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Vychodisko: V poslednich letech celosvétové narlistd pocet pacientll s nadorovym onemocnénim
pigmentovych bunék klaze, malignim melanomem. Ackoliv mezi nejcastéji pouZivané metody
diagnostiky maligniho melanomu patfi chirurgickd biopsie, mnohé vyzkumy poukazuji na vyhody
tekuté biopsie a vyufziti cirkulujicich molekul mikroRNA z periferni krve jako novych biomarker(. Diky
svym vlastnostem lze molekuly miRNA zvaZovat za nové biomarkery kromé vcasné detekce
onemocnéni maligni melanom, také pfi volbé vhodné 1éCby a detekci pfipadné recidivy onemocnéni.

Cil: Cilem této prace je izolace molekul RNA ze vzork( plazmy periferni krve pacient léCenych
pro melanom, zjisténi vytéZznosti metody a Cistoty izolované RNA. Soucasti je také stanoveni hladin
exprese izolované miRNA metodou RT real-time PCR a zhodnoceni, zda nékteré z vybranych mikroRNA
vykazuji specificky vztah k dobé celkového preziti (OS) a bezptiznakového obdobi (DFI) u pacientl
s melanomem.

Metodika: 50 anonymizovanych vzork( plazmy muzl i Zen léCenych pro maligni melanom bylo
izolovano kolonkovou metodou s vyuzitim soupravy QIAGEN miRNeasy Serum/Plazma Kit. Nasledné
byla ziskand RNA mérena na spektrofotometru NanoDrop ND-1000 od firmy NanoDrop Technologies.
Kromé ziskanych hodnot koncentrace RNA byla vypoctena Cistota pomérem absorbanci pfi 260 a 280
nm, tedy Ayso/Azso. Dale bylo u 44 vzork( provedeno stanoveni hladin exprese panelu miRNA metodou
RT real-time PCR. Prvi ¢asti metody byla reverzni transkripce, pro kterou byla pouZita souprava Taq
man MicroRNA Reverse Transcription Kit. Nasledné byla ziskana RT-cDNA vyuzita jako templat pro
druhou ¢ast metody, kterou byla analyza Real-time PCR s pomoci Tag Man Universal Master Mix Il a
Tagq Man MicroRNA Assay.

Vysledky: Po statistickém zhodnoceni ziskanych hodnot koncentrace RNA bylo zjisténo, Ze 29 vzorkd
(tj. 58 %) odpovida koncentraci 10-20 ng/ul, coz je dostatecna koncentrace pro naslednou analyzu
metodou RT real-time PCR. Zbylych 21 vzork( (tj. 42 %) jsou pro nasledné stanoveni vice nez
uspokojivé, nebot se pohybuji v rozmezi 20-100 ng/ul. Zadny vzorek nemél koncentraci niz$i nez 10
ng/ul.

Po statistickém zhodnoceni ziskanych hodnot Cistoty RNA bylo zjisténo, Ze 1 vzorek ma hodnotu Cistoty
nizsi nez 1,30, tedy nevhodnou k dalsimu stanoveni. Zbylych 49 vzorki (tj. 98 %) se pohybovalo
hodnotami cistoty v rozmezi 1,30 — 1,80, cozZ je dle zkuSenosti laboratore Cistota dostacujici pro
nasledné stanoveni.

Analyza metodou RT real-time PCR byla provedena u 44 vzorkd, které byly vybrany na zékladé
klinickych parametr( pacientl. Hladiny expresi sledovanych mikroRNA se pohybovaly primérné mezi
hodnotami 30-33, z ¢ehoz vyplyvd, Ze reakce byly ve vétSiné pfipadl pozitivni, avSak mnozstvi
amplifikované miRNA se pohybovalo ve stfednich hodnotach.

Z celého panelu 25 mikroRNA byly ziskdny vyznamné hodnoty expresi u 5 miRNA, jejichZz pred a
pooperacni hladiny vykazuji signifikantni vztah s délkou bezpfiznakového obdobi (viz Tabulka 1) a 6
miRNA, jejichZ pred a pooperacni hladiny vykazuji signifikantni vztah s délkou celkového preziti
pacienta (viz Tabulka 2):
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Tabulka 1: Vyznamné miRNA a jejich hladiny exprese v souvislosti s délkou bezpriznakového obdobi
(DFI).

Vyznamné L .
. Hladiny jejich exprese | Odhad DFI [mésice] P hodnota

miRNA
Nizkd 40,1

miR-320 0,009
Vysoka 17,2
Nizka 43

miR-494 0,018
Vysoka 17,3
Nizka 40,6

miR-1980 0,001
Vysoka 15
Nizka 36,2

miR-4487 0,048
Vysoka 23,7
Nizka 41,6

miR-99a 0,008
Vysoka 15,4

Tabulka 2: Vyznamné miRNA a jejich hladiny exprese v souvislosti s délkou celkového preZiti (OS).

Vyznamné L .
. Hladiny jejich exprese | Odhad OS [mésice] P hodnota

miRNA
Nizka 40,8

miR-221 0,026
Vysoka 27,9
Nizka 44,4

miR-320 0,016
Vysoka 21,9
Nizka Nehodnotitelné

miR-494 0,009
Vysoka 15
Nizka 40,8

miR-1260 0,026
Vysoka 28
Nizka 40,9

miR-1980 0,024
Vysoka 22
Nizka 42,2

miR-99a 0,017
Vysoka 20,7

Zavér: Ziskané vysledky predstavuji pfinosné informace pro vyzkum Ustavu biologie Lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy v Plzni. Pokud by se po provedeni analyzy viech stovek vzork( zafazenych do
vyzkumu potvrdily vysledky prezentované v bakalafské praci, mohly by vyse jmenované molekuly
mikroRNA nalézt v budoucnu uplatnéni jako prognostické markery pfi rozhodovani o adjuvantni [éCbé
pacient( lé¢enych pro melanom.

57



