ANO 43
Vaskularni invaze NE 70 27
. rr iy ANO 6
Perineuralni Sifeni NE 70 64
., . Pozitivni 14
Resekéni okraj Negativni 69 55
Al 9
A2 9
| B1 21
B2 14
B3 4
FIGO 2018 | Al 70 5
B 5
B 2
1 C1 3
C2 1
Tlal 5
Tla2 2
I Tib1 49
T1b2 70 4
TNM T2al 2
T2 T2b 8
Nx 20
NO 70 46
N1 4
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Obrazek 8. Vékové rozlozZeni pacientek s CC

4.2 RNA extrakce a reverzni transkripce

Z FFPE blockd karcinomu cervixu byly nafezany tenké rulicky o tloustce cca 4-5 pum.
Zhruba 4-6 téchto rulicek bylo nasledné deparafinizovano pomoci xylenu a precisténo
96 % etanolem. Pomoci komeréniho kitu FFPE RNA/DNA Purification Plus Kit (Norgen
Biotek, Thorold, Canada) byla vyizolovana celkovd RNA (véetné miRNA). Purifikace
tohoto kitu je zaloZena na kolonkové chromatografii s pouzitim specidlni pryskyfice jako
separacni matrice (patentovano Norgen Biotek). Tato pryskyfice vaze nukleové kyseliny
na zakladé iontové koncentrace. RNA se navaze na kolonku a kontaminanty jsou odmyty.
Izolace celkové RNA byla provedena podle protokolu vyrobce. Do izolace RNA byl
zarazen volitelny krok eliminujici kontaminaci genomové DNA pomoci DNdzy |
(provedeno podle protokolu vyrobce v pfiloze). Extrahovana RNA byla eluovana 30 pl
RNase-free vody. Vzorky byly poté skladovany pfi -80 °C. RNA se purifikovala bez pouziti

fenolu a chloroformu.

Koncentrace a Cistota vyizolované celkové RNA byla méfrena na spektrofotometru DS-11
FX Spektrofotometr/Fluorometr DeNovix méfenim optické hustoty pfi 260 nm a 280 nm
(v€etné poméru A260/280 a A260/230). Poté byla nafedéna na koncentraci 4,5 - 5 ng/ul.
Nasledné byla RNA prepsana reverzni transkripci do cDNA. Pro reverzni transkripci byl

vyuzit TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific,

28



Waltham, MA, USA). Vstupni mnoZstvi RNA do reverzni transkripce bylo 2 ul tj. 9 — 10 ng.
Tento kit je navrZzen pro detekci a kvantifikaci zralych miRNA v biologickych vzorcich.
V prvni fazi jsou zralé miRNA z celkové RNA modifikovany: prodlouzeni 3"konce pfidanim
poly(A) konce a prodlouZeni 5'konce ligaci adaptéru. Poté jsou modifikované miRNA
reverzné transkribovany a nasledné amplifikovany pro rovhomérné zvySeni mnozstvi
cDNA vsech miRNA (Obrazek 9). Tento postup byl proveden podle navodu vyrobce.
Amplifikovana cDNA byla nasledné 10x redéna 0,1M TE pufrem.

5 _LWMW ¥ 1. Navdzdni poly(A) konce

miRMA, Poly(A) tail

¥ 2. Ligace adaptéru

F e 0S8 S8 8B BA R T
'l-@— WVITTTTITTTTTT T —
L

Universal RT primer

3. Reverzni transkripce

miR-AMP l
forward primer

— P
3 e T TTTTTTTTTT | e—— 5

4. miRNA amplifikacni reakce

5 ¥
miR-AMP
reverss primer
LEGEMD:
: PadyiA) Lo Rewerse =] Hot-start
poymerase g Transcriptase DMA polymerase

Obrazek 9. Priprava cDNA templdatu (podle ThermoFisher Scientific UserGuide, 2022)
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4.3 Stanoveni relativni exprese

Na vySe zminénych fedénych cDNA vzorcich byla stanovena relativni exprese vybranych
miRNA. Pro stanoveni rozdili v expresi jednotlivych miRNA v nadorové tkani oproti
kontrolni skupiné byla pouZita metoda real-time PCR. Pro spravné stanoveni relativni
exprese je nutné vybrat vhodnou endogenni kontrolu, na kterou jsou ziskand data
normalizovana. Endogenni kontrola slouZi pro korekci systematickych proménnych, jako
jsou rozdily v mnoiZstvi vychoziho templatu, kvalité RNA, pfitomnosti inhibitoru
a v enzymatické Gcinnosti. Endogenni kontrola by méla vykazovat stabilni expresi napfic
testovanych vzork( v daném typu tkané véetné kontrol. Také je doporuceno, aby pattila
do stejné tfidy RNA jako cilové geny, tj. do tfidy miRNA (Das et al. 2016). Standardné
pouzivané endogenni kontroly nejsou konstitutivné exprimovany ve vsech typech bunék
a za urcenych experimentalnich podminek. Ztohoto dlvodu musi byt stabilita

endogenni kontroly ovérena pred kazdym experimentem.

Pro vybér endogenni kontroly byla vytvofena smés testovanych vzork(i a smés
kontrolnich vzorkd. Pro prvotni orienta¢ni analyzu real-time PCR byla pouzita
mikrofluidni karta TagMan™ Advanced miRNA Human Endogenous Control
(ThermofFisher Scientific). Jedna se o mikrofluidni kartu s 384 jamkami obsahujicich 30
potencialnich endogennich miRNA (v triplikdtech). Pro normalizaci vstupniho mnozstvi
vzorku jsou zahrnuty i dvé exogenni kontroly (cel-miR-39-3p a ath-miR-159a). Pro
analyzu byl pouzit TagMan™ Fast Advanced Master Mix (ThermoFisher Scientific)
s vyuZitim pfristroje ABI PRISM 7900HT (ThermoFisher Scientific). Pro primarni analyzu
dat byl vyuzit Thermo Fisher Connect Platform (ThermoFisher Scientific). Jednd se
o webové uZivatelské rozhrani pro analyzu, spravovani a ukladani dat. Zpracovana data
byla statisticky vyhodnocena pomoci webového komplexniho néstroje RefFinder (Xie et
al. 2012). Je to nastroj vyvinuty pro hodnoceni a identifikaci referencnich gen(
z rozsdhlych experimentalnich datovych souborld. Pro hodnoceni a porovnani
testovanych kandidatskych referencnich gent vyuziva vypocetni programy: NormFinder
(Andersen, Jensen et Orntoft 2004), BestKeeper (Pfaffl et al. 2004), geNorm
(Vandesompele et al. 2002) a Delta Ct (Silver et al. 2006). Na zakladé algoritmu kazdého
programu pfifadi jednotlivym genlm relativni hodnotu (odrazejici genovou stabilitu

v testovanych vzorcich) a nasledné vypocita geometricky pridmér pro celkové konecné
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poradi. Z testovanych endogennich miRNA byly na zakladé analyzy vybrany Ctyfi miRNA
s nejstabilnéjsi expresi: miR-25-3p, miR-103a-3p, miR-423-5p, miR-484.

Nasledné se exprese téchto miRNA analyzovala na jednotlivych vzorcich zvlast pomoci
real-time PCR (Obrazek 10). Pro analyzu byly vyuzity specifické TagMan™ Advanced
miRNA Assay (ThermoFisher Scientific) a TagMan™ Fast Advanced Master Mix
(ThermoFisher Scientific). VSechny vzorky byly analyzovany v triplikatech s celkovym
reakénim objemem 10 ul tj. 2,5 pul cDNA vzorku a 7,5 pl master mixu (Tabulka 2). Analyza
probéhla na pfistroji Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany) a kazdy béh zahrnoval
negativni kontrolu bez vzorku (NTC), kontrolu reverzni transkripce (neobsahuje enzym
reverzni transkripce) a kalibrator (smésna cDNA ze vSech vzorku pro korekci rozdilli mezi

béhy). Reakéni podminky se tidily protokolem vyrobce (Tabulka 3).

Tabulka 2. Protokol pfipravy reakéni smési pro real-time PCR

Master Mix (1x reakce) Objem (pl)
RNase-free voda 2
TagMan™ Fast Advanced Master Mix 5
TagMan™ Advanced miRNA Assay 0,5
cDNA 2,5
Celkem 10

Tabulka 3. Reakéni podminky real-time PCR

Krok Teplota Cas Pocet cyklt
Aktivace enzym(i ‘ 95°C 20s 1
Denaturace ‘ 95°C 3s
Annealing/Extenze ‘ 60°C 30s 40

31



Adaptor region MIRNA region Poly(A) tail region

3 | | | 5' 1. cDNA templat

) 3

Forward primer

————

3 5

5 ‘ 2. Hybridizace sondy a primert

T k cDNA fetézci
Reverse primer
X,
=
e P -

3 3 N vox
3. Pocdtecni polymerace a Stépeni

5! 3' ’ s e

-p—— navdzaného barviva
al 4
N = N MGB
¢ ¢

3 = 5 .y
4. Dokonceni polymerace

5 3

+ )
LEGEND:
Hot-start Non-fluorescent Minor groove
P DNA polymerase ® Reporter dye quencher dye binder

Obrazek 10. Priibéh PCR reakce s vyuZitim TagMan™ Advanced miRNA Assays (podle
ThermofFisher Scientific User Guide (2022)

32



Fluorescencni data (Obrazek 11) byla vyhodnocena pomoci Rotor-Gene Q Series
Software (Qiagen, Hilden, Germany) a poté korigovany kalibratorem. Ziskana data byla
analyzovana pomoci webového programu RefFinder (Xie et al. 2012). Pro detailné;jsi
analyzu byly vyuZity statistické nastroje BestKeeper (Pfaffl et al. 2004) a geNorm
(Vandesompele et al. 2002). Nastroj geNorm eliminuje chyby vzniklé pouZitim pouze
jednoho genu jako endogenni kontroly a pomoci geometrického priméru presné
vypocita nejstabilnéjsi kombinaci genl. Pro stanoveni relativni exprese byla vybrana

jako endogenni kontrola kombinace miR-25-3p a miR-423-5p.

Obrazek 11. Zaznam fluorescencnich dat z real-time PCR analyzované pomoci Rotor-

Gene Q Series Software

Na zakladé literarni reSerSe byly vybrany potencidlné vyznamné miRNA: miR-182-5p,
miR-10b-5p a miR-145-5p. Pro stanoveni hodnoty Ct kazdého vzorku (véetné kontrolni
skupiny) se vyuzila kvantitativni real-time PCR pomoci stejné metodiky jako byly
vySetfeny endogenni kontroly. Relativni exprese byla stanovena pomoci metody 2-22¢t
(Livak et Schmittgen 2001). Fluorescencéni data byla normalizovdana na endogenni
kontrolu (ACt) a poté od nich byla odectena pramérna hodnota kontrolni

skupiny (-AACt).
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4.4 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena v programu GraphPad Prism 9 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). Expresni data byla zlogaritmovana na normalni distribuci dat
pro pouziti parametrickych testd. Pomoci Studentova T-testu se porovnaly rozdily
v expresi nadorové a kontrolni skupiny s cilem vyvratit nulovou hypotézu. Nulova
hypotéza byla zaloZena na teorii, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni
a nadorovou skupinou. Statisticky test ANOVA (one-way analysis of variance)
a Studentliv T-test byly vyuzity pro zjisténi korelace mezi expresi jednotlivych miRNA
a klinickopatologickymi daty. Dale byla provedena regresni korelace véku s relativni
expresi jednotlivych miRNA. U vybrané kombinace analyzovanych miRNA byla
stanovena senzitivita a specifita pomoci logistické regrese a byla vytvofena ROC kfivka.

Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na P < 0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vybér endogenni kontroly

Pro stanoveni relativni exprese miRNA musela byt nejdfive vybrana nejvhodnéjsi
endogenni miRNA kontrola s nejstabilnéjsi expresi v cervikalni tkani. Celkem bylo
testovano 30 potencialnich endogennich kontrol pfedem pfipravenych na mikrofluidni
karté TagMan™ Advanced miRNA Human Endogenous Control (ThermoFisher Scientific).
Z divodu nizké exprese byly 4 sondy vyrazeny. Prvotni real-time PCR data byla
analyzovana v programu ThermoFisher Connect Platform (Obrdzek 12), ze kterého byly

exportovany jednotlivé Ct hodnoty pro dalsi analyzu.

Powered by Thermo Fisher Cloud &%

&
Overview Plate Setup Data Review Analysis Export Aralyza | Default Analysis Broup ¥ | &

Review plate CC_TagMan Advanced Control_ 151 m Acions -

Plot:  Amplficaion ¥ View BY: PlateLayout | v ColorBy:  Taiget

View All Legends X

Feadback

Obrazek 12. Analyza expresnich dat miRNA pomoci webového uZivatelské rozhrani

ThermoFisher Connect Platform

Vyexportované Ct hodnoty testovanych miRNA byly analyzovany pomoci webového
softwaru RefFinder, ktery zahrnuje nasledujici analytické nastroje: Delta Ct, BestKeeper,
NormFinder a GeNorm. Vystupem této analyzy byly sefazené miRNA od nejvétsi stability
exprese po nejmensi (Tabulka 4). Vysledné poradi bylo geometrickym pramérem
spojeno do jednoho komplexniho Zebricku — comprehensive ranking. Obrdzek 13
zobrazuje vysledné poradi endogennich miRNA kontrol od miRNA s nejstabilnéjsi expresi

po nejmensi stabilitu exprese. Podle téchto dat byly vybrany ¢tyfi miRNA s nejvétsi

stabilitou exprese: miR-103a-3p, miR-484, miR-25-3p a miR-423-5p.
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Tabulka 4. Sefazené endogenni miRNA na zakladé genové stability podle nastroju: Delta

STABILITA

I’

SS

\A{

Ct, BestKeeper, NormFinder a geNorm

Delta Ct BestKeeper = NormFinder GeNorm comp reh'ensive
ranking
miR-423-5p miR-320a miR-103a-3p m:ﬁfé::l miR-423-5p
miR-484 miR-20a-5p miR-484 miR-92a-3p miR-25-3p
miR-25-3p miR-345-5p miR-25-3p miR-484 miR-484
miR-92a-3p miR-425-5p miR-423-5p miR-186-5p miR-103a-3p
miR-103a-3p miR-423-3p miR-92a-3p miR-103a-3p miR-92a-3p
miR-186-5p miR-93-5p miR-425-5p miR-16-5p miR-186-5p
miR-16-5p miR-19a-3p miR-186-5p miR-361-5p miR-20a-5p
miR-361-5p miR-103a-3p miR-20a-5p miR-24-3p miR-425-5p
miR-93-5p miR-423-5p miR-30b-5p miR-30b-5p miR-320a
miR-24-3p miR-151a-5p miR-16-5p miR-191-5p miR-16-5p
miR-30b-5p miR-25-3p miR-423-3p miR-27a-3p miR-93-5p
miR-423-3p miR-92a-3p miR-93-5p miR-93-5p miR-423-3p
miR-425-5p miR-186-5p miR-24-3p miR-423-3p miR-361-5p
miR-20a-5p miR-484 miR-361-5p miR-425-5p miR-30b-5p
miR-27a-3p miR-331-3p miR-27a-3p miR-20a-5p miR-24-3p
miR-191-5p miR-16-5p miR-191-5p miR-26a-5p miR-345-5p
miR-26a-5p miR-7a-5p miR-331-3p miR-30c-5p miR-19a-3p
miR-30c-5p miR-30b-5p miR-19a-3p miR-320a miR-191-5p
miR-320a miR-361-5p miR-320a miR-331-3p miR-27a-3p
miR-331-3p miR-24-3p miR-30c-5p miR-19a-3p miR-331-3p
miR-19a-3p miR-191-5p miR-26a-5p miR-451 miR-26a-5p
miR-345-5p miR-374b-5p miR-345-5p miR-345-5p miR-30c-5p
miR-451 miR-27a-3p miR-451 miR-7a-5p miR-151a-5p
miR-7a-5p miR-30c-5p miR-7a-5p miR-151a-5p miR-7a-5p
miR-151a-5p miR-26a-5p miR-151a-5p miR-374b-5p miR-451
miR-374b-5p miR-451 miR-374b-5p miR-374b-5p

Tuéné jsou zvyraznény nejstabilnéjsi miRNA, které byly vybrany pro dalsi testovani.
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Obrazek 13. Poradi endogennich miRNA kontrol podle hodnoty stability vypoctené

algoritmem RefFinder

Vyhodnoceni dat prvotni analyzy real-time PCR. Tucné jsou zvyraznény

nejstabilnéjsi miRNA, které byly vybrany pro dalsi testovani.

CtyFi vybrané miRNA byly nasledné analyzovany pomoci TagMan™ Advanced real-time
PCR. Ziskand fluorescencni data byla normalizovdana k hodnoté kalibrdtoru mezi
jednotlivymi béhy. Ct hodnoty byly analyzovany pomoci analytického nastroje
BestKeeper. miR-103a-3p a miR-484 byly vyrazeny na zdkladé vysledkd analyzy dat
(Obrazek 14) a velmi nizké fluorescence. Analyticky nastroj geNorm vyhodnotil jako
nejstabilnéjsi endogenni kontrolu kombinaci miR-25-3p a miR-103a-3p.
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miR-423-5p miR-25-3p miR-103a-3p miR-484
<& nejvice stabilni miRNA nejméné stabilni miRNA -

Obrazek 14. Poradi vybranych endogenni miRNA kontrol podle hodnoty stability

vypoctené algoritmem BestKeeper
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5.2 Stanoveni relativni exprese

V rdmci této prace byla stanovena relativni exprese miR-10b-5p, miR-145-5p a miR-182-
5p vybranych na zakladé literarni reserse. Analyzovano bylo celkem 70 vzorkd CC a 30
kontrolnich vzork( (miR-182-5p byla analyzovana na 44 vzork( CC). Vyhodnocena data
relativni exprese nddorové skupiny byla porovnana s expresi kontrolniho souboru.
Za statisticky vyznamnou deregulaci byl povazovdn vysledek s P < 0,05. Za sniZzenou
expresi byl oznacen vysledek FC < 1,0 a za zvySenou expresi vysledek FC>2,0. Po
vyhodnoceni dat (Tabulka 5) z analyzy real-time PCR byla detekovana statisticky
vyznamné snizena exprese miR-145-5p (P < 0,0001; FC = 0,380) a statisticky vyznamné
zvysena exprese miR-182-5p (P =0,007; FC=2,128). miR-10b-5p byla mirné

deregulovana, ale vysledek nebyl statisticky vyznamny (Obrazek 15).

Tabulka 5. Relativni exprese vybranych miRNA u karcinomu cervixu

miRNA P hodnota FC
miR-10b-5p ‘ 0,147 1,403
miR-145-5p ‘ <0,0001 0,380
miR-182-5p | 0,007 2,128

Tuéné jsou zvyraznény statisticky vyznamné vysledky.

4,00

2,00

0,50

2 -AACt

0,25

0,13
miR-10b-5p miR-145-5p miR-182-5p
Obrazek 15. Porovnani relativni exprese testovanych miRNA
Do grafu jsou vyneseny hodnoty 2"22¢t (Fold change) na logaritmickém méfitku. miR-
145-5p vykazovala vyznamné sniZzenou expresi a miR-182-5p zvySenou expresi
v nadorové skupiné oproti kontrolni. U kazdé miRNA je znazornéna chybova usecka

znazornujici SEM (stredni chybu primeéru).
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5.2.1 miR-10b-5p

Rozdil exprese miR-10b-5p (Obrazek 16) tumorové a kontrolni skupiny nebyl statisticky
vyznamny (P =0,147). Byla detekovana pouze zanedbatelnd deregulace (FC = 1,403).
Pramér nadorové skupiny byl 0,489 (SEM = 0,284). Pfi analyze real-time PCR vykazovala

miR-10b-5p velmi nizkou fluorescenci (Norm. Fluoro. < 0,2).

10 ns
5
- nadorova skupina
© 9 B 8 cez=z-
3 t 13 kontrolni skupina
-5
-10
Tumor Kontrol

Obrazek 16. Porovnani exprese miR-10b-5p v nadorové a v kontrolni skupiné
Na ose y jsou vyneseny hodnoty -AACt relativni exprese. Horizontalni cara
u jednotlivych skupin oznacuje prdmér svyznacenou stredni chybou primeéru.

Rozdil mezi nddorovou a kontrolni skupinou neni signifikantni (tj. ns).
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5.2.2 miR-145-5p

miR-145-5p vykazovala statisticky vyznamné snizenou expresi oproti kontrolni skupiné
(P<0,0001; FC= 0,380). Pfi porovnani exprese mezi jednotlivymi vzorky byly
detekovany velmi malé rozdily (primér = -1,398, SEM = 0,184) v nadorové skupiné

(Obrazek 17).

10
5 %k 3k 3k %k
nadorova skupina

)
O , .
| 0 Seofos kontrolni skupina

5

-10

Tumor Kontrol

Obrazek 17. Porovnani exprese miR-145-5p v nadorové a v kontrolni skupiné

Na ose y jsou vynesena -AACt data relativni exprese. Rozdil mezi nadorovou
a kontrolni skupinou je velmi statisticky vyznamny (**** tj. hodnota P <0,0001).
Horizontalni ¢ara u kazdé skupiny oznacuje primér s vyznacenou stiedni chybou

praméru.
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5.2.3 miR-182-5p
miR-182-5p byla statisticky vyznamné zvySena ( P<0,007; FC = 2,218) v porovnani
s kontrolni skupinou (Obrazek 18). Z divodu nedetekovatelné exprese bylo 26 vzorku
vyfazeno z analyzy, aby nedoSlo ke zkresleni vysledk(. Pfi analyze real-time PCR
vykazovala velmi nizkou fluorescenci (Norm. Fluoro. < 0,3). Exprese nadorové skupiny

vykazovala vétsi variabilitu (pramér = 2,043, SEM = 0,492).
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Obrazek 18. Porovnani exprese miR-182-5p nadorové a kontrolni skupiny
Na ose y jsou vynesena -AACt data relativni exprese. Horizontalni ¢ara u kazdé

skupiny oznacduje primér svyznacenou stfedni chybou prlméru. Rozdil mezi

nadorovou a kontrolni skupinou byl statisticky vyznamny (**, tj. P < 0,01).
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5.2.4 Kombinace miR-145-5p a miR-182-5p

Na zakladé predchozi analyzy byly identifikovany miR-145-5p a miR-182-5p za statisticky
vyznamné zmeénéné u nadorové skupiny oproti kontrolni. Pro zvySeni efektivnosti
diagnostiky pomoci miRNA je vhodné je vzdjemné zkombinovat (diagnosticky
multimarker). Ziskand data relativni exprese byla vyhodnocena pomoci logistické
regrese za Ucelem stanoveni diagnostického biomarkerového potencidlu. Pro urceni
senzitivity a specifity byla vytvofena ROC kfivka (Obrdazek 19) s plochou pod ktivkou
(AUC) 0,82. Schopnost této kombinace zachytit skutecny pocet pozitivnich pfipadu je
60 % (senzitivita) a schopnost spravné detekovat skutecny pocet negativnich ndlezu je

79 % (specifita).

AUC 0,82
senzitivita 60 %
specifita 79 %

Sensitivity

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Specificity

Obrazek 19. ROC krivka kombinace miR-145-5p a miR-182-5p
Na svislé ose je vynesena hodnota senzitivity a na vodorovné ose je vynesena
hodnota 1 - specifita, tj. relativni ¢etnost falesné pozitivnich pfipad(i. Pferusovana

¢ara naznacuje plochu pod ktivkou rovnou 0,5.
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Pro tento diagnosticky multimarker byla vyhodnocena klasifika¢ni tabulka (Tabulka 6).
Tento model spravné diagnostikoval pfitomnost nadoru v 87 % (61 nalez(l) a naopak
spravné vyhodnotil negativni nalez ve 43 % (13 nalez(). Celkem 17 pfipad( identifikoval
faleSné pozitivné a 9 pripad( falesné negativné.

Tabulka 6. Klasifika¢ni tabulka diagnostického multimarkeru (kombinace miR-145
a miR-182)

Spravné

Klasifikacni tabulka = Predikce zdrava @ Predikce tumor Celkem o ,
klasifikovano

Pozorovdno zdrava ‘ 13 17 30 43,33 %
Pozorovdno tumor ‘ 9 61 70 87,14 %
Celkem ‘ 22 78 100 74,00 %

5.3 Korelace exprese miRNA s klinickopatologickymi daty

Klinickopatologicka data pacientek s CC jsou popsana v Tabulka 1. Priamérny vék
pacientek byl 47 let, nejmladsi pacientka byla ve véku 25 let a nejstarsi ve véku 76 let.
VSechny vzorky byly histologicky verifikovany jako SCC, pricemz 70 % vzork( bylo
oznaceno jako G2 (tj. stfedné diferencovany karcinom). U vétsSiny pacientek (85 %) byl
zaznamendn nadlez prekancerdzy, nejcastéji HSIL (97 %). Vaskularni invaze byla
diagnostikovdna u 43 % pacientek, ale perineuralni Sifeni pouze u 9 % pacientek. 80 %
pacientek mélo po chirurgické Ié¢bé negativni resekéni okraj. Vétsina pacientek (65 %)
neméla metastdaze vregiondlnich lymfatickych uzlinach (u 30 % pacientek nebyly
lymfatické uzliny hodnoceny). Celkem u 81 % pacientek byl karcinom omezen na misto
pavodu, tj. bez pritomnosti invaze. VSechny vzorky byly klasifikovany podle aktualni
TNM i FIGO 2018 stupnice. Statistickou analyzou byla porovndana klinickopatologicka

data s relativni expresi vybranych miRNA (Tabulka 7).
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Tabulka 7. Korelace exprese miRNA s klinickopatologickymi daty pacientek s CC

. L miR-10b-5p | miR-145-5p  miR-182-5p
Klinickopatologicka data

hodnota P
<30
Vék 30-60 0,277 0,481 0,852
> 60
G1
Grading G2 0,875 0,982 0,840
G3
3 ANO
Prekanceréza e 0,754 0,691 0,931
i LSIL
Typ prekancerézy TSI 0,004 0,832 0,877
L. ANO
Vaskularni invaze . 0,244 0,852 0,390
e ANO
Perineuralni Sifeni NE 0,098 0,998 0,013
.. . negativni
Resek¢Eni okraj — 0,039 0,003 0,734
pozitivni
NO
P 0,603 0,062 /
pN1
TNM
pT1l
0,633 0,440 0,613
pT2
|
FIGO 2018 ] 0,863 0,741 0,460

Tucné jsou zvyraznény statisticky vyznamné vysledky.

Na zakladé statistické analyzy byly zaznamendny Ctyti statisticky vyznamné korelace.
Kazda miRNA korelovala, alesponi s jednim parametrem. U miR-10b-5p byla detekovdna
statisticky vyznamné zvySend exprese u pacientek s prekancerézou typu LSIL oproti
pacientkam s typem HSIL (P = 0,004). Resekéni okraj koreloval s miR-10b-5p a miR-145-
5p. miR-10-5p méla snizenou expresi v pfipadé negativniho resekéniho okraje, zatimco
v pripadé pozitivniho méla expresi zvysenou. miR-145-5p méla statisticky vyznamné
snizenou expresi v pfipadé negativniho resekéniho okraje ve srovnani s pozitivnim. miR-

182-5p korelovala s pfitomnosti perineurdlniho Sifeni. V ptipadé pritomnosti
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perineuralniho Sifeni byla detekovana statisticky vyznamné zvySenda exprese miR-182-
5p oproti skupiné bez tohoto Sifeni. U korelace miR-182-5p s klasifikaci TNM, chybi
hodnota z divodu nedostatecného poctu vzorkd v porovnavaci skupiné. Déle byla
porovndn rozdil v expresi mezi jednotlivymi vékovymi skupinami (Obrazek 20). Nebyla
zaznamenana korelace mezi expresi vybranych miRNA a véku pacientek s CC. Dale byla
provedena regresni korelace véku s relativni expresi vybranych miRNA, ale nebyla

identifikovdna statisticky vyznamna zavislost.

B miR-10b-5p

-AACt
o
b

B miR-145-5p
miR-182-5p

<30 30-60 >60 <30 30-60 >60 <30 30-60 >60

miR-10b-5p miR-145-5p miR-182-5p

Obrazek 20. Vliv exprese vybranych miRNA na vék pacientek s CC
Na ose y jsou vynesena -AACt data relativni exprese. U kazdé skupiny je znazornéna

chybova Usecka predstavujici SEM.
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6 DISKUSE

V soucasné dobé je karcinom cervixu celosvétové ctvrtym nejcastéjSim nadorovym
onemocnénim u Zen. Patfi mezi hlavni pfiCiny umrti na nddorové onemocnéni
v rozvojovych zemich svéta napf. subsaharska Afrika (Canfell 2019). V roce 2019 vyzvala
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) k opatfenim sméfujicim k dosazeni globalni
eliminace CC. WHO vytvofila strategicky plan: rozsifeni ockovani proti HPV
a diagnostického screeningu, efektivni 1é¢ba prekancerdz a ucinnd 1écba karcinomu
(WHO 2019). Screening je zasadni pro uspésnou lécbu CC, protozZe infekce HPV byva
Casto asymptomatickd, progrese prekancerdznich lézi mlze byt latentni a Iécba

pokrocilého karcinomu je znacné obtizna i ndkladna (Rodriguez 2021).

Calin et al. v roce 2002 vytvotili jednu z prvnich studii potvrzujicich roli miRNA pfti rozvoji
nadorového onemocnéni. PresvédcCivé dukazy ukazaly, Ze exprese miRNA je
deregulovana prostrednictvim riznych mechanismi v kancerogenezi. Stale vétsi pocet
studii identifikovalo miRNA jako potencidlni biomarkery pro diagnostiku a progndézu

karcinomu (Peng a Croce 2016, Calin et al. 2002).

V soucasné dobé existuje mnoho vyzkumnych skupin zamérujicich se na expresi miRNA
u karcinomu cervixu. Ve studii Shao et al. 2020 detekovali vyrazné zvySenou expresi miR-
210-3p a jeji korelaci s klasifikaci FIGO, diferenciaci tumoru a lymfatickymi metastazemi
u CC. Ve studii Wen et al. 2021 prokazali, Ze miR-873-5p ma vyznamné sniZzenou expresi
u pacientek s CC a koreluje se vzdalenymi metastdzemi i Spatnou progndézou. Barquet-
Munoz et al. 2022 vytvofili panel miRNA spojeny s pfitomnosti metastaz lymfatickych
uzlin u ¢asného stadia CC. Mnoho studii se zaméfilo na terapii CC. Ve studii Yang et al.
2022 dosli k zavéru, Ze miR-92a-3p zvySuje odolnost vuci cisplatiné pri lé¢bé CC.
Podobné ve studii Nilsen et al. 2022 se zaméfili na studium biomarker(i nadorové

radiorezistence u CC.

V této praci se stanovila relativni exprese pfedem vybranych miRNA a vzajemna korelace
s klinickopatologickymi daty pacientek s karcinomem cervixu. Pfedmétem této prace
byla také identifikace vhodné endogenni kontroly, kterd je diskutovana v nasledujici

Casti.
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6.1 Vybér endogenni kontroly

Pro stanoveni relativni exprese je nezbytné vybrat vhodnou referenéni miRNA, kterd
umozni spolehlivou normalizaci exprese testovanych miRNA. V souéasné dobé nejsou
sjednocené normalizaCni strategie ani zadné univerzalné uzndvané referencni geny
(Chugh a Dittmer 2012). Rozdily v normaliza¢ni strategii vedou k nejednoznacné
interpretaci dat, zkreslenym zavér(im a chybnym biologickym predpokladim. Tyto chyby
znacné zhorsuji vzajemnou reprodukovatelnost studii. Volba endogenni kontroly je
kritickym krokem pred zahajenim experimentu, aby se predeslo chybné interpretaci dat
a identifikovaly se skute¢né zmény v hladinach exprese miRNA (Schwarzenbach et al.
2015). Endogenni kontrola by méla vykazovat vysokou stabilitu a hojnou expresi ve
vSech testovanych vzorcich. Ztéchto dlvodu je Zadouci endogenni kontrolu
optimalizovat pro kazdy experiment zvlast a zajistit tak jeji stabilitu v daném typu tkané

a v testovanych vzorcich (Vandesompele et al. 2002).

Endogenni kontrola by méla vykazovat podobné vlastnosti (véetné délky) jako testovany
gen. Z téchto dlivodu nelze pouZit standardné pouZivané referencni geny pro stanoveni
exprese mRNA. Rozdily v délce mRNA a miRNA ovliviuji vytéZzek izolace, reverzni
transkripci a uc¢innost amplifikace (Drobna et al. 2018). Navic pfi pouziti TagMan™
Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific) pro reverzni transkripci
(jako v této praci) se mRNA do cDNA neprepise. Jiné malé RNA jako je snRNA a snoRNA
(nejcastéji U6 snRNA) se dfive hojné pouzivaly jako endogenni kontroly ve studiich
exprese miRNA. Nicméné Gee etal. 2011 provedli studii na vyuZiti snoRNA jako
referenéniho  genu. Vtéto studii porovnavali expresi vybranych miRNA
a nejpouzivanéjsSich snoRNA vyuZivanych k normalizaci. Dosli k zavéru, Ze snoRNA
vykazuji stejnou variabilitu v expresi jako miRNA a jejich pouzivani jako referencnich
gend mUlzZe vnést zkresleni pri kvantifikaci miRNA. Stejné tak Xiang et al. 2014
identifikovali velké vykyvy v expresi U6 snRNA u nadorové i kontrolni skupiny. Ve studii
Lamba et al. 2014 oznacili U6 snRNA jako nevhodnou referencni kontrolu a pomoci
softwaru NormFinder a geNorm byla oznacena jako jedna z nejméné stabilnich. Jiné typy
RNA nemaji stejné vlastnosti jako miRNA, proto je dnes doporucovdno pouzivat
referencni gen pattici do stejné tfidy RNA (Chang et al. 2010). Vandesompele et al. 2002

prokazali, Ze wvyuziti pouze jednoho genu vede krelativné velkym chybam
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a nejpresnéjsich dat Ize dosdhnout pouzitim geometrického priaméru vice referencnich

genu.

Strategie pro vybér vhodné endogenni kontroly se v rliznych experimentech lisi. Cilem
studie Schwarzenbach et al. 2015 bylo vytvofit idealni model vybéru endogenni
kontroly. Ten byl zaloZzen na vybéru kandidatskych miRNA na zakladé literarni reserse
a nasledné validaci qRT-PCR v podskupiné vzorkd. Pokud by vybrané miRNA nebyly
stabilni, doporucuji alternativné ptidat exogenni miRNA. Peltier a Latham 2008 vytvorili
globalni strategii pro vybér kandidatskych endogennich miRNA. Pro stanoveni exprese
miRNA vyuZili techniku microarray a pro vybér kandidatnich miRNA stanovili 4 kritéria,
na zakladé kterych data vyfiltrovali a vybrali 10-15 miRNA. Nasledné provedli validaci

gRT-PCR a ziskana data analyzovali algoritmy geNorm a NormFinder.

V této praci se zvolila nasledujici strategie pro vybér endogenni kontroly: prvotni analyza
real-time PCR na mikrofluidni karté svybranymi 30 potencidlnimi endogennimi
kontrolami (testovano na smési vzork(l a smési kontrol); analyza webovym prohlize¢em
RefFinder (nastroje Delta Ct, BestKeeper, NormFinder a geNorm); analyza TagMan™
Advanced real-time PCR Ctyf nejstabilnéjSich miRNA na vsech vzorcich nadorové

i kontrolni skupiny a analyza softwarem BestKeeper a geNorm.

Pti vybéru endogenni kontroly se ve vétsiné pripadl pfistupuje k analyze dat, nékterym
z vySe zminénych algoritmd. Z Tabulka 4 m(zZeme vidét, Ze algoritmy mohou dojit
k podobnym zavérlim (Delta Ct vs. NormFinder) nebo velmi odliSnym (NormFinder vs.
BestKeeper). Z téchto dlvodl byla zvolena kombinace algoritmi s vyuzitim webového
prohlize¢e RefFinder (Xie et al. 2012), ktery integruje vSechny 4 algoritmy pomoci
geometrického pridméru do jednoho vysledného Zebficku (comprehensive ranking).
Stejné tak ve studiich Zhang et al. 2016 a Dunislawska et al. 2020 zvolili pro vybér

referencniho genli kombinovany algoritmus RefFinder.

V této praci byla vybrana kombinace miR-25-3p a miR-423-5p jako endogenni kontrola.
Starsi studie profilovani miRNA u karcinomu cervixu vyuZzivaji jako endogenni kontrolu
U6 snRNA, napftiklad Pereira et al. 2010. Studie Nilsen et al. 2019 vybrala jako
nejvhodnéjsi referencéni kontrolu miR-151a, miR-152 a miR-423 pro cervikdlni tkan.

V porovnani se ziskanymi daty v této praci a s vysledky analyzy (Tabulka 4) vysla miR-
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151a-5p jako jedna znejméné stabilnich, coZz potvrzuje doporuceni optimalizace
endogenni kontroly pred kazdym experimentem. Naopak podobného vysledku dosahla
studie Babion et al. 2017, ktefi vyhodnotili jako nejstabilnéjsi a nejvhodné;jsi endogenni

kontrolu miR-423 pro karcinom cervixu.

6.2 Rozdilna exprese vybranych miRNA u karcinomu cervixu

Detekce vyznamnych deregulaci miRNA exprese ma velky potencial, jelikoZz miRNA jsou
slibnymi diagnostickymi markery v klinické praxi. miRNA jsou dobre detekovatelné ve
vzorcich tkané i krve, snadno extrahovatelné a odolné vici degradaci. miRNA byly
poprvé stanoveny jako biomarkery nadorového onemocnéni v roce 2008 vyzkumnou
skupinou Lawrie et al. u difuzniho velkobunécéného B-lymfomu. NejvétsSim potencidlem
jsou multimarkerové modely miRNA pro presnou diagndzu, fizenou lé¢bu a vyhodnoceni
citlivosti na Ié¢bu. Napriklad identifikace miRNA profilu v moci u lupusové nefritidy
umozZnila vcasnou detekci rendlni fibrézy (Solé et al. 2019). U heterogenniho
onemocnéni jako jsou karcinomy, je multimarkerovy pfistup velice nadéjny. Pouziti
miRNA jako biomarkerl je stdle vrané fazi, protoZze vysledky postradaji
reprodukovatelnost (Condrat et al. 2020). Pro vyteSeni problému je nutné vyvinout
standardizované postupy pro preanalytickou fazi, prepravu a skladovani, analytickou fazi

(z ddvodu rozmanitosti pouzivanych technologii) a vyslednou analyzu ziskanych dat.

Pro stanoveni exprese vybranych miRNA se zvolila metoda real-time PCR s vyuZitim
TagMan™ Advanced miRNA Assays. Spolu se sadou TagMan™ Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit se jedna o rychly a jednoduchy postup pro citlivou a specifickou kvantifikaci
zralych miRNA. Pro stanoveni relativni exprese se vyuZila metoda 222¢ (Livak
et Schmittgen 2001). Jedna se o nejpouzivanéjsi pristup kvantifikace miRNA, pfi které
neni potreba stanovit standardni kifivku a zaroven je dostatecné citlivd a specificka.
V ramci této metody se ziskana data normalizovala na endogenni kontrolu, kterou bylo
tfeba predem vybrat pro tento experiment (viz. 6.1 Vybér endogenni kontroly). Relativni
exprese se stanovila u tfech vybranych miRNA (miR-10b-5p, miR-145-5p, miR-182-5p).
Tyto miRNA byly vybrany na zakladé literarni reSerSe a integrované genomické studie
228 karcinom( cervixu vyzkumnou siti The Cancer Genome Atlas Research Network

(TCGA 2017).
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Prvni vybranou miRNA, ktera by mohla mit potencial jako diagnosticky marker u CC, byla
miR-10b-5p. Nékolik studii potvrdilo korelaci exprese miR-10b u rlznych typa karcinomu
napft.: u kolorektalniho karcinomu (Chang et al. 2011), gliomu (Li et al. 2019) a jaterniho
karcinomu (Zhao et al. 2020). Nékolik studii také identifikovalo deregulaci miR-10b-5p
pfimo u karcinomu cervixu (Zou et al. 2016, Hou et al. 2017). V této studii se nepodafilo
detekovat statisticky vyznamnou deregulaci miR-10b-5p u CC (P = 0,148). Pti porovnani
relativni exprese nddorové a kontrolni skupiny nebyly detekovany statisticky vyznamné
rozdily (Obrazek 16). Naproti tomu byla detekovdna statisticky vyznamné snizena
exprese pacientek s prekancerézou LSIL oproti pacientkdm s HSIL (P =0,004). Tyto
vysledky mohou byt zkreslené z dlivodu malého souboru, a proto nejsou relevantni. Pro
potvrzeni korelace mezi typem prekancerdzy a exprese miR-10b-5p je nutny dalsi
vyzkum s vétSim vybérovym souborem a predevSim s rovnomérnym zastoupenim

vzorkd obou porovnavanych skupin.

Dalsi testovanou miRNA byla miR-145-5p (Obrazek 17), u které byla detekovana
statisticky velmi vyznamné snizena exprese oproti kontrolni skupiné (P <0,0001;
FC = 0,380). Ke stejnym vysledkiim dosli Yu et al. 2021, kteti detekovali snizenou expresi
miR-145 u CC. V souladu s vysledky této prace Anton et al. 2017 popsali mechanismus
naruseni cervikalni epitelidlni bariéry prostfednictvi miR-145. Geny apoptdzy, BCL2
a BIRC5, a proliferacni geny, CDK1 a CCND2, byly potladeny plsobenim miR-145.
miR145-5p plsobi jako tumor supresorovy gen a v soucasnosti se uvadi, Ze miR-145-5p
cili na Fascin (He et al. 2020) nebo podjednotku 1 cilenou na myosin fosfatdzu (Lei et
al. 2017), ¢imz reguluje proliferaci, migraci a invazi karcinomu. miR-145-5p je slibnym

terapeutickym cilem pro I1é¢bu karcinomu cervixu na molekularni drovni.

Posledni testovana miR-182-5p méla statisticky vyznamné zvySenou expresi, P < 0,007,
FC=2,128 (Obrazek 18). Fluorescence nékterych vzork( byla pod detekovatelnym
limitem pouZité metody (real-time PCR s pouZitim TagMan™ Advanced miRNA Assay),
proto byly tyto vzorky z analyzy miR-182-5p vyrazeny. Ve studii Tang et al. 2013 dosli ke
stejnému vysledku a detekovali nadmérnou expresi miR-182 u CC. miR-182-5p pusobi
jako onko-miRNA a jeji inhibice by mohla vyvolat regresi rlistu nadoru. Mnozstvi studii
zameérujicich se na expresi miR-182-5p u CC neni pro porovnani vysledkll mnoho, ale i u

jinych typ( karcinom( byla potvrzena zvysena exprese miR-182. Ve studii Krishnan et al.
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2013 odhalili, Ze miR-182-5p reguluje biochemickou reakci na poskozeni DNA a zaméruje
se na sit genl zapojenych do opravy DNA u karcinomu prsu. Hirata et al. 2013 potvrdili
korelaci exprese miR-182-5p s progndzou karcinomu prostaty, ¢imz by mohla byt
potencidlné vyuZita jako prognosticky marker. V rdmci této prace se exprese miR-182-
5p porovndvala se zaznamenanymi klinickopatologickymi daty a byla nalezena
statisticky vyznamna korelace exprese miR-182-5p se zaznamenanym perineuralnim
Sirenim (P = 0,013). Vyznamna korelace mize byt zkreslend z divodu nerovhomérného
zastoupeni vzorkd v porovndvanych skupinach. Pro potvrzeni korelace je nutny dalsi

vyzkum s vétsim vybérovym souborem.

Na zakladé stanoveni relativni exprese a statistického vyhodnoceni se identifikovaly
miR-145 a miR-182 jako potencialni diagnostické markery. Pro zvyseni diagnostického
potencidlu je vhodné tyto miRNA vzajemné zkombinovat do diagnostického panelu
a pro zvyseni senzitivity a specifity pridat do tohoto panelu dalsi miRNA, na coz se muze
navazat dalSim vyzkumem. Studie Zhang et al. 2015 vytvofili miRNA panel v séru pro
detekci karcinomu cervixu, skladajici se z miR-16, miR-195, miR-2861 a miR-497.
Podobné ve studii Aftab et al. 2021 navrhli panel Sesti miRNA v moci (miR-21-5p, miR-
155-5p, miR-199a-5p, miR-145-5p, miR-218-5p a miR-34a-5p) pro diagnostiku
a progndzu karcinomu cervixu. Problémem diagnostickych miRNA panell je, Ze
nevykazuji dostatecnou specifitu, jelikoz sdileji stejné expresni profily s karcinomem
prsu nebo vajecnikd. Pro stanoveni efektivnosti navrhnutych diagnostickych panell je
tfeba kromé porovndvani nadorové a kontrolni skupiny daného karcinomu, ovérovat

i specifitu mezi pfibuznymi karcinomy.
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7 ZAVER

Karcinom cervixu je ¢asto se vyskytujici malignita u Zen, jehoz rana faze byva latentni.
Z divodu malo citlivych a specifickych screeningovych metod pro ¢asnou diagnostiku
karcinomu cervixu bylo cilem této diplomové prdce stanovit relativni expresi vybranych
miRNA jako potencidlnich diagnostickych marker(. V ndvaznosti na dfive stanovené cile

v této diplomové praci se doslo k nasledujicim zavérim.

V radmci této prace se nejdfive navrhla normaliza¢ni strategie pro vybér nejvhodnéjsi
endogenni kontroly. Na zakladé vysledk(l dat analyzy real-time PCR a statistickych
algoritmi se uspésné podafilo vybrat nejvhodnéjsi endogenni kontrolu, ktera
vykazovala nejvétsi stabilitu napfi¢ testovanymi vzorky vdaném typu tkané. Jako

endogenni kontrola byla vybrana kombinace miR-25-3p a miR-423-5p.

Celkem bylo testovano 70 vzorkd karcinomu cervixu a 30 kontrolnich vzork( pro
stanoveni relativni exprese miR-10b-5p, miR-145-5p a miR-182-5p. Pomoci statistické
analyzy ziskanych dat se identifikovala statisticky vyznamné sniZzend exprese u miR-145-
5p a vyznamné zvySend exprese u miR-182-5p. Kombinace téchto dvou miRNA by mohla

byt vyuZita jako potencialni diagnosticky marker karcinomu cervixu.

Statisticky vyznamna korelace byla zaznamenana u miR-10b-5p v souvislosti s typem
prekancerdzy a miR-182-5p v souvislosti s perineurdlnim Sifenim. Z ddvodu malého
vybérového souboru v jednotlivych porovnavanych skupinach nelze tyto vysledky
povazovat za relevantni, ale davaji podnét pro dalsi vyzkum. Podnétem pro dalsi vyzkum
by mohla byt také identifikace epigenetickych zmén podilejicich se na prechodu
prekanceréznich bunék do invazivniho karcinomu. To by mohlo byt vyuZito pro vyvoj

preventivnich diagnostickych testu jesté v premalignim stadiu karcinomu cervixu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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CcC
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Ct

CIN

DDR
DGCR8
DNMT
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dsDNA
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HPV
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miRBase
miRNA
mRNA
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PCR

pRb
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RAN
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SCC

Scl

atypical squamous cells of undetermined significance
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cervical cancer

complementary DNA

cycle treshold

cervical intraepithelial neoplasia

DNA damage respond

DiGeorge syndrome critical region 8

DNA methyltransferase

fold change

formalin-fixed paraffin-embedded
Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
double-stranded DNA molecule

guanosine triphosphate

human papillomavirus

high-grade squamous intraepithelial lesion
low-grade squamous intraepithelial lesion
microRNA Registry

mikroRNA

messenger RNA

National Cancer Institute

test by Papanicolaoua

polymerase chain reaction

retinoblastoma protein

precursor miRNA

primary miRNA transcript

ras-related nuclear protein

RNA-induced silencing complex

squamous cell carcinoma

squamocolumnar junction
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SEM
SnRNA
snoRNA
TCGA
TNM
WHO

standard error of the mean
small nuclear RNA

small nucleolar RNA

The cancer Genome Atlas
Tumour, Node, Metastasis

World Health Organization
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