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Souhrn:

Tato bakalaiska prace popisuje problematiku stanoveni expresnich profili cirkuluji-
cich mRNA jako potencidlnich biomarkeri melanomu. Teoreticka Cast se vénuje procesu,
ktery je charakteristicky pro vznik a prib¢h kancerogeneze. Nasleduje kapitola o nadorovém
onemocnéni - malignim melanonu. Cast teoretické bakalaiské prace se také vénovala mole-
kulim miRNA, vyznamnosti tekuté biopsie a metodam pro stanoveni expresnich hladin

mMIRNA metodou RT real-time PCR.

Cilem praktické casti bakalaiské prace bylo zvladnuti metodiky izolace plazmy
Z pné krve a nasledné izolace RNA z plazmy pacienti chirurgicky Iécenych pro maligni
melanom. Nasledné byla u vybranych pacientli stanovovana exprese predopera¢nich a poo-
peracnich hladin 23 molekul mRNA pomoci metody RT real-time PCR. Po nasledném vy-
hodnoceni byl nalezen signifikantni vztah mezi ptedopera¢nimi hladinami expresi 6 mMiRNA
k celkové dobé prezti (OS) a signifikantni vztah 5 molekul mRNA k intervalu bez piiznakt
recidivy onemocnéni (DFI). U pfedoperacnich hladin 4 molekul miRNA nalezen signifi-

kantni vztah jak k celkovému prezti, tak K intervalu bez piiznakd recidivy onemocnéni.
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Summary:

This bachelor thesis describes the problem of determining the expression profiles of
circulating mRNAs as potential biomarkers of melanoma. The theoretical part is devoted to
the process that is characteristic for the origin and progression of carcinogenesis. This is
followed by a chapter focusing on malignant melanoma. The theoretical part of the bachelor
thesis was also devoted to mIRNA molecules, the importence of liquid biopsy and methods

for determination of mIRNA expression levels by RT real-time PCR.

The aim of the practical part of the bachelor thesis was to master the methodology
of isolation of plasma from whole blood and subsequent isolation of RNA from plasma of
patients undergoing surgical treatment for malignant melanoma. Subsequently, the expres-
sion of preoperative and postoperative levels of 23 mMIRNA molecules was determined in
selected patients using RT real-time PCR. After subsequent evaluation, a significant relati-
onship between preoperative expression levels of 6 miRNAs and overall survival (OS) and
a significant relationship of 5 miRNA molecules and disease-free interval (DFI) was found.
In addition, asignificant relationship for the preoperative levels of 4 miRNAs to both overall

survival and symptom-free recurrence interval was found.



Predmluva

Bakalaiskd prace pojednava o stile aktualn€jSim tématu nadorového onemocnéni
kize — malignim melanomu, ato v souvislosti s vywzitim vybranych molekul miRNA. Mo-
lekuly miRNA maji potencial stat se klinicky uzivanymi nadorovymi biomarkery, ato diky
jejich vyuziti k v€asnému zachytu onemocnéni, volbé nejucinnéjsi terapie a ke kontrole pru-

behu kécby.

Ukolem této bakalaiské prace bylo osvojeni si zakladnich postupti v laboratofi a
zvladnuti metodiky izolace plazmy z plné krve s naslednou izolaci RNA z plazmy u 50 pa-
cientii chirurgicky lé¢enych pro maligni melanom. Déle byla u 22 vybranych pacient sta-
novovana exprese pred a pooperacnich hladin 23 molekul mRNA metodou RT real-time
PCR acilem bylo provést statistické vyhodnoceni signifikantnich rozdili pifed a pooperac-
nich hladin mRNA. Také byl hodnocen vztah téchto miRNA k celkové dobé pieziti (OS) a
k intervalu bez ptiznakt recidivy onemocnéni (DFI). Tato bakalaiska prace je soucasti pro-

jektu, probihajiciho na Ustavu biologie LF UK v Plzni.
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UvVOoD

Incidence melanomu v pribéhu poslednich let celosvétové i v Ceské republice na-
rista a je pfi¢inou veétSiny tmrti na rakovinu kize po celém svété. Jesté znepokojivéjsi je
mira smrtelné recidivy, kterd se vyskytuje po lécbé piblizne u 20 % pacientii. Maligni me-
lanom je vysoce agresivni rakovina kize s metastazemi rychle se rozsitujicimi do regional-
nich lymfatickych uzlin (stadium 3) a do vzdalenych organi (stadium 4). Jednou ze stan-
dardnich lé¢ebnych metod progresivniho melanomu ve 4. stadiu, je cilend onkoterapie a ci-
lend lécba inhibitory BRAF (napt. vemurafenib, dabrafenib) v kombinaci s inhibitorem
MEK (napt. trametinibem), které mohou uCinné¢ pulsobit proti melanomim s mutaci
BRAFVG600E. Pro vhodny vybér terapeutické metody a stanoveni prognézy nadoru Se Vv SOu-
Casné dobé€ uzivaji i1 biomarkery, namisto jiz uz diive pouZivanych zobrazovacich metod.
Diky svym vlastnostem jsou biomarkery vhodnymi ukazateli fyziopatologickych procest
Vv t€le pacienta a dokazou slouzit i k odhaleni eventualni recidivy. V poslednich letech se
stale zvySuje popularita biomarkerd nukleovych kyselin jako jsou naptiklad molekuly
ctDNA ¢i mRNA, kterym je vénovana pozornost i v této bakalatské praci.

Bakalaiska prace je rozdélena na dvé Casti, a to na teoretickou a praktickou cast.
Teoreticka cast se vénuje pocatku a pribéhu procesu kancerogeneze a také pifiblizuje osm
charakteristickych znakli typickych pro maligni niddorové onemocnéni. Nésledujici cast je
vénovana malignimu melanomu, tedy nddorovému onemocnéni ktlize. Je zde zmiovana jeho
incidence, rizikové faktory ovliviiujici jeho vznik, pribéh klinického vySetfeni pacienta
s melanomem, popis Ctyf zdkladnich histologickych typd melanomu, prognéza a mortalita
tohoto onemocnéni a v neposledni fadé jsou zde zminény moznosti terapie a prevence pied
vznikem maligntho melanomu. Nasleduje Cast, ktera je zaméfena na molekuly miRNA, kon-
krétné na jejich biogenezi, ptivod, vyskyt, stabilitu a funkci pii kancerogenezi, kterda umoz-
fuyje extracelularnim molekuldm miRNA stat se vhodnymi neinvazivnimi biomarkery fyzi-
opatologickych procest v téle pacienta. V souvislosti se ziskdnim potfebného biologického
materialu pacienta je zde zminéna metoda tekuté biopsie, kterd predstavuje minimalné inva-
zivni metodu pro ziskani vzorku ke stanoveni diagndzy, prognodzy ale i pro vybrani eventu-
alni terapie. V posledni fad¢ se teoretickd Cast bakalarské prace vénuje metodam stanoveni

expresnich hladin mRNA.

V praktické Casti je tkolem osvojeni si zakladnich postupti v laboratofi a zvladnuti

metodiky izolace plazmy z plné krve s naslednou izolaci RNA z plazmy u 50 pacientd (100
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vzorkil) chirurgicky lé€enych pro maligni melanom. Déle byla u 22 vybranych pacientt (44
vzorkil) stanovovana exprese pred a pooperacnich hladin 23 molekul miRNA metodou RT
real-time PCR. Prakticka Cast bakalaiské prace byla vykonavana za odborného dohledu na
Ustavu biologie LF UK v Plzni. Nedilnou soucasti praktické ¢asti je také podrobny popis
pouzitych metod, vyhodnoceni koncentrace a Cistoty izolované miRNA a statistické vyhod-

noceni naméienych expresnich hladin miRNA.
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TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast této bakalaiské prace zacind kapitolou, kde je popsan proces kance-
rogeneze a charakteristické znaky maligniho nadoru. V dalsi kapitole je pfiblizeno ¢im dal
tim Castéji zmiované téma nadorového onemocnéni kize — maligni melanom. Nasledujici
kapitola je vénovana molekulim miRNA ajejich potencialnimu praktickému vyuziti k ¢asné
diagnostice nadorovych onemocnéni. V teoretické casti je také popsdn princip a vyuziti te-

kuté biopsie, posledni kapitola je vénovana metodam stanoveni expresnich hladin miRNA.

1 KANCEROGENEZE

Kancerogeneze, jinak také karcinogeneze, je vicestupniovy slozity proces, na kterém
se podileji faktory genetické, ale i vlivy vnéjsiho prostredi, kdy dochazi k postupné transfor-
maci normalni burky na buriku nadorovou (Adam et al., 2011).

1.1 Vznik nadorového onemocnéni

Nadorova onemocnéni v soucasné dobé fadime mezi druhou nejCastejsi piicinu tmrti
v Ceské republice (Cesky statisticky tiad, 2014). Stupeni preZiti se viak u mnoha typt nado-
rovych onemocnéni zlepsuje, diky velkému zdokonaleni screeningovych metod nadorti a
pokroku v é¢bé a prevenci (Mayoclinic, 2022). Pii¢in vzniku a rozvoje nadorového one-
mocnéni je mnoho. Zakladni pfi¢inou je vznk mutaci klicovych genl podilejicich se na re-
gulaci buné¢ného cyklu, opravach DNA a piipadné apoptdze buikky. Tyto mutace nastavaji
pfedevs$im ve dvou typech genli, a to v protoonkogenech a nadorovych supresorech (Br-
dicka, 2015).

1.1.1 Obecné piitiny pocatku kancerogeneze
Dnes je jiz mamo, Ze proces, pii kterém se normalni buiky progresivné méni

Vv burku plné¢ maligni, obsahuje celou fadu mutaci, které vznikaji v ndvaznosti s poskozenim
genomu. Toto poSkozeni mize vzniknout dusledkem endogennich déji jako je napiiklad
chybnd replikace DNA, vnitini chemickd nestabilita urCitych bazi DNA nebo ptlisobeni vol-
nych radikali vzniklych pii metabolické preméne. K poskozeni genomu miize také vést pl-
sobeni exogennich Cmitelt, jako je UV zifeni, ionizujici zafeni, chemické karcinogenni
latky a nasledky vzniklé mfekci karcinogennich vir. Buiky jsou vybaveny mechanismy
k opravé téchto poSkozeni, ale z nejriznéjSich pficin se objevi chyby s trvalymi zménami v

genomu tedy mutace (Bertram, 2000; Brdicka, 2015).
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Zékladem pro vznik kancerogeneze je nestabilita genomu bunky, ktera vytvaii pro-
speésné prostiedi pro vznik nadorové bunky z fyziologicky fungujici bunky. PfiCnou nesta-
bility genomu je poSkozeni hlavnich kontrolnich, reparacnich a regulanich mechanismt —
bunécné proliferace, diferenciace a bunéné smrti. Kancerogeneze tedy propukd ve tkanich,
ve kterych doslo k naruSeni bunééné homeostazy dysplastickymi, hyperplastickymi ¢i rege-
neracnimi zménami. Miizeme pozorovat chyby ve dvou Grovnich. Prvni turovni genomové
nestability je defekt reparacnich mechanismi genomové DNA. Tyto reparacni mechanizmy
jsou ur¢eny k detekovani a reparaci chyb, vzniklych napiiklad chybnym parovanim nukleo-
vych bazi pii replikaci. Pro nddorové buiky jsou také typické numerické a strukturni chro-
mozomoveé aberace, které podporyji jejich rist a bujeni. Aby vSak mohly nadorové bunky
s takovymi aberacemi pfezivat, musi dojit u téchto bun¢k ke vzniku mechanismu, ktery
dokaze obejit kontrolni body bunééného cyklu a vyhnout se tak apoptoze. (Hanahan et
Weinberg, 2011; Snustad et Simmons, 2017).

V buiice miize také dojit ke zménam epigenetickym. Epigenetické zmény jsou dé-
dicné zmény v genové expresi, které nezpusobuji zmény v sekvenci DNA, ale navozuji po-
dobny dopad jako mutace. Tyto zmény maji vliv na fenotyp, zatimco genotyp zistava ne-
zménén, ato diky tomu, Ze jejich ucinek cili na zménu chemické struktury chromatinu. Nej-
Castéji dochazi v nadorovych bunkach k poskozeni metylace DNA v oblasti CpG ostravk,
které zpusobi deaktivaci nadorové supresorovych genii (Brdicka, 2015; Hofimanova, 2013).

1.1.2 Poskozeni protoonkogenii
Protoonkogeny jsou specifické geny nachazejici se v normalnich bunkach organismu

amaji velky vyznam pro jejich spravnou funkci. Produkty téchto genii se podileji predevsim
na regulaci bunécného cyklu, bunécné diferenciaci a programované bunééné smrti. Mutaci
Vv protoonkogenu dojde ke zméné jejich finkce v onkogeny, které za¢nou fingovat ve pro-
spéch nadoru. ZvySena exprese stimuluje bunky k nadmémé bunééné proliferaci a dochazi
k inhibici bunééné diferenciace. Skupina gend, nazyvajici se onkogeny, byla poprvé izolo-
vana z viru Rousova sarkomu u kufat, a to v roce 1970. Tento virus se fadi mezi onkogenni

retroviry (Hofmanova, 2013; Kontomanoli etal., 2020; Snustad et Simmons, 2017).

Mutace, které vedou k pfemeéné protoonkogenu, se vyskytuyji v M faz, tedy ve fazi
bunécného déleni. Jde prevazné o chyby jako je napiiklad zména v nukleotidové sekvenci,
transkripci €1 expresi, které vznikaji spontanni cestou. NejCastéjsi chyby vedouci k mutacim

jsou na trovni bodovych mutaci, chromozomalnich aberaci a amplifikace genu. Pro pfeménu
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protoonkogenu na aktivni onkogen staci mutace pouze V jedné alele, proto je mizeme ozna-
¢it jako mutace dominantni a vyskytuji se aZ na n€kolk malo vyjimek pouze v somatickych
nadorovych bunkach (Hofmanova, 2013; Kontomanolis et al., 2020; Snustad et Simmons,
2017).

Onkogeny jsou rozdéleny do nckolika rodin dle funk¢nosti jejich produkti. U riz-
nych malignit se objevuji mirné zmény ve vyskytyjicich se mutovanych onkogenech, ale
geny rodiny RAS byly prokazany u vice jak u poloviny malignich nadort. Onkogenni RAS
geny miizeme stanovit u pacientd s kolorektdlnim karcinomem, malobunéénym plicnim kar-
cinomem, ataké napiiklad u karcinomu slinivky bfisni (Goetz et Krutilkova, 2002; Tomasek
et Berkovcova, 2013).

1.1.3 Poskozeni tumor-supresorovych geni
Narozdil od protoonkogend, tumor-supresorové geny zabrafuji rustu nadori avedou

k fyziologickému vyvoji bundk. Ulastni se spravné regulace bunéeného cyklu, proliferace,
bunécného déleni a také se podili na reparaci DNA a piipadné apoptoze (Kontomanolis et
al., 2020).

K nefunk¢nosti tumor-supresorovych genii musi nastat mutace Vv obou alelich da-
ného genu. Tim se odliSuji od aktivace protoonkogenti a fikdme jim mutace recesivni. Mu-
tace tumor-supresori se mohou vyskytovat jak v somatickych bunkach, tak v heterozygot-
nim stavu v bunkach zarode¢nych. Inaktivaci tumor-supresorovych gend popisuje tzv.
Knudsonova teorie dvou zasahti z roku 1971. Podle této teorie dojde nejprve k prvnimu za-
sahu, coz znaci zdédéni mutace Ci zisk sporadické mutace v prvni alele. Poté musi prob¢h-
nout mutace nebo zrata i druhé alely, tzv. ztrata heterozygotnosti, ¢imz dochaz k inaktivaci
tumor-supresorového genu a vzniku vhodného prostiedi pro rozvoj nadorového bujeni (Go-

etz et Krutilkova, 2002; Snustad et Simmons, 2017).

Jako piiklad tumor-supresorovych genti uvedu gen TP53, ktery koduje proten p53,
ktery v bunice funguje jako transkripéni faktor a je zndmy také pod pojmem ,strazce ge-
nomu“. M4 finkci detektoru poSkozeni DNA. Zarode¢na mutace v genu p53 vede k Li-Frau-
meniho syndromu a je spojen se zvySenou predispozici ke vzniku nadorového onemocnéni.
Prvnim objevenym a také dilezitym tumor-supresorovym genem je gen Rb, jehoz produkt-
protein pRb je soucasti kazdé bunky, kde reguluje jeji prichod mez jednotlivymi fazemi

buné¢ného cyklu. Mutace genu Rb je pficinou retinoblastomu, tedy zhoubného nadoru oka.
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Retinoblastom mize byt jak dédiény, tak ziskany a projevuje se Casto jiz v détském veku

(Goetz et Krutilkova, 2002; Masopust et Prisa, 2003; Snustad et Simmons, 2017).
1.2 Rozvoj a priibéh kancerogeneze

1.2.1 Vicestupiiovy proces
Uplny rozvoj nddorového onemocnéni zpravidla nenastane hned po prvni genetické

zméng, jak jiz bylo uvedeno vysSe. Je znamo, Ze pribéh vzniku novotvaru je proces vicestup-
novy, pii kterém dochaz k postupné kumulaci genetickych zmén. Mutace se tedy musi ob-
jevit ve vice genech kontrolyjicich rlst buikky. Tento proces vznikd v pribéhu nékolika let.
Primérna doba rozvoje nadorového bujeni se udava 5 az 10 let. Postupem c¢asu, diky nahro-
madéni mutaci, dojde k pocetni pfevaze bun€k nadorovych nad buitkami normalné vyskytu-
jicimi se v urcité tkani, kde dochazi k tvorbé novotvaru. Ke vzniku maligniho fenotypu se
udava, Ze je zapotiebi nejméné Ctyi' riznorodych genetickych mutaci. Riznorodost genetic-
kych zmén zpisobuje problémy pfispravné diagnostice nddorového onemocnéni a nasledné
pii volbé vhodné terapeutické 1écby (Adam et al, 2011; Masopust et Prusa, 2003; Snustad
et Simmons, 2017).

1.2.2 Pribéh kancerogeneze

Y

progrese. Pocate¢ni imicia¢ni stddium zahrnuje urcitou genetickou mutaci. Jde o stadium,
které trva kratkou dobu, ale je nevratné. U bun€k postizenych mutaci dochaz k proliferaci a
akumulaci novych dysfunkénich bunék (Goetz et Krutikova, 2002; Masopust et Prisa,
2003).

Druhym stadiem je stidium promo¢ni, ve kterém dominuje vliv promocnich faktoru.
Iniciovana buika z pfedchoziho stadia je diky promo¢nim faktorim pobizena k jesté usilov-
néj$imu a mnohonasobnému bunéénému déleni. Promoénimi faktory mohou byt pro piiklad
hormony a jejich ptsobeni u karcinomu prsu nebo negativni vliv alkoholu pfispivajici k roz-
voji karcmomu jicnu. Promo¢ni stddium miize trvat roky az desitky let jelikoz zalezi na in-
tenzit¢ pusobeni promocnich faktorh pro nasledné déleni a kumulaci mutagennich bun¢k

(Goetz et Krutikova, 2002; Masopust et Prisa, 2003).

Tretim a zaroven poslednim stadiem je stddium progrese. Zde dochdzi ke kumulaci
nahromadénych genetickych mutaci typickych pro maligni novotvary (Goetz et Krutikova,
2002; Masopust et Prisa, 2003).
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1.3 Znaky charakterizujici nadory

Charakteristické znaky malignich nadord jsou definovany jako 8 biologickych
schopnosti, kterych je buika schopnad v pribehu jeji maligni transformace. Mez tyto znaky
patii: sobéstacnost v produkci ristovych faktord, schopnost nepodléhat apoptoze, necitlivost
K signalim zastavujici buné¢ny cyklus, neomezeny replikacni potencial, posilena angioge-
neze, propuknuti invazivity, vznik metastazi, zmény ve funkci energetického metabolismu a
necitlivost na reakce vyvolané imunitnim systémem. Tyto znaky byly formulovany Dougla-
sem Hanahanem a Robertem A. Weinbergem a to uz v roce 2000, kdy popsali prvnich 6
znakl, ke kterym v roce 2011 po novém badani piidali dalsi dva. Diky t¢mto 8 zasahim do
fyziologické funkce buiky, dojde k poruse jejich obrannych mechanismi a K naslednému
rozvoji nadorového bujeni. Dilezity pro rozvoj charakteristickych znaki je jiz zminénd ne-
stabilita genomu, ale také zanétlivé reakce podporujici funkce znakt. Kwvili genomové ne-
stabilit¢ dochaz k akcelerovanému vzniku ndhodnych mutaci, chromozomadlnich piestaveb
nebo aneuploidiim, coz v disledku zptsobi rozvoj dalSich ziskanych znakd maligniho na-
doru. Dalsim umoziujicim znakem je zanét, ktery je sdruzeny s premaligni 1ézi, nebo jiz se
samotnym malignim nadorem. Zanét je fizen buikami imunitniho systému a diky fadé me-
chanismitc mize podpofit rist nadoru. (Biichler et al, 2019; Hanahan et Weinberg, 2000;
2011).

1.3.1 Sobéstacnost v produkci ristovych faktora
Schopnost wytvaiet a udrzet proliferativni signalizaci je nejspiSe nejzakladnéj$i znak

rakovinnych bun€k a byl definovan mezi prvnimi charakteristickymi znaky nadoru. Nepo-
Skozena normaln¢ fingujici buika bén¢ dikladné kontroluje produkci a sekreci rustovych
signalli, které zajistuji tadny vstup do bunééného cyklu a bunééného déleni, ¢imz udrzuji
stalé vnitini prostiedi bun€k. Ke spravné funkci ristovych signdlli je zapotiebi specifick ych
transmembranovych receptort, které navazou specificky ligand a tim Spusti intracelularni
signalni drahu vedouci k sekreci buikky. Od roku 2000, kdy byl ¢lanek o typickych znacich
rakoviny poprvé publikovan az do dnes, neni stdle dopodrobna zndma strategie mechanismu
uvolhovani a piedpoklady pro zdroj proliferacnich signald. Piedpoklada se ale, Ze ristové
faktory jsou prostorové a ¢asoveé fizeny z jedné bunky na druhou vedlejsi bunku (Hanahan
et Weinberg, 2000; 2011).

U nadorovych bunék jsou znamé 3 moZné zplsoby pro dosaZeni samostatnosti

V tvorbé¢ ristovych faktori a tim padem k nadmérnému déleni. Tyto zpisoby zahrnuji zménu
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extracelularnich ristovych faktorl, transmembranovych prenaseci a zménu ve funkci Sig-
nalnich drah uvnitt buiiky. Rakovinné bunky maji schopnost tzv. ,autokrinni stimulace*.
Dokaz si vytvaret rustové faktory a sami na né reagovat. Jedna se konkrétné o piiklad zmény
na urovni extracelularnich ristovych faktord. Piikladem deregulovanych transmembrano-
vych pienasecl je vysokd exprese receptort s tyrozinkindzovou aktivitou. Rakovinnd buika
se stava vysoce senzitivni na mnozstvi rustového faktoru, pfi kterych by v normalni burice
nenastala proliferace. U pacientit s karcinomem prsu nebo zaludku dochazi k upregulaci re-
ceptoru HER2/neu, nadmérna exprese receptoru EGF-R/erbB je znama u karcinomu mozku,
zaludku nebo prsu. Viivem nadmémé exprese dochazi ke strukturnim chybam v molekule
receptoru (napfi.: zkraceni receptoru EGF) a mize dojit k signalizaci nezavislé na ligandu

(Hanahan et Weinberg, 2000; 2011).

1.3.2 Necitlivost k signalim zastavujici bunéény cyklus
Ve vsech fyziologicky spravné fungujicich bunkéch je zajiSténa regulace bunéného

cyklu a homeostaza pomoci inhibi¢nich signalt. Tyto signaly se vyskytuji bud’ rozpusténé
vV extracelulirnim prostoru, nebo navazané na povrchu sousednich bunck. Do buiky vstu-
puji pomoci transmembranovych bunécnych receptorii propojenymi s intracelularnimi sig-
nalnimi drahami, coz je stejny zplsob jako u ristovych faktort. Antiproliferativni signaly
mohou inhibovat proliferaci dvéma rozdinymi déji. V prvnim z nich jsou bunky donuceny
opustit bunécny cyklus a stahnout se do klidového stavu (GO faze). Z této faze se buika
mize dostat zpét k proliferaci, az po dozrani ¢i reparaci chyb, které branily v pfechodu do
dalsi fize bunééného cyklu. Druhou cestou je ptinutit buiky vstoupit do tzv. postmitotického
stavu (G1 faze) atim se vzdat jejich proliferacniho potencidlu (Hanahan et Wemberg, 2000).

Prichod mezi jednotlivymi fazemi bunééného cyklu je fizen proteiny, oznaCovanymi
jako cykliny a cyklin-dependentni kinazy (CDK). Cykliny vytvafeji regula¢ni podjednotku
nalezit¢ CDK a jejich parovani je velice specifické. Vznikly komplex cyklin-CDK provadi
fosforylaci cilovych proteinti na serinu a treoninu. Jako piiklad takovych proteind jsou ja-
derné laminy, protein GM 130 Golgiho aparatu, naddorovy supresor pRB a transkripéni faktor
p53. V rlznych bodech bunééného cyklu vykondvaji svou funkci jiné komplexy cyklin-
CDK, kter¢ regulyji nevratné pochody mezi faizemi. Pokud chce nddorova buikka dosdhnout
nekontrolované proliferace, musi dojit k preruseni funkce hlavnich komponentd, jako je na-
piiklad protein kontrolmiho bodu pRB, a tim poskodit cely systém bunééného cyklu (Biichler
et al., 2019).
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1.3.3 Schopnost nepodléhat apoptéze
Apoptoza je piisné regulovany d¢j, ke kterému dochdzi v bunééném cyklu. Jedna se

o organizované cilené usmrceni konkrétni buiky, pfi kterém nedojde k poSkozeni soused-
nich bunék. Apoptéza miize byt vyvolana samotnou burikou (intracelularn¢) nebo podnétem
pochézejicim zvenéi (extracelularng), jako je napiiklad reakce cytotoxickych T-lymfocytt
(CD8+) na bunku nadorovou. Nejcastéji fyziologickd apoptdza nastava pii prenatalnim vy-
VOji, pii tfidéni T-lymfocytd v brzliku k eliminaci autoreaktivnich T-lymfocytd a T-lymfo-
cytl neschopnych reakce s antigenem (Sipek, 2014).

Ziskand rezistence k apoptodze je charakteristickym znakem snad vSech typl rako-
viny. K indukci apoptozy muze dojit uvnitt bunky (intracelularn€) nebo signdlem zvenci
(extracelularng). Intracelularni draha k indukci apoptozy je zahajena, pokud se vyskytuje
hrozba poskozeni DNA ¢i signalizacni nerovnovahy vyvolané plsobenim onkogenu. V této
situaci dochazi ke zvySené expresi p53, ktery zajisti navazani proapoptickych proteindi (Bax)
na mitochondridlni membranu. Bax stimuluje mitochondrie k uvoliovani cytochromu C, ve-
douci k ndslednému zaniku mitochondrii. Extraceluldrni signalni drdha je vyuzita u nadoro-
vych bunék, nebo u paraziticky napadenych bunék. Tyto bunky maji na svém povrchu vy-
staveny Fas-receptory, které rozpoznavaji a vaz se na n¢ Fas-ligandy pirenasejici signal k us-
mrceni. Intraceluldrni i extracelularni drahy vedou k aktivaci kaspazové kaskady, kterd je
pro obé drahy spole¢nd a zpisobuje rozpad apoptizované bunky (Hanahan et Weinberg,
2000; 2011).

Schopnost rezistence wii¢i apoptdze zskaji nadorové buiky hned pomoci nékolika
strategii. Nejbéznéjsim je zplsob ztraty funkce tumor-supresorového genu TP53, ktery vede
k ovlivnéni produkce proapoptickych proteint, tim padem nedochazi ke zniceni mitocho n-
drii a nasledné apoptoze. Dalsim zpisobem, ktery se podili na rezistenci nadorovych bunék
k apoptdze je draha PI3 kinaza-AKT/PKB pienasejici antiapoptotické signaly ptezti. Po-
slednim zplisobem je poskozeni Fas-receptorti, které nereaguji na Fas-ligandy a neumoZni

spusténi extracelularni signalni drahy (Hanahan et Weinberg, 2000).

1.3.4 Neomezeny replikacni potencial
Pokud dojde v bunce k deregulaci jeji bunécné proliferace v disledku jiz zminéné

rezistenci k apoptoze, necitlivosti k signalim zastavujici buné¢ny cyklus a sobéstacnosti
buiky v produkci rustovych faktort, s nejvetsi pravdépodobnosti to vede k pieméné nor-

malni burky na nadorovou. Néktera studia vSak ukazuji, Zze pouze tyto zmény k transformaci

28



nestaci. Mnoha vyzkumy byla dokazana pfitomnost vlastnich ochrannych autonomnich me-
chanismt, ato téméf ve vSech savCich bunkach. Funkce t€chto mechanizmt neni zavisla na
signalnich drahdch mez bunikami. Hlavnim ukolem tohoto mechanismu je omezit pocet dé-
leni bunky pomoci telomer. Telomery jsou nekodujici repetitivni sekvence hexanukleo tid i
na konci chromozomd, které postupnym zkracovanim v pribéhu bunééného cyklu zplisobi
neschopnost buiky se déle délit. U nékterych bunék v lidském organizmu, jako jsou napfi-
klad zarodecné buiky a nékteré kmenové bunky, musi byt schopnost neomezené replikace
zachovana. Tyto buiky vyluCuji enzym telomerazu jinak také lidskou telomerickou reverzni
transkriptazu (hTERT). Soucésti této telomerdzy je vlastni templatovd RNA, ktera ptidava
nové vzniklé telomerické sekvence a dosyntetizovava telomerické konce chromozomi. De-
tekce telomerazy u somatickych bun€k je nemozna, zatimco u nadorovych bunék je tomu
naopak. Okolo 90% vSech naddorovych onemocnéni vykazuje vysokou expresi enzymu telo-
merazy, nebo maji schopnost prodlouzovat telomery tzv. alternativnim prodlouzenim telo-
mer. Diky této schopnosti zafidi buiice neomezeny replikacni potencial a moznost trvalé

proliferace (Biichler et al., 2019; Hanahan et Weinberg, 2000; 2011).

1.3.5 Posilena angiogeneze
Angiogeneze je proces tvorby novych krevnich kapilar, ktery je pfisné regulovan

predev§im béhem embryogeneze. V dospélosti se tento proces vyskytuje vramci fyziologic-
kych procest, jako je zensky reprodukéni cyklus ¢i hojeni ran. Pro vSechny buiky i pro
bunky nadorové je nezbytné mit cévni zasobeni k probihajici latkové vyméneé. U nadorovych
bun¢k angiogeneze umoziuje jednodussi piistup do t€ni cirkulace a tim padem i moznost

metastatického $iteni (Biichler et al., 2019; Hanahan et Weinberg, 2011).

Vznikajici nador vyuziva k latkové vymeéné prostou difizi, protoze zatim nema
schopnost novotvorby cév. Tuto schopnost zskévaji nadorové bunky v pribéhu ranych az
sttednich fazich kancerogeneze a to tak, ze nastane tzv. angiogenni switch (pfepnuti) a sko-
koveé se nadorova burka stane angiogenni. Zéakladnim principem tohoto rychlého piepnuti je
naruSeni rovnovahy mez aktivatory a inhibitory angiogeneze ato tim, ze dojde ke zvySeni
hladiny aktivanich faktort.. Faktort regulujicich spuSténi angiogeneze je hned cela fada, a
délime je na aktivatory stimulujici angiogenezi a na inhibitory, které angiogenezi potlacuji.
Piikladem nejvyznamnéjSich aktivatori angiogeneze je vaskularni endotelidlni ristovy fak-
tor (VEGF), bazicky fibroblastovy ristovy faktor (bFGF) a angiopoetiny. Naopak velice vy-

mmamnymi inhibitory jsou napf. trombospondin-1 (TSP-1), endostatiny nebo angiostatiny.
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Spoustécem zajiStujici zisk angiogenniho fenotypu je stav snizené dostupnosti kysliku (hy-
poxie). Hypoxie ma za nasledek stabilizaci transkripéniho faktoru HIFla (hypoxii induko-
vany faktor 1la), ktery aktivuje expresi genti vedouci k zajiSténi adaptace burlkky v prostiedi
s nizSim obsahem kysliku (napt. VEGF) (Biichler et al., 2019).

1.3.6 Propuknuti invazivity a nasledny vznik metastaz
Metastazy jsou nadorova loziska, vyskytujici se ve tkanich a organech vzdalenych

od mista primarniho nadoru. Sifeni nadoru je komplexni nékolikastupiiovy proces zavisejic i
na specifickych vlastnostech nadorovych bun€k jak v mist¢ vzniku primarniho loziska, tak 1
v mist¢ vzniku metastdz. Cely proces je tzce spjat s nddorovou angiogenezi a velikosti pri-
marntho nadoru. Tento né¢kolikastuptiovy proces se také oznaCuje jako tzv. metastaticka kas-
kada. V prvnim kroku pronikaji buky z primarniho nadoru skrz sténu krevnich a lymfatic-
kych cév a putyji cirkulaci do doby, nez naleznou vhodné misto pro vznik metastdz. DalSim
krokem je extravazace, tedy vystoupeni nadorovych bun€k z lumenu cév do tkani, kde na-

stane metastaticka kolonizace (Biichler et al., 2019; Hanahan et Weinberg, 2000; 2011).

Kli¢ovou roli pro vznik invazivnich vlastnosti a schopnost migrace nadorové bunky
je v prvni fad¢€ snizeni Ci ztrata adheze mezi nadorovymi bunkami. K tomu dojde ztratou E-
kadherinu a procesem epitelidIné-mezenchymalni tranzice (pfeména bunky epitelidlni na
bunku mezenchymovou). Dale je zapotiebi pferusit vazbu na extracelularni matrix. Inte-
griny, zafizujici adhez k extracelularni matrix jako je napt. a2p1, jsou potlaceny a naopak
exprimace integrint podporyjicich migraci (napt. avB3 umaligniho melanomu), je zvySena.
Na poslednim kroku k ziskéni schopnosti invazivity a migrace se podileji proteolytické en-
zymy, jako jsou matrixové metaloproteinazy (MMP) ¢i katepsiny. Ty se podileji na degra-
daci a remodelaci extraceluldirni matrix a vytvareji tim cestu pro migrujici buiky. Pokud
dojde ke spinéni vSech vySe zminénych podminek, nadorové bunky dokazou opustit pri-
marni nador, porusit membranu a dostat se intersticiem k membrané cév (Biichler et al.,
2019).

1.3.7 Zmény ve funkci energetického metabolismu
Dalsim znakem maligni transformace je deregulace energetického metabolismu,

ktera musi byt upravena ve prospéch chronického bunééného riustu a déleni. Za fyziologic-
kych podminek pii aecrobnim dychani je v buiice hlavnim zdrojem energic glukdza. Ta je

glykolyzou preménéna na pyruvat a ten je dale pfeménén na acetyl-KoA. Acetyl-KoA rea-
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guje v Krebsové cyklu za vzniku citratu. Naopak pfii anaerobnim dychani nedochaz k pte-
méné pyruvatu na acetyl-KoA, ale pyruvat je metabolizovan enzymem laktat dehydrogena-
zou na laktat. Anaerobni dychani je pro bunku energeticky nevyhodné (Biichler et al., 2019).

Kwili zrychlené proliferaci nddorovych bun€k, je zapotiebi vysoky pfisun zivin,
které musi byt metabolizovany na energii, ale ina produkci makromolekul potiebnych k syn-
téze nukleonovych kyselin. Némecky biochemik Otto Warburg, provedl jiz v roce 1920 stu-
dii, béhem které zjistil, ze nddorové buikky metabolizuji glukézu na laktat i za pfisunu kys-
liku. Tento jev byl popsan jako tzv. Warburglv efekt jinak feceno anaerobni glykolyza. Diky
tomuto jevu, jsou nadorové buikky schopny akcelerované proliferace. ZvySené hladiny lak-
tatu také vytvaieji vhodné mikroprostfedi pro invazivni vlastnosti nadoru a jeho metastazo-
vani (Biichler etal., 2019; Hanahan et Weinberg, 2011).

1.3.8 Necitlivost na reakce vyvolané imunitnim systé mem
Za fyziologickych podminek je jednou z mnoha funkci imunitniho systému rozpo-

mat a znicit nadorové buiky. Vzijemné pulsobeni mezi imunitnim systémem a nddorem je
komplexni a do jist¢ miry je schopno ovliviiovat vlastnosti nadorovych bunck. Interakce
mezi imunitnim systémem a nddorem mizeme rozdé€lit do tii fazi. Prvni faz je tzv. elimi-
nacni faze. Jde o proces, pfi kterém imunitni systém rozpoznava a likviduje nadorové bunky
nebo burky, u kterych hrozi naddorova transformace. Existuje moznost uniku nadorovych
bun€k imunitnimu systému a ta nastane, pokud dojde ke ztraté¢ rozpoznavacich antigeni na
povrchu nadorovych bun€k, nebo zahdjenim nadorem ndukované imunosuprese. Pokud né-
které¢ builky imunitnimu systému uniknou, pfijde na fadu druhd tzv. rovnovazna faze. Tato
faze je rizn¢ dlouha a zajiStuje dynamickou rovnovdhu, kdy imunitni systém uz nedokaze
zcela zlikvidovat nador, ale zabrafiuje mu v jeho zvétSovani a Siteni. Posledni fazi je tzv.
unik nadoru, ktery nastane pfi ztrat€¢ kontroly munitniho systému nad nadorem a to zplsobi

jeho rust a Siteni (Biichler et al., 2019).

Nejen experimentalni vyzkumy na zvifecich modelech dokézaly, ze rlizné chyby ve
funkci imunitniho systému zptsobuji vyssi vyskyt nadorového onemocnéni. Dikazem mo-
hou byt i transplantovani pacienti s nové vzniklymi metastdzemi po transplantaci, ktefi zis-
kali napt. organ od pacienta, ktery prodélal rakovinu, a v dob€ darovani byl povazovan za
zdravého. Vysvétlenim, pro¢ dojde u pacienta k rozvoji nadorového bujeni, je snizena imu-

nita pifiemce, zpiisobena imunosupresivnimi farmaky, branicimi rejekci transplantované mu
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Stépu. ZvySené riziko nadort, je popsano také u pacientd se ziskanymi i vrozenymi imuno-

deficiencemi (Biichler etal., 2019).
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2 MELANOM

Melanom patii k nadorovému onemocnéni kize, vznikajici v melanocytech, tedy
v koznich bunkach produkujicich pigment. Melanocyty pochazeji z neuralni listy, zodpovi-
daji za syntézu a transport melaninu do okohich bun¢k, tedy hlavné¢ do keratinocytli, se
kterymi jsou v uzkém kontaktu. Melanin je hnédy az Cerny pigment, chranici povrch kiize
pred UV zifenim (Cichorek et al., 2013). Melanom nejcast&ji vznika v kizi, obcas byva
V oku a vzacné je lokalizovan ve sliznicich orgadnti. Nejvice jsou ohrozeni lidé ve véku 65-

69 let (Slaby et al, 2012).

Incidence melanomu Vv poslednich letech celosvétové i v Ceské republice nariista
pievazné u mladych lidi, ato diky znalosti pfiznakd tohoto onemocnéni obyvateli a zdravot-
niky atim padem i CastéjSimu zachytu onemocnéni (Adam et al., 2011; Slaby et al., 2012).
V Ceské republice bylo v roce 2018 nové diagnostikovano 2625 pacientti s melanomem, coz
odpovida zachytu 24,7 novych pifpadi na 100000 obyvatel. S touto incidenci se fadi Ceska
republika na 15. misto v porovnani s mirou novych zachytd mez staty Evropy. V poslednich
letech pfevazuje vyskyt tohoto typu nadorového onemocnéni spie u muzi a to v pomeru

1,2:1 u Zen (uzis.cz, 2021).

2.1 Faktory ovliviiujici vznik melanomu a etiopatogeneze

Faktory pfispivajici ke vzniku melanomu mizeme délit dle genotypu a fenotypu clo-
véka a poté dle plsobeni rizkovych faktorti vnéjStho prostredi. Ptiblizné 10 % vSech mela-
nomid vzniklo zdédénim mutovaného genu od jednoho z rodicd, tedy familiarnim zptisobem.
Definici familiarniho melanomu je tzce spjata s rodinou anamnézou, ve které se vyskytuji
minimalné dva novotvary u pfimych pibuznych, nebo vice jak ti pibuzni s melanomem
Z jedné strany rodiny. NejznaméjSi a nejprozkoumanéjsi je delece Casti kratkého raménka na
chromozomu 9 v oblasti 9p21. V téchto mistech se nachazi geny CDKNZ2A a Cdk4, které
produkuji proteiny pl4 a pl6 s regulacni schopnosti. K maligni transformaci melanocyti
piispivaji 1 dalsi mutace, a to piedev§im v genech TP53, PTPRD, PTEN, NRAS a BRAF
(Fikrle et Pizinger, 2010; Kodet et Krajsova, 2017; Slaby et al., 2012).

K rizikovym faktorim plsobicim z vnéjsiho prostfedi mizeme zatradit pouze jediny
prokazany faktor podilejici se na vzniku melanomu, a to UV zafeni. Nejnebezpecnéjsi je

opakovany intenzivni pobyt na slunci s naslednym spalenim kize u déti do 12 let ve€ku. Dle

odstinu kiize a jeji reakce na shinecni svétlo miizeme rozd€lit populaci do Sesti zdkladnich
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fototyptl. ZvySenym vyskytem melanomli vzniklych viivem UV zifeni se vyznacuje fototy-
pova skupmna 1. Zastupci této skupiny se charakterizuji velmi svétlou kizi s nemoznosti opa-

leni, zrzavymi vlasy, modrymi oci a ¢etnymi pihy po celém téle (Fikrle et Pizinger, 2010).

Dilezitym faktorem pro zichyt melanomu je také pocet a vzhled melanocytovych
névl. Piiblizné 10-20 % vSech melanoml vznikd zjiz se vyskytyjicich melanocytovych
dysplastickych névil. Névy se zac¢inaji objevovat od Sestého mésice po narozeni a jejich po-
et stoupd az asi do 30 let. U pacientii s poctem melanocytovych névil prevysuyjici ¢islo 100
je vyssi pravdépodobnost k propuknuti melanomu. Zatimco u pacienti s atypickymi melo-
nocytovymi névy sta¢i k rozvoji melanomu pouze vice jak 5 névl (Fikrle et Pizinger, 2010;

Kodet et Krajsova, 2017).

2.2 Klinické vySeti‘eni melanomu

VySetfeni pacienta provadi Iékai nejprve pohledem celého téla. K dikladnéjsimu
prozkoumani nékterych 1€z dermatolog pouzivda specidlni lupu s osvétlenim, ktera mu
umozni 10x zvétSeny obraz (dermatoskop). Dermatoskopie zvySuje diagnostickou uspé&S$nost
pii zachytu melanomu a snizuje naro¢nost na provadeéni chirurgickych excizi S naslednym
histologickym vySetfenim. I pies prvotni jednoduché neinvazivni vySetfeni nedochdz u vét-
Siny melanomi k ¢asnému zachytu prevazné z divodu pozdni navstévy lékare pacientem, ze
strachu z diagndzy, z neznalosti a neduslednosti Iékate (Fikrle et Pizinger, 2010; Kodet et
Krajsova, 2017).

Vysetieni pomoci dermatoskopu zlepSuje zanalyzovani pomoci ABCD diagnostic-
kého pravidla. Diagnosticky systém ABCD je jednoduchy ptedepsany postup pro odhaleni
zaCajictho melanomu 1 laickou populaci. Jednotliva pismena zkratky znacCi pocatecni pis-
meno charakteristickych vlastnosti melanomu v anglickém jazyce. A (Asymmetry = asyme-
trie) zna¢i nepravidelnost pigmentové skvrny. B (Border irregularity = nepravidelnost ohra-
niCeni) fikd, ze okraje jsou neohraniCené, neostré a nepravidelné. C (Color variegation =
barevna pestrost) udava zbarveni névu, které je ¢asto hnédé az cerné. Pii vyskytu bilé, modré,
Cervené a Sedé barvy je vénovana nalezu zvySena pozornost. D (Diameter = prumér) vyja-
diuje velkost névu v priméru. Charakteristicky pro melanom je primér névu vetsi nez 6
mm, ale mohou se vyskytovat i mensi (mkromelanomy). K témto Ctyfem parametrim byl
pozdéji jesté piidan dalsi a to E (Evolution = vyvoj), ktery uddva zménu névu v Case (zmena
okrajl, zbarveni, tvaru, velikosti). Tento parametr je dilezity hlavn¢ k diagnostice napt.:
nodulidrniho a amelanotického melanomu (Fikrle et Pizinger, 2010; Kodet et Krajsova, 2017).
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Ve vysledku mohou byt jednotlivd stddia melanomu rozdélena podle riznych méfitek jako
je Breslowova stupnice, Clarkeho stupnice a TNM Kklasifikace. TNM klasifikace zna¢i rozsah pri-
marniho nadoru, metastaze ve spadovych uzlinach a vzdalené organové metastatické postizeni (Ra-
strelli et al., 2014).

2.3 Klinické varianty melanomu
Kozni melanom se vyskytuyje ve Ctyfech zakladnich histologickych typech — powr-
chové se §itici melanom, nodularni melanom, lentigo maligna melanoma a akrolentigind zni

melanom (Rastrelli et al., 2014).

2.3.1 Povrchové se Sifici melanom
Jednd se o nejcastéj§i formu maligniho melanomu, kterd tvoii cca 60-70 % vSech

zachytl. Prevazné vznikd na kizi zdravé, ale lze se také mize vyvinout z dysplastického
névu. Povrchové se Sifici melanom je zaznamenavan prevazné u pacientli stfedntho veku,
kdekoliv po celém téle. U muzii Cast&ji v horni poloving téla, zatimco u Zen v oblasti nohou.
Tento nador roste ze zacatku horizontdlné ato tak, Ze se na kiizi nejprve vyviji nerovnomérné
zbarvené lozisko s hladkym povrchem. Dalsi fazi je vertikalni rist, kdy lozisko roste do
vysky, prevysujici troveri okolni kize. Casto miva hnddou nebo &ernou barvu, ale mize byt
1 modroSedy a bily coz znaci regresi melanomu (Fikrle et Pizinger, 2010; Treskova et al.,

2014; Kruzicova, 2010).

2.3.2 Nodulirni melanom
Je fazen jako druhy nejCastéj$i typ maligniho melanomu, tvoii piblizn¢ 15-30 %

vSech melanomd. V agresivité je fazen na prvni misto a charakterizuje se svou rychlou pro-
gresi, metastazovanim a Spatnou prognézou. Roste vyhradné vertikdlné a vznikd de novo.
Léze je pevnd, prisedld, ma symetrické okraje, jednobarevné¢ zabarvena vétSinou Cerné,
hnéd€, modrosedé ale i rizovocervené. Napovrchu je celistva ¢i se odlupuje a Casto dochazi
K tvorbé viedu s naslednym krvacenim (Fikrle et Pizinger, 2010; Tieskova et al., 2014; Kru-
Zicova, 2010).

2.3.3 Lentigo maligna melanoma
Lentigo maligna melanoma je forma melanomu, vyskytujici se pievazné u starSich

pacientli na mistech, kterd jsou nejcastéji vystavovana pusobeni UV slozky slune¢niho za-
feni (v obliceji, v oblasti krku). Vznika maligni pfeménou prekurzorové léze lentigo ma-

ligna. Zpocatku roste horizontalné a projevuje se nevyraznou ale stile se rozSifujici hnédou
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skvrnou s neohrani¢enymi okraji. Takto mize rist do $itky i desitky let. Vertikalni rist vy-
vySujici loZisko nad povrch okoli kize, charakterizuje zménu lentigo maligna na lentigo

maligna melanoma (Fikrle et Pizinger, 2010; Treskova et al., 2014; Kruzicova 2010).

2.3.4 Akrolentigin6zni melanom
Akrolentigindzni melanom neni tipln& typicky pro europoidni lidskou rasu a v Ceské

republice se vyskytuje jen asi ve 3 % piipadi melanomi. Tato forma je Castéji diagnostiko-
vana u lidi mongoloidni a negroidni rasy. Nejcastéji je lokalizovana na periferii t¢la, a to na
ploskach nohou, dlanich a v podnehtové oblasti, kde je oznaCovana nazvem subungualni
melanom. Na ploskach nohou byva casto mylné zaménovana za bradavici ¢i otlak a poté
nedochazi k Casné diagnéze. Diky zachytu az v pozdéjsi pokrocilé fazi onemocnéni se tento
typ melanomu vyznacuje nejhorsi prognézou (Fikrle et Pizinger, 2010; TreSkova etal., 2014;
Kruzicova, 2010).

24 Prognéza a mortalita

Melanom je fazen mezi jedno z nejzhoubnéjSich naddorovych onemocnéni predevSim
diky tvorbé metastdz v lymfatickych uzlindich a pozdé€ji 1 ve vzdéalenych tkanich od mista
primarniho novotvaru. V pokro¢iém staddiu je jen velice t€Zko lEcitelny a zplsobuje Umrti

v intervalu od Sesti do deviti mésicti od pocatku diagnézy (Slaby et al., 2012).

Pro upfesnéni progndzy se uwziva TNM (T=tumor, N=node, M=metastasis) Klasifi-
kace a AJCC (American Joint Committee on Cancer) stagingovy systém, ktery presnéji roz-
déluje pacienty dle rizka do Ctyf stadi. Rozfazeni vychazi ze stanoveni tloustky nadoru,
ulcerace, po¢tu mitdz a dalsich kritérii (Krajsova, 2012).

Prognéza nemocnych ve stddiu Ia II je pfizniva. Mira desetiletého ptezti od zichytu
je velmi vysoka, je vSak ovlivnéna podskupmnami T1, T2, T3 a T4. Smyslem AJCC Klasifi-
kace je prikaz pittomnosti nadorovych bun€k v sentinclové uzlingé, kde mize byt infiltrace
ve form¢ mikrometastaz nebo makrometastaz. Pacienti s metastizemi v sentilové uzliné jsou
fazeni do stadia III. Hlavnim prediktivnim faktorem piezti je pocet lymfatickych uzlin za-
sazenych metastdzemi. Podle poctu zasaZenych uzlin jsou pacienti dale kvalifikovani do
skupin N1, N2 a N3. Stadium IV ozna¢uje skupinu pacienti se vzdalenymi metastazemi a
naznaCuje velmi Spatnou progndézu. Dulezitym faktorem je zde hladina enzymu LDH (lak-
tatdehydrogenaza), podle kterého se dale déli nemocni do podkategorii. Pacienty se zvyse-
nou hladinou LDH maji obvyklenejhorsi prognézu s 33% roénim prezitim (Krajsova, 2012;
Treskova etal., 2014).
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Pouha 4 % ze vSech koznich nadorti zastupuje maligni melanom, ale i pfesto zplso-
buje az 80 % tmrtnost z divodu koznich malignit (Slaby et al., 2012). Jak jiz bylo zmin€ no
vyse, incidence maligniho melanomu nartsta kazdy rok az o 5 %, ale mortalita se v poméru
s ncidenci nezvySuje, a to hlavn¢ diky Casnym zachytim a G¢mné lécbé (TresSkova et al.,

2014).

2.5 Terapie a prevence

Zéakladnim 1é¢ebnym postupem u melanomu je chirurgické odstranéni nadoru a jeho
histologické a imunohistochemické vySetieni. Pii totalni excizi nadorového loziska je také
rovnou odstrafiovan lem zdravé okolni kize, jehoz $itka se odviji od tloustky nadoru od 0,5
cm do 2 cm. Kromé excize primarnich nadort je také provadéno vySetieni sentinelové uz-
lmy. Jednd se o prvni spadovou uzlinu od mista s novotvarem, do které se zaCinaji Sfiit me-
tastaze lymfatickym systémem. Indikaci K tomuto vySetieni je tloustka nadoru vetsi nez je-

den milimetr ¢i nadory s ulceraci a vysokym mitotickym indexem (Krajsova, 2012).

Po excizi primarniho nadoru je u rizikovych pacientli indikovana adjuvantni lécba.
Adjuvantni 1é¢ba slouzi k likvidaci pravdépodobnych mikrometastaz U pacienti s melano-
mem ve III. a IV. stddiu. Vlivem této lécby dochdzi ke zlepSeni pteZivani nemocnych, a
hlavné K prodlouzeni stavu bez recidivy. V adjuvantni imunoterapii se nejastéji podava in-
terferon alfa. Dale je sem fazena chemoterapie, radioterapie, imunoterapie cytokiny a nado-

rovymi vakciami (Firkle et Pizmger, 2010; Krajsova, 2012).

Maligni melanom je vSak fazen mezi vysoce chemi- i radio- rezstentni nadory, a
proto se vyuziva novych terapeutickych postupt, zaméfujicich se cilené na hlavni molekuly
signalnich drah v patogenezi melanomd, ¢ina zesileni cytotoxické imunitni reakce mifené
proti melanoblastim. Piikladem lECiv uzivajicich se v cilené terapii jsou inhibitory kindzy
BRAF, ato dabrafenib a vemurafenib, na jehoz 1é¢bu reaguje nador skoro u poloviny paci-
entt s melanomem s mutaci BRAF V600E. Pro inhibici signalni drahy genu MEK se uziva
trametinib, na tyrozin kindzu N cili imatinib. V imunoterapii se uziva napiiklad monoklo-
nalni protilatka limumab namifena proti CTLA-4 antigenu na Tc-lymfocytech (Slaby et al.,
2012).

Prevenci vzniku melanomu lze rozdélit na primarni a sekundarni. Primarni prevence
se zam¢fuje na zménu opalovacich navykl populace, ato pfedevSim snizenim casu strave-

ném na pfimém slunci, uztvainim kvalitnich opalovacich krémt s UV filtry, popiipadé noSeni
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fotoprotektivniho oble¢eni. Sekundarni prevence cili formou kampani na povédomi o mela-
nomech u bézné populace. To piivadi pacienty do dermatologickych ambulanci v¢as a zvy-

Suje se tim pocet melanomu s piiznivou progndézou pro uzdraveni (Fikrle et Pizinger, 2010).
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3 MIKRORNA

Pojem mikroRNA piedstavuje kratké nekodujici useky RNA o velikosti 19-25 nuk-
leotidd (Ambros et al., 2003). Prvni molekula miRNA byla objevena v roce 1993 u had’atka
obecného (Caenorhabditis elegans) zafazeného do kmene hlistic ve spolupraci dvou védec-
kych tymi (Lee et al, 1993; Wightman et al,, 1993). Bylo zisténo, ze molekuly miRNA
negativné ovliviiuji genovou expresi, ¢imz brani vzniku proteinu a také, ze hraji dilezitou
roli v riznych bunéénych procesech, jako je napt.: proliferace, diferenciace a apoptdza. Poz-
déji diky tomuto poznatku byla zaznamendna spojitost s prevaznou vétSinou druhii karci-
nomtl, ato hlavné kvili deregulaci exprese tumor-supresorovych genii a onkogend (Baek et
al., 2008; Kanaan et al., 2012).

3.1 Biogeneze mikroRNA
Vznk miRNA probihda v jadie i cytoplazmé bunky a doposud bylo u clovéka obje-
veno pres 2500 genovych sekvenci kodujicich rizné miRNA (Lee et al., 2002).

Existuyje kanonickd a nekanonickd cesta biogeneze miRNA. V soucasné dobé pie-
vlada tzv. kanonicky model biogeneze miRNA. V prvni fadé v tomto piisné regulovaném
procesu dojde k transkripci DNA za pomoci enzymu RNA polymerazy II na jednovldknovy
n¢kolik set nukleotidi dlouhy primarni transkript miRNA. Tento dlouhy primarni transkript
je jesté v jadie sestithdn na prekurzorovou miRNA dlouhou piiblizn¢ 70 nukleotid. K to-
muto sestithu mize dojit diky mikroprocesoru coz je komplex nékolika proteini skladajici
se z ribonukleazy Drosha a protenu Pasha (zndmého také jako DGCRS), ktery slouzi jako
kofaktor ribonukledzy Drosha aje nezbytny pro spravnou funkci mikroprocesoru. Poté musi
dojit k transportu prekurzorové miRNA pies jadernou membranu do cytoplazmy za pomoci
Ran-GTP-dependentniho transportniho proteinu Exportinu-5. V cytoplazmé se vyskytuje
nukleaza Dicer v komplexu s proteinem TRBP, ktera se navaze na dvousroubovici pre-
MIRNA a nasledné ji zane $tépit na fetézce o délce asi 22 nukleotidt. Jeden z fetézc byva
oznacen jako vedouci fetézec (guide strand) a ten druhy jako doprovodny fetézec (passenger
strand). Posledni fazi biogeneze je rozpleteni dvousroubovice komplexem RISC (RNA-in-
duced silencing complex). Retézec, ktery je oznaden jako doprovodny, je z RICS uvolnén a
degradovan. Vedouci fetézec zistava soucasti komplexu RICS a vaze se na 3" nepiekladany
konec mRNA. Dilezitou roli zde hraje komplementarita mezi mRNA a mRNA, ktera roz-

hoduje o tom, zda dojde k degradaci ¢i ihibici translace. Pokud je komplementarita Uplna
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dojde k degradaci mRNA a pfi neipné komplementarité K potlaceni translace (Slaby et al.,
2012).

3.2 MikroRNAa kancerogeneze

Béhem kancerogeneze dochazi K poruse jednoho ¢i vice regulaénich mechanismu
bunky, které vedou k transformaci fyziologické bunky na builku nadorovou, jak jiz bylo
zminéno v prvni kapitole. Jelikoz se molekuly miRNA podili na spravné funkci vSech za-
kladnich buné¢nych procest, mohou jejich rozdilné hladiny ve tkanich zpusobit deregulaci
vedouci také k rozvoji onkologického onemocnéni. Molekuly mIRNA se mizou chovat po-
dobné jako regulacni proteiny, a proto je mizeme rozd€lit na miRNA s tumor supresorovou
funkci a s funkci onkogenni. Jako onkogenni miRNA vnimame takové, které fidi expresi
tumor supresorovych genti, geni diferenciaci burky a programovanou buné¢nou smrt. Jako
MIRNA s tumor supresorovou finkci oznacujeme takové, které nhibuji expresi onkogeni.
V nadorové tkani se pak nachazi nizSi hladiny miRNA s tumor supresorovou funkci, a nao-
pak onkogenni miRNA byvaji v nadorech nadmémé exprimovany (Chen, 2010; Slaby et al.,
2012).

3.3 Cirkulujici mikroRNA jako biomarkery nadoru

Néadorovy biomarker je latka produkovana piimo nadorem nebo organismem jako
odpovéd’ na ptfitomnost nadoru, kterd by méla odrazet biologické vlastnosti a chovani na-
doru. Hladiny takovych biomarkeri by mély slouzit k diagnostice onemocnéni, predikci
ucmnosti 1éCby nebo prognodze vyvoje onemocnéni. Jako nadorové biomarkery se v soucasné
dobé stanovuji piedev§im proteiny. Vyvoj novych proteinovych biomarkerd je vsak zatizen
dikladnym zkoumanim protemovych struktur v biologickych materialech a post-translac-
nimi upravami proteinu. Nizké hladiny sledovanych proteinti v plazmé a séru, mohou také
komplikovat vyvoj novych biomarkert. Vlivem téchto zatizeni a potfebou vhodnych dia-
gnostickych specificit a senzitivit se vyvoj novych biomarkerti Vv poslednich letech zamétuje
na detekci molekul RNA, konkrétné pak malych nekddyjicich molekul mRNA. Vyuzitim
syntetickych komplementarnich oligonukleotidii, miizeme ziskat dostatecnou detekéni spe-
cifitu a pouzitim PCR (polymerarové fetézcové reakce) nebo odlisné metody amplifikace
DNA jsme schopni docilit zlepSeni detekéniho limitu. Jednodussi struktura, leh¢i metody
detekce a amplifikace, tkanova specifita expresnich profili a konzervace sekvenci mezi

lidmi a modelovymi organismy ¢ini extracelularni molekuly mikroRNA stat se vhodnymi

40



neinvazivnimi biomarkery, které vykazuji fyziopatologicky proces v téle pacienta (Weber et
al., 2010).

3.3.1 Puavod cirkulujicich mikroRNA
MikroRNA mohou byt uvolilovany do krevni cirkulace pasivni ¢i aktivni sekreci

Z bun¢k. Prvni dréhou vedouci k pifitomnosti miRNA v krevnfim obéhu je draha, pfi které
dochéaz k pasivnimu uvoliovani molekul miRNA z poskozenych, nekrotickych a apoptic-
kych bun¢k. Toto pasivni uvoliiovani nespotiebovava Ziadnou energi. Za normahich fyzio-
logickych podminek neni tato forma bézné uskuteCnitelnd, ale mize k ni dochdzet pti po-
Skozeni tkéni aubun€k v apoptdze. U maligniho nadoru ¢iu chronického nddorového zinétu
se mize uvolit obsah nekrotickych a apoptickych bun¢k pii odumirdni primarniho nadoru
do krevni cirkulace pacienta. Podobné¢ dochizi k uvolnéni miRNA u krevnich destiCek a
monocytl z divodu jejich kratké zivotnosti (Slaby et al., 2012).

Druha draha je oznaovana jako aktivni sekrece mMIRNA probihajici ve form¢ buné¢-
nych mikrovezikul. Mikrovezikuly jsou vacky, které se pouzivaji pfi fyziologickych i pato-
logickych stavech pro aktivni transport bunck. Do Skupiny mikrovezikul mizeme zatadit
exozomy a mikropartikuly, jejichz funkci je zajistit mezibuné¢nou komunikaci. Tento proces
je na rozdil od ptedchoziho energeticky zavisly na ATP (Slaby et al, 2012).

3.3.2 Vyskyt cirkulujicich mikroRNA
MikroRNA jsou detekovatelné v riznych téhnich tekutinach, jako je plazma, sliny,

mozkomi$ni mok, mo¢, kolostrum, matefské mléko, plodova voda, sperma, peritonedlni a
pleuralni tekutina. Matei'ské mléko, sperma a sliny obsahuji vyssi hladiny odlisnych miRN A
neZ napiiklad v mozkomi§nim moku, moci nebo pleuralni tekutiné, kde jsou hladiny o dost
nizsi. Zatimco v pleurdni tekutn€ bylo detekovano zhruba 200 riznych molekul miRNA,
ve slinach bylo nalezeno az 450 takovych molekul. (Weber et al., 2010).

3.3.3 Stabilita cirkulujicich mikroRNA
Vyhodou vyuziti molekul mRNA jako nadorovych biomarkeri je jejich vysoka sta-

bilita v biologickych vzorcich, véetné télnich tekutin. MIRNA zistavaji stabilni iza zhorSe-
nych podminek, za které je povazovana vyssi teplota, dlouha skladovaci doba nebo snizené
¢i zvySené pH. Pii téchto podminkach by béné u ostatnich druht RNA doslo k degradaci.
Jejich Zivotnost se pohybuje v fadech desitek hodin az dnt. Cirkulyjici miRNA mohou byt
chranéné samotnou strukturou mikrovezikul. Extracelulairni miRNA, nevyskytujici se v tél-

nich tekutinach ve form¢ mikrovezikul, jsou jest¢ pied vlastnim Stépenim ribonukledzou
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chranény protemem AGO2 z Argonautové rodiny proteinll, ktery zptsobuje stabilitu
mIRNA. (Chen etal., 2008; Slaby et al., 2012).

3.4 MikroRNA u maligniho melanomu

Bylo prokazano, Ze podle uréitych hladin riznych molekul miRNA, Ize rozli§it paci-
enty zdravé ¢i s melanomem, a dale pacienty S melanomem benignim ¢i malignim. Testy
zalozené na detekci hladin mRNA mohou také zlepsit staging nadoru, zkvalitnit urovani
prognézy a uleh¢it vybér ucinné 1é€by. Mnoho pifpadii deregulace mRNA bylo zachyceno
jak v samotném nadoru, tak i v krvi pacienta. Ocekava se, ze pravé detekce hladin miRNA
v krvi pacienta nahradi v budoucnu mvazivni metody uzivané k diagnostice nadoru

(Ghafouri-Fard etal., 2021).

Deregulaci hladin miRNA ve vzorcich melanomu a melanomovych bunécnych linii
se vénovalo jiz n¢kolik studii, které zaroven hodnotily dusledky deregulace a nasledné cho-
vani bunky. Za deregulaci miIRNA v pribéhu melanomageneze mohou byt zodpovédné
rizné kombinace poétu kopii v genech kodujici miRNA nebo v genech spojenych s jejich
funkci, ale také nesmime zapomenout na pusobeni epigenetickych vlivi. Prikladem, kdy
vlivem epigenetickych zmén dojde k deregulaci mIRNA, je CpG metylace promotoru miR-
34a, ktera je povazovana jako hlavni mechanismus down-regulace miRNA ve zkoumanych

vzorcich melanomu (Ghafouri-Fard et al., 2021).

Dallim moznym medidtorem deregulace miRNA a nasledného rozvoje melanomu
mohou byt transkripcni faktory, které jsou kddovany genem MITF. Tyto transkripéni faktory
ovlivityji cyklus melanocytli a jejich nizké koncentrace zpiisobuji vetsi invazivnost mela-
nomu a vyssi pravdépodobnost vzniku vzdalenych metastaz. Naregulaci genu MITF se po-
dili cela fada molekul miRNA jako jsou napiiklad: miR-26a, miR-101, miR-137, miR-148,
miR-182, miR-211, miR218, miR-340 nebo miR-542-3p. Bylo 7iSténo a publikovano, Ze
zvySena hladina mMIiR-137 svym G¢inkem snizuje expresi MITF a jsou spojené se Spatnou
progndzou pacienta. Naopak v piipadé zvysenych hladin molekuly miR-182 na MITF dojde
ke zvySeni proliferace, migraci, mvazi, mhibici bunééné apoptoézy a k blokovani bunééného

cyklu v S fazi (Varrone et Caputo et al., 2020).

Piikladem dalsi studie je prace, kterou vedl Shultz et al. Porovnaval 10 vzorkl zis-
kanych z primarniho melanomu a 10 z benignich névl. V pribéhu studie poznamenali 72

deregulovanych hladin mRNA. Nejzajimavéjsi bylo ziSténi, Ze doslo k deregulaci skoro
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celé rodiny let-7 a dalsich molekul miRNA, které vSak jiz byly popsané v jinych studiich

v souvislosti s odlisnymi nadorovymi onemocnénimi (Slaby et al., 2012).
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4 TEKUTA BIOPSIE

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pficin umrti po celém svéte. Jedna
se o dynamicky proces, kterého se Ucastni rizné komponenty, jako jsou nadorové burky,
mesenchymalni stromalni bunky a buiky imunitniho systému. Dodnes byla za nejpouziva-
néj$i metodu pfi diagnostice riznych typi karcinomti pokladana tkanova biopsie. Jedna se o
metodu pro pacienta invazivni tedy zaté¢zujici jeho organizmus. Nevyhodou této metody je
Casto problematické ziskdni vzorku z naddorové tkané, coz piedstavuje problém pro monito-
rovani léCebné odpovédi a dalstho vyvoje onemocnéni, kdy je potfeba provadét vysetieni
opakované. Zda se také, ze tkanovy vzorek hife odrazi heterogenitu nadoru v porovnani

s komponenty tekuté biopsie (Yu et al., 2022).

Pravé metoda tekuté biopsie predstavuje vySetfeni z alternativniho typu biologického
vzorku, ktery by mohl v budoucnu nahradit tkanovy vzorek Vv piipadé, kdy ho nelze zskat
nebo jeho zskani predstavuje riziko pro pacienta. Metoda tekuté biopsic umoziuje deteko-
vat nadorové biomarkery nejcastéji z periferni krve a souasné dobé je mtenzivné zkoumana
Vv oblasti vyzkumu nadorovych onemocnéni. Vyhodou této metody je minimalné¢ invazivni
pfistup, pravé z divodu provadéni analyzy z t€nich tekutin, coz umoznuje snadné a opako-
vané ziskani biologického vzorku a tedy snadnéjsi detekovani progrese onemocnéni a odpo-
védi na 1¢bu (Jin et Burnier, 2021). Koncept tekuté biopsie byl zaveden jiz pied nékolika
lety ve vztahu s cirkulujicimi nadorovymi bunkami (CTC). Pozdé&ji vSak zaCal vyuzivat i
jmnych nadorovych komponenti tekuté biopsie jako je cirkulujici nadorova DNA (ctDNA),
volna cirkulujici RNA, extracelulirni vezikuly a nddorem ovlivnéné trombocyty. V sou-
Casné dobé¢ se oblast vyzkumu zamétuje piedevsim na detekci cirkulujici naddorové DNA
(ctDNA), ktera tvoti malou subpopulaci celkové cirkulyjici DNA a ptedstavuje vhodny pre-
diktivni a prognosticky nastroj nadorového onemocnéni. Z t€hnich tekutin Ize K tekuté biop-
sii pouzit kromé periferni krve také moc¢, slny, mozkomiSni mok, sputum a kostni dfen
(Alix-Panabicres et Pantel, 2021). O tom jakou t€lni tekutinu je vhodné pouzt, rozhoduje
typ a anatomické¢ uloZzeni nadoru. Slmy mohou byt pouzity v piipadé rakoviny krku nebo
hlavy, mo¢ vyuzjeme pievazné¢ u rakoviny mocového méchyfe a mozkomiSni mok pii na-

doru na mozku (Jin et Burnier, 2021).
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4.1 Cirkulujici nadorové buniky (CTC)

Cirkulyjici nddorové bunky jsou buiky pochazejici z primarniho tumoru a metastaz,
které jsou uvoliovany do krevniho ob&hu a dalich télnich tekutin. Jejich pocet v krvi je
pomérn¢ nizky, a to okolo 1 CTC na 1 milion leukocytli. Studie prokazaly, ze morfologie
CTC se lisi v zavislosti na stadiu a typu nadorového onemocnéni. Je také znamo S$iteni CTC,
ve form¢ agregatli navazanych na fibroblasty ¢i trombocyty, do vzdalenéjSich tkani po téle
a tvorbé metastdz. Tyto bunécné agregaty jsou tak chranény pted oxida¢nimi UCinky stresu
a imunitnimu  systému. CTC v poslednich letech ziskavaji obrovsky vyznam pfi detekei na-
dort a zaCinaji nahrazovat tkanovou biopsi. Hlavnimi divody k piechodu na tekutou biopsii
je jeji nenaro¢ny odbér vzorku a poskytovani udajii o stavu nadoru v realném case (Lone et
al., 2022).

Vzhledem Kk tomu, Ze témet u vSech onkologickych pacientli jsou hadiny CTC v Krvi
velice nizké a tudiz obtiné detekovatelné, nebyla dodnes zavedena vSeobecné uznavana
standardni metoda umoziujici identifikaci a sbér CTC u nadorovych onemocnéni. K izolaci
CTC z nadort se nejCastéji pouziva metoda uzivajici adhezni molekulu epitelidlnich bun¢k
(EpCAM). Tato molekula je vyuzivdna jako povrchovy marker, ktery je exprimovan vy-
hradné na epiteliich, nikoliv na povrchu leukocyti, muze dochazet K selektivnimu hroma-
déni CTC (Eibl et Schneemann, 2021). Exprese EpCAM se u riznych druhi nadorovych
onemocnéni lisi. Metody detekce CTC zalozené na EpCAM jsou hojné pouzivané u nadord,
které siln¢ exprimuji EpCAM, jako je napitklad karcinom prostaty ¢i rakovina prsu. Detekce
EpCAM pozitivnich CTC je mozna 1 u dalSich typti nadorti pochazejicich z epitelidlnich bu-
nek, kterym je kolorektalni karcinom, hepatocelularni karcinom a karcinom slinivky. Tento
zplsob detekce ma i1 svd omezeni a tim je nemoznost pouziti EpCAM u nadord, které jsou
EpCAM negativni. Piikladem takového nadoru mohou byt nadory neurogenniho typu (Lin
et al., 2021).

4.2 Volna cirkulujici DNA (cfDNA)

Vedle CTC se oblast vyzkumu nadorovych biomarkerii zaméfuje i na dalsi kompo-
nenty tekuté biopsie, a to pfedevSsim na detekci hladin volné cirkulujici DNA (cfDNA), re-
spektive volné nadorové DNA (ctDNA). Ukézalo se, ze cfDNA slouzi jako dobry zdroj in-
formaci o specifickych mutacich a genetickych zménach. Jedni se 0 dvouretézcovy usek
DNA tvofici proteinovy komplex dlouhy okolo 18 az 10 000 paru basi. Piitomnost cfDNA
je uzce spjata s fyziologickou funkci buiky, ato konkrétné s bunéénou sekreci, apoptdozou
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nebo nekrdézou a lze ji najit v riznych typech télnich tekutin. Pozdé&ji bylo zisténo, Ze paci-
enti s nadorovym onemocnénim vykazuji v krvi vy$si koncentrace ¢fDNA neZ zdravi jedinci
a proto piedstavuyje vhodny diagnosticky nastroj nddorového onemocnéni. Zatimco cirkulu-
jici nadorova DNA (ctDNA) tvoii pouze malou ¢ast celkové cirkulujici DNA u onkologic-
kych pacientii ajeji hladiny mohou slouzit jako prediktivni nebo prognosticky marker nado-

rového onemocnéni. (Kaminska et al., 2021).

4.2.1 Cirkulujici nadorova DNA (CtDNA)
Obecné se mnozstvi cirkulujici nadorové DNA (ctDNA) zvySuje s rostoucim poctem

nadorovych bungk. Zatimco V Casnych stadiich kancerogeneze mize mnozstvi ctDNA tvofit
pouhé 1% celkové cfDNA, Vv pozdnich stadiich mize toto zastoupeni vystoupat azna 40 %.
Z toho divodu se mohou hladiny ctDNA vyuzivat k monitoraci odpovédi na lécbu nebo
k brzké detekci relapsu. Podobné jako u CTC je koncentrace ctDNA v krvi nizka a je zapo-
tiebi citlivé detekcni analyzy. Ve vétSiné piipadl se ctDNA vyuziva ke screeningu zndmych
bodovych mutaci (Neumann et al., 2018).
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5 METODY STANOVENI EXPRESNICH HLADIN MIRNA
Molekuly miRNA jsou velmi stabilni a snadno detekovatelné v télnich tekutinach

jako je plazma, mo¢ a sliny. Z tohoto divodu jsou povazovany za idealni prognostické bio-
markery pfi neinvazivni diagnostice (Ramon-Nufiez et al., 2017). Po extrakci miRNA z bu-
nék nebo tkani ajejich nasledné izolaci, se z nich vSak stivaji nestabilni molekuly s kratkym
polo¢asem rozpadu (Tan et Yiap, 2009). Nejcastéji se miRNA potiebné k vySetieni ziskavaji
z plazmy. K tomuto vySetfeni je zapotiebi odebrat pacientovi nesrazlivou zni krev do zku-
mavky s protisrazlivymi ¢inidly, kterymi jsou EDTA nebo citrat. Pro molekularné geneticka
vySetfeni neni naopak vhodné uzivat antikoagulaéni Cinidlo heparin, ktery zapfiCini ihibici

DNA polymerazy (Beranek, 2016).

5.1 lzolace plazmy z pIné krve

Prvnim krokem pro zisk potiebné miRNA k diagnostice je ziskat plazmu z piné krve,
ktera byla odebrana pacientovi. Ziskana krev v EDTA zkumavce je centrifugovana ve vy-
chlazené centrifuze pii 4°C. Zkumavky s plnou krvi jsou centrifugovany po dobu 10 minut
pii 3000 otackach za minutu (RPM). Centrifugace zpusobi odd€leni plazmy, nachazejici se
jako vrchni vrstva ve zkumavce, od krevnich elementtl, které se usadi na dn€. Po dokonceni
centrifugace se zkumavky opatrné vyjmou, aby nedoSlo k promiseni plazmy s krevnimi ele-
menty. Odstiedénd plazma je prepipetovana do 2ml mikrozkumavek, které jsou nasledné
dalsich 10 minut centrifugovany pii 4°C, ale pii rychlosti 11000 otacek za minutu. Poté se
stoCend plazma prepipetuje do novych mikrozkumavek. Takto ziskanou plazmu je mozné,

pro molekularné¢ genetickou diagnostiku, uchovavat az n¢kolik let a to pii teploté¢ -70°C

(SOP080320 Ustavu biologie LF UK v Plzni pro izolaci plazmy z piné¢ krve, 2020).

5.1.1 lzolace a purifikace nukleovych kyselin

vvvvvv

vanych v molekularni biologii a pfedstavuje pocatecni bod pro dalsi navazyjici analyzy.
Nukleové kyseliny je mozné izolovat z kteréhokoliv biologického materialu, a to napiiklad
Z nativnich nebo konzervovanych tkani, bun¢k nebo virovych castic. Obecné je k dosaZeni
uspésné izolace a purifikace nukleovych kyselin zapotfebi Ctyf dilezitych krokd, kterymi
jsou naruseni bunécné stény, denaturace nukleoproteinovych komplexi, maktivace nukledz
napiiklad RNdazy pro izolaci RNA a DNazy pro izolaci DNA a zabranéni kontaminace v pri-
béhu celého procesu. Prvnim z nich je U¢inné naruSeni bunky ¢i tkané s vyskytem nukleo-

vych kyselin. (Tan et Yiap, 2009). K naruseni buné¢né stény se daji pouzit detergenty, jako

47



je naptiklad laurylsfran sodny. Po spravném naruSeni buné¢né stény a cytoplazmatické mem-
brany dojde ke smiseni degradacnich produktli s nitrobunécnymi slozkami za vzniku smési
z DNA, RNA, lipidi, proteinti, sacharidii a uhlovodikt. Po celou dobu procesu je potieba
eliminovat moznost degradace nukleovych kyselin, zaji§ténim podobnych podminek odpo-
vidajicich fyziologickym hodnotdm. V nasledujicim kroku je zapotiebi pomoci proteaz od-
stranit z buné¢ného lyzatu proteiny. Tento krok je pro purifikaci nukleovych kyselin velice
dilezity, protoze navazané proteiny mohou negativné ovliviiovat u€mnnost nasledyjici prace

sDNA ¢ RNA (Smarda et al, 2005).

5.1.2 lzolace miRNA
Diitve se k izolaci mIRNA wivala extrakce smési fenol-chloroform. Fenol a chloro-

form jsou latky nemisiteIné s vodou, a proto po pfidani do vodného roztoku lyzatu zatidi
denaturaci a vysrazeni proteint. Naslednou centrifugaci dojde k rozdéleni objemu na fazové
rozhrani, kdy je odd¢lena t€Z8i organickd ¢ast od vodné leh¢i casti. Pii pouziti kyselého fe-
nolu dojde k usazeni DNA v organické ¢asti a ve vodné Casti ziistane RNA. Piipadné zbytky
fenolu a chloroformu jsou znieny po promyti etanolem. U této metody izolace vSak byl
problém casté kontaminace a nizké vytéznosti. Témto problémim piedchazi postup, ktery
pro izolaci mRNA vyuziva tzv. kolonkovou metodu. V soucasné dobé¢ jsou nejcastéji uzi-
vanymi komeréné dodavanymi kity mirVana a miRNeasy, které jsou uzpusobené k izolaci
co nejvetstho mnozstvi miRNA z télnich tekutin (Lu et Rothenberg, 2018; Smarda et al,
2005).

Pro tuto bakalaiskou praci byla pouzita k izolaci mIRNA z plazmy kolonkova me-
toda pomoci miRNeasy Serum/Plasma Kitu dodavaného firmou QIAGEN (Qiagen, Hilden,
Némecko). RNA zskand pouzitim té€chto souprav se vyznacuje vysokou Cistotou a je piipra-
vena K vyuziti pro nasledujici citlivé analyzy. Postupy miRNeasy také eliminuji riziko kon-
taminace solemi ¢i fenolem, které mohou interferovat vysledky nasledujicich analyz. Sada
miRNeasy poskytuyje moznost ziskani RNA i z malého mnozstvi plazmy nebo séra, jako je
200 mikrolitrt. Tato sada vyuziva lyzu vzorkid na zakladé fenolu nebo guanidinu a k purifi-
kaci RNA slouzi kiemi¢ité membrany. Pro lyzaci je zapotiebi piidat k séru nebo plazmé
lyzacni roztok QIAzol, ktery je soucasti soupravy. QIAzol Lysis Reagent je roztok fenolu a
guanidin-thiokyanatu slouzici k ulehéeni Iyzy, k inhibici RNaz a také odstrafiyje téméf
vSechno mnozstvi DNA a proteinii z roztoku vznikl¢ lyzaci. Po piidani chloroformu a na-
sledné centrifugaci dojde k oddé€leni vodné faze od organické. Potfebna RNA se separuje do

vrchni faze, ktera musi byt nasledné prenesena do nové mikrozkumavky a je K ni pfidan
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etanol k zajisténi vhodnych vazebnych podminek molekul RNA. V dalim kroku je vznikly
lyzat pienesen na kolonku, kde se na membrané zachyti vSechna RNA a dojde k odplaveni
necistot. Zachycena velmi kvalitni RNA je dale eluovana velmi malym mnozstvim vody bez

RNaz (upraveno podle protokolu dodavaného firmou Qiagen, Hilden, Némecko, 2022).

52 RT-real-time PCR

Dalsim krokem v molekularné biologické analyze miRNA je zapotiebi namnozit vy-
Setfovany tsek genu. Za nenahraditelnou metodu uzivanou k namnozeni sledovaného useku
je povazovana PCR neboli polymerazova fetézcova reakce i s jejimi ostatnimi modifika-

cemi, jako je napiiklad real-time PCR (Foretova et al., 2014).

5.2.1 PCR (polymerazova retézcova reakce)
Pojem polymerazova fetézcova reakce byl poprvé pouzt pted vice nez 30 lety v pu-

blikaci popisujici novou enzymatickou amplifikaci DNA. Prvni vyuziti PCR, vzhledem
K vyuziti termolabilniho Klenova fragmentu, bylo nepraktické. Bylo ho nutné ptidavat do
reakce po kazdé denaturaci. Zasadnim poznatkem k zatazeni PCR do rutinnich metod bylo
witi termostabilni polymerazy izolované z bakterie Thermus aquaticus (Kralik et Ricchi,
2017).

Polymerazova ftetézcova reakce (PCR) je metoda pouzivana k amplifikaci konkrét-
ntho useku DNA. Princip této in vitro amplifikacni metody spociva v syntéze kopii useku
DNA, ktery slouzi jako templat (pouze jeden fetézec DNA), za pomoci enzymu DNA-poly-
merazy pii dodrzeni pravidla komplementarity baz. Vysokou teplotou dojde k denaturaci
dvousroubovice DNA, ktera se rozpadne na jednotetézcové vlakno, neboli templat. K pri-
béhu reakce jsou dale zapotiebi kratké oligonukleotidy (primery) o délce 10-30 baz, které
diky pravidlu komplementarity hybridizuji na obou koncich vldkna DNA. K amplifikaci
DNA je také nutné pfidat termostabilni DNA polymerazu, ktera naseda na primery a umoz-
nuje piipojeni nukleotidi k fetézci. Reakéni smés slozenou z templatové DNA, primerd, de-
oxyribonukleosidtrifosfati a DNA polymerdzy se napipetuyje do PCR zkumavek a vloZ do
termocycleru, ktery zajisti spravné teploty pro konkrétni faze. PCR probiha celkem ve tfech
fazich:

1. Denaturace - separace dvousroubovice DNA pfi vysoké teplote¢ (94°C —
95°C)
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2. Annealing — pfipojeni primerd podle pravidla komplementarity bazi na
vldkno DNA (50°C-60°C)

3. Elongace (polymerace) — nasednuti DNA polymerazy na primery a na-
sledné pfipojovani volnych nukleotidi k vldknu DNA (72°C)

Tento cyklus se opakuje piiblizné 40x, za vzniku az nékolikka milionti kopii templa-
tové DNA (Bartova, 2011; Foretova et al., 2014).

5.2.2 RT-real time PCR
Real-time PCR je ur¢ita modifikace PCR, ktera sleduje amplifikaci DNA v redlném

Case. Amplifikace je tedy sledovana v prib&hu reakce a nikoli az na jejim konci. Jelikoz je
amplifikace DNA sledovana v redlném cCase na pfistroji pro PCR, je real-time PCR kvanti-
tativni metodou, a je také bézné oznacovan jako qPCR (kvantitativni PCR) (Baria, 2021).

Tato metoda je pouzivaina za ptredpokladu, jestlize je vstupnim materidlem RNA.
Pii RT-gPCR dojde v prvni fad¢ k prepsani RNA do komplementarni DNA (cDNA) pomoci
enzymu reverzni transkriptdza. Komplementarni DNA se nasledné vyuzije jako templat pro
rekci qPCR. Kvantitativni PCR wyuzivd reverzni transkripci v mnoha piipadech, hlavné
Vv analyze genové exprese, pii validaci RNA, validaci microarray, detekci patogent, i pii ge-
netickém testovani a vyzkumu onemocnéni. Podle poctu vyuzitych testovacich zkumavek
mizeme rozdélit RT-gPCR na jednokrokovou, ¢i dvoukrokovou. Pii jednokrokové metodé
se kombinuje reverzni transkripce a PCR v jedné zkumavce a pufiu. K tomuto typu metody
se vyuziva bud’ enzym s reverzni transkriptizou a zaroven s polymerazovou aktivitou, nebo
DNA polymeraza dohromady s reverzni transkriptazou. Dvoukrokova metoda je naopak

provadéna ve dvou zkumavkach s riznymi optimalizovanymi pufry (Biogen, 2023).

Sledovat nartist templatovych kopii Vv realném case je umoznéno piidanim flu-
orescentni molekuly do PCR reakce. Fluorescentni molekula produkuje fluorescencni sig-
nal, ktery zesiluyje svou intenzitu v zavislosti na zvySujicim se mnozstvi amplikonu. Pro zvy-
raznéni reakce real-time PCR existuji dva typy fluorescen¢nich sond. Za prvé se vyuzivaji
barviva vazajici DNA, jako je napiklad SYBR Green a druhym typem jsou DNA specifické
fluorescentni zhaSeci sondy, kde jsou zafazeny sondy SensiFAST, sondy TagMan a nebo
molekularni majaky a sondy Scorpions. Termocyclery pro real-time PCR jsou upraveny a
vybaveny fluorescencnimi detektory tak, aby mohly zachytit fluorescencni signal vznikly

Vv pribéhu amplifikace. Intenzita zméfené fluorescence je umérnd mnozstvi vzniklého PCR
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amplikonu. Zmeéna fluorescencniho signalu v ¢ase se pouziva k vypoctu mnozstvi amplikonu
vzniklého v jednotlivych cyklech a timto postupem je mozné provadét sbér dat v realném
Case. Valna ¢ast modernich pfistroji pro real-time PCR uz rovnou obsahuje analyticky soft-
ware umoznujici vytvofeni grafu, ktery znazoriuje pocet cykli a intenzitu fluorescence.

Timto zpGsobem dojde ke ziSténi kvantity amplifikované DNA (Baria, 2021).
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PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast této bakalaiské prace probihala na Ustavu biologie Lékatské fakulty
V Plzni ve spolupraci s oddélenim Plastické chirurgie Fakultni nemocnice v Plzni.

6 CIL A UKOLY PRACE

6.1 Hlavni cil

Cilem prace bylo predevsim zvladnuti metodiky izolace plazmy z plné krve a izolace
RNA z plazmy pro nasledné kvantitativni stanoveni hladin exprese vybranych molekul
mMIRNA.

6.2 Dilci cile
1. lzolace plazmy z piné krve odebrané 50 pacientim pied a po chirurgické resekci

maligniho melanomu.

2. lIzolace RNA ze 100 vzorkl plazmy v dostate¢ném mnozstvi a Cistoté pro nasled-

nou kvantitativni analyzu.

3. Stanovani hladin exprese vybranych molekul miRNA pomoci metody RT real
time PCR.

4. Statistické vyhodnoceni ziskanych expresnich hladin miRNA.
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7 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Po osvojeni si zakladnich postupli v laboratofi a zvladnuti metodiky izolace plazmy
zpIné krve a nasledné izolace RNA z plazmy u celkem 50 pacientti chirurgicky Iécenych
pro maligni melanom, byla u 22 vybranych pacientii stanovovana exprese piedoperacnich a
pooperac¢nich hladin 23 molekul mRNA pomoci metody RT real-time PCR. Pred statistic-
kym vyhodnocenim zskanych hodnot byly stanoveny nasledujici vyzkumné otazky:

1. Doslo k signifikantnim zménam v hladinach vybranych molekul miRNA

Vv plazmatickych ptedoperacnich a pooperacnich vzorcich?

2. Mohou byt hladiny stanovenych molekul mRNA ve vztahu k celkové dobé¢ pie-

ziti pacienti (OS) nebo intervalu bez piiznakd recidivy onemocnéni (DFI)?
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Do studie probihajici na Ustavu biologie LF UK v Plzni ve spolupraci s oddélenim
Plastické chirurgic FN v Plzni bylo zahrnuto celkem 100 pacientd chirurgicky lécenych pro
maligni melanom. V letech 2017 — 2022 byly od téchto pacientii sbirany vzorky plazmy zis-
kané z piné krve odebrané pacientim pted a po chirurgickém odstranéni maligniho mela-
nomu na oddgleni Plastické chirurgie FN Vv Plzi. Do pilotniho pokusu probihajiciho na Us-
tavu biologie pro kvantitativni analyzu predoperacnich a pooperacnich plazmatickych
vzorkll bylo vybrano 22 pacientll (15 muzii a 7 Zen) v L. az IIl. stddiu maligniho melanomu.
Vékovy medidn pacientek byl 67 let a u pacienti muzii byl primémy veék 60 let. VSichni
pacienti zahrnuti v této studii podepsali mformovany souhlas o poskytnuti krevnich vzorki

pro védecké ucely.

V praktické casti této bakalafské prace bylo izolovano celkem 100 vzorkli plazmy

ziskanych z plné krve od pacienti zahrnutych v této studii
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9 METODIKA PRACE

9.1 Ilzolace plazmy z pIné krve

Plni krev odebrani do EDTA zkumavek byla dodéna na Ustav biologie LF UK
V Plzni z oddéleni Plastické chirurgie FN v Plzni, kde byla odebrana pacientim zafazenych
do studie. Pind krev byla dale na Ustavu biologie LF UK v Plzni zpracovavana podle predem

uréenych postupil.

9.1.1 Piistrojové vybaveni
K izolaci plazmy z piné krve bylo pouzito toto piistrojové vybaveni laboratofe:

e Centrifuga Eppendorf 5804R (od firmy Eppendorf, Némecko).

e Jednokanalové pipety Eppendorf Research s nastavitelnym objemem od 2 pl
do 1000 pl (od firmy Eppendorf, Némecko).

Obrazek 1: Centrifuga Eppendorf 5804R.

|as 5

Centrifuge 5804 R

Zdroj: Viastni, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2023.

9.1.2 Postup izolace plazmy z plné krve
1. Zapnout chlazenou centrifugu a nechat vychladit na 4°C.
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2. Po nachlazeni na 4°C centrifugovat EDTA zkumavky s plnou krvi po dobu 10
minut pii 3000 otackach za minutu (RPM).

3. Opatmé vyndat zkumavky z centrifugy, ve vrchni ¢asti Zkumavky senachaz od-
délend plazma od zbytku plné krve, ktery je na dné¢ zkumavky.

4. Ptepipetovat plazmu do 2 ml mikrozkumavek.

5. Nasleduje centrifugace izolované¢ plazmy po dobu 10 minut pii 11000 RPM a za
teploty 4°C.

6. Prepipetovat plazmu do novych fadné nadepsanych mikrozkumavek a vSechny
vzorky skladovat pfi teplote¢ -70°C.

9.2 Izolace RNA (véetné miRNA) z plazmy

9.2.1 Pristrojové vybaveni
K izolaci molekul RNA z plazmy a k méteni ziskanych koncentraci RNA bylo pou-

7ito toto piistrojové vybaveni:

e Jednokanalové pipety Eppendorf Research s nastavitelnym objemem od 2 ul
do 1000 pl (od firmy Eppendorf, Némecko).

e Vortex TX4 Digital IR Vortex Mixer (od firmy Velp Scientifica, Italie).
e Centrifuga Fresco 21 (od firmy Thermo Fisher Scientific, USA).

e Centrifiga MiniSpin® (od firmy Eppendorf, Némecko).

e Centrifuga Micro Star 17 (od firmy VWR International, USA).

e Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (od firmy NanoDrop Technologies,
USA).

e Software NanoDrop 1000 3.7 (od firmy NanoDrop Technologies, USA).
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Obrazek 2: Jednokanalové pipety Eppendorf Research.

Zdroj: Viastni, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2023.

Obrazek 3: Centrifuga Fresco 21.

Zdroj: Viastni, Ustay bioloie LF UK v Plzni, 2023.
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Obrazek 5: Centrifuga Micro Star 17.

Zdroj: Vliastni, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2023.

Obrazek 4: Centrifuga MiniSpin®.

Zdroj: Viastni, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2023.
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Obrazek 7: Spektrofotometr NanoDrop ND-1000.

Zdroj: Vlastni, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2023.

Obrazek 6. Krivka koncentrace RNA v softwaru NanoDrop 1000 3.7.
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9.2.2 Postup izolace RNA z plazmy

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Nechat pii pokojové teploté voné rozmrazit hluboce zamrazenou plazmu.
Zapnout a nechat nachladit centrifugu Fresco 21 na 4°C.

Rozmrazenou plazmu fadné protfepat na vortexu a kratce ji sto¢it v centrifuze
MmiSpin® po dobu 10 s.

Piepipetovat 200 pl plazmy do nové 1,5 ml mikrozkumavky a ptidat 5ti nasobné
mnozstvi QIAzol Lysis Reagent (to odpovida 1 ml pti pouziti 200 ul plazmy).

Celou smés kratce zvortexovat.
Nasleduje 5ti minutova inkubace pii pokojové teplote.

Béhem inkubace vyndat miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control z lednice,
zvortexovat a kratce sto¢it v MiniSpin® centrifuze.

Po inkubaci ptidat 3,5 Wl miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control.

Ptidat chloroform ve stejném objemu jako vstupni vzorek plazmy, tedy v naSem

ptipadé pridat 200 pl chloroformu.

Zavitt mikrozkumavku a celou smés velmi prudce a dikladné protrepat —

nejditve v ruce, pak 20 s zvortexovat.
Nechat inkubovat 3 min pfi pokojové teploté.

Centrifugovat 15 min pti 14 000 RPM ve vychlazené centrifuze Fresco 21 na
teplotu 4°C.

Pomoci automatické pipety prenést 650 pl z celkového objemu horni faze do
¢isté 2 ml mikrozkumavky, piidat 975 ul 100% ethanolu a nasledné tadné pro-
michat.

Odebrat cca 550 pl vzniklé smési, prenést na kolonku umisténou ve 2 ml mikroz-
kumavce bez vicek, centrifugovat pii 10 000 RPM, po dobu 30 s, pii pokojové
teploté.

Po centrifugaci vylit odpad ze dna, mikrozkumavku osusit buni¢inou a znovu

pouZit.
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15. Krok 13. a 14. provést celkem 3x, dokud neni cely vzorek profiltrovan kolonkou.
16. Na kolonku piidat 700 ul RWT.

17. Centrifugovat pii 10 000 RPM, po dobu 30, pti pokojové teploté. Prefiltrovany

odpad vylit, mikrozkumavku osusit buni¢inou a znovu pouZit.
18. Pridat na kolonku 500 ul RPE.

19. Centrifugovat pii 10 000 RPM, po dobu 30, pfi pokojové teploté. Prefiltrovany

odpad vylit, mikrozkumavku osusit buni¢inou a znovu pouZit.
20. Pridat 500 pl 80% ethanolu.

21. Centrifugovat pii 10 000 RPM, po dobu 2 min, pii pokojové teploté. Mikrozku-
mavku s odpadem vyhodit (pii manipulaci s mikrozkumavkou dat pozor, aby ne-

doslo ke kontaktu membrany s odpadem na dné¢ mikrozkumavky).

22. Nasledné kolonku ptemistit do nové Cisté 2 ml mikrozkumavky a suSit mem-
branu centrifugaci pii maximalnich otackach, po dobu 5 min, pfti pokojové tep-

loté.

23. Poté kolonku ptemistit na 1,5 ml mikrozkumavky s vicky a pridat 25 ul RNase-

free vody piimo na stfed membrany.
24. Inkubovat cca 5 min, pfi pokojové teplote.

25. Centrifugovat 75 s pfi maximalnich otackach. 1,5 ml mikrozkumavku umistit do
centrifugy MicroStar 17 tak, aby oteviena vicka byla po sméru toéeni rotoru a

nedoslo k jejich odtrzeni.

26. Prefiltrovany eludt znovu napipetovat na membranu a centrifugovat za stejnych

podminek jako v pfedchozim kroku.

9.2.3 Postup méreni koncentrace miRNA na NanoDropu
1. Na notebooku piipojeného k Nanodropu spustit na ploSe program NanoDrop

1000.

2. Poprvé miciovat piistroj pomoci 1 ul RNase-free vody.
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9.3.1

3. Pro meéfeni kliknout v programu na ikonu NUCLEIC ACID a dale vybrat RNA-
40.

4. Zmeit BLANK pouzitim 1 pl RNase-free vody nanesené na ¢idlo, ve vybéru
SAMPLE ID zvolit — BLANK.

5. Poté mizeme meiit naSe vzorky - napipetovat 1 pl vzorku na c¢idlo, do kolonky
SAMPLE ID napsat ¢islo vzorku a méfeni spustit tlacitkem MEASURE.

6. Cidlo pred nanesenim dalitho vzorku vzdy otfeme buni¢inou.

7. Ulozit soubor pomoci ikon SHOW REPORT — REPORTS - SAVE REPORT -
EXPORT REPORT AND STANDARTS TABLES.

9.3 Stanoveni molekul miRNA pomoci RT real-time PCR

Pristrojové vybaveni
K provedeni RT real-time PCR bylo pouzito toto pfistrojové vybaveni:

e Jednokanalové a multikandlové pipety Eppendorf Research s nastaviteInym
objemem od 2 pl do 1000 ul (od firmy Eppendorf, Némecko).

e Vortex MS3 B S000 (od firmy IKA® Werke GmbH & Co. KG, Né¢mecko).
e Centrifuga PCR Plate Spinner (od firmy VWR International, USA).

e Termocycler T100 Thermal Cycler (od firmy Bio-Rad, USA).

e Termocycler Stratagene Mx3005P (od firmy Agilent Technologies, USA).

e Laminarni box ZEPHYRUS® PCR Box Harmony (od firmy Elisabeth Phar-
macon, Ceska republika).
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Obrazek 8: Termocycler T100 Thermal Cycler.

Zdroj: Viastni, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2023.

Obrazek 9: Laminarni box ZEPHYRUS® PCR Box Harmony.

\\\\\\

2

UK v Plzni, 2023.

Zdroj: Viastni, Ustav biologie
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Obrazek 10: Termocycler Stratagene Mx3005P.
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Zdroj: Vlastni, Ustav biologie LF UK v Plzni, 2023.
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9.3.2 Postup reverzni transkripce pri pouzti kitu: TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit

1.

Kratce zvortexovat a stoCit vSechny potiebné reagencie.

Do 2 ml mikrozkumavky pfipravit Master MIX, ktery se pro jeden vzorek sklada
z: 8,66 ul PCR vody, 0,19 Wl RNase inhibitoru, 0,15 pl dNTP Mixu, 1,5 ul RT
pufru az 1 Wl MultiScribe reverzni transkriptazy.

Rozpipetovat ziskany Master MIX do 8 jamkového stripu, ktery je umistén

Vv chladicim blocku.
Ulozit mikrotitraéni destiCku s 96 jamky do chladiciho bloku.

Pomoci multikanadlové pipety napipetovat 11,5 ul Master MIXu do kazdé jamky
mikrotitracni desticky, podle poctu odpovidajicimu poctu vzorku.

Rozpipetovat primer do Cistého 8 jamkového stripu.

Pomoci multikandlové pipety napipetovat 2,5 pl primeru do kazdé jamky mikro-

titracni desticky, podle po¢tu odpovidajicimu poctu vzorki.

Dale pomoci multikanalové pipety ptidat 1 Wl RNA vzorku do kazdé jamky mi-
krotitracni desticky, podle poctu odpovidajicimu poctu vzorkd.

Desticku dtikladn€ uzaviit, zvortexovat a zkontrolovat dno jamek, kvili vzniku

nechténych vzduchovych bublin.

10. Viozt do termocycleru BioRad na program s nazvem ,MIRNA*.

9.3.3 Postup pro real-time PCR

1.

2.

Kratce zvortexovat a stoCit vSechny potiebné reagencie.

Do 2 ml mikrozkumavky piipravit Master MIX, ktery se pro jeden vzorek sklada
z: 6,5 ul PCR vody, 10 pl pufru TagMan Universal Master Mix Il, 1 ul sondy +
primeru TagMan MicroRNA Assay.

Rozpipetovat ziskany Master MIX do 8 jamkového stripu, ktery je umistén Vv
chladicim blocku.

Ulozit mikrotitrani destiCku s 96 jamky do chladiciho bloku.
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10.

11.

12.

Pomoci multikandlové pipety napipetovat 17,5 ul Master MIXu do kazdé jamky
mikrotitraéni desticky, podle poc¢tu vzorkli, kalibratoru a negativni kontrole (vSe

pipetovat v doubletu).
Multkandlovou pipetou ne¢kolikrat promichat RT-CDNA.

Pomoci multikandlové pipety napipetovat 2,5 ul RT-cDNA do kazdé jamky mi-
krotitrani desticky podle poctu vzorka v duplikétu.

Poté nékolikrat promichat multikanadlovou pipetou RT-cDNA s Master MIXEM

v kazdé jamce.
Do mikrotitra¢ni desticky pfidat kalibrator (také v duplikatu).
Do jamek s negativni kontrolou nepfidavat dalsi reagencie.

Desticku dikladn¢ uzaviit, zvortexovat a zkontrolovat dno jamek, kvili vzniku

nechténych vzduchovych bubln.

Vlozt do termocycleru Stratagene a spustit prub¢h real-time PCR.
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

10.1 Koncentrace a Cistota izolovanych pacientskych vzorkii RNA

Pro G¢ely méfeni koncentrace a Cistoty izolovanych vzorki RNA byl vyuzit spekto-
fotometr NanoDrop ND-1000 (od firmy NanoDrop Technologies, USA) a software Na-
noDrop 1000 3.7 (od firmy NanoDrop Technologies, USA).

Celkova tabulka s naméfenymi koncentracemi a hodnotami Cistoty izolovanych pa-

cientskych vzorkli RNA je uvedena v Priloze A.

10.1.1 Vyhodnoceni hodnot koncentrace izolovanych vzorkit RNA
K vyhodnoceni izolované koncentrace RNA vSech 100 zpracovanych vzorkl bylo

zapotiebi rozd¢lit ziskané hodnoty do tfech skupin podle koncentrace. Prvni skupina pred-
stavuje vzorky, u kterych ziskand koncentrace nepiesahla vice jak 10 ng/ul. Do druhé sku-
piny jsou zatazeny hodnoty koncentraci 10-20 ng/ul a teti skupina zahrnuje vysledky kon-
centraci 20-50 ng/ul. Vzorky patiici do prvni skupiny s koncentraci 0-10 ng/ul jsou pro
vlastni stanoveni nedostacujici. Pfi stanoveni koncentrace mmnou izolovanych vzorku bylo
zjisténo, ze pouze 3 vzorky ze 100 maji nedostacujici koncentraci RNA. Druha skupina za-
hrnuje vzorky s dostatecnou koncentraci RNA a z Grafu 1 lze vyCist, Ze se jedna o nejpocet-
n&jsi skupinu s 56 vzorky. Tieti skupinu tvoii podle Grafu 141 vzorka s koncentracemi RNA

vice nez dostacujicimi.

Aby nadéle mohlo dojit k analyze metodou RT real-time PCR, musi byt koncentrace
vyssi nez 10 ng/ul. V naSem pifpadé bylo zisténo, ze témto pozadavkim vyhovuje 97
vzorkii ze 100 izolovanych. Vzorky s vyhovujici koncentraci pro daldi analyzu se nachazeji

ve druhé a teti skupin€é Grafu 1, tedy v oranzové a Sedé vyseci.
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Graf 1: Koncentrace RNA v izolovanych vzorcich

Koncentrace RNA ve vzorcich
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Zdroj: Vlastni, podle poskytnutych dat Ustavem biologie LF UK v Plzni, 2023

10.1.2 Vyhodnoceni ¢istoty izolovanych vzorkit RNA
Cistotu izolovaného vzorku RNA lze uréit jako pomér absorbanci pfi 260 nm a 280

nm. Takto vypo&itané hodnoty najdeme v Tabulce 1 v Pifloze A. Cistota vzorku vhodného
pro pouwziti k dalsi analyze by méla byt vyssi nez 1,3; proto byly zskané hodnoty Cistoty
vzorkt rozdéleny do nasledujicich tii skupin. Prvni skupina ptedstavuje vzorky s istotou do
1,3; druhd skupina v rozmezi 1,3-1,8 a ve tieti skupiné se nachdzeji vzorky o Cistoté vyssi
nez 1,8. Z Grafu 2 lze pomat, Zze do prvni skupiny s Cistotou do 1,3 spadaji 3 vzorky a ty
jsou tedy nedostacujici pro naslednou analyzu metodou RT real-time PCR. Druhd skupina,
Vv grafu vyznacena oranzovou barvou, predstavuje skupinu 96ti vzorkl s dostacujici Cistotou.
Treti skupinou je vice neZ dostacujici Cistota vzorku a patii sem pouze 1 vzorek s Cistotou

vys$i nez 1,8. Vzorky vyskytujici se v 2. a 3. skupin¢ jsou vhodné pro naslednou analyzu.
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Graf 2: Cistota izolovanych vzorkii RNA, 260/280

Cistota izolovanych vzork RNA, 260/280
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Zdroj: Viastni, podle poskytnutych dat Ustavem biologie LF UK v Plzni, 2023

Ze vsech 50 pacientli, od kterych jsem v ramci praktické ¢asti této bakalaiské prace
zpracovavala 100 vzork plné krve s naslednou izolaci plazmy, bylo na zikladé jejich kli-
nickych stavili vybrano 22 pacientl, u nichz byly stanovovany expresni profily vybranych
molekul mRNA. Zuté jsou v Tabulce 1v Piloze A oznaGeny &isla vzorkt, které byly dale

zpracovavany.

10.2 Statistické vyhodnoceniziskanych expresnich hladin miRNA
U 22 pacientll, na ziklad¢ jejich klinickych stavll, byly déle stanoveny expresni hla-
diny 23 miRNA vybranych na zaklad¢ literatury, u kterych je pfedpokladany vztah k mela-

nomum.

Statisticka analyza ziskanych expresnich hladin miRNA byla provedena pomoci SPS
22 softwaru (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Rozdily v pfedoperacnich a poopera¢nich
expresnich hladindich molekul mRNA byly porovnavany Wilcoxonovym testem na zvolené
hlading statistické vyznamnosti p <0,05. Analyza prezti byla provedena Kaplan-Meierovou

metodou.
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10.2.1 Vyhodnoceni predoperacnich a poopera¢nich hladin miRNA
Pro normalizaci dat byla pouzita spike-in exogenni kontrola cel-miR-39-3p.

Nebyly nalezeny Zzidné signifikantni rozdily v pfedoperacnich a pooperacnich ex-

presnich hladinach.

Divodem nenalezeni Zadného signifikantniho rozdilu mez pfedoperacnimi a poope-
raénimi hladinami miRNA mize byt to, ze degradace mRNA probiha zpravidla velice po-
malu, coz miize vyrazné ovliviiovat vysledky a branit tak dosazeni rozdilnych hladin v pied

a pooperacnich vzorcich.

10.2.2 Analyza preziti
Byl nalezen signifikantni vztah mez pfedopera¢nimi hladinami expresi 6 mRNA

(MiR-221, miR-320, miR-497, miR-1260, miR-1908 a miR-99a) a celkovou dobou pfeziti.
Pacienti, ktefi méli nizké hladiny expresi téchto mRNA, m¢li signifikantné delsi dobu cel-
kového preziti nez ti, ktefi meli vysoké predoperacni hladiny téchto miRNA. U pooperacnich
hladin téchto mRNA nebyl nalezen Zadny signifikantni vztah k celkové dobé¢ pieziti. Ob-
razky grafi jsou uvedeny v Priloze C.

Dale byl nalezen signifikantni vztah 5 pfedoperacnich hladin miRNA (miR-320,
miR-497, mIRNA-1908, miR-4487 a miR-99a) k intervalu bez piiznakd recidivy onemoc-
néni. U pacientll s nizkymi hladinami expresi téchto miRNA, bylo zaznamenano vyrazné
delsi obdobi bez znamek onemocnéni. U pooperacnich hladin téchto miRNA nebyl nalezen
zadny signifikantni vztah k ntervalu bez piiznakil recidivy onemocnéni. Obrazky grafi jsou
uvedeny v Piiloze B.

U piedoperacnich hladin 4 mRNA (miR-320, miR-497, miR-1908 a miR-99a) byl nalezen
signifikantni vztah jak Kk celkovému pfezti, tak k intervalu bez piiznakti recidivy onemoc-

néni.
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DISKUZE

Pted napsanim bakalafské prace na téma expresni profily cirkulujicich mRNA jako
potencialni biomarkery melanomu byly stanoveny cile této prace. Hlavnim cilem bylo pfe-
dev8im zvladnuti metodiky izolace plazmy z plné krve a nasledna izolace RNA z plazmy
pro nasledné kvantitativni stanoveni hladin exprese vybranych molekul miRNA. V rdmci
praktické Casti této bakalafské prace bylo tedy zpracovavano 100 vzorkd phé krve od 50
pacientil léCenych pro maligni melanom. Jednalo se vzdy o jeden pifedoperacni a jeden poo-
peracni ndbér od kazdého pacienta. Ze vzorki plné krve byla izolovana plazma do 2 ml
mikrozkumavek, ktera se nasledné uchovavala pii teploté -70°C, aby nedosSlo k degradaci
nukleové kyseliny. Takto izolovand plazma se dale vyuzivala k praci se soupravou QIAGEN
miRNeasy Serum/Plazma Kit, diky které bylo mozné z plazmy izolovat celkovou RNA
véetné mRNA. Izolace byla provadéna v sad€ vzdy po deseti vzorcich a trvala celkové pres
20 hodin, které byly rozlozeny do piblizné deseti dnii béhem 3 mésici.

Dalsim krokem bylo statistické vyhodnoceni koncentrace RNA izolované z plazmy,
kvili zjisténi, zda je vzorek vhodny pro naslednou analyzu metodou RT real-time PCR. Po
statistickém vyhodnoceni bylo ziSténo, Ze nejvétsi pocet vzorkli (56 vzorkil) byl obsazen ve
skupiné s koncentraci 10-20 ng/ul a odpovida dostacujici koncentraci pro naslednou ana-
Iyzu. DalSich 41 vzorkl spliovalo hodnoty koncentrace 20-50 ng/ul a spadaly do skupiny
svice nez dostacujici koncentraci. Zbylé 3 vzorky nedosahovaly pozadované minimalni

koncentrace RNA potiebné pro naslednou analyzu metodou RT real-time PCR.

Nedilnou souc¢ésti pro ndslednou analyzu metodou RT real-time PCR je také Cistota
izolované RNA, ktera by neméla byt mensi nez 1,3. Cistota izolované RNA je vyjadiena
pomérem absorbanci pti 260 nm a pii 280 nm a je vypocitdna u kazdého izolovaného vzorku.
Po statistickém vyhodnoceni hodnot Cistoty jednotlivych vzorku izolované RNA a jejich
rozdéleni do tfech skupin bylo zjiSténo, Ze 3 vzorky nedosahuji takové Cistoty, aby u nich
mohla byt provedena naslednd analyza. Tyto vzorky dosahovaly hodnot 1,21; 1,09 a 1, 27.
Jeden vzorek dosahoval dokonce Cistoty nad horni hranici 1,8 a zbylych 96 vzorkl spadalo
do skupiny s hodnotou ¢istoty 1,3-1,8, tedy dosahovaly dostate¢né Cistoty pro stanoveni ex-
prese metodou RT real-time PCR.

Po statistickém vyhodnoceni koncentrace a Cistoty izolované RNA byla u vybranych
vzorkll stanovena exprese mRNA metodou RT real-time PCR. Z 50 pacientli bylo vybrano
na zaklad¢ jejich klnickych stavli 22 pacientii pro nasledné stanoveni exprese vybranych
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molekul mIRNA. Stanovovala se tedy exprese mRNA u 44 vzorkit metodou RT real-time
PCR. V prvnim kroku metody bylo nutné provést reverzni transkripci, kdy byla izolovana
RNA prepsana do cDNA pomoci kitu TagMan MicroRNA Reverse Transcription. Vznikla
cDNA byla dale vyuzita v druhém kroku pro metodu real-time PCR.

Po stanoveni expresnich hladin vybranych 23 molekul miRNA jak u pfedoperacnich,
tak i u pooperacnich vzorkli 22 pacientdi, bylo mozné odpovédét na nasledujici otazku: ,,Do-
Slo k signifikantnim zméndm v hladinich vybranych molekul miRNA v plazmatickych pte-

doperacnich a pooperacnich vzorcich?*.

Nenedoslo. Nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily v pfedoperacnich a poope-
raCnich expresnich hladindich. DGvodem nenalezeni Zidného signifikantniho rozdilu mezi
piedoperacnimi a pooperacnimi hladinami miRNA mize byt to, zZe degradace miRNA pro-
biha zpravidla velice pomalu, coz miize vyrazné¢ ovliviiovat vysledky a branit tak dosazeni

rozdinych hladin v pfed a pooperacnich vzorcich.

Druhou vyzkumnou otdzkou byla: ,Mohou byt hladiny stanovenych molekul
mMIRNA ve vztahu k celkové dobé pieziti pacienti (OS) nebo intervalu bez piiznaka recidivy

onemocnéni (DFT)?*.

Ano mohou a byl nalezen signifikantni vztah mez predopera¢nimi hladinami expresi
6 mMRNA (miR-221, miR-320, miR-497, miR-1260, miR-1908 a miR-99a) a celkovou do-
bou preziti (OS). Pacienti, ktefi m¢li nizké hladiny expresi téchto miRNA, méli signifi-
kantn¢ delsi dobu celkového piezti nez ti, ktefi méli vysoké predoperacni hladiny téchto
MIRNA. U pooperacnich hladin expresi téchto 6 mRNA nebyl nalezen signifikantni vztah
k celkové dob¢ prezti.

Daéle byl nalezen signifikantni vztah 5 ptredoperacnich hladin mRNA (miR-320,
miR-497, mIRNA-1908, miR-4487 a miR-99a) k intervalu bez piiznaki recidivy onemoc-
néni (DFI). U pacientli s nizkymi hladinami expresi téchto miRNA, bylo zaznamenano vy-

razné del§i obdobi bez znamek onemocnéni.

U piedoperacnich hladin 4 mRNA (miR-320, miR-497, miR-1908 a miR-99a) byl nalezen
signifikantni vztah jak k celkovému preziti, tak k intervalu bez nemoci. Z téchto vysledkii je
patmé, ze nejvétsi vypovédni hodnotu pro stanoveni progndzy, tzn. eventualni recidivy one-

mocnéni, maji pravé hladiny téchto ¢ty miRNA.
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Ukazalo se, ze pooperacni hladiny nejsou ve vztahu k celkovému piezti ani k inter-
valu bez nemoci na rozdil od pfedoperacnich hladin. Dtvod tohoto pozorovani ziejmeé sou-
visi s vlastnim opera¢nim vykonem. Pfi odstranéni naddoru miize vlivem jak manipulace s
vlastnim nddorem, tak vlivem ovlivnéni okoli tkané, dojit k uvolnéni uréitych molekul
miRNA, jejichz hladiny pak nejsou piimo ve vztahu k procesu karcinogeneze, ale jsou ovliv-

nény i destrukci tkané ve vztahu K opera¢nimu vykonu.

Znalost uvedeného je dllezitd pro klinické uplatnéni molekul miRNA jako ptipad-
nych nadorovych markert, kdy jako rozhodujici se ukazuji predoperacni nabéry. Uvedené
porovnani plati pro vSechny stanovené miRNA.
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ZAVER

Bakalarskd prace se vé€novala problematice stanoveni expresnich profili cirkuluji-
cich mRNA jako potencialnich biomarkertt melanomu. V teoretické ¢asti byl popsan proces
charakteristicky pro vznik a prib¢h kancerogeneze. Dale bylo popsano nadorové onemoc-
néni - maligni melanom, metody jeho diagnostiky, terapie a moznosti prevence. Cast teore-
tické bakalaiské prace se také vénovala molekulam mMIRNA a jejich spojitosti s tekutou bi-
opsii, ktera piedstavuje nadéjnou alternativni minimalné invazivni metodu diagnostiky me-
lanomu. Posledni kapitola byla vénovana metodam stanoveni expresnich hladin mRNA me-

todou RT real-time PCR.

V praktické ¢asti byla izolovana plazma z plné krve pacientd lé¢enych pro melanom, nasle-
dovana izolaci RNA z plazmy. Izolované vzorky RNA byly v dostate¢né koncentraci i Cis-
tot¢ a tudiz mohly byt pouzity k dalsi analyze metodou RT real-time PCR, kdy byly stano-
vovany expresni profily vybranych molekul miRNA.

Po statistickém vyhodnoceni byl nalezen signifikantni vztah mez pfedoperacnimi hladinami
expresi 6 MRNA k celkové dob¢ prezti a signifikantni vztah 5 molekul mRNA k intervalu
bez piiznaki recidivy onemocnéni. U ptedoperacnich hladin 4 miRNA byl nalezen signifi-

kantni vztah jak k celkovému pteZiti, tak k ntervalu bez piiznakil recidivy onemocnéni.

Vysledky expresnich profili vyse uvedenych molekul miRNA ukazuji, Ze jejich ptredope-
racni hladiny mohou pomoci piedpovédét dalsi priibéh onemocnéni a identifikovat pacienty
S vy$S§im rizikem recidivy, ktefi predstavuji vhodné kandidaty pro adjuvantni lécbu malig-

ntho melanomu.
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PRILOHY
Priloha A - Tabulka s naméienymi koncentracemi a ¢istotou v§ech

zpracovanych vzorkii s nabérem pred i po chirurgické resekci.

Tabulka 1: Tabulka s namérenymi koncentracemi a cistotou vzorku izolované RNA pred a

po operaci.
Cislo RNA
vzorku ID pacienta nabér (ng/Wl) 260/280
1 325308 pred 28,8 1,62
4 325308 po 13,1 1,56
5 886013 pred 19,2 1,52
8 886013 po 31,3 1,65
13 415104 pred 39,2 1,52
16 415104 po 33,1 1,51
21 876030 pred 22,4 1,67
24 876030 po 33,7 1,58
31 340103 pred 17,9 1,7
34 481004 pred 17,8 1,41
37 340103 po 19,5 1,4
38 481004 po 17,6 1,5
39 350428 pred 24,4 1,43
42 350428 po 19,6 1,34
48 480521 pred 19,9 1,34
50 480521 po 18,9 1,38
54 505329 pied 25,7 1,45
57 505329 po 10,9 1,44
59 700919 pred 23,2 1,57
62 700919 po 11,6 1,49
66 445123 pred 12,7 1,49
67 615630 pred 11,4 1,48
72 445123 po 17,2 1,56
73 615630 po 17,1 1,73
79 820811 pred 26,5 1,69
80 480404 pred 12,9 1,61
85 820811 po 21,9 1,37
86 480404 po 19,5 1,37
108 700506 pred 33,9 1,64
112 700506 po 13,8 1,42
146 680930 pred 13,1 1,48
150 420315 pred 13,2 1,6
152 680930 po 12,4 1,6
156 420315 po 11,8 1,56




163 520424 pred 34,66 1,63
168 520424 po 19,44 1,42
179 496105 pred 12,5 1,37
183 496105 po 12,4 1,74
185 605924 pred 12,4 1,56
191 605924 po 14,4 1,58
196 495711 pred 18,3 1,46
199 495711 po 23,2 1,59
206 401109 pred 21,3 1,41
209 401109 po 17,7 1,48
218 616130 pred 11,9 1,52
222 616130 po 20,1 1,39
226 460121 pred 22,4 1,45
227 650521 pred 16,8 1,5

234 460121 po 19,3 1,54
235 650521 po 12,9 1,62
240 620310 pred 13,4 1,49
243 620310 po 13,4 1,47
248 730603 pred 17,37 1,48
251 730603 po 16,45 1,36
256 465725 pred 16 1,45
261 785728 pred 16,6 1,44
267 465725 po 12,2 1,69
269 785728 po 19 1,67
278 560927 pred 10 1,34
281 560927 po 15 1,49
287 871008 pred 22,6 1,57
290 871008 po 35,8 1,53
293 741217 pred 14,2 1,49
299 741217 po 15,7 1,52
303 581231 pred 32,9 1,37
311 581231 po 23,2 1,58
319 476204 pred 18,14 1,61
321 580417 pred 23,9 1,6

325 476204 po 20,92 1,47
326 580417 po 26,2 1,39
332 780803 pred 12,1 2,37
334 720509 pred 42,3 1,09
338 780803 po 30 1,43
339 720509 po 31,8 1,38
362 465720 pred 12,5 1,48
366 465720 po 21,7 1,46
371 575215 pred 14,41 1,46
374 575215 po 17,31 1,54
375 435819 pred 18,48 1,36




379 435819 po 26,1 1,34
385 565717 pred 40,8 1,35
388 565717 po 19,4 1,41
395 595211 pred 9,9 1,35
399 595211 po 28,48 1,21
415 571005 pred 23 1,6

418 571005 po 29,1 1,6

420 821202 pred 10,9 1,41
424 821202 po 53 1,49
431 641103 pred 21,61 14

434 641103 po 18,26 1,41
440 515630 pred 24,44 1,65
443 515630 po 17,7 1,44
449 715713 pred 20,8 1,48
452 530717 pred 29,4 1,43
455 715713 po 25,8 1,42
456 530717 po 21,1 1,54
480 706214 pred 13 1,37
483 706214 po 25,9 1,27
514 575126 pred 23,7 1,55
517 575126 po 16,5 1,37

Zdroj: Vlastni, podle poskytnutych dat Ustavem biologie LF UK v Plzni, 2023.



Priloha D - Obrazky grafi intervalii bez priznaki recidivy onemocnéni (DFI).

Obrazek 12:Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-320 ve vztahu
k intervalu bez priznakii recidivy onemocnéni u pacientii lécenych pro maligni melanom.
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Obrazek 13: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-494 vevztahu
k intervalu bez priznakii recidivy onemocnéni u pacientii lécenych pro maligni melanom.
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Obrazek 14: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-1908 ve
vztahu k intervalu bez priznakii recidivy onemocnéni u pacientii lécenych pro maligni mela-
nom.
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Obrazek 15: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-4487 ve
vztahu k intervalu bez priznakii recidivy onemocnéni u pacientii lécenych pro maligni mela-
nom.
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Obrazek 16: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-99a vevztahu
k intervalu bez priznakii recidivy onemocnéni u pacientii lécenych pro maligni melanom.
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Priloha E - Obrazky grafi celkového preziti (OS).

Obrazek 17: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-221 vevztahu
K intervalu celkového preziti u pacientii lécenych pro maligni melanom.
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Obrazek 18: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-320 vevztahu
k intervalu celkového preziti u pacientii lécenych pro maligni melanom.
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Obrazek 19: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-494 vevztahu
k intervalu celkového preziti u pacientii lécenych pro maligni melanom.
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Obrazek 20: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-1260 ve
vztahu k intervalu celkového preziti u pacientii lecenych pro maligni melanom.
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Obrazek 21: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-1908 ve
vztahu k intervalu celkového preziti u pacientii lecenych pro maligni melanom.
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Obrazek 22: Srovnani predoperacnich a pooperacnich expresnich hladin miR-99a vevztahu
k intervalu celkového preziti u pacientii lécenych pro maligni melanom.
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