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Abstrakt

Hledani markerti nemoci je v poptedi védeckého zajmu. Biomarker specifické nemoci by mé¢l
slouzit jako pomocnik pfi 1é€bé dané nemoci — at’ uz pro diagnostiku onemocnéni nebo pro
progndzu jejiho prabéhu. V nasi studii jsme se zaméfili na vyuziti mikroRNA — kratkych
RNA, které svym nasedanim na mRNA reguluji priabéh exprese jednotlivych proteint.
MiRNA jsou piedmétem studia diky jejich stabilit¢ a funkci v regulaci mnoha bunéénych
procest. V neposledni fadé¢ maji mozné uplnaténi jako biomarker u mnoha onemocnéni.
V naSem ptipadé¢ to jsou spinocelularni nadory hlavy a krku (HNSCC). Jelikoz je tento druh
nadorového onemocnéni §iroce rozsifen a klinicky vyznamné markery zde chybi, je nasim
zajmem hledat nové druhy markerd, umoziujicich véasnou diagnostiku nemoci a co
nejpresnéjsi stanoveni progndzy.

Vybrali jsme 3 kandidatni miRNA (miR-29c-3p, miR-200b-5p, miR-375-3p), u kterych jsme
metodou gRT-PCR provedli profilaci jejich expresi ve tkanich pacienti s HNSCC. Expresi
miRNA ve 42 vzorcich nadorové tkané jsme porovnali sexpresi miRNA ve tkanich
priléhajicich k nddoru. Tkan obklopujici nador je zajimava z hlediska svych vlastnosti,
histologicky vypada jako tkan zdrava, ale pfi bliz§im zkoumani tomu tak neni. Je ovlivnéna
tkani nadorovou a muze pfispivat k progresi nadoru. Podatilo se nam rozlisit tyto dvé tkané
pomoci miR-29¢-3p a miR-375-3p. Dalsi analyzy byly zaméfené na expresi miRNA
korelovanou s klinicko-patologickymi stavy pacientt jako je souvislost s pozitivnim nalezem
na uzlinach (miR-200b-5p) a souvislost s gradingem nadoru (miR-29c-3p, miR-200b-5p). U
provedenych analyz pteziti byla identifikovana exprese miR-29c, ktera se ukézala jako mozny
prognosticky marker. Celkové jsou tyto vysledky pitinosné pro mozné budouci vyuZziti

miRNA jakozto diagnostickych a prognostickych biomarkerd HNSCC.



Abstract

Searching for markers of disease is at the forefront of scientific interest. Biomarker of a
specific disease should help in disease management - whether for diagnosing a disease or
predicting its progress. We picked microRNAs - short RNAs that regulate mMRNA translation,
due to their stability and function in the regulation of many cellular processes. Therefore they
can be used as a biomarker for many diseases. In our study we focused on neck squamous cell
carcinoma (HNSCC), since this type of cancer is widespread and clinically important markers
are missing. It is in our interest to seek new kinds of markers, suitable for early diagnosis of
the disease and the most accurate assessment of prognosis.

We selected 3 candidate miRNA (miR-29c-3p, miR-200b-5p, miR-375-3p) and used
gRT-PCR method to profile their expression in tissues of patients with HNSCC. MiRNA
expressions in 42 tumor samples were compared with the miRNA expression in adjacent
tissue of the tumor. Adjacent tissue surrounds the tumor and has interesting properties, as it
looks like a histological normal tissue, but on closer inspection it is not. It is affected by tumor
tissue and may contribute to tumor progression. We managed to distinguish between these
two tissues using miR-29c-3p and miR-375-3p. Additional analyzes were focused on miRNA
expression and their correlation with clinic-pathological condition of the patient. We found
the link between node positivity and expression of miR-200b-5p. MiR-29¢-3p and
miR-200b-5p were associated with tumor grade. Survival analysis revealed connection
between miR-29c-3p and patients prognosis. Overall, these results are useful for assessment

of selected miRNAs as diagnostic and prognostic biomarkers of HNSCC.



Seznam zkratek

HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma
miRNA mikroRNA

OPC oral and pharyngeal cancer
HPV human papillomavirus

TIL tumor-infiltrating lymphocytes
TAM tumor-associated macrophages
MSC mesenchymal stem cells

CAF cancer-associated fibroblast
ECM extracelularni matrix

P nador-ptilehla tkan

N nadorova tkan

nt nukleotidy

3'UTR 3" untranslated region

pri-miRNA  primarni miRNA
pre-miRNA  prekurzorova miRNA

RISC RNA induced silencing komplex

MRNA mesengerova RNA

EMT epitelidlné-mezenchymalni tranzice

ZEB1 zinc-finger E-box-binding homeobox 1

MSN Membrane-Organizing Extension Spike Protein
FHOD1 Formin Homology 2 Domain Containing 1
CTNNB1 Catenin (Cadherin-Associated Protein), Beta 1
PLCG1 Phospholipase C Gamma 1

SEC23A Sec23 Homolog A, Coat Complex 1l Component
CXCL1 C-X-C Motif Chemokine Ligand 1

PITX1 Paired Like Homeodomain 1

CDH1 Cadherin 1

CRB3 Crumbs 3, Cell Polarity Complex Component
PATJ Protein Associated To Tight Junctions

LLGL2 Lethal Giant Larvae Homolog 2

cDNA komplementarni DNA

gRT-PCR kvantitativni polymerazova reakce v realném Case
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area under curves
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1. Teoreticky uvod

1.1. Spinocelularni nadory hlavy a krku
Rakovina dutiny ustni a hltanu (oral and pharyngeal cancer (OPC)) je klasifikovana jako
maligni neoplasma rtl, dutiny Ustni (jazyk, slinné zlazy, nadory, vyristajici z kiize, cév, nerva
a dalsich tkani) a hltanu (orofarynx, nasopharynx a hypofarynx). Celych 90 % téchto nadord
tvofi spinocelularni karcinomy (dlazdicovy karcinom, zhoubny nador vychazejici z epitelové
tkané). [1]
Spinocelularni karcinomy hlavy a krku (Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC))
jsou Sestym nejcastéjSim typem nadord, u kterych je i pfes nové lé€ebné ptistupy celkové
pétileté preziti téchto pacientti pouze 50%, hlavné kvili vysoké mife recidivy a pokrocilému
stadiu choroby pfi diagnéze. [2, 3] V priubéhu poslednich 30 let se epidemiologie HNSCC
rapidné zménila. Zatimco diive byly tyto nadory Cast&jsi u starSich osob s historii pozivani
alkoholickych a tabakovych vyrobki, nyni jsou pozorovany u osob ve véku 40-50 let bez této
historie. Je to diky zvySenému vyskytu lidského papilomaviru (HPV), ktery je velkym
rizikovym faktorem pro rozvoj HNSCC. Incidenci HNSCC asociovaného s HPV ma na
svédomi sexudlni chovani téchto mladsich jedinc — nizky vék pii prvnim pohlavnim styku,
historie vyskytu genitalnich bradavic, vysoky pocet sexualnich partnert. [4, 5]
V roce 2015 bylo diagnostikovano odhadem 45 780 pacienti s OPC v USA (z toho 71.3%
muzi — toto Cislo odpovidd 4% vSech diagnostikovanych rakovin u muz) a 8650 umrti
(69,4% muzu) bude pri¢itano OPC. [6] V dusledku téchto znepokojivych tdaji je jasné, Ze je
tieba, aby byl nalezen spolehlivy a specificky biomarker tohoto onemocnéni — pro diagnézu,
prognozu 1 predikci terapeutické odpovédi.
Pro brzky zachyt HNSCC stale chybi dostate¢na screeningova metoda, kterd by onemocnéni
dokézala odhalit ve stadiu pre-malignich 1ézi ¢i raném stadiu kancerogeneze. Uginny marker
pfitomnosti ¢i progrese HNSCC by mohla byt exprese miRNA specifickych pro pfitomnost

nadorové tkané.

1.2. Diagnostika a 1é¢ba HNSCC
Nédory hlavy a krku jsou casto diagnostikovany zrakem, pohmatem, pfimymi a nepfimymi
endoskopickymi metodami. Pro zakladni popis nadoru a progndzy slouzi systém gradingu a

stagingu. Jednotliva nadorova onemocnéni maji tento systém modifikovan. [7] Grading se
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urcuje mikroskopicky, je tedy tifeba histologicky vzorek tkdné a popisuje diferencovanost

nadoru.

Gradingové rozdéleni pro HNSCC:

GX: Grading nelze hodnotit
G1: Dobfte diferencovany
G2: Stredné¢ diferencovany
G3: Malo diferencovany
G4: Nediferencovany

Staging popisuje rozsah nadoru, pro néjz pouziva syst¢tm TNM vyvinuty AJCC (American

Point Committee on Cancer):

T: velikost tumoru ¢iselnym oznacenim
N: rozsifeni na lymfatické uzliny

M: rozsifenost rakoviny a jeji metastazy

Metody pfinasejici informaci o rozSifeni postizeni (v€. lymfatickych uzlin) jsou: rentgen,

pocitacova tomografie ¢i magneticka rezonance. Metastatické postizeni krénich uzlin je velmi

Casté a pro tuto diagnostiku lze pouzit sonografii krku. Uzliny postizené nadorem se oznacuji

jako pozitivni uzliny.

Lécba pak zavisi na povaze nadoru a muze zahrnovat: chirurgii, radioterapii, chemoterapii

nebo nejéastéji kombinaci téchto 1é¢ebnych postupti. [8]

1.3. Nadorova tkan

Za fyziologickych podminek je prostfedi builky dikladné regulovano velkym poctem

molekul, které zajist'uji rovnovahu mezi procesy jako je bunécna proliferace, diferenciace a

apoptoza. [9] Naruseni stability téchto procesi muze vést ke karcinogenezi. Postup

karcinogeneze, vedouci ke vzniku nadoru, je dle Hanahana a Weinberga charakterizovan

deseti znaky maligni transformace:

a)

b)
c)
d)
e)
f)
g)

sobéstacnost v produkci rastovych signal, necitlivost k signdlim zastavujicim
bunécny cyklus

tvorba metastdz

poskozeni apoptozy

neomezeny replikacni potencial

posileni angiogeneze

deregulace energetického metabolismu

unik pfed imunitnim systémem
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h) genomova nestabilita
1) mutace a nddorem vyvolany zanét.

Posledni dva znaky jsou podminujici — bez nich by se ostatni podminky maligni transformace
neuskutec¢nily. [10]

Nadorové mikroprostiedi mizeme rozdé€lit na nadorovy parenchym, tvofici vlastni nadorové
buiiky a nadorové stroma, obsahujici nenddorové bunétné i nebunéné komponenty, které
v disledku pusobeni transformovanych bunék nadoru poskytuji podporu pro funkci a rast
nadorovych bunék. [11] Mezi nenadorové komponenty fadime bunky imunitniho systému:
nador infiltrujici T-lymfocyty (tumor-infiltrating lymphocytes — TIL) ¢i s nadorem asociované
makrofagy (tumor-associated macrophages — TAM), mezenchymové kmenové bunky
(mesenchymal stem cells — MSC), bunky krevnich cév, pericyty a s nadorem asociované
fibroblasty (cancer-associated fibroblasts — CAF). CAF jsou velmi znatelné spjaty s progresi
nadorii. Nebunécné komponenty naddorového stromatu jsou tvotfeny predev§im extracelularni
matrix (ECM), vniz jsou soustiedény cytokiny, rustové a angiogenni faktory a rizné
bioaktivni molekuly. [12] Podstatné pro vysledny tvar a chovani nadoru je pomér téchto dvou
slozek, prevazuje-li stroma, nador je tuhy az tvrdy (tzv. skirhoticky), zatimco pfi pfevaze
parenchymu je nador mekky (tzv. meduldrni). Byvé velmi obtizné vymezit prostorové
ohrani¢eni nadoru, diky jeho komplexnosti a neustalé komunikaci bunék. Mlizeme fict, ze
nadorovou tkan obklopuje tkan zdrava, dle histologického pohledu, tato tkan je vSak vyrazné
ovlivnéna pfitomnosti nddoru, coz mize vést ke zméndm expresnich profild oproti tkani
skute¢né zdravé.

Nadorové mikroprostiedi je rovnéz charakterizovano kyslikovou deprivaci — hypoxii az
anexii, deprivaci glukozy a energie, vysokym mnoZstvim laktitu a extracelularni acidozou.
Toto mikroprostfedi je do zna¢né miry dano abnormalnim cévnim zasobenim nadoru a

heterogenni mikrocirkulaci. [13]

1.4. Tkan priléhajici k nadoru
Okoli nadorového mikroprostiedi neni pevné oddé€leno ,,pfepazkou”, kterd by razantné
separovala nador stroma a zdravou tkan. Buiiky mezi sebou stale komunikuji a tim vytvari
,meziprostiedi, které neni ani zdravé a ani nadorové. Této tkani fikdme nador-ptilehla tkan
(P). Jde o histologicky normalni tkan, ktera je vSak parakrinné ovlivnéna pfitomnosti nadoru,
takze zmény v expresi miRNA v této tkani mohou mit prognosticky vyznam a ukazovat na
miru pokrocilosti nadoru a nékteré procesy, které by odhalily pozdé¢jsi recidivu nadoru

V tomtéZ miste.
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Tato tkan obsahuje mnoho bunécnych komponent, z nichZ jsou nejzajimavéjsi fibroblasty,
které jsou zde Vv aktivované formé&. Normalni zdravé fibroblasty jsou zodpovédné za udrzeni
tkanové homeostazy a celistvost zdravych tkani. Podileji se tak na celé fad¢ biologickych
procest, jako je hojeni ran a starnuti. [12] Aktivované fibroblasty maji potencial vyvolat
karcinogenezi diky své vyssi proliferacni a sekrecni aktivité, jsou vybornym zdrojem pro
tvorbu CAF. Nachazi se v hojici-se tkani, stejné jako na hranici tkan¢, kde byl chirurgicky
odstranén nador. Tam muze hrat dilezitou roli v recidivé nadorového onemocnéni. [14, 15] U
karcinomu jicnu byla studovana miR-21, kterd svym pisobenim pravdépodobné piispiva

k aktivaci fibroblastu, tudiz i k tvorbé novych CAF. [16]

1.5. MiRNA
MIRNA jsou kratké nekodujici regulatorové RNA o velikosti okolo 20 nukleotidd (nt), které
ovliviiuji genovou expresi na posttranskripéni Grovni svym nasedanim na 3'UTR useky
cilovych mRNA. Od roku 1993, kdy byly objeveny, se zdjem o tyto vysoce konzervované

modulatory genové exprese stale zvySuje. [17]

1.5.1. Biogeneze miRNA
Geny pro miRNA obsahuji vlastni promotory a ptepisuji se v jadie z DNA do RNA pomoci
RNA polymerazy II. Vysledny primarni transkript (pri-miRNA) se za pomoci specifickych
proteinti (Drosha a Pasha) sestfihuje na prekurzorovou miRNA (pre-miRNA), kterd ma
podobu vlasenky a je pak transportovana do cytoplazmy (pomoci transportniho proteinu
Exportinu 5). V cytoplasmé je vlasenka S$tépena endonukledzou Dicer a prvni vlakno
z vlasenky je degradovano, druhé je zapojeno do multiproteinového komplexu RISC
(mi-RNA induced silencing komplex). To, které vlakno bude zapojeno do RISC, rozhoduje,
zda je pak molekula nazvana s koncovou -3p nebo -5p. V tomto stadiu se mize miRNA vazat
na mRNA. Vznika duplex miRNA-mRNA a stupeni homologie duplexu ma pak rozhodujici
vliv pro kone¢ny regula¢ni uc¢inek molekuly miRNA. Je-li komplementarita bazi uplna, dojde
k degradaci mRNA, pii netplné komplementarit¢ mutze dojit pouze k translacni represi
MRNA (obr. 1). Tim mRNA nedokon¢i proces translace — neptelozi se do proteinové

struktury a mize nastat represe riznych biologickych drah tykajici se dané mRNA. [18-23]
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Obr. 1: Biogeneze miRNA. Primarni transkript je v jadie procesovan endonukledzami Drosha a
Pasha do pre-miRNA, ktera je pak Exportinem 5 pievedena do cytoplasmy. Dicer ihned rozpoznava
pre-miRNA, §tépi ji a vimezefuje do komplexu RISC pouze jedno vlakno (druhé je degradovano). Na
zaklad¢é komplementarity bazi pak dojde k degradaci nebo translacni represi mRNA.

1.5.2. Funkce miRNA

MiRNA ovliviiuji déni v burice zasadné — degradaci cilové mMRNA zabrani expresi proteinu,
ktery miize byt velmi dilezity — bud’ jako tumor-supresorovy protein nebo jako onkogen.
Jedina miRNA muze cilit az na stovky riznych mRNA. [24] Viz obr. 2.

MiRNA jsou zapojeny do bunécnych drah na mnoha trovnich jako je apoptoza, autofagie,
nekroptoza, proliferace, diferenciace. [25-28] VSechny tyto drahy maji pii svém
nefyziologickém chodu moZnost Gcasti na tumorgenezi. Poskozeni u riznych krokd pfi
procesovani miRNA muze vést ke zvySené tumorgenezi. [29] Tomuto dé&ji nahrava i fakt, ze
vice nez polovina genti pro miRNA se nachazi v regionech spojenych s nadory nebo na
fragilnich ¢astech chromozomt, které jsou nejcastéji pti tumorgenezi mutovany. [30]

Mnoho studii uz prokazalo, ze deregulace urCitych miRNA jsou velice uzce spojena

S patogenezi nadorovych onemocnéni, vé. HNSCC. [31, 32] Tyto miRNA jsou pak v dané
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nemocné tkani snizené ¢i zvySené exprimovany, a na profilaci jejich expresi se d4 postavit

velmi slibny a specificky biomarker. [31, 33, 34]

1.5.2.1. Tumor-supresorové miRNA
Tumor-supresorové miRNA cili na onkoproteiny, ¢imz pfi své fyziologické funkci udrzuji
V buiice vyrovnany stav. Jsou velice ¢asto deregulované v nadorovych buiikach, stejné tak i u

HNSCC (vétSinou snizen¢ exprimovang).

1.5.2.2. OnkomiRNA
Onkogenni miRNA suprimuji tumor-supresorové geny, ¢imz zvysSuji moznost nadorového
bujeni. V nddorech jsou proto casto hladiny onkogennich miRNA zvySené. Jsou zndmy

stovky miRNA zapojeny do rtiznych nadorovych fenotypi. [35]

OnkoMiRNA Tumor-supresorove MiRNA

Nador

Progrese
Epitelialné-mezenchymalni tranzice (EMT)
Metastazy
Rezistence k terapii

Onkoprotein

urajord Aaorosardns-Towmny,

Obr. 2: Schéma fungovani onkogennich miRNA a tumor — supresorovych miRNA

1.5.3. MiR-29c-3p
Primarni sekvence: 5'- UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA -3’
MiR-29¢c-3p je deregulovana u riznych typi nadorovych onemocnéni, vcetné karcinomu
nosohltanu a jicnu. [36-38] MiR-29c ma tumor-supresorovy efekt u hepatocelularniho

karcinomu, u rakoviny slinivky bfi$ni a zaludku. [39-41]

1.5.4. MiR-200b-5p
Primarni sekvence: 5'- CAUCUUACUGGGCAGCAUUGGA -3’
MiR-200b-5p patti do tumor-supresivni miRNA rodiny miR-200, ktera hraje kli¢ovou roli pfti
epitelialné-mezenchymalni tranzici (EMT). Ta je vyznamna fyziologicky V embryonalnim
vyvoji a patologicky v procesu karcinogeneze, kde se diky EMT nezadoucné méni epitelialni

buitkka na mezenchymalni a mizZe tak projit skrze bazalni membranu do krevniho fecisté.
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Takto mohou nadorové bunky pak migrovat v téle pacienta. [42] [43] Rodina MiR-200 je
dobrym piikladem, jak z jednoho genu muze byt exprimovano vice miRNA, které spole¢né
reguluji nekolik cild. V epitelidlnich bunikach miR-200b a miR-200a siln¢ potlacuji expresi
transkripéniho faktoru zinc-finger E-box-binding homeobox 1 (ZEB1) pfes vicero mist na
3’'UTR dané mRNA. Pokud je ZEB1 exprese indukovana (naptiklad transformaci rastového
faktoru B), tak ZEB1 potlacuje zpétn¢ gen pro rodinu miR-200 a dalsi epitelidlni geny, ¢imz
podporuje EMT. [44] Viz obrazek ¢. 3. MiR-200b-5p je studovana také jako mozny
biomarker pro diagnostiku rakoviny plic a jeji progresi (rozdil mezi adenokarcinomem plic a

granulomem). [45]

PLCG1

SEC23A cxcL1  genu, piimé cile miR-200b a
CFL2 ﬁmx; miR-200a

EMSN Ptiklady pro-mesenchymalnich
4FHOD1 CTNNB1

Translacni represe - gﬁm
/wi[aml represe
ZEB1 [ ) ] 13 UTR
l Translace
-1 Rodina miR-200, sekvence
4 Seed region
u’;;i’«;q\ miR-200a  URAABACUGUCUGGUAACGAUGU
’_) miR-141  UAABACUGUCUGGUAAAGAUGG
1 miR-200b UAAUACUGICCUGGUAAUGAUGAC
CDH1 PAT) miR-200c URAUACUG|CCGGGUAAUGAUGG
CRB3 LIGL2 miR-429  UAAUACUGUCUGGUAAAACCGU

Priklady pro-epitelidlnich gent
piimo potlacovanych proteinem
ZEB1

Obr. 3: Regulac¢ni smycka mezi rodinou miR-200 a proteinem ZEB1: V epitelialnich
burikdch miR-200a a miR-200b siln¢ potlacuji expresi proteinu ZEB1 pomoci posttransla¢ni
represe na jeho 3'UTR mRNA. Dale zde potlacuji expresi gend zapojenych do cytoskeletalni
dynamiky (MSN, CFL2, FHOD1, CTNNB1), bunétné migrace (PLCG1, SEC23A) a bunécné
diferenciace (CXCL1, PITX1). ZEBI po své translaci uml¢uje pro-epitelialni geny (CDHL1,
CRB3, PATJ, LLGL2), ¢imz pfispiva k EMT a zaroven umlCuje i expresi miR-200

mechanismem translacni represe. Pievzato a upraveno z [44]

1.5.5. MIiR-375-3p
Primarni sekvence: 5'- UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUA — 3~
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Siln¢ snizena exprese miR-375 je ptitomna u 91% pacientt s HNSCC a mize zapficinit
deregulaci proliferace a apoptozy, coz ve vysledku muze vést k nekontrolovatelnému
bunéénému rustu. [46, 47] MIR-375 byla zkoumana i v souvislosti s miR-221, kdy jejich
pomér v danych tkanich muze indikovat, zda se jedna o nadorovou ¢i zdravou tkan. [48] Pti
vyzkumu HPV-asociované karcinogeneze se miR-375 ukazala jako vyznamny supresor
mnoha onkogennich komponent. [49] Casto uZivané protinddorova 1é¢iva jako jsou
doxorubicin, 5 - fluorouracil, trichostatin A ¢i etoposid reaktivuji expresi miR-375 a jejiho
primarniho transkriptu pri-miR-375 v nadorovych bunéénych linii jazyka. Toto zjisténi
napovida zapojeni miR-375 do bunéénych reakci pii odpovédi na 1éEbu uvedenymi

protinadorovymi Ié¢ivy. [50]
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. Cile prace

Potvrdit pfedpokladany tumor-supresorovy efekt a deregulaci studovanych miRNA
(miR-29c¢-3p, MiR-200b-5p, MiR-375-3p) ve vzorcich pacienti s HNSCC (u tkani

primarniho nadoru a u tkani pfiléhajici k nadoru)

Vyhodnotit prognosticky potencial miRNA v tkani ptilehlé i nadorové, v zavislosti na

klinicko-patologickych charakteristikach pacientu:

©)

o

(@]

o

Pozitivita uzlin
Grading
Staging
Metastazy

Vyhodnotit vhodné miRNA pro prognézu HNSCC na zéklad¢ analyz preziti
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3. Material a metody

3.1. Priprava vzorku
Vsechny vzorky tkani byly ziskany od pacientii s diagnostikovanym HNSCC z Fakultni
Nemocnice u Svaté Anny v Brn¢, v souladu s etickym kodexem Helsinské Deklarace (1964).
Vsechny vzorky byly od pacientii ziskany s jejich informovanym souhlasem.
Sbirany byly 2 typy tkané: primarni nadorova tkan HNSCC (N) a nenadorova tkan piilehla
nadoru (P). Tkan¢ byly ihned po vyjmuti z pacienta dany do roztoku RNA later (Ambion,
USA), ktery RNA uchova a stabilizuje. Material byl skladovan po dobu max. 24 hodin, nez

byl zpracovan dale.

3.2. 1zolace RNA, gRT-PCR

Celkova RNA byla izolovéana ze vzorki tkéni za pouziti TRIzol reagencie (Invitrogen, UK).
Koncentrace a ¢istota RNA byla spektrofotometricky validovana pomoci NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Pomér absorbanci pfi 260 nm a 280 nm byl pouzit
jako ukazatel Cistoty RNA — jeho hodnoty se pohybovaly v rozmezi 1.84 — 2.08, ¢imzZ se
vyvratila kontaminace vzorka proteiny. Taktéz byl pouzit pomér 260nm ku 230 nm, ktery
nam dal informaci o kontaminaci chaotropnimi solemi a fenolem, u vSech vzorkd byl vétsi
nez 1.5.

Takto vyizolovana RNA (10 ng) byla pietranskribovana do komplementarni DNA (CDNA)
komerénim kitem TagMan® MicroRNA Reverse Transciption Kit (Applied Biosystems,
USA). Pro naslednou kvantitativni polymerazovou reakci v redlném case (QRT-PCR) bylo
pouzito 1.33 pl cDNA. Pro transkripci a qRT-PCR byl pouzit set specifickych primerd a
fluorescenénich prob TagMan miRNA expression assay: hsa-miR-29c (assay 1D:00587), hsa-
miR-200b (assay 1D:002274) a hsa-miR-375 (assay 1D:000564)), (Applied Biosystems,
USA). Reakéni smés pro qRT-PCR obsahovala: TagMan® Small RNA Assay (1,00 ul),
produkt RT reakce (4,00 ul), TagMan® Universal PCR Master Mix (10,00 pl), Nuclease-free
water (5, 00 pl). Polymerazova reakce qRT-PCR probihala v celkovém objemu 20 pl za
95°C/15s a 60°C/1 min na pfistroji 7500real-time PCR system (Applieed Biosystems, USA).
Amplifikovana DNA byla analyzovédna komparativni metodou za pouziti Ct (cycle of
treshold) metody navrhnuté Applied Biosystems, kdy jako endogenni kontrola poslouzila
exprese malé jaderné RNA: RNU44 (assay ID: 001094). Relativni kvantifikace byla
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vyhodnocena pomoci metody 27 | dle vzorce; 2 ~ (Act vzorku ~Act kontroly) ‘e Act = ¢t dané

mMIiRNA — ct endogenni kontroly. [51]

3.3. Normalizace a vyhodnoceni dat
Zlogaritmovana data miRNA expresi byla vyhodnocena pomoci parového testu (primarni
nador versus prilehla tkan) a s pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA). Analyza
pieziti byla analyzovana za pouziti Coxova modelu proporcionalnich rizik (COX proporéni
regrese) s miRNA expresnimi hladinami jako kovarianty. Analyza ROC (receiver-operator
curves) kiivek popisuje vztah senzitivity a specificity laboratorniho testu pfi rdznych
hodnotach cut-off (diskrimina¢ni hladiny). Test byl kalkulovan s pouzitim Cutoff Finder
programu. [52] Pokud neni uvedeno jinak, p hodnota < 0.05 byla brana jako signifikantni.
Hodnota p vyjadiuje statisticky nejmensi hladinu vyznamnosti testu daného souboru dat, pii
niz jesté lze zamitnout nulovou hypotézu (=24dné parametry nekoreluji). Cim nizsi tedy je
p-hodnota, tim mensi je pravdépodobnost, Ze plati nulovd hypotéza. Analyza probihala

S pouzitim softwaru Statistica 12 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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4. Vysledky

4.1. Klinicko-patologicka charakterizace vzorku pacienti
Pouzito bylo 42 bioptickych vzorkli histologicky verifikovanych jako spinoceluldrni
karcinom. Podminky pfijeti do studie: pacient bez piedchoziho maligniho nélezu, muz,
s popsanym nalezem HNSCC (histologie, staging a grading). Histologicky byly ovéfeny i
prilehlé tkané (39 tkani), které byly pouzity pro nasledné analyzy jako komparativni tkan.
Nasledna terapie pacienta nebyla brana Vv potaz, vzorky byly odebirany jesté pted samotnou

terapii. Blizsi popis pacientli obsahuje tabulka €. 1.

Tab. 1: Charakteristika vzorkd pacientd. Parametry grading a staging jsou udany pouze pro

skupinu ,,Nador*

Vék — prumér (min-
Faktor Skupina Pocet max)

Skupina Nador 42 63 (47-87)

Piilehla tkan
zdrava 39 62 (47-87)
Pohlavi Muzi 42 63 (47-87)
Grading Vysoky (high) 35 64 (47-87)
Nizky (low) 4 65 (56-79)
Staging T1-2 18 62 (47-83)
T3-4 22 65 (47-87)

Pozitivita

uzlin Ne 15 64 (51-83)
Ano 20 64 (47-87)
Metastazy Ne 31 64 (47-87)
Ano 4 61 (55-71)

4.2. Porovnani expresi studovanych miRNA ve tkanich

Pomoci jednofaktorové ANOVA byl prokazan signifikantni efekt tkané na expresi

sledovanych miRNA (F (6, 144) = 3.07, p = 0.007).




Rozdily v expresi miRNA u nadorové a prilehlé tkan¢ jsme analyzovali pomoci parového
t-testu, signifikantni rozdil byl pouze u dvou ze tii studovanych mMIRNA. ZvySené¢
exprimovany u prilehlé tkan¢ byly miR-375-3p (11.59krat vice, p = 0.0001) a miR-29¢c-3p
(2.63krat vice p = 0.048). Pro miR-200b-5p nebyla zaznamenana zadna signifikantné rozdilna
exprese mezi N a P tkani.

ROC analyza u miR-375-3p prokézala sensitivitu 87.5% (s 95% konfiden¢nim intervalem
94.5-73.9), specificitu 64% (s 95% konfiden¢nim intervalem 77.9-49.5) a plocha pod ROC
kiivkou (Area Under the ROC Curve, AUC) byla 0.74. Pro miR-29c-3p tato analyza ukazala
sensitivitu 59.0% (s 95% konfiden¢nim intervalem 72.9-43.4), specificitu 69.2% (s 95%
konfiden¢nim intervalem 81.4-53.6) a AUC = 0.62. ROC analyza uvedena na obrazku 4.
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Obr. 4: exprese miRNA ve tkanich. A: Exprese studovanych miRNA v nadorové a ptilehlé
(=kontrola) tkani vyjadiena jako logaritmus genové exprese. Zleva: exprese pro miR-375-3p,
exprese pro miR-200b-5p a exprese pro miR-29c¢c-3p. B: Vyjadieni senzitivity a specificity
jednotlivych miRNA, také parametru AUC (plocha pod ROC kiivkou). Zleva: analyza
vyjadfena pro miR- miR-375-3p, miR-200b-5p a miR-29¢-3p.
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4.3. Analyza exprimovanych miRNA korelovana s parametry stadia nadoru

4.3.1. Pozitivita uzlin
Pro analyzu pozitivity uzlin (U) a jejich souvislosti s expresi miRNA bylo studovano 35 N
vzorkil (U pozitivni = 20, U negativni = 15) a 33 P vzorkl (U pozitivni = 19, U negativni =
14). Zde byla signifikantné snizena exprese miR-200b-5p ve vzorcich piilehlé tkané (P)
pacientil s pozitivnim ndlezem na uzlindch (0.17krat niz8i exprese, s 95% konfiden¢nim

intervalem 0.03-0.87).

4.3.2. Tumor grade
34 vzorkd N (high grade = 30, low grade = 4) a 32 vzorka P (high grade = 29, low grade = 3)
bylo podrobeno analyze a signifikantni asociace mezi miRNA expresi a gradingem byla u
dvou miRNA. MiR-200b-5p (0.03krat niz$i exprese, s 95% konfidenénim intervalem
0.001-0.15, p = 0.0001) a miR-29c-3p (0.05krat nizsi exprese, s 95% konfidenénim
intervalem 0.001-0.63, p = 0.0023) byly sniZzen¢ exprimovany v nadorové tkani (N) s vyS$im

gradingem (high grade). Vysledky jsou zobrazeny na obrazku ¢. 5.

miR-375-3p miR-200b-5p miR-29¢c-3p
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Obr. 5: Exprese miRNA v nadorovych tkanich pacientd s HNSCC v souvislosti s gradingem
nadoru (nizky vs. vysoky grade). Exprese je vyjadiena jako logaritmus exprese. Zleva:
exprese pro miR-375-3p, exprese pro miR-200b-5p a exprese pro miR-29c-3p. Vysoky

grading je indikovan jako >2.
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4.3.3. Staging
Nejdiive byly nddorové tkané rozdéleny dle TNM klasifikace na T1-2 a T3-4 a poté se
studovaly expresni hladiny vybranych tff miRNA. Pro N tkané bylo analyzovéno 35 vzorkl
(T1-2 = 15 a T3-4 = 20), pro P tkan¢ bylo analyzovano 34 vzorka (T1-2 = 15 a T3-4 = 19).
Neprojevila se zadna signifikantni zména exprese zminénych miRNA u rtiznych stadii nadora

-ani u N, ani u P vzorkad.

4.3.4. Metastazy
Studium expresi miRNA u vzdalenych metastdz (M) se provedlo na 35 vzorcich N (M
pozitivni = 4, M negativni = 31), a 33 P vzorcich (M pozitivni = 4, M negativni = 29).
Neprojevila se zadna zména v expresi zminénych miRNA u pacienti s pozitivnimi ¢i

negativnimi vzdalenymi metastdzemi - ani u N, ani u P vzorkd.

4.4. Asociace exprese miRNA s prezivanim pacienti
Pro analyzu pteziti byl pouzit Coxtiv model proporcionalnich rizik, hladina miRNA zde miize
mit prognostickou hodnotu. To jsme opét ovérovali jak u nadorové (N), tak u priléhajici (P)
tkané. Signifikantni efekt na celkové prezivani pacient méla exprese miR-29c¢-3p v P tkani
(pomér rizik (PR) = 0.27, s 95% konfiden¢nim intervalem 0.01-0.07), pro tuto miRNA byl
pozorovan také efekt u preziti ve spojitosti s onemocnénim (PR = 0.07, s 95% konfiden¢nim
intervalem 0.01-0.59). Navic vyssi exprese miR-29¢-3p v nadorové tkani (PR = 0.31, s 95%
konfiden¢nim intervalem 0.10-0.91) byla signifikantné asociovana s del$im intervalem mezi
lé¢bou a relapsem onemocnéni. Viz. Obr. 6. MiR-200b-3p a miR-375-5p nemély v této

analyze Zzadny signifikantni efekt. Tabulka ¢. 2 shrnuje vysledky pro vSechny studované

miRNA tohoto testu.
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Obr. 6: Coxtv proporcionalni hazardni model zobrazujici pfezivani pacientti v asociaci s

expresi MiR-29¢-3p. Nizka mira exprese miR-29¢c-3p zobrazena ¢erné, vysoka mira exprese

zobrazena Cervené. Zleva: vysoka mira exprese miR-29c-3p v P tkani pozitivné ovliviiuje

celkovou dobu prezivani pacientl, vysoka mira exprese miR-29c-3p v P tkani pozitivné

ovlivituje nemoc-specifické (disease - specific) prezivani pacientli a vysoka mira exprese

miR-29¢-3p v N tkani koreluje s del§im prezivanim pacientti bez relapsu onemocnéni.

Tab. 2: Coxiv model proporcionalnich rizik pro celkové prezivani pacientl,
nemoc-specifické pieziti a pro preziti bez relapsu u obou druhi tkani (N 1 P).
Typ pieziti Tkan MiRNA Pomér rizik s 95% KI | p hodnota
Celkové preziti
Nadorova (N) | miR-200b | 1.00 (0.42 —2.38) 0.993
miR-375 | 1.32 (0.76 — 2.27) 0.321
miR-29¢c | 0.89 (0.47 — 1.70) 0.732
Prilehla (P) miR-200b | 0.84 (0.30 — 2.40) 0.755
miR-375 | 2.17 (0.83 — 5.65) 0.113
miR-29¢ | 0.27 (0.01 - 0.85) 0.024
Nemoc—specifické
preziti
Nadorova (N) | miR-200b | 1.25 (0.51 — 3.08) 0.63
miR-375 | 1.45(0.74 - 2.81) 0.278
miR-29¢ | 0.80 (0.37 — 1.75) 0.573
Ptilehla (P) miR-200b | 0.44 (0.04 — 4.23) 0.488
miR-375 | 4.48 (0.90 — 22.33) 0.067
miR-29¢ | 0.07 (0.01 - 0.59) 0.014
Bez relapsu
Nadorova (N) | miR-200b | 0.91 (0.14 —5.23) 0.924
miR-375 | 1.77 (0.67 — 468) 0.248
miR-29¢ | 0.31 (0.10-0.91) 0.034
Prilehla (P) miR-200b | 0.09 (0.00 — 7.77) 0.290
miR-375 | 3.09 (0.1 - 96.39) 0.521
miR-29c | 1.14 (0.06 — 21.08) 0.928
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5. Diskuze

Nadorova onemocnéni jsou stale na nejvyssich Zebfi¢cich vyzkumnych zajmt nasi
spolecnosti. Pohled na studium feSeni této problematiky je individualni pro kazdou
vyzkumnou skupinu. Ta nase se snazi skrze epigeneticky faktor — mikroRNA — nahlédnout do
zlomku fungovani bunky. Studium genetiky a epigenetiky nadorového i nador-ptilehlého
prostiedi se jiz ukazalo jako nezbytny krok k pochopeni slozitych d&ji ucastnicich se
kancerogeneze. [53, 54] Profilace expresi miRNA v tkanich a nasledna korelace téchto
vysledkt s dal§imi faktory se u riznych druhii nddori ukazala jako spravny smér vyzkumu.
[55] Timto smérem jsme se vydali i my v ramci nasi studie.

Jak jiz zde bylo psano, nador neni jednotnd hmota oddélena od zdravé tkdné pevnou
pfepazkou. Je to heterogenni, stidle se ménici masa buné€k a jejich komponent, kterd postupné
Z epicentra nadoru piechazi do zdravé tkané. JeSté pted touto zcela zdravou tkani je tzv.
nador-prilehla tkan, na kterou jsme se zaméfili. Histologicky tato tkan vypada jako nadorem
nedotéena, ovSem jeji chovani tomu neodpovida. Studium zmén v expresich miRNA bylo
zkoumano Vv nadorové, pfilehlé a zdravé tkané u plicniho adenokarcinomu [56], zatim vSak ne
u HNSCC.

Vybrali jsme tii MIRNA (miR-29¢-3p, miR-200b-5p a miR-375-3p) na zaklad¢ jejich
mozného tumor-supresorového potencialu v HNSCC. Mnohé miRNA maji své expresni
hladiny zavislé na pohlavi, nebo na estrogenu, proto byly do této studie vybrany pouze
pacienti muzského pohlavi, abychom eliminovaly faktor zenského pohlavi. [57, 58]

Pro srovnani nadorové a pfilehlé tkan€ jsme vysledky expresi miRNA podrobili
parovému t-testu a vysSly ndm dvé miRNA signifikantn€ snizené u nadorové tkané.
MiR-29¢-3p (2,63 krat méné oproti piilehlé tkani) a miR-375-3p (11,59 krat méné oproti
ptilehlé tkéni), coz poukazuje na jejich mozny tumor-supresorovy efekt. SniZzena exprese
miR-375-3p mutze vést k nekontrolované expresi proteinu CIP2A (cancerous inhibitor of
protein phosphatase 2A) a posilit tak stabilitu onkogenu MYC. Aktivace onkogenu MYC
mize mit v bunice za nasledek zvySenou bunéénou proliferaci a transformaci. [59] Snizené
hladiny miR-29c-3p v nadorovych tkanich jsou taktéz v souladu s jiz dfive publikovanymi
studiemi. [60, 61] Chybéjici signifikantni rozdil expresi miR-200b-5p u ptilehlé a nadorové
prilehlé tkani. MiR-200b-5p je totiz dle Tang. et. al. zodpovédna za preprogramovani

aktivovanych fibroblasti na CAF u prsniho karcinomu. Normaélni fibroblasty se sniZenou
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expresi miR-200b piebiraji rysy CAF se zvySenou migraci a invazivitou. [62] Absence
predpokladaného snizeni exprese této miRNA u naddorové tkané oproti tkani k nadoru ptilehlé
muze znamenat, ze jak v prilehlé, tak i v nadorové tkani se vyskytuji aktivované fibroblasty a
CAF.

Rozsifeni nddoru na lymfatické uzliny je znakem jiz pokrocilejsiho stadia HNSCC a
I¢kaiim napomaha pfi progndze nemoci. Procesy odehravajici se ve tkani piiléhajici k nadoru
(napt. zmény v expresi miRNA) mohou reflektovat miru progrese nadorového onemocnéni.
Zcela v souladu stimto faktem korelovala sniZzena exprese miR-200b-5p u nador-pfilehlé
tkan¢ s pozitivitou uzlin. Toto snizeni svéd¢i o jeji tumor-supresorové funkci. Podobné tomu
bylo ve studii Sun et. al., kde byla ve spinocelularnim nadoru jazyka miR-200b-5p téZ snizen¢
exprimovana a asociovana s pozitivnim nalezem na uzlinach. Tato snizend exprese pak
indikuje $patnou progndzu pro pacienta. [63]

Grading je pro lékate jednim ze zakladnich parametrt, jak hodnotit nadorova
onemocnéni. Zjisténi, Ze snizena exprese MiR-200b-5p a miR-29¢-3p v nadorové tkani je
asociovana s Vys$im gradingem tumoru, vedlo k dalsi indikaci, Ze tyto miRNA mohou byt
vyuzity jako prognostické markery pro HNSCC.

Dalsi dva parametry, podrobeny analyze byla piitomnost metastaz a nadorovy staging.
Zde jsme nezaznamenali zmény exprese souvisejici s pfitomnosti metastaz nebo s vysS$im
stadiem nadoru u studovanych miRNA jak v nadorové, tak v prilehlé tkani.

Dulezitym prognostickym néstrojem jsou pro lékare analyzy pieZiti. Na zéklad¢ dat
poskytnutych spolu se vzorky tkani pacienti jsme provedli analyzy pieziti pomoci Coxova
modelu proporcionalnich rizik, ktery je nejéastéji uzivanou metodou pro popis vztahu mezi
prezitim pacienta a jeho proménnymi. Témito proménnymi mohou byt data jako vek, pohlavi,
krevni obraz, rodinn4d anamnéza, stadium onemocnéni, atd. V naSem ptipad¢ to byly exprese
studovanych miRNA. Provedli jsme 3 typy analyz, ve kterych jsme hodnotili celkové
piezivani pacientt (které bere v potaz jakoukoliv smrt béhem pozorovani), nemoc-specifické
prezivani (které bere v potaz jen smrt v disledku onemocnéni) a délku pfezivani pacientt bez
relapsu onemocnéni. Vysledky expresi miRNA byly vyznamné jen pro jednu miRNA a to pro
miR-29¢-3p. Byl potvrzen signifikantni efekt expresi miR-29c-3p v prilehlé tkani pro celkové
a nemoc-specifické preziti, zatimco pro pacienty bez relapsu onemocnéni byl efekt
zaznamenan jen ve tkani naddorové. Pacienti s vyssi expresi miR-29¢-3p maji u celkového
pieziti pozitivné ovlivnéné prezivani, u nemoc-specifického pieziti je také pozitivni korelace
— S vyssi expresi miR-29¢-3p pacienti prezivaji déle. Obé tyto skutecnosti byly zaznamenany

u prilehlé tkdn€. U tkdné nadorové byla pozitivni korelace exprese miR-29c-3p a delSiho
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intervalu bez relapsu — s vyssi expresi miR-29¢-3p se témto pacientim vraci nemoc pozdé&ji.
Pacienti s nizs$i expresi miR-29¢c-3p tedy maji horsi prognozu prubéhu onemocnéni a vétsi
Sanci, Ze se jim nemoc vrati. Pro zbyvajici dvé miRNA (miR-200b-5p a miR-375-3p) nebyly
u téchto analyz preziti jejich exprese nijak vyznamné asociované s pfezivanim pacient ani
kterém dana miRNA funguje — mohou byt tumor-supresivni v kontextu progrese nadoru, ale
zaroven mohou ud¢lit bunce rezistenci k chemoterapii. [64] Napiiklad uméle vyvolana
exprese miR-375-3p snizuje senzitivitu k paclitaxelu v buiikach karcinomu délozniho ¢ipku
in vitro a také in vivo. [65] Exprese miR-141 a miR-200b-5p mohou vést ke dvéma
protichidnym efektiim: na jedné strané¢ mohou vyvolat resistenci Kk platinovym ¢asticim, na

stran¢ druhé zvysSenou senzitivitu k paclitaxelu. [64, 66]
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6. Zavér

Nasim cilem bylo provéfit moznost vyuziti miRNA jako biomarkert u HNSCC.
Z vysledku lze odvodit, Ze mMIiR-375-3p muze predstavovat nad&jny diagnosticky marker,
jelikoz s jeji pomoci Ize odlisit nadorovou a pfilehlou tkan. To jisté dava dobry podklad pro
studium této miRNA jako diagnostického markeru HNSCC, tfeba v podobé volné
cirkulujicich miRNA. [67]

Dalsi studovanou miRNA — miR-200b-5p — nemuzeme pouzit jako diagnosticky
marker pro HNSCC, ale jako prognosticky marker se jevi velmi slibné. U pacienti
S pozitivnimi nélezy na uzlindch byla sniZzen¢ exprimovéna V pfilehlé tkdni a u pacientl
s vyssim gradingem zas ve tkani nadorové. Jeji nizka exprese koreluje se $patnou prognoézou
pro pacienta.

Posledni miR-29c-3p maze byt vyhodnocena jako diagnosticky i prognosticky marker.
Pomoci této miRNA mtlizeme rozeznat nadorovou a pfilehlou tkan, coz z ni déla diagnosticky
marker. Je ovSem také snizené exprimovana v nadorové tkani korelované s vysSim
gradingem, coz spolu s analyzami pteziti, kde vysla jako jedind vyznamna, d€la z této miRNA
nejslibnéjsi prognosticky marker ze vSech tii studovanych.

Tato studie poukazala na dulezitost nepodcenit studium tkan¢ ptiléhajici k nadoru, ktera
sice histologicky mize vykazovat znamky zdravé tkang, ale ovéfili jsme si, ze tomu tak neni.
Vyuziti miRNA jako biomarkeru pro diagnézu a progndézu onemocnéni se jevi stale jako

nadéjny smér hledani biomarkerd.
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