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Abstrakt 
 

Nádory mozku představují heterogenní skupinu onemocnění, a to jak z hlediska jejich 

původu, tak svým biologickým chováním. I v rámci stejných histopatologických jednotek 

pozorujeme u jednotlivých případů různý klinický průběh, přičemž současná klasifikace 

není schopna tuto skutečnost mnohdy reflektovat a stratifikovat pacienty podle jejich 

prognózy nebo odpovědi na léčbu. Diagnostika mozkových nádorů je někdy limitována 

jejich lokalizací a nedostupností reprezentativního vzorku tkáně. To může vést až 

k podhodnocení stupně sledovaného nádoru, nesprávné indikaci léčby a v konečném 

důsledku i ke kratšímu přežívání pacientů. Proto je pozornost odborníků čím dál více upírána 

k molekulárním biomarkerům, které jsou často přímo zodpovědné za biologické chování 

nádoru a mohou tak být významné nejen v diagnostice, ale také jako terapeutické cíle. Navíc 

bývají tyto molekuly buňkou cíleně secernovány nebo se z ní uvolňují v průběhu apoptózy 

či nekrózy a mohou tak být detekovatelné mimo jiné i v krvi a mozkomíšním moku. 

Intenzivně studovanou skupinu takových biomarkerů představují krátké nekódující RNA 

(small non-coding RNAs; sncRNA), které jsou zapojeny v kontrole mnoha buněčných 

procesů, včetně těch, které jsou zapojeny do patogeneze mozkových nádorů. Předkládaná 

habilitační práce proto shrnuje současné poznatky týkající se zapojení těchto molekul do 

patologie nejčastějších nádorů mozku s ohledem na jejich možné využití pro zpřesnění 

stávající diagnostiky, případně jako terapeutických cílů. Ve snaze přispět k uvedené 

problematice jsme ve spolupráci s klinickými pracovišti sestavili unikátní soubory pacientů 

a biologického materiálu, které nám umožnily identifikovat v nádorových tkáních 

a mozkomíšním moku sncRNA asociované s konkrétním typem nádoru a s prognózou 

onemocnění. U vybraných molekul jsme dále detailně prostudovali jejich biologickou funkci 

a navrhli jejich možné využití v terapii. Habilitační práce má charakter komentovaného 

souboru prací, přičemž příslušné části teoretického úvodu jsou vždy doplněny komentářem 

k publikovaným příspěvkům v rámci dané problematiky. 

  



  

Abstract 
 

Brain tumors represent a heterogeneous group of diseases both in terms of their origin and 

biological behavior. It is possible to observe different clinical courses in individual cases 

even within the same histopathological units, which the current classification is often unable 

to reflect and stratify patients according to their prognosis or response to treatment. The 

correct diagnosis of brain tumors is sometimes limited by their location and the 

unavailability of a representative tissue sample. This can lead to underestimating the grade 

of the tumor being monitored, incorrect indication of treatment, and, consequently, shorter 

patient survival. Therefore, experts' attention is increasingly focused on molecular 

biomarkers. An intensively studied group of such biomarkers are small non-coding RNAs 

(sncRNAs), which are involved in the control of many cellular processes, including those 

involved in brain tumors' pathogenesis. These molecules are often directly responsible for 

the tumor's biological behavior and, thus, can be important not only in diagnosis but also as 

therapeutic targets. In addition, these molecules are specifically secreted by the cell or are 

released during apoptosis or necrosis, and can be detectable in, inter alia, blood, and 

cerebrospinal fluid. The presented habilitation thesis summarizes the current knowledge of 

the involvement of these molecules in the pathology of the most common brain tumors, 

including their possible use to refine the existing diagnostics or as therapeutic targets. In an 

effort to contribute to this field, in collaboration with clinical institutions we collected unique 

patient cohorts and sets of biological material, that allowed us to identify sncRNAs in tumor 

tissues and cerebrospinal fluid associated with specific brain tumor types and disease 

prognosis. We further studied their specific biological function, and suggested their possible 

use in therapy. The proposed habilitation thesis is written as a collection of previously 

published scholarly works, while the relevant parts of the theoretical introduction are always 

supplemented by a commentary on published contributions within the given topic. 
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Úvod 
 

Ačkoliv primární nádory mozku představují malé procento z celkového počtu nově 

diagnostikovaných neoplazií, ve více než třiceti procentech se jedná o maligní tumory 

s nepříznivou prognózou. Podíl intrakraniálních nádorů na celkové úmrtnosti způsobené 

nádorovými onemocněními navíc rapidně vzroste, započítáme-li i mozkové metastázy, které 

se dle některých zdrojů vyvinou až u čtyřiceti procent onkologických pacientů se solidními 

nádory (Kazda et al., 2019). Incidence všech nádorů mozku navíc doposud mezi 

jednotlivými dekádami narůstala a tento nepříznivý trend lze předpokládat i v následujících 

letech. Obecně špatná prognóza maligních forem nádorů mozku je způsobená především 

jejich lokalizací znesnadňující často, při zvážení všech rizik, jejich efektivní terapii. Neméně 

významnou roli v krátkém přežívání pacientů však hraje v některých případech i nepřesná 

diagnostika, která je konfrontována jednak s již zmiňovanou lokalizací nádorů a dále s jejich 

značnou heterogenitou. V tomto ohledu se lze například setkat s odbornými pracemi 

uvádějícími až 49% diskrepanci mezi diagnózou stanovenou na základě stereotaktické 

biopsie a posléze z resekčního materiálu (Jackson et al., 2001). Situaci navíc komplikuje 

i rozdílné biologické chování nádorů, které je často pozorováno i v rámci jednotlivých 

diagnóz, a které standardní histopatologická klasifikace nereflektuje. Zde proto nabývá na 

významu molekulární diagnostika. 

Hlubší poznání molekulární patogeneze nádorů mozku bylo dosaženo až s vývojem nových 

sofistikovaných technologií umožňujících vysokokapacitní a velmi přesné molekulární 

analýzy. Kromě studia chromozomových aberací a variant v kódujících genech se stále více 

odborných prací zaměřuje na analýzu nekódující složky transkriptomu. Celogenomové 

analýzy odhalily, že lidský genom obsahuje asi 20 000 protein-kódujících genů, což 

reprezentuje méně než 2 % jeho celkové kapacity. Nicméně bylo rovněž zjištěno, že nejméně 

90 % genomu je transkripčně aktivních. Lidský transkriptom tedy zdaleka neobsahuje pouze 

sekvence protein-kódujících genů, ale je v něm nepoměrně větší množství nekódujících 

RNA včetně RNA schopných cíleně na mnoha úrovních regulovat genovou expresi. Nejprve 

byly tyto nekódující transkripty považovány za evolučně nahromaděný genetický odpad 

vzniklý při časném sestavování genů nebo inzercí mobilních genetických elementů. Avšak 

další výzkumy prokázaly, že tyto nekódující RNA hrají zásadní role v buněčném vývoji, 

fyziologii, ale také patologii mnoha onemocnění. Právě jejich esenciální význam snad ve 

všech buněčných procesech a pozorování, že jejich deregulace souvisí s mnoha typy 
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onemocnění včetně nádorových, z nich činí velmi nadějné jak diagnostické, prognostické 

a prediktivní biomarkery, tak slibné terapeutické cíle. Na základě své délky se pak tyto RNA 

dělí do dvou hlavních skupin – krátké nekódující RNA a dlouhé nekódující RNA. Kromě 

délky se tyto dvě skupiny liší především mechanismem působení. Zatímco krátké RNA se 

uplatňují především v procesu posttranskripční regulace genové exprese, dlouhé RNA se 

navíc mohou účastnit regulace i na úrovni samotné transkripce, a dokonce mohou hrát úlohu 

i v některých posttranslačních procesech. 

Následující komentář k souboru uveřejněných prací si klade za cíl seznámit s problematikou 

biologie krátkých nekódujících RNA včetně detailnější charakterizace jejich nejdůležitějších 

tříd, dále uvést problematiku nádorů mozku, a nakonec detailně shrnout význam krátkých 

nekódujících RNA u těchto nádorových onemocnění. Text habilitační práce je na 

příslušných místech doplněn o kapitoly dokládající a komentující příspěvek autora k dané 

problematice na základě odborných prací, které tvoří přílohy této práce. 
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Krátké nekódující RNA 

Jak již bylo zmíněno v úvodu, skupinu krátkých nekódujících RNA (sncRNA; small non-

coding RNAs) tvoří protein nekódující transkripty o délkách do 200 nukleotidů. V tomto 

smyslu se však nejedná o nedávno či dokonce nově definovanou skupinu RNA, a naopak lze 

říci, že objev některých krátkých RNA přímo souvisel s definováním centrálního dogmatu 

molekulární biologie Francisem Crickem publikovaným v roce 1958 (Crick, 1958; Cobb, 

2017). Takovými molekulami jsou transferová a některé ribozomální RNA (tRNA, resp. 

rRNA) (Hoagland et al., 1958). Na přelomu 60. a 70. let 20. století pak byly popsány rovněž 

malé jaderné RNA (snRNA; small nuclear RNA) hrající důležitou roli v sestřihu mRNA 

a malé jadérkové RNA (snoRNA; small nucleolar RNA) zapojené v procesu modifikace 

rRNA. Uvedené RNA řadíme mezi tzv. „housekeepingové“ neboli provozní molekuly 

esenciální pro udržování bazálních funkcí buňky bez ohledu na její specifickou roli v tkáni 

nebo organismu, přičemž exprese těchto molekul přímo odpovídá metabolickým 

požadavkům buňky. 

V pozdějších letech pak byly díky technologickým pokrokům v oblasti molekulární biologie 

a biochemie objeveny další sncRNA, jež v současné době řadíme do skupiny tzv. 

regulačních sncRNA, ačkoliv by některé z nich mohly být pro svoji funkci a význam řazeny 

rovněž mezi „housekeepingové“. Příkladem jsou krátké interagující RNA asociované 

s centromerovými repetitivními oblastmi (crasiRNA; centromere repeat associated small 

interacting RNAs), které se podílejí na rekrutaci heterochromatinu a centromerických 

proteinů v procesu segregace chromozomů a zdají se být tedy důležitým faktorem 

v udržování buněčné stability (Lindsay et al., 2012; Sana et al., 2012). Naopak již typickými 

zástupci skupiny regulačních sncRNA jsou krátké RNA asociované s promotorovými 

oblastmi (PASR; promoter-associated small RNAs), RNA iniciující transkripci (tiRNA, 

transcription initiation RNAs) a krátké RNA specifické pro telomery (tel-sRNA; telomere-

specific small RNAs) podílející se pravděpodobně na epigenetickém umlčování protein-

kódujících genů (Sana et al., 2012). Studium těchto molekul je ovšem do značné míry 

omezené a hlubší znalosti o jejich biogenezi a mechanismech působení na úrovni buňky stále 

chybí, stejně tak jako není doposud jednoznačně objasněn jejich vliv na možné 

patofyziologické stavy organismu. 

V rámci skupiny regulačních sncRNA se naopak značnému zájmů odborníků jak z řad 

vědeckovýzkumných pracovníků, tak lékařů těší krátké interferující RNA (siRNA; small 

interfering RNAs), mikroRNA (miRNA; microRNAs) a v posledních několika letech rovněž 
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PIWI-interagující RNA (piRNA; PIWI-interacting RNAs). Za hlavní milníky, které 

definitivně odstartovaly neustále se zvyšující zájem o regulační sncRNA, lze bezpochyby 

označit práce Victora Ambrose a Garyho Ruvkuna z roku 1993 zabývající se post-

transkripční regulací protein-kódujícího genu lin-14 prostřednictvím krátké RNA lin-4 (Lee 

et al., 1993; Wightman et al., 1993) následované popisem mechanismu RNA interference 

v roce 1998 Andrew Firem a Craigem Melloem (Fire et al., 1998). 

Krátké interferující RNA – siRNA 

 

Proces RNA interference je úzce spjat s přítomností siRNA. Tyto molekuly vznikají 

z dlouhých dvouřetězcových RNA (dsRNA; double stranded) formujících se ze dvou 

alespoň částečně vzájemně komplementárních jednořetězcových RNA (ssRNA; single 

stranded). Pomocí endonukleázy Dicer dojde následně k sestřihu za vzniku 19-23 nt 

dlouhých dsRNA, jejichž jedno vlákno (guide strand) je inkorporovnáno do enzymatického 

komplexu zvaného RISC (RNA-induced silencing complex), zatímco druhý řetězec 

(passenger strand) je degradován. Krátká ssRNA inkorporovaná v RISC se pak v buňce 

naváže na jinou komplementární sekvenci, čímž dochází k zahájení procesů degradace 

molekuly, která tuto sekvenci obsahovala (Leuschner et al., 2006; Dana et al., 2017). SiRNA 

jsou především exogenního původu vznikající v buňce v přítomnosti parazitických sekvencí 

RNA, které tam bývají nejčastěji vnášeny viry. Tyto parazitické sekvence jsou pak za 

pomoci procesu RNA interference degradovány. Analogicky k výše popsanému 

mechanismu pak reálně celý proces probíhá tak, že pokud se do buňky dostane RNA virus, 

v určitém okamžiku vytvoří dsRNA, buňka ji rozpozná a použije k výrobě siRNA. Ta se pak 

specificky váže na všechny virové RNA molekuly s identickou sekvencí a cíleně dojde 

k jejich degradaci (Carthew a Sontheimer, 2009; Šána et al., 2018). 

Pro svoji funkci se v laboratořích siRNA využívají při experimentálním cíleném 

transientním umlčování genů a ze stejného důvodu se zdají být slibnými terapeutickými cíli 

u mnoha onemocnění včetně nádorů. V roce 2008 byla zahájená první klinická studie fáze I 

(NCT00689065) s přípravkem CALAA-01 – cíleným terapeutikem určeným k inhibici růstu 

nádoru nebo ke zmenšení velikosti nádoru, kde aktivní složkou je siRNA inhibující buněčný 

růst prostřednictvím cílené regulace podjednotky RRM2 (M2 ribonukleotid reduktázy). 

Výsledky studie potvrdily, že systémové podávání preparátu vedlo u pacientů s melanomem 

k předpokládanému snížení hladin RRM2 v nádorové tkáni (Davis et al., 2010). Během 

následujících deseti let pak proběhlo více než 50 klinických studiích preparátů, jejichž 



 12 

aktivní molekulou byla siRNA, přičemž dva z nich jsou již schváleny americkým Úřadem 

pro kontrolu potravin a léčiv (FDA; Food and Drug Administration) i Evropskou lékovou 

agenturou (EMA; European Medicines Agency) pro použití v klinické praxi. První z nich 

byl v roce 2018 přípravek Onpattro, jehož aktivní složku tvoří patisiran – siRNA, která 

specificky cílí mRNA genu pro transthyretin (TTR) v hepatocytech. Cílovou skupinou jsou 

pacienti s dědičnou transthyretinovou amyloidózou (hATTR; hereditary transthyretin-

mediated amyloidosis), u kterých léčba významně zmírňuje polyneuropatii. Druhým 

schváleným preparátem je Givlaari s aktivní látkou givosiran – siRNA cílící mRNA genu 

pro syntázu 1 kyseliny aminolevulinové (ALAS1; aminolevulinic acid synthase 1). Tento 

enzym se podílí na počátečním stupni produkce hemu v játrech a givosiran tak brání 

hromadění neurotoxických produktů kyseliny aminolevulinové (ALA; aminolevulinic acid) 

a porfobilinogenu (PBG; porfobilinogen), což jsou klíčové faktory vzniku ataků při akutní 

jaterní porfyrii (AHP; acute hepatic porphyria). V aktivních fázích klinického hodnocení je 

v současné době dalších 14 léčebných preparátů, z toho 3 se testují jako potenciální 

terapeutika u nádorových onemocnění. Jedná se o siRNA cílící mutovaný gen KRAS G12D 

u pacientů s karcinomem pankreatu, siRNA homologní k části mRNA receptoru EphA2 

obecně u pacientů s pokročilým solidním nádorovým onemocněním a siRNA specificky 

umlčující E3 ubikvitin-protein ligázu Cbl-b (Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene-

b) u pacientů s karcinomem pankreatu, kolorektálním karcinomem a dalšími 

metastazujícími, recidivujícími nebo neresekovatelnými solidními tumory. 

MikroRNA – miRNA 

 

Další třídou sncRNA jsou miRNA, 18 až 25 nt dlouhé řetězce, které společně se siRNA patří 

mezi tzv. „Dicer dependent“ neboli na endonukleáze Dicer závislé RNA. Toto označení 

vychází z biogeneze obou molekul, během níž je aktivita zmiňované endonukleázy klíčová 

pro sestřih a vznik finálních krátkých dsRNA. Avšak na rozdíl od siRNA nevzniká 

prekurzorová dsRNA ze dvou na sobě nezávislých RNA molekul, ale párováním 

komplementárních sekvencí jedné molekuly RNA za vniku vlásenky se smyčkou a je tedy 

vždy endogenního původu. 

V detailnějším pohledu na biogenezi miRNA jsou v prvním kroku geny těchto molekul 

přepisovány z jejich vlastních promotorů pomocí RNA polymerázy II do primárních 

transkriptů, tzv. pri-miRNA. Tyto dlouhé molekuly jsou dále pomocí multiproteinového 

komplexu s ribonukleázovou funkcí sestřihovány na krátké, přibližně 70 nukleotidů dlouhé 
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vlásenkové struktury, označované jako pre-miRNA. Vlásenky jsou dále specificky za 

pomoci GTP-dependentního proteinu Exportin 5 transportovány z jádra do cytoplazmy, kde 

jsou endonukleázou Dicer v komplexu s dsRNA vazebným proteinem TRBP zpracovány do 

podoby maturovaných dvouřetězcových miRNA (Carthew a Sontheimer, 2009). Jeden 

z řetězců maturované miRNA označovaný jako vedoucí řetězec (guide strand) je 

inkorporován do multiproteinového komplexu miRISC (miRNA-induced silencing 

complex) zatímco druhý doprovodný řetězec (passenger strand) je uvolněn a degradován. 

O osudu řetězců rozhoduje stabilita párování na 5’ konci, vedoucí („guide“) řetězec je ten, 

který je méně stabilní na 5’ konci duplexu miRNA/miRNA (Winter a Diederichs, 2011). 

Zpracování prekurzorových struktur však není vždy totožné, což může vést ke vzniku 

izoforem miRNA s rozdílnými zakončeními a následně i s rozdílným osudem jednotlivých 

řetězců (Winter et al., 2009). Řetězec miRNA, který je začleněn v miRISC, realizuje ve 

většině případů svou funkci vazbou na místa v rámci 3’ UTR cílových mRNA (Krol et al., 

2010). Jak již bylo uvedeno, miRNA inhibují expresi cílového genu post-transkripčně, 

přičemž komplex miRISC je tvořen především proteiny Argonautové rodiny, proteiny 

GEMIN3 a GEMIN4 a je analogický komplexu RISC. Úplná komplementarita miRNA 

s cílovou mRNA proto umožňuje její degradaci katalyzovanou proteinem AGO2, zatímco 

neúplná komplementarita je spojena s inhibicí translace (Carthew a Sontheimer, 2009). Text 

převzat a upraven z  Šána, 2015. Kanonický model biogeneze miRNA je přehledně 

znázorněn na Obrázku 1. 

MiRNA jsou tedy nepochybně významné posttranskripční regulátory genové exprese 

zapojené do většiny jak fyziologických, tak patologických procesů na úrovni buňky, a proto 

byla těmto molekulám věnována v posledních dvou desetiletích největší pozornost ze všech 

doposud známých nekódujících RNA. Dosavadní závěry aplikovaného výzkumu tedy 

jednoznačně potvrzují, že miRNA jsou velice slibné diagnostické biomarkery a potenciální 

terapeutické cíle u mnoha onemocnění včetně nádorů. V současné době je pod klíčovým 

slovem „microRNA“ registrováno více než 80 aktivních klinických studií, převážně 

biomarkerové povahy. Tato skutečnost odráží krom jiného fakt, že miRNA jsou vysoce 

stabilní molekuly velmi často aktivně vylučované buňkami do tělních tekutin, kde se stávají 

snadněji dostupnými a jejichž odběr v porovnání s tkáňovými biopsiemi významně snižuje 

rizika nežádoucích komplikací a je pro pacienta bezesporu komfortnější. Kromě 

zmiňovaných diagnostických studií proběhlo nebo stále probíhá i několik klinických 

hodnocení zaměřených na využití miRNA jako terapeutických molekul (Tabulka 1). 

V závislosti na způsobu deregulace těchto miRNA v patologicky pozměněných buňkách 
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anebo s ohledem na jejich role v patofyziologických procesech kauzálně souvisejících 

s daným onemocněním je přistoupeno buď k cílené inhibici nebo naopak suplování hladin 

konkrétních miRNA. 

Obrázek 1 Kanonický model biogeneze miRNA (převzato a upraveno ze Slabý, 2012) 

 

 

Inhibice bývá zprostředkována tzv. anti-miRNA oligonukleotidy, umělé navržené 

a syntetizované molekuly komplementární k cílové miRNA, které v sobě navíc obsahují 

specifické chemické modifikace jednak bránící anti-miRNA před působením exonukleáz 

a současně zvyšující jejich afinitu k cílové molekule. Takto upravená anti-miRNA je 

následně podána pacientovi buďto volně rozpuštěná ve fyziologickém roztoku (např. 

Miravirsen) nebo ve spojení se specifickým doručovacím systémem, který může jednak tuto 

anti-miRNA ještě více stabilizovat a poskytovat ji další ochranu před působení okolního 
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prostředí nevyjímaje enzymatickou degradaci a současně může zvyšovat afinitu celého 

konstruktu ke konkrétním buněčným či tkáňovým strukturám. Nejčastěji používané takové 

systémy jsou modifikované liposomy, nanobuněčné vektory derivované z bakteriálních 

struktur (EnGeneIC Dream Vector, EDV) a organické (např. cholesterol nebo N-acetyl-D-

galaktosamin) a anorganické nanočásticové konjugáty (např. zlato, silikáty nebo oxidy 

železa) (Fu et al., 2019; Lee et al., 2019; Bajan a Hutvagner, 2020). V experimentálních 

podmínkách se lze rovněž často setkat s využitím virových vektorů (adenoviry, retroviry 

a lentiviry) (Bajan a Hutvagner, 2020). Za účelem navyšování hladin konkrétních miRNA 

v buňkách se pak využívají buďto pre-miRNA anebo častěji tzv. miRNA mimic, což jsou 

uměle syntetizované a chemicky modifikované dvouřetězcové molekuly RNA napodobující 

maturované duplexy miRNA (Jin et al., 2015). 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

V roce 2019 jsme požádali Úřad průmyslového vlastnictví o zapsání užitného vzoru 

s názvem „Diagnostická sada pro neinvazivní diagnostiku mozkových nádorů“, který byl 

následně zapsán pod spisovým číslem 33336. V rámci předkládaného technického řešení 

byly identifikovány miRNA v mozkomíšním moku (CSF) asociované s přítomností vybraných 

mozkových nádorů. Předkládané technické řešení tedy poskytuje diagnostickou sadu pro 

detekci glioblastomu, meningeomu a/nebo mozkových metastáz na základě kvantifikace let-

7i-5p, miR-151a-3p, miR-423-3p a alespoň jedné miRNA vybrané z let-7b-5p, miR-140-5p 

a miR-21-3p ve vzorku mozkomíšního moku metodou kvantitativní PCR v reálném čase (RT-

qPCR) (Příloha 1). 
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Tabulka 1 Přehled ukončených a probíhajících klinických hodnocení mikroRNA jako terapeutických molekul 

Výrobce Název léčiva Účinná látka Cílové onemocnění Klinická fáze Status ClinicalTrials.gov 
identifikátor 

Santaris 
Pharma/Roche Miravirsen AntimiR-122 Hepatitida C (včetně 

chronických infekcí) 

Fáze I dokončeno NCT01646489 
Fáze II dokončeno NCT01200420 
Fáze II probíhá NCT01872936 

Dlouhodobé 
prodloužení fáze II dokončeno 

NCT02031133 
NCT02508090 
NCT02452814 

Regulus 
Therapeutics 

RG-101 AntimiR-122 Chronická hepatitida C 
Fáze II dokončeno 700281685* 
Fáze II probíhá 700262855* 
Fáze II dokončeno 700252168* 

RG-125  AntimiR-103/107 Nealkoholická 
steatohepatitida 

Fáze I probíhá 700263697* 
Fáze I/II dokončeno 700274303* 

RG-012 
Lademirsen AntimiR-21 Dědičná nefritida 

Fáze I dokončeno 700284590* 
700284665* 

Fáze II probíhá 700251608* 

RGLS4326 AntimiR-17 
Autozomálně dominantní 
polycystické onemocnění 

ledvin 
Fáze I probíhá NCT04536688 

miRagen 
Therapeutics 

MRG-106 AntimiR-155 Kožní T-buněčný lymfom, 
mykóza fungoides 

Fáze I probíhá NCT02580552 

Fáze II probíhá NCT03713320 
NCT03837457 

MRG-110 AntimiR-92 Poranění Fáze I dokončeno NCT03603431 

MRG-201 miR-29 mimic Keloidní jizvy / Scleroderma 
Fáze I dokončeno NCT02603224 
Fáze II probíhá NCT03601052 

EnGeneIC MesomiR-1 miR-16 mimic Maligní mezoteliom pleury; 
nemalobuněčný karcinom plic Fáze I dokončeno NCT02369198 

Mirna 
Therapeutics Inc. MRX-34 miR-34 mimic Různé solidní nádory Fáze I ukončeno# NCT01829971 

              
* Adis Insight Database (https://adisinsight.springer.com); # Předčasně ukončeno – pět případů závažných nežádoucích imunitních reakcí 
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PIWI-interagující RNA – piRNA 
 

V posledních deseti letech začalo skokově přibývat prací zabývajících se piRNA. Dnes tak 

již můžeme evidovat téměř 1 500 odborných publikací na toto téma, z toho téměř 200 

v souvislosti s nádorovými onemocněními. Oproti předešlým dvěma sncRNA jsou piRNA 

charakteristické nepatrně delším řetězcem dosahujícím délky v rozmezí 24-32 nt s typickou 

2-O-metylovou skupinou na 3′ konci, která je společně s ordinárním O-monofosfátem na 5′ 

konci zodpovědná za stabilitu molekuly (Iwasaki et al., 2015; Romano et al., 2017). PiRNA 

se vyznačují značnou sekvenční variabilitou a původně byly objeveny u mouchy Drosophila 

melanogaster jako molekuly asociované s PIWI (P-element Induced Wimpy Testis) proteiny 

(Romano et al., 2017) – podrodinou Argonautových proteinů zodpovědných za vazbu 

siRNA a miRNA a tvorbu komplexů RISC, kde zprostředkovávají degradaci 

komplementárních transkriptů a mohou se také podílet na epigenetických regulačních 

procesech (Luteijn a Ketting, 2013). PIWI proteiny byly původně objeveny rovněž u mouchy 

Drosophila melanogaster, kde jsou zodpovědné za udržování stability a sebeobnovu 

zárodečných kmenových buněk (Ross et al., 2014; Han et al., 2017). Až později byly jejich 

homology identifikovány v dalších organismech včetně člověka, a to jak ve zmiňovaných 

pluripotentních kmenových, tak v menší míře i v plně diferencovaných buňkách (Ross et al., 

2014; Iwasaki et al., 2015). Ačkoliv se objevují práce popisující dílčí role PIWI proteinů 

v somatických buňkách, jsou stále spojovány především s embryogenezí a jejich poškození 

je asociováno s poruchami mitózy a následnými chromozomálními aberacemi (Ross et al., 

2014). U člověka jsou popsány čtyři homology PIWI proteinů – HIWI (PIWIL1), HILI 

(PIWIL2), HIWI2 (PIWIL3) a HIWI3 (PIWIL4), přičemž jejich exprese byla kromě 

kmenových buněk pozorována i u různých nádorových onemocnění. 

Analogicky i piRNA byly nejprve spojovány se zárodečnými buňkami a až posléze byly 

objeveny ve většině somatických buněk člověka včetně nádorově transformovaných 

(Rybecka et al.). Výzkumy prokázaly, že cílené snižování hladin piRNA vede v buňkách 

k mobilizaci transponovatelných elementů (TEs), poškození genomu, anomálnímu vývoji 

gonád a neplodnosti. Zdá se tedy, že piRNA chrání genom před nežádoucím působením 

zmiňovaných parazitických repetitivních sekvencí a hrají tak důležitou roli v udržování jeho 

stability (Toth et al., 2016). Význam těchto sncRNA ještě roste, uvědomíme-li si, že 

sekvence pocházející z TEs tvoří přibližně 45 % lidského genomu. Zvýšená aktivita TEs je 

pak spojována s nádorovými onemocněními, s čímž pravděpodobně do značné míry souvisí 



 18 

i narůstající nestabilita genomu v nádorových buňkách v procesu jejich maligní 

transformace (Lander et al., 2001; Moyano a Stefani, 2015). 

PiRNA mohou být děleny na základě jejich lokalizace v genomu do tří skupin: piRNA 

transkribované z oblastí bohatých na transpozony, které se typicky přepisují z obou řetězců 

DNA a produkují jak „sense“, tak „antisense“ piRNA; piRNA přepisované z protein-

kódujících oblastí, které vždy odpovídají mRNA, ze které jsou odvozeny, a velmi často 

pocházejí z 3′ UTR (untranslated region; nepřekládaná oblast), kde lze nalézt právě zbytky 

TEs; a piRNA odvozené z dlouhých nekódujících RNA, kde mohou být umístěny napříč 

celým transkriptem (Assumpcao et al., 2015). 

Nejlépe je v tuto chvíli prostudována funkce piRNA z první zmiňované skupiny, jejichž 

biogeneze probíhá ve dvou vzájemně oddělených drahách – primární a sekundární (Romano 

et al., 2017). Kromě toho je biogeneze piRNA na rozdíl od siRNA a miRNA nezávislá na 

enzymu Dicer a na rozdíl od prekurzorů miRNA nedisponují pre-piRNA žádnými 

významnými sekundárními strukturami (Wei et al., 2017). V primární dráze biogeneze 

piRNA jsou tedy nejprve více než 100 kb dlouhé pre-piRNA trankripty transportovány 

z jádra do cytoplazmy a štěpeny enzymem Zucchini (Zuc) na krátké řetězce, které jsou 

následně pomocí mediátorového komplexu Shu/Hsp93 navázány jednotlivě na proteiny 

z rodiny PIWI. Poté je 5' konec takového řetězce odštěpen a metylován metyltransferázou 

Hen1, čímž je dokončeno formování tzv. piRISC (Luteijn a Ketting, 2013; Ross et al., 2014). 

Zralý piRISC může v tuto chvíli vstoupit do sekundárního cyklu biogeneze nazývaného 

rovněž jako „ping-pong“ cyklus, který je zodpovědný především za amplifikaci piRNA 

a posttranskripční umlčování TEs (Han et al., 2017). Celý cyklus začíná vazbou piRISC na 

transpozon, jeho štěpení a vznikem piRISC podobného komplexu 

obsahujícího komplementární řetězec vlastní piRNA. Tento komplex se následně váže na 

RNA molekulu přepsanou z antisense vlákna již degradovaného transpozonu, dochází 

ke štěpení tohoto řetězce a opětovnému vzniku piRISC, přičemž se celý cyklus může 

opakovat. Mechanismus působení a lokalizace PIWI/piRNA komplexu jsou pak do značné 

míry závislé na konkrétní podskupině proteinů z rodiny PIWI, se kterou je piRNA v dané 

chvíli asociována (Luteijn a Ketting, 2013). Tímto procesem je tedy zajištěno umlčení 

nežádoucí aktivity transpozonů a současně jsou udržovány hladiny piRNA v buňce. Obě 

dráhy biogeneze piRNA jsou znázorněny na Obrázku 2. 

Společně s narůstajícím počtem vědeckých prací popisujících významnou roli PIWI/piRNA 

regulačního mechanismu v procesu kancerogeneze včetně asociovaných molekulárních 

souvislostí přibývá rovněž studií aplikovaného a translačního výzkumu navrhujících piRNA 
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jako potenciálně využitelné diagnostické nádorové biomarkery a slibné terapeutické cíle, 

ačkoliv registrovaná intervenční klinická studie ověřující tuto skutečnost u jakéhokoliv 

nádorového onemocnění nebyla doposud iniciována (Weng et al., 2018). Na druhou stranu 

některá vědecká pozorování jsou natolik zásadní, že přibývá mezinárodních patentových 

přihlášek tematicky se zabývajících ochranou duševního vlastnictví právě v oblastech 

využitelnosti piRNA v léčebně-diagnostické praxi. Příkladem je evropský patent 

EP3431609A1 - Method of diagnosis of colorectal cancer zapsaný týmem prof. Slabého, 

který se týká způsobu diagnostiky a stanovení prognózy kolorektálního karcinomu 

s využitím mimo jiné piRNA-5937. 

Obrázek 2 Primární a sekundární dráha biogeneze PIWI-interagujících RNA (převzato 

a upraveno z Luteijn a Ketting, 2013) 

 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

Naše přehledová práce z roku 2012 přinesla jako první ucelený přehled známých, ale i nově 

popisovaných tříd nekódujících RNA a jejich významu u nádorových onemocnění. 

K dnešnímu dni eviduje časopis Journal of Translational Medicine více než 17 tisíc přístupů 

k této práci a ta se nachází na sedmém místě sledovanosti v rámci podobně starých článků 

publikovaných ve zmíněném časopisu. Dle databáze Web of Science byl tento článek již 

160krát citován (Sana et al., 2012; Příloha 2). 
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Nádory mozku 

Nádory mozku lze na základě jejich původu rozdělit na primární a sekundární. Zatímco 

primární nádory se derivují přímo z intrakraniálních struktur, sekundární malignity vznikají 

iniciálně v jiných částech těla a do mozku následně metastazují. Obě tyto skupiny postihují 

ročně celosvětově více než 40 pacientů na 100 tis. osob a toto číslo mezi jednotlivými 

dekádami neustále roste (Fox et al., 2011; de Robles et al., 2015). U mladých dospělých 

a dospělých pacientů jsou z primárních nádorů mozku nejvíce zastoupeny meningeomy. 

Ačkoliv se jedná většinou o benigní a chirurgicky dobře léčitelná onemocnění, díky své 

lokalizaci v omezeném prostoru lebky mohou i jinak tyto benigní nádory svým růstem 

a tlakem na okolní zdravou tkáň přímo ohrožovat pacienty na životech. To platí i pro další 

v porovnání s ostatními intrakraniálními neopláziemi relativně často diagnostikované 

nádory selární oblasti a mozkomíšních nervů reprezentované především adenomem 

hypofýzy, resp. schwannomy. Společně s ostatními spíše marginálně se vyskytujícími 

neopláziemi pak tvoří benigní nádory přibližně dvě třetiny všech primárních intrakraniálních 

nádorů. Největší podíl malignit primárně vznikajících v této anatomické oblasti reprezentují 

nádory derivované z neuroepiteliální tkáně – především nejvíce agresivní glioblastom 

(GBM), dále pak astrocytomy a vzácněji se vyskytující oligodendrogliomy. U pacientů 

středního a staršího věku lze rovněž pozorovat zvyšující se výskyt primárních 

intrakraniálních lymfomů s incidencí na úrovni difúzního a anaplastického astrocytomu. 

Společně s GBM jsou lymfomy nejagresivnějšími primárními malignitami centrální nervové 

soustavy a jejich prognóza je zpravidla fatální (Fadrus et al., 2010; Porter et al., 2010; 

Ostrom et al., 2018; Brain a Other, 2019; Ostrom et al., 2019). 

Druhou výše zmiňovanou skupinu nádorů mozku tvoří sekundární nádory, jejichž primární 

ložisko je lokalizováno v jiné části těla a do mozku následně metastazovaly. Jejich přesnou 

incidenci je obtížné určit a údaje se napříč epidemiologickými studiemi mnohdy významně 

liší. Nicméně se předpokládá, že ročně dochází ve vyspělých zemích k diseminaci nějakého 

typu nádoru do mozku až u 15 pacientů na 100 tis. obyvatel, přičemž incidence společně 

s prevalencí neustále rostou ruku v ruce s pokroky v oblastech jak diagnostických metod, 

tak onkologické léčby (Fox et al., 2011). 
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Gliomy 

 

Gliomy jsou jedny z nejčastěji diagnostikovaných primárních nádorů mozku u dospělé 

populace. Jak název napovídá, jejich původ lze dohledat v neoplastické transformaci 

gliových buněk, které obklopují neurony a podporují jejich činnost. Podle konkrétního typu 

gliové buňky, ze které nádor vznikl, můžeme gliomy rozlišit na astrocytomy, 

oligodendrogliomy a ependymomy. V úplném výčtu jsou pak rovněž popisovány tzv. 

smíšené gliomy neboli oligoastrocytomy (Slabý et al., 2013). Nejčastěji se vyskytující 

a současně nejvíce prostudovanou skupinou gliomů jsou nepochybně astrocytomy. Ty jsou 

tradičně na základě histopatologické klasifikace dále děleny na prognosticky příznivější 

gliomy nízkého stupně malignity (low-grade gliomas; LGG) a gliomy vysokého stupně 

malignity (high-grade gliomas; HGG), které se obecně vyznačují mnohem agresivnějším 

biologickým chováním. Hlavními hodnotícími kritérii jsou buněčnost, jaderné atypie, 

mitotická aktivita, angioproliferace a přítomnost nekróz. Podle aktuálně platné verze WHO 

klasifikace nádorů CNS z roku 2016, ve které je mimo jiné oproti předchozím vydáním 

významně akcentována molekulárně-genetická charakteristika nádorů, se mezi LGG řadí 

převážně v dětském věku se vyskytující pilocytární a subependymální obrovskobuněčné 

astrocytomy (WHO grade I) – od zdravé mozkové tkáně relativně dobře ohraničené benigní 

nádory přestože u druhého zmiňovaného mohou být v některých případech pozorovány 

vaskulární proliferace, nekrózy a mitotické figury (Zitterbart, 2014; Louis et al., 2016); 

a dále do této skupiny astrocytárních tumorů spadají difúzní astrocytom, IDH-

mutovaný/IDH-wildtype a pleomorfický xanthoastrocytom (WHO grade II). Difúzní 

astrocytom je středně diferencovaný nádor infiltrující často okolní tkáň a nezřídka 

progredující do HGG; nejčastěji bývá diagnostikován mezi 20. a 50. rokem života. Oproti 

tomu pleomorfický xanthoastrocytom se vyskytuje spíše u mladších pacientů – nejvíce okolo 

12. roku života. Obecně se tato skupina nádorů vyznačuje malou buněčností a nízkou 

mitotickou aktivitou (Louis et al., 2016; Wesseling a Capper, 2018). Naopak HGG jsou 

vysoce invazivní malignity s četnými mitózami a silnou vaskularizací, bývají špatně 

ohraničeny a jsou náchylné k nekróze. V této skupině jsou zařazeny jednak anaplastický 

pleomorfní xantoastrocytom a mnohem častěji se vyskytující anaplastický astrocytom, IDH-

mutovaný/IDH-wildtype (WHO grade III), pro který jsou charakteristické jaderné atypie, 

atypické a četné mitózy a infiltrativní růst, a dále nejvíce agresivní formy gliomů (WHO 

grade IV) zahrnující difúzní́ středočarový gliom, H3 K27M‐mutovaný a GBM, IDH‐

mutovaný/IDH‐wildtype, který je vůbec nejčastěji diagnostikovaným intrakraniálním 
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nádorovým onemocněním astrocytárního původu. Jak anaplastický astrocytom, tak GBM 

mohou vznikat buď de novo nebo progresí z původně diagnostikovaného gliomu s nižším 

stupněm malignity. V takovýchto případech se pak hovoří o primární (často IDH-wildtype), 

resp. sekundární (často IDH-mutované) formě onemocnění (Louis et al., 2007; Slabý et al., 

2013; Hendrych et al., 2020). Text převzat a upraven z Šána, 2015. 

 

Glioblastom 
 

GBM reprezentuje nejagresivnější formu gliomů s infaustní prognózou, přičemž medián 

celkového přežívání takto postižených pacientů se podle různých zdrojů pohybuje v rozmezí 

12 a 15 měsíců od stanovení diagnózy. Současný terapeutický standard se skládá v první 

řadě z maximálně možné chirurgické resekce, na kterou navazuje onkologická léčba – tzv. 

Stuppův protokol. Ten se skládá z radioterapie v celkové dávce 60 Gy a konkomitantně 

podávané chemoterapie s temozolomidem (TMZ) v délce 42 dnů. V případě, že nádor na 

léčbu reaguje a pacientův stav to umožňuje, je možné po dokončení této konkomitantní 

chemoradioterapie podávat adjuvantní TMZ v monoterapii (Ohgaki et al., 2004; Stupp et 

al., 2005; Stupp et al., 2009; Lakomy et al., 2011a). Nejvýznamněji se na celkovém 

přežívání pacientů s GBM ovšem podílí především radikalita chirurgického výkonu 

a radioterapeutická intervence. Samotný TMZ pak prodlužuje přežívání bez progrese 

onemocnění podle dostupných zdrojů o 13 až 21 týdnů (Wick et al., 2004; Lakomy et al., 

2011a). Pokud pacient léčbu nepodstoupí, odhaduje se jeho přežití na pouhých 3 až 6 měsíců 

(Krex et al., 2007). 

GBM představuje s incidencí 3 až 5 nových případů na 100 tisíc obyvatel téměř 60 % všech 

diagnostikovaných gliomů, přičemž necelých 95 % tvoří de novo vznikající primární nádory 

a zbylých asi 5 % jsou sekundární formy onemocnění vznikající nejčastěji progresí 

z anaplastického astrocytomu. Primární GBM jsou velmi často popisovány u starších 

pacientů s nejvyšší incidencí okolo šedesátého roku života. Naopak mladší pacienti okolo 

čtyřiceti let bývají spíše postiženi sekundárním typem GBM (Watanabe et al., 1996). 

Symptomy typicky pozorované u GBM jsou asociovány, podobně jako u většiny nádorů 

mozku, jednak se zvětšující se velikostí primárního nádoru, a tedy zvyšujícím se tlakem na 

okolní struktury mozku, a jednak s infiltrací maligních buněk do zdravé tkáně a jejím 

poškozením. Nejčastější klinické příznaky GBM jsou tedy zvýšený nitrolebeční tlak, bolest 

hlavy, slabost, ztráta somatosenzorického a vizuálního vnímání, zvracení a parciální nebo 

generalizované epileptické záchvaty. U GBM neexistuje v současné době žádná možnost 
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prevence, plošného skríninku ani časné detekce, a stejně tak pro toto onemocnění neexistují 

ani žádné specifické diagnostické biomarkery. Diagnóza je tak určována na základě 

vyšetření pomocí magnetické rezonance a/nebo počítačové tomografie indikované obvykle 

z důvodů klinických příznaků a následně verifikována histologicky (Jenkinson et al., 2007). 

Z molekulárně-genetického pohledu je GBM velice heterogenní onemocnění vyznačující se 

častými chromozomálními aberacemi a změnami na úrovni funkčně významných mutací 

nádorových supresorů a onkogenů. Zjevné rozdíly na této úrovni lze pak sledovat především 

mezi primárním a sekundárním GBM. Tato skutečnost je dána právě způsobem vzniku obou 

podtypů, kdy sekundární GBM nese nutně mutační vzor gliomu nižšího stupně, ze kterého 

se vyvinul. Z tohoto pohledu je klíčové vyšetření mutačního statusu genů pro IDH 

(isocitrátdehydrogenáza), konkrétně se pak jedná o nejčastější mutace v kodonu R132 genu 

IDH1 a v kodonu R172 genu IDH2, které se často vyskytují již u LGG a jsou tedy znakem 

sekundárních forem GBM (Louis et al., 2016). IDH hraje významnou roli v Krebsově cyklu, 

kde katalyzuje přeměnu isocitrátu na alfa-ketoglutarát. Mutace IDH má za následek 

především změnu finálního produktu na onkometabolit 2-hydroxyglutarát, který 

kompetitivně inhibuje aktivitu α-ketoglutarát dependentních dioxygenáz, mezi které patří 

i histon demetylázy (Kramář et al., 2016). Mutovaný gen pro IDH je tak nejen u gliomů 

velmi často asociován s rozsáhlými metylacemi v promotorových oblastech genů (cytosine-

phosphate-guanine (CpG) island methylator phenotype; G-CIMP) postihujícími nezřídka 

i geny MGMT (O6-methylguanine-DNA methyltransferase); a dále RB1, CDKN2A-p14
ARF

 

a CDKN2A-p16
INK4a

 představující kruciální regulátory buněčného cyklu (Hughes et al., 

2013; Crespo et al., 2015; Malta et al., 2018). Dalším epigenetickým modulátorem, jehož 

mutantní forma je spojována s postupnou malignizací gliomů, je gen ATRX kódující 

chromatin-remodelující protein. U sekundárních GBM je oproti primární formě možno 

častěji pozorovat inaktivační mutaci nádorově supresorového genu TP53 mající vliv na 

apoptózu a stabilitu genomu. Ze strukturních aberací je pro sekundární GBM dále typická 

ztráta dlouhých ramének na chromozomech 19 a 13 a dvakrát častěji se u sekundárních GBM 

vyskytuje ztráta heterozygotnosti v oblasti dlouhého raménka chromozomu 22 (Huse et al., 

2011; Crespo et al., 2015). Mezi klasické znaky primárního GBM patří především 

amplifikace anebo aktivační mutace EGFR, inaktivace nádorového supresoru PTEN nebo 

delece genu CDKN2A kódujícího nádorové supresory p14ARF a p16INK4a (Bleeker et al., 

2012). Rovněž zde byly oproti sekundární formě onemocnění pozorovány častější výskyt 

mutace v genu TERT a ztráta heterozygotnosti v oblasti krátkého raménka chromozomu 10 

(Crespo et al., 2015). U obou podtypů potom byly pozorovány zvýšené hladiny VEGF 
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a PDGFA, případně jejich receptorů, hrajících významnou úlohu v angiogenezi, nádorovém 

růstu a metastazování; mutace či amplifikace protoonkogenu MDM2 (mouse double minute 

2), jenž kóduje negativní regulační faktor proteinu p53; a častá ztráta dlouhého raménka na 

chromozomu 10 (Biernat et al., 1997; Stark et al., 2003; Karcher et al., 2006; Huse et al., 

2011; Popescu et al., 2016; Hou et al., 2019). 

Obecně lze tedy u primárního GBM pozorovat častěji aktivovanou signální dráhu 

EGFR/PI3K/PTEN/Akt, zatímco se sekundárním GBM je typicky, nikoli však bezvýhradně, 

spojována signální dráha TP53/MDM2/CDKN2Ap14
ARF

 (Ohgaki a Kleihues, 2007). Dále 

lze u GBM často pozorovat aktivované signální dráhy RAS/MAPK a RB/CDKN2A-

p16INK4a (Mao et al., 2012; Slabý et al., 2013; Crespo et al., 2015). 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

GBM je onemocnění s velice nízkou incidencí často diagnostikované v pokročilé formě nebo 

u pacientů, jejichž stav neumožňuje indikovat standardní léčebný protokol. Rovněž 

s ohledem na množství komplexních onkologických center v České republice a velikosti 

spádových oblastí je pro jednoho pracoviště značně problematické získat uniformní 

a dostatečně rozsáhlý soubor pacientů s tímto onemocněním. Právě to pak tvoří jednu 

z hlavních překážek translačního výzkumu. Našemu týmu se podařilo vytvořit relativně 

rozsáhlý kompletně histopatologicky a klinicky charakterizovaný soubor pacientů s GBM, 

kteří podstoupili jak dostatečně extenzivní chirurgický zákrok, tak intenzivní následnou 

onkologickou léčbu. Primárním cílem po vytvoření vlastního souboru bylo především 

zhodnotit vliv klinických faktorů a použité léčby ve vztahu k parametrům přežití, jako jsou 

čas do progrese onemocnění (PFS) a celkové přežívání (OS). Získané výsledky potom 

představovaly důležité informace, které jsme později využili při sestavování souboru 

pacientů pro sofistikovanější molekulární analýzy a byly u těchto prací také podkladem pro 

vstupní parametry multivariačních regresních analýz. 

První práce na toto téma, publikovaná v roce 2011, zahrnovala soubor čítající 86 

histopatologicky potvrzených primárních GBM s mediánem věku v době diagnózy 56 let (24-

69), z toho 60 % zaujímali muži. Medián PFS byl 7 měsíců (2,0-5,5) a medián OS byl 13 

měsíců (2,5-70,0), přičemž signifikantně nejdelšího přežívání dosahovali dle očekávání 

pacienti s pooperačním stavem tělesné výkonosti (performance status, PS; ECOG) 

rovnajícím se nule. Stejně tak prognosticky výrazně příznivěji se jevili pacienti, u kterých 

bylo dosaženo makroskopicky totálního odstranění nádoru, a pacienti, kteří absolvovali 
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konkomitantní chemoradioterapii bez výraznější redukce, tj. alespoň 54 Gy z celkových 60 

Gy a 40 dní chemoterapie z plánovaných 42 dní. Věk, pohlaví a lokalizace nádoru nedosáhly 

ve vztahu k prognóze signifikantní významnosti (Lakomý et al., 2011a; Příloha 3). 

V recentní práci na podobné téma z roku 2020 pak bylo cílem poskytnout reálné výsledky 

z léčby GBM a porovnat celkové přežití pacientů po léčbě Stuppovým režimem dnes a před 

deseti lety. Oproti předchozí studii bylo zařazeno celkem 155 nových pacientů, medián věku 

60,9 let, 61 % mužů, 58 pacientů (37 %) podstoupilo totální chirurgickou resekci nádoru. 

Stuppův režim byl indikován u 90 pacientů (58 %), 65 pacientů (42 %) podstoupilo samotnou 

radioterapii. Medián PFS v kohortě pacientů, kteří podstoupili Stuppův režim, byl 6,7 

měsíců, medián OS 16,0 měsíců a 2letý OS 30,7 %. OS byl delší, pokud byli pacienti schopni 

dokončit alespoň tři cykly adjuvantní chemoterapie (medián 23,3 měsíců a 43,9 % pacientů 

žilo 2 roky po operaci). Rychlá časná progrese před radioterapií byla negativním 

prognostickým faktorem s poměrem rizik – HR 1,87 (p = 0,007). Interval mezi operací 

a začátkem radioterapie (medián 6,7 týdnů) nebyl prognosticky významný. Medián OS 

v současné kohortě byl přibližně o 2 měsíce delší než v historické kontrolní skupině léčené 

před 10 lety (16 vs. 13,8 měsíců) s použitím stejného Stuppova režimu. S přihlédnutím 

k rozdílům v charakteristikách pacientů mezi současnými a historickými kohortami, věkem, 

rozsahem resekce a výkonnostním stavem pacienta podle ECOG byl HR (Stuppův režim vs. 

RT samotný) pro OS roven 0,45 (p = 0,002) (Lakomy et al., 2020a; Příloha 4). 

Třetí velmi recentní práce se pak zabývala retrospektivním posouzením incidence 

a lokalizace nádorů a potenciálních prediktorů časné progrese u nově diagnostikovaných 

pacientů s GBM ještě před zahájením radioterapie; a dále byly porovnány výsledky 

dosahovaných přežití v kohortách pacientů s GBM vykazujících či nevykazujících rychlou 

progresi onemocnění, přičemž data byla vztažena k průběhu léčby. Celkem bylo 

analyzováno 90 pacientů s předoperační, pooperační a plánovací MRI: medián věku 59 let, 

59 % mužů a 39 pacientů (43 %) podstoupilo celkovou chirurgickou resekci nádoru. Režim 

Stupp byl indikován 64 pacientům (71 %); 26 pacientů (29 %) podstoupilo samotnou 

radioterapii. Progrese již na plánovací MRI provedené krátce před radioterapií byla zjištěna 

u 46 (51 %) pacientů. Hlavním prediktorem této rychlé progrese onemocnění byl chirurgický 

výkon s nedostatečnou radikalitou (p < 0,001). Přítomnost rychlé progrese byla potvrzena 

jako silný negativní prognostický faktor; medián OS u pacientů s rychlou progresí byl 10,7 

vs. 18,7 měsíců a dvouleté přežití bylo pozorováno pouze u 15,6 % pacientů vs. 37,7 % 

pacientů, u kterých rychlá progrese nebyla prokázána. Je zajímavé, že vliv rychlé progrese 

na OS se významně lišil u mladších (≤ 50 let) a starších pacientů (> 50 let) (p = 0,047); 
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v případě PFS tento rozdíl zaznamenán nebyl. Pacienti s rychlou progresí, kterým byla 

indikována léčba v režimu Stuppova protokolu, měli delší OS ve srovnání s pacienty, kteří 

podstoupili pouze radioterapii (medián OS 16,0 vs. 7,5; HR = 0,5, p = 0,022; dvouleté 

přežití 22,3 % vs. 5,6 %). Interval mezi chirurgickým zákrokem a zahájením radioterapie 

nebyl překvapivě prognostickým znakem ani u celé zkoumané kohorty pacientů, ani 

u pacientů s rychlou progresí (Lakomy et al., 2020b; Příloha 5). 

 

Glioblastomové kmenové buňky 
 

Podle současných studií stojí za špatnou prognózou GBM, podobně jako u jiných nádorů, 

mimo jiné i malá populace nádorových buněk vyznačující se unikátními vlastnostmi jako 

jsou schopnost sebeobnovy, diferenciace a neomezené proliferace. Tyto buňky disponují 

rovněž zvýšenou rezistencí k podávané léčbě a jsou tak pravděpodobně zodpovědné za vznik 

časných recidiv. Pro svoji podobnost se zdravými kmenovými buňkami bývají označovány 

jako nádorové kmenové buňky (Cancer Stem Cells, CSC) nebo také tumor-iniciující buňky 

(Stopschinski et al., 2013). Teorie nádorových kmenových buněk předpokládá, že buňky 

nádoru jsou stejně jako v případě normální zdravé tkáně hierarchicky uspořádány a na 

vrcholu pyramidy stojí právě CSC. 

Přítomnost CSCs do značné míry vysvětluje nízkou efektivitu konvenční terapie u některých 

nádorových onemocnění včetně GBM. Tato terapie je totiž zaměřena především na rychle 

se dělící buňky nádoru. Avšak, jak již bylo zmíněno, CSCs se většinu času vyskytují v tzv. 

klidovém stádiu buněčného cyklu a rychlost jejich proliferace není tak rapidní. To poskytuje 

buňce dostatečný čas, aby opravila poškozenou DNA. V tom jí navíc významně pomáhají 

zvýšené hladiny DNA reparačních enzymů a transportérů lékové rezistence (ABC 

transportéry) (Pardal et al., 2003; Foreman et al., 2009). Dokonce bylo zjištěno, že CSCs, 

kterým se podařilo uniknout chemoterapii, byly více rezistentní a tuto vlastnost následně 

předávaly i svým dceřiným buňkám. Tato skutečnost koresponduje s faktem, že rekurentní 

tumory bývají často k léčbě méně citlivé než primární nádor (Lou a Dean, 2007). 

Glioblastomové kmenové buňky (GSCs) pocházejí pravděpodobně z neurálních kmenových 

buněk. Nasvědčuje tomu i fakt, že poprvé byly z GBM tkáně vyizolovány na základě exprese 

povrchového glykoproteinu CD133, jehož přítomnost je typická pro normální neurální 

kmenové buňky (NSCs). GSCs stejně jako NSCs rostou v bezsérovém mediu jako suspenzní 

sférické buněčné kolonie neboli neurosféry a vyznačují se expresí stejných identifikujících 

markerů (Reynolds a Weiss, 1992; Singh et al., 2003; Singh et al., 2004). Historicky nejvíce 
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používaným markerem GSCs je již zmiňovaný CD133, který se však na základě posledních 

studií jeví jako nepříliš specifický (O'Brien et al., 2007; Wright et al., 2008). Mnohem větší 

specificita je v současné době připisována molekule CD15 (Son et al., 2009) 

a cytoskeletálnímu proteinu nestinu, jehož exprese se mimo jiné u gliomů ukázala být 

negativním prognostickým faktorem. Jiný způsob identifikace GSCs je založen na 

schopnosti buněk aktivně se zbavovat škodlivých látek. Jde o metodu izolace tzv. „side 

population“, u které byla detekována zvýšená hladina ABC transportérů a jež rovněž 

disponuje kmenovými vlastnostmi (Fukaya et al., 2010). 

Pro GSCs je typická perivaskulární lokalizace a jejich výskyt byl také pozorován v okolí 

nekrotických ložisek, což dokládá fakt, že je „stem-like“ fenotyp těchto buněk značnou 

mírou závislý na okolním mikroprostředí. Často diskutován je vliv hypoxie na chování GSCs 

(Heddleston et al., 2009). Hypoxie indukuje expresi HIF (hypoxia inducible factor), který 

zvyšuje schopnost sebeobnovy jak GSCs tak i non-GSCs. Zatímco HIF1α je exprimován 

i neurálními kmenovými buňkami, HIF2α je typický pouze pro GSCs, což z něj v podstatě 

činí ideální terapeutický cíl (Heddleston et al., 2009). Text převzat a upraven z Kleinova et 

al., 2015. 

 

Molekulárně-genetické diagnostické, prognostické a prediktivní biomarkery u 
pacientů s difúzními gliomy 
 

Stanovení diagnózy a prognózy onemocnění, případně predikce odpovědi na léčbu GBM 

vychází z integrované diagnostiky difúzních gliomů, v rámci níž dle platných doporučení 

WHO z roku 2016 nabyly na významu právě molekulárně-genetické biomarkery. Tento stav 

reflektuje poznatky dosavadního výzkumu a začleňuje molekulární charakteristiku společně 

s konvenčními histopatologickými nálezy a imunofenotypem mezi základní diagnostické 

přístupy klasifikace difúzních gliomů. Dle aktuálních doporučení by tedy nově 

diagnostikované difúzní astrocytární a oligodendrogliální gliomy měly být testovány na 

přítomnost mutace IDH1 pomocí imunohistochemického vyšetření a v případě negativního 

výsledku by u nich měla být provedena molekulární analýza verifikující tento výsledek 

a současně schopná odhalit případnou přítomnost vzácněji se vyskytujících mutací v genech 

IDH1/2. IDH mutované nádory by následně měly být vyšetřeny na přítomnost 

chromozomální kodelece 1p/19q vznikající nebalancovanou chromozomální translokací 

t(1;19)(q10;p10) (Griffin et al., 2006). Tato kodelece se vyskytuje téměř výhradně 

u oligodendrogliálních nádorů, které zároveň vždy vykazují imunohistochemicky expresi 
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ATRX. Naopak alterace genu ATRX je často pozorovatelná, nikoliv však nutně, u IDH-

mutovaných astrocytomů, kde je dále obvykle provázena i mutacemi v genu TP53. 

Mimo standardní klasifikaci jsou mutační status genů IDH1/2 a integrita chromozomů 1 a 19 

využívány rovněž jako prognostické biomarkery, kdy přítomnost mutací, resp. kodelece 

1p/19q predikuje významně lepší prognózu u oligodendrogliálních tumorů. Podobně 

přítomnost mutace v genu pro ATRX je pozitivním prognostickým znakem u pacientů 

s astrocytomy. 

U pediatrických pacientů je pak při podezření na difúzní středočárový gliom doporučeno 

molekulární vyšetření dvacátého sedmého kodonu histonu H3, kde může vlivem mutace 

docházet k záměně aminokyseliny lysin na methionin – H3K27M. Přítomnost této mutace 

potvrzuje zmiňovaný podtyp difúzního gliomu a současně predikuje velmi špatnou prognózu 

(Gojo et al., 2019). Na základě doporučení mezinárodního konsorcia neuropatologů 

a klinických neuroonkologů (The Consortium to Inform Molecular and Practical 

Approaches to CNS Tumor Taxonomy – not official WHO; cIMPACT-NOW), které 

prezentuje praktická doporučení pro tkáňovou diagnostiku mozkových nádorů na základě 

recentních zjištění, je vhodné doplnit molekulární vyšetření difúzních a anaplastických 

astrocytomů IDH-wt rovněž o analýzu numerických aberací chromozomů 7 a 10, a dále 

vyšetření amplifikace genu pro EGFR a mutačního statusu promotoru pro gen TERT, 

přičemž případy s alespoň jedním alterovaným znakem klasifikovat jako difúzní astrocytární 

gliomy, IDH-wt, s molekulárními znaky GBM, WHO IV (Louis et al., 2019; Hendrych et 

al., 2020). 

Pacienti s HGG by měli být rovněž testováni na metylační status promotoru genu pro 

MGMT. Metylace promotoru pro MGTM byla opakovaně asociována nejen s prognózou, 

ale především s odpovědí na léčbu alkylačními činidly, mezi které patří i TMZ. Metylace 

promotoru MGMT vede na buněčné úrovni ke snížené kapacitě reparace DNA a s tím 

související zvýšené apoptóze, což v důsledku znamená lepší odpověď na léčbu TMZ 

indukující tato poškození (Criniere et al., 2007; Lakomy et al., 2011b; Sana et al., 2014; 

Lakomy et al., 2020). 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

Metylace promotoru genu pro MGMT je v současné době široce využívaným molekulárním 

biomarkerem jak odpovědi na léčbu alkylačním činidlem TMZ, tak celkového přežívání 

pacientů s GBM. Z tohoto důvodu jsme v našich studiích zaměřených na identifikaci nových 
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prediktivních a prognostických biomarkerů u GBM metylační status promotoru rovněž 

analyzovali. Toto hodnocení bylo provedeno pomocí analýzy teploty tání s vysokým 

rozlišením, které předcházela bisulfitová konverze DNA. Tato metoda je vysoce citlivá 

a výrazně snižuje procento falešně pozitivních výsledků, které bývají pozorovány v případě 

využití technologie metylačně specifické PCR. Na základě dostupné literatury a získaných 

dat byla stanovena hraniční hodnota definující metylovaný promotor na alespoň 25% 

metylaci. Dle tohoto rozdělení jsme v první studii zjistili 32 % metylovaných oproti 68 % 

nemetylovaných vzorků, ačkoliv odborná literatura uvádí množství GBM s metylovaným 

promotorem pro MGMT v rozmezí 35 % až 47 % (Lakomy et al., 2011b; Příloha 6). 

Důvodem tohoto nižšího zastoupení metylovaných vzorků však mohlo být jednak použití 

technologie eliminující falešnou pozitivitu, ale také nedostatečně rozsáhlý soubor pacientů 

čítající 38 případů. V naší následné studii založené na analýze 58 pacientů s primárním 

GBM bylo procento případů s metylovaným promotorem MGMT 38 % (Sana et al., 2014; 

Příloha 7). V obou studiích jsme v souladu s literaturou potvrdili jak významnou asociaci 

metylačního stavu promotoru pro MGMT s PFS, tak s OS u pacientů s GBM. 

Meningeomy 

 

Meningeomy jsou nejčastějšími intrakraniálními nádory tvořícími dle různých zdrojů 20 až 

30 % všech primárních neoplázií této anatomické oblasti. Vznikají z arachnoideálních buněk 

mozkových obalů a jedná se zpravidla o pomalu rostoucí, často kalcifikované tumory 

(Wiemels et al., 2010). Jejich incidence narůstá s věkem a maxima dosahuje kolem 50. roku 

života, přičemž jsou na rozdíl od gliomů častěji diagnostikovány u žen. Se stoupajícím 

věkem se obecně zhoršuje i prognóza pacientů, ačkoliv tato je primárně závislá na stupni 

malignity onemocnění. Biologické chování menigeomů je značně variabilní a kolísá od 

benigních (WHO stupeň malignity I; 94 % všech diagnostikovaných meningeomů) přes 

skupinu nádorů s rysy agresivního chování (WHO II; 5 %) až k meningeomům vysoce 

agresivním, které mají tendenci infiltrovat okolní tkáň (WHO III; 1 %) (Enam et al., 1996; 

Kane et al., 2011; Krejčí et al., 2013; Duba et al., 2015). Vyšší stupeň je spojován se 

statisticky vyšším rizikem recidivy, morbidity a mortality (Mawrin a Perry, 2010). Například 

atypické meningeomy recidivují osmkrát častěji než benigní, dobu přežití u atypických 

a maligních meningeomů udávají některé studie do dvou let (Mawrin a Perry, 2010; Krejčí 

et al., 2013). Za známku agresivity je také považována invaze do mozku či kosti, nebo 

výrazný perifokální edém v okolí léze. Dalším nepříznivým faktorem pro úspěšnou léčbu 
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může být lokalizace meningeomů, jež je může činit obtížně dosažitelnými k radikální 

chirurgické léčbě (Krejčí et al., 2012; Krejčí et al., 2013). 

Právě chirurgická intervence je základním terapeutickým přístupem uplatňujícím se 

v managementu pacientů s meningeomem a její úspěšnost přímo souvisí s pravděpodobností 

recidivy a prognózou pacienta. Radikalita chirurgického zákroku je běžně hodnocena na 

základě kritérií podle Simpsona a klasifikována do pěti odpovídajících stupňů – prvními 

dvěma se hodnotí radikální výkon. Recidiva je tím pravděpodobnější, čím větší stupeň 

radikality byl dosažen; u stupně I je to asi 10 %, u stupně II 19 %, u stupně III se udává 29 

% a u stupně IV 40 % během 10 let. Stupeň V pak odpovídá pouze biopsii tumoru a nelze 

tedy hovořit o následné recidivě onemocnění. Z nechirurgických možností léčby je nutné 

zmínit radiochirurgii, která může být zvažována jako doplňkový i alternativní přístup (Duba 

et al., 2015). 

Klinický obraz onemocnění tedy reflektuje především stupeň malignity a dále zejména 

u benigních forem velikost a lokalizaci tumoru, kdy lze pozorovat jak zcela asymptomatické 

případy, tak pacienty s časnou hemiparézou, epileptickými záchvaty anebo fatickou 

poruchou. Objemnější nádory mohou způsobovat nitrolební hypertenzi projevující se 

bolestmi hlavy, nevolností či zvracením. 

Etiologie meningeomů, podobně jako většiny intrakraniálních nádorů u raně dospělých 

a dospělých pacientů, není jasná. Nicméně dle některých studií v ní může hrát kromě 

genetické predispozice roli radiace a působení virů a z důvodu častějšího výskytu 

onemocnění u žen je rovněž zmiňován hormonální vliv (Dumanski et al., 1987; Seizinger et 

al., 1987; Koehorst et al., 1993; Duba et al., 2015). 

Revidovaná WHO klasifikace nádorů CNS z roku 2016 kategorizuje meningeomy do 15 

různých variant (Obrázek 3), kdy každá z variant je diagnostikována na základě své 

charakteristické histologické morfologie. Mnoho meningeomů však vykazuje smíšenou 

histologii; v těchto případech se tedy kategorie stanoví s přihlédnutím k dominantnímu 

histologickému typu. Atypické meningiomy (WHO II) jsou diagnostikovány buďto na 

základě přítomnosti 4 – 19 mitóz na 10 HPF (high-power fields) nebo výskytem mozek 

invadujících struktur nebo přítomností alespoň tří z pěti dále uvedených znaků: vysoká 

buněčnost, malé buňky s nukleoplazmatickým poměrem posunutým ve prospěch jádra, tzv. 

„sheeting„ – nepřerušovaný růst bez vzoru, prominentní jadérka a spontánní nekróza. 

Anaplastické meningiomy (WHO III) jsou určeny buď výrazně zvýšenou mitotickou 

aktivitou (≥ 20 mitóz na 10 HPF), nebo zjevně maligní morfologií jako je karcinomatózní, 

sarkomatózní a melanomatózní cytologie (Lee a Lee, 2020). 
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Obrázek 3 Přehled klasifikačního systému Světové zdravotnické organizace z roku 

2016 pro klasifikaci meningeomů (převzato a upraveno z Lee a Lee, 2020) 

 
HPF, „high-power fields“; N / C, jaderné / cytoplazmatické 

 

Přestože současný histologický stupeň malignity do značné míry odráží agresivitu a průběh 

onemocnění a je tedy cenným prognostickým ukazatelem, stále existuje na úrovni 

biologického chování meningeomů v rámci jednotlivých WHO skupin značná variabilita, 

což má nepochybný dopad na přežívání pacientů. Současný stav by mohla významně zlepšit 

integrace molekulárních charakteristik do stávající diagnostiky, podobně jako je tomu např. 

u gliomů. V souvislosti s genezí a biologií meningeomů je pravděpodobně nejdéle 

studovaným genem neurofibromin 2 (NF2), průvodce neurofibromatózy typu 2 a nádorový 

supresor lokalizovaný na dlouhém raménku chromozomu 22 v pozici 12.2 (Bi et al., 2018). 

NF2, též nazývaný jako Merlin nebo Schwannomin, je membránový protein vázající vlákna 

aktinu k buněčné membráně a účastnící se tak tvorby cytoskeletu. Nachází se přednostně 

v nervové tkáni, konkrétně pak v adherentních mezibuněčných spojích, kde působí rovněž 

jako inhibitor buněčného růstu. 

Kromě těchto genetických změn byla u meningeomů pozorována celá řada dalších běžně se 

opakujících alterací na úrovni jak genů (Tabulka 2), tak chromozomů (Obrázek 4), často 

asociovaných právě s konkrétním stupněm malignity. Jako nezávislé prognostické 

biomarkery se ukázaly rovněž mutace v genech TERT, BAP1, DMD a CDKN2A/B. 

Nicméně s výjimkou mutace TERT se jedná spíše o vzácně se vyskytující mutace a jejich 

implementace do klinicko-diagnostické praxe není v tuto chvíli reálná. 
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Tabulka 2 Hlavní molekulární alterace u meningeomů (převzato a upraveno z Birzu et 

al., 2020) 

Gen Lokus Frekvence Dominantní 
WHO skupina 

Dominanntní 
histologie Buněčný proces 

NF2 22q12.2 40-60 % 1,2,3 
Fibrózně 

tranzitorní 
Hippo, 

PI3K/AKT/mTOR 

TRAF7 16p13.3 15-26 % 1 > 2,3 
Meningoteliálně 

sekreční 
MAPK, IRF, NF-kB 

KLF4 9p31 9-12 % 1 Sekreční PI3K/AKT/mTOR 

AKT1 14q32.33 7-12 % 1 Meningoteliální PI3K/AKT/mTOR 

PIK3CA 3q26.32 4-7 % 1 > 2,3 
Meningoteliálně 

tranzitorní 
PI3K/AKT/mTOR 

POLR2A 17p13.1 6 % 1 Meningoteliální Transkripce 

PTEN 10q23.31 NA 2,3 NA PI3K/AKT/mTOR 

SMO 7p32.1 1-5 % 1 Meningoteliální SHH dráha 

SUFU 10q24.32 1 % NA NA SHH dráha 

PTCH1/2 9q22.32 
1p34.1 

Výjimečně NA NA SHH dráha 

FAK 8q24.3 
Velmi 
raritně 

NA NA Buněčná motilita 

BAP1 3p21.1 < 1 % 2,3 
Rhabdoidní, 

Papilární 
DNA reparace 

CHEK2 22q12.1 Výjimečně 1 NA 
Regulace buněčného 

cyklu 

CDKN2A 
CDKN2B 9p21.3 < 5 % 2,3 NA 

Regulace buněčného 
cyklu 

DMD Yp21.1 NA 2,3 NA Cytoskelet 

TERTp 5p15.33 5-15 % 1,2,3 NA Aktivita telomerázy 

SMARCB1 22q11.23 5 % 1 < 2,3 NA 
Remodelace 
chromatinu 

SMARCE1 17q21.2 3-4 % 2 Světlobuněčný 
Remodelace 
chromatinu 

ARID1A 1p36.11 12 % 3 Anaplastický 
Remodelace 
chromatinu 

PBRM1 3p21.1 3 % 3 
Papilárně 

rhabdoidní 
Remodelace 
chromatinu 
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Obrázek 4 Chromozomální aberace často se vyskytující se u meningeomů (převzato 

z Bi et al., 2018) 

 
 

A – Meningeomy WHO I, B – Meningeomy s vyšším stupněm malignity; Modrá označuje ztrátu 
chromozomů; červená, chromozomální zisk. 

 

Překvapivé údaje o epigenetické subklasifikaci meningeomů a klinickém vývoji onemocnění 

poskytlo rovněž studium metylomu. Výsledky neřízené shlukové analýzy odhalily dvě 

hlavní epigenetické skupiny, kdy první z nich obsahovala další čtyři (metylační klastr (MC) 

benigní 1, MC benigní 2, MC benigní 3 a MC středně rizikový A) a druhá dvě (MC středně 

rizikový B a MC maligní) podskupiny. Tumory v těchto podskupinách se vyznačovaly jak 

odlišným vývojem a genetickými změnami, tak různou prognózou (Tabulka 3) (Sahm et al., 

2017; Birzu et al., 2020). 
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Tabulka 3 Identifikované metylační klastry meningeomů a jejich charakteristika 

(převzato a upraveno z Birzu et al., 2020) 

  MC benigní I MC benigní II MC benigní III MC středně 
rizikový A 

MC středně 
rizikový B MC maligní 

Histologie 
Fibrózní 

Tranzitorní 
Atypický 

Sekreční 
Tranzitorní 

Meningoteliální 

Angiomatózní 
Tranzitorní 

Atypický 

Fibrózní 
Tranzitorní 

Atypický 

Atypický 
Anaplastický Anaplastický 

Cytogenetické 
alterace 22q ztráta   22q ztráta 

5 zisk 
22q ztráta 
1p ztráta 

22q, 1p, 10 
ztráta 

CDKN2A 
delece 

22q, 1p ztráta 
CDKN2A 

delece (70 %) 

Mutace NF2 (63 %) 

TRAF7 (49 %), 
AKT1 (33 %), KLF4 

(15 %), SMO (7 
%), NF2 (7 %) 

PIK3CA (11 %), 
NF2 (32 %) NF2 (53 %) NF2, TERT, 

SUFU (5 %) 
NF2, TERT, 
SUFU (6 %) 

Prognóza Dobrá Dobrá Dobrá Střední Střední Špatná 

 

Mozkové metastázy 
 

Sekundární mozkové nádory, mozkové metastázy, jsou nejčastějšími nitrolebními 

malignitami vyskytující se u 30–40 % onkologických pacientů s generalizovaným 

nádorovým onemocněním; v některých materiálech se udává podíl až 50 % (Pospíšková et 

al., 2011; Kazda et al., 2019). Metastatický rozsev probíhá nejčastěji hematogenně, méně 

častěji přímým prorůstáním nebo podél spinálních kořenů a likvorovými cestami. Vyšší 

tendence k metastazování do mozku je pozorována u melanomů, testikulárních nádorů 

a karcinomů plic. Z pohledu četnosti jsou zastoupeny nejvíce metastázy s primárním 

tumorem v plících, prsou, ledvinách, gastrointestinálním traktu a již zmíněný melanom. U 

přibližně 10 % mozkových metastáz je pak origo neznámé. 80 % metastáz se nachází 

supratentoriálně. V 10 % se jedná o solitární metastatické ložisko v celém organismu a až 

85 % metastáz v mozku je mnohočetných (Fadrus et al., 2010; Pospíšková et al., 2011). Lze 

předpokládat, že incidence bude nadále vzrůstat díky větší dostupnosti magnetické 

rezonance, a především díky rozšiřujícím se indikacím moderní systémové terapie vedoucím 

k obecně delšímu celkovému přežívání diseminovaných pacientů, u kterých stoupá riziko 

další diseminace právě do intrakraniální oblasti. Jelikož však moderní terapeutické agens 
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většinou jen obtížně pronikají do centrálního nervového systému, prognóza pacientů 

s mozkovými metastázami je i přes výše naznačené úspěchy moderní onkologické léčby 

nadále velice vážná s mediány celkového přežití udávanými v řádu měsíců. Existují však 

velké rozdíly v přežívání jednotlivých pacientů, kdy lze v některých případech dosáhnout 

kombinovanou onkologickou léčbou přežití až několika let (Shen et al., 2016). Vzhledem 

k popisovaným rozdílům v přežívání je odhad prognózy u konkrétního pacienta s nově 

diagnostikovanou metastázou extrémně důležitý při rozhodování o nejvhodnějším 

diagnosticko-terapeutickém postupu. V denní rutinní praxi jsou tak neocenitelnou 

pomůckou nejrůznější prognostické skórovací systémy umožňující u daného pacienta 

validní odhad celkového přežití (Kazda et al., 2015). Nejznámějším takovým skórovacím 

systémem je RPA (Recursive Partitioning Analysis), pomocí kterého lze zhodnocením 

celkového výkonnostního stavu (Karnofsky index), věku, kontroly primárního onemocnění 

a přítomnosti extrakraniálních metastáz rozdělit pacienty do tří skupin s predikovaným 

mediánem přežití v rozmezí 2,3 až 7,1 měsíců (Gaspar et al., 1997). Novější skórovací 

systémy zohledňují i molekulárně-genetické charakteristiky nádoru. Nicméně právě 

molekulárně-genetická podstata onemocnění, ač je s ní nepochybně úzce spojena 

budoucnost onkologické léčby, je v případě mozkových metastáz jen velmi těžko 

uchopitelná a obtížně interpretovatelná tak, aby mohla sloužit jako samostatný diagnostický 

anebo prognostický nástroj. Důvodem je nesmírná molekulární heterogenita onemocnění 

logicky vyplývající jednak z různého původu metastáz a dále z nutnosti přizpůsobit se 

z pohledu metastazující buňky mnohdy extrémnímu prostředí. Text převzat a upraven 

z Kazda et al., 2019. 

Složitost a molekulární komplexnost celého procesu lze demonstrovat na metastatické 

kaskádě, která je iniciována invazí bazální membrány a blízké tkáně nádorovými buňkami 

a jejich intravazací do krevního řečiště nebo infiltrací lymfatických drah. Poté následuje 

aktivace mechanismů umožňujících přežití nádorových buněk ve stavu anoikis a jejich 

extravazace do vhodné tkáně organismu, kde mohou být schopné proliferace. Tento 

patogenní proces tedy vyžaduje přesnou koordinaci různých signálních drah, které mohou 

být aktivovány a řízeny v závislosti na buňkou získaných genetických alteracích vícero 

mechanismy (Hernández-Caballero, 2013). Nejznámější geny zapojené do jednotlivých 

kroků metastatického procesu jsou uvedeny v Tabulce 4. Kromě toho bylo popsáno vícero 

genů, které podporují nebo naopak potlačují schopnost invazivity a metastazování 

u konkrétních primárních nádorů (Tabulka 5) (Rahmathulla et al., 2012). 
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Tabulka 4 Přehled genů asociovaných se zvýšeným metastatickým potenciálem 

(převzato a upraveno z Rahmathulla et al., 2012) 

Gen Lokus Význam 

RHoC 1p21-p13 Remodelace cytoskeletu během morfogeneze a v procesech souvisejících motilitou; 
důležitá role v buněčné invazivitě 

LOX 5q23.1-
q23.2 

Pozitivní regulace invazivního potenciálu nádorových buněk v hypoxických 
podmínkách 

VEGF 6p21.1 
Angiogenní růstový faktor 
Inhibuje tvorbu mozkových metastáz; reguluje angiogenezi a proliferaci buněk; 
zvyšuje apoptózu   

CSF1 1p13.3 Stimulujte proliferaci makrofágů a následné uvolňování růstových faktorů 

ID1 20q11.21 Podílí se na remodelaci matrix a angiogenezi 

TWIST1 7p21.1 Způsobuje ztrátu buněčné adheze zprostředkovanou E-kadherinem a podporuje 
buněčnou motilitu skrze regulaci epiteliálně-mezenchymální tranzice 

MET 7q31.2 Ovlivňuje širokou škálu buněčných procesů 

MMP-9 20q13.12 Degradace extracelulární matrix, remodelace tkáně 

NEDD9 6p24.2 Pozitivní regulace metastatického potenciálu 

LEF1 4q25 
Transkripční efektor - dráha WNT; sklon k mozkovým metastázám 
Knockdown genu vede k významnému snížení počtu mozkových metastáz, snižuje 
tvorbu kolonií a invazivitu 

HOXB9 17q21.32 

Patří do rodiny homeoboxových genů; klíčová role v embryonální segmentaci a 
vzorování 
Knockdown genu vede u buněk ke snížení jejich invazivity, schopnosti tvořit kolonie a 
schopnosti iniciovat mozkové metastázy 

BMP4 14q22.2 Klíčová role v embryonálním vývoji a epiteliálně-mezenchymální tranzici 

STAT3 17q21.2 
Transkripční faktor 
Snížení vede k potlačení růstu mozkových metastáz; snižuje angiogenezi a buněčnou 
invazivitu 
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Tabulka 5 Přehled genů podporujících a tlumících metastazování a invazivitu nádoru 

(převzato a upraveno z Rahmathulla et al., 2012) 

Geny potlačující tvorbu metastáz   Geny podporující tvorbu metastáz 

Gen Lokus Primární nádor   Gen Lokus Primární nádor 

NM23 17q21.3 
Karcinom prsu, 
kolorektální karcinom, 
melanom 

  ERBB2 
(HER2) 17q21.1 Karcinom prsu 

MKK4 17p11.2 Karcinom prsu, ovária, 
prostaty   TIAM1 21q22.1 Karcinom ledvin, prostaty, prsu, 

kolorektální karcinom 

BRMS1 11q13.1-q13.2 Karcinom prsu, melanom   SRC 20q12-q13 
Karcinom prsu, plic, 
kolorektální karcinom, 
melanom 

KiSS1 1q32 Karcinom prsu, melanom   S100A4 1q21 Karcinom prsu, žaludku, 
kolorektální karcinom 

KAI1 (CD82) 11p11.2 
Karcinom močového 
měchýře, prsu, plic, 
slinivky, prostaty 

  MTA1 14q32.3 Karcinom prsu, vaječníku, plic, 
kolorektální karcinom 

CD44 11p13 
Kolorektální karcinom, 
karcinom prsu, plic, 
prostaty, melanom 

  KRAS 12p12.1 Karcinom slinivky, plic, 
kolorektální karcinom 

CRSP3 6q23.2 Melanom   HRAS 11p15.5 Karcinom močového měchýře, 
ledvin, štítné žlázy 

RHOGDI2 11p11.2 

Karcinom močového 
měchýře, prsu, ledvin, plic, 
prostaty, kolorektální 
karcinom, hepatocelulární 
karcinom 

        

VDUP1 1q21 Melanom         

PTEN/MMAC1 10q23.31 
Karcinom prsu, 
endometria, ledvin, plic, 
štítné žlázy, kolorektální 
karcinom 

        

VHL 3p25.3 Karcinom ledvin         

TIMP2 17q25.3 Melanom         

SMAD4 18q21.2 
Karcinom slinivky, 
prostaty, kolorektální 
karcinom 

        

RRM1 11p15.4 Karcinom plic         

PTPN11 12q24.1 
Karcinom plic, štítné žlázy, 
kolorektální karcinom, 
melanom 

        

CDH1 16q22.1 Karcinom prsu, žaludku         

CASP8 2q33 Karcinom prsu, žaludku, 
plic         
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Příspěvek k dané problematice 
 

V roce 2019 jsme publikovali přehledovou práci s názvem „Diagnostika, operační 

a systémová terapie metastáz solidních nádorů“, jejímž cílem bylo poskytnout základní 

a zároveň aktuální informace o současných diagnostických a léčebných možnostech 

pacientů s mozkovými metastázami včetně chirurgické léčby a radioterapie. Poznatky 

vycházely zejména z několika velkých randomizovaných studií potenciálně ovlivňujících 

denní praxi v léčbě pacientů s mozkovými metastázami, které byly publikovány v poslední 

době (Kazda et al., 2019b; Příloha 8). 
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Krátké nekódující RNA u nádorů mozku 

Jak již bylo zmíněno v úvodní kapitole této práce, nejznámějšími a doposud nejvíce 

prostudovanými třídami regulačních sncRNA jsou siRNA, miRNA a piRNA. Z hlediska 

možné diagnostiky nádorových onemocnění, včetně predikce prognózy a odpovědi na léčbu 

onkologických pacientů, jsou relevantní pouze miRNA a piRNA, jelikož právě tyto RNA 

jsou kódovány v DNA samotné buňky. Na rozdíl od toho siRNA se v buňce většinou 

přirozeně nevyskytují a objevují se v ní převážně až v přítomnosti parazitických RNA 

sekvencí, které tam bývají nejčastěji vnášeny viry. Důvodem, proč je tedy tato třída 

nekódujících RNA často zmiňována v souvislosti s nádory, je jejich schopnost cíleně 

regulovat mRNA prostřednictvím mechanismu RNA interference, a tedy jejich terapeutický 

potenciál. V souvislosti s léčbou nádorů mozku však doposud nebyl schválen žádný 

terapeutický prostředek využívající siRNA. Z tohoto důvodu bude následující text zaměřen 

pouze na význam miRNA a piRNA u vybraných onkologických onemocnění mozku, které 

se zde jeví být jak slibné terapeutické cíle, tak především již zmiňované diagnostické, 

prognostické a prediktivní biomarkery. 

Krátké nekódující RNA u gliomů 

Gliomy jsou heterogenní skupinou onemocnění s velmi variabilním biologickým chováním, 

které úzce souvisí s prognózou a případně odpovědí na léčbu, nejen mezi histopatologicky 

klasifikovanými podskupinami, ale i v rámci nich. Důvodem je variabilita těchto nádorů na 

molekulární úrovni, kterou nelze reflektovat standardními histopatologickými vyšetřeními. 

Hlubšího poznání molekulární patogeneze gliomů bylo dosaženo až s vývojem nových 

sofistikovaných technologií umožňujících vysokokapacitní a velmi přesné molekulární 

analýzy nádorů především na úrovni jejich genomů a transkriptomů. Kromě studia 

chromozomových aberací a variant v kódujících genech se stále více odborných prací 

zaměřuje na studium nekódujících RNA včetně miRNA a piRNA, které již byly mnohokrát 

asociovány s patologií gliomů a hrají v jejich chování klíčovou roli. 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

V roce 2011 jsme uveřejnili jednu z prvních přehledových prací na téma významu miRNA 

v biologii GBM, kde jsme sumarizovali tehdejší poznatky k dané problematice, včetně účasti 

miRNA v regulaci důležitých signálních drah GBM hrajících roli v esenciálních procesech 

jako jsou proliferace, apoptóza, regulace buněčného cyklu, invazivita a angiogeneze. 
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Rovněž zde byla vyzdvižena potenciální role miRNA jako diagnostických, prognostických 

a prediktivních biomarkerů u pacientů s GBM, což s ohledem na současné znalosti již 

můžeme považovat za pravdivá tvrzení (Sana et al., 2011; Příloha 9). 

 

MikroRNA jako diagnostické biomarkery u gliomů 
 

Studium expresních profilů miRNA asociovaných s gliomy o různém stupni malignity 

a nenádorovou mozkovou tkání není pouze prvním krokem vedoucím k odhalení miRNA 

zapojených do iniciace a následné progrese tohoto onemocnění, ale je také klíčové pro rozvoj 

nové molekulární taxonomie gliomů, jejímž cílem je přesněji odhadnout biologickou povahu 

onemocnění doposud predikovanou pouze na základě konvenčního histopatologického 

vyšetření. Odhalení expresních profilů miRNA charakteristických pro jednotlivé skupiny 

gliomů by rovněž mohlo vést k vytvoření efektivního diagnostického nástroje schopného 

reflektovat heterogenní povahu gliomů, která v některých případech může vést 

k podhodnocení skutečného rizika a následně k indikaci neodpovídající léčby.  

První práci, ve které byly analyzovány expresní profily miRNA u GBM, publikoval v roce 

2005 se svými kolegy Ciafré. Tento autorský kolektiv analyzoval konkrétně 254 miRNA 

u devíti párových vzorků GBM a nenádorových mozkových tkání. Z výsledků práce 

vyplývá, že devět miRNA (miR-10b, miR-130a, miR-221, miR-125b-1, miR-125b-2, miR-

9-2, miR-21, miR-25 a miR-123) vykazovalo zvýšenou expresi a čtyři miRNA (miR-128a 

and miR-181a/b/c) naopak sníženou expresi v nádorové tkáni. Vůbec největší rozdíly 

v expresi mezi porovnávanými vzorky pak autoři pozorovali u miR-221, miR-128a a miR-

181a/b/c (Ciafre et al., 2005). Velmi podobnou analýzu provedli později Chan a kol., kteří 

tímto způsobem porovnali tři vzorky primárních gliomů s vysokým stupněm malignity 

a celkem osm vzorků jak fetální, tak adultní mozkové tkáně. Výsledkem bylo odhalení pěti 

miRNA (miR-21, miR-138, miR-347, miR-135 a miR-291-5) s významně zvýšenou 

hladinou a tři miRNA (miR-198, miR-188 a miR-202) se sníženou hladinou v nádorové 

tkáni. Je vhodné rovněž zmínit, že průměrná hodnota exprese miR-21 ve sledovaných 

gliomech dosahovala téměř devítinásobku exprese pozorované v kontrolní zdravé mozkové 

tkáni (Chan et al., 2005).  Jiná studie pod vedením dr. Silbera analyzovala expresní hladiny 

192 maturovaných miRNA u čtyř různých vzorků anaplastických astrocytomů, čtyř GBM 

a rovněž čtyř vzorků nenádorové tkáně získané ze spánkových laloků v rámci chirurgicko-

léčebného výkonu u pacientů s epilepsií. Statistická analýza dosažených dat následně 

odhalila třináct miRNA s deregulovanou expresí mezi GBM a nenádorovými vzorky a šest 
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miRNA s významně odlišnými expresními hladinami mezi vzorky anaplastických 

astrocytomů a GBM (Silber et al., 2008). Podobná studie porovnávající třináct primárních 

a třináct sekundárních GBM se stejným počtem anaplastických astrocytomů a sedmi 

mozkovými tkáněmi bez histopatologicky prokázané neoplastické transformace popisuje 55 

miRNA se zvýšenou expresí a 29 miRNA se sníženou expresí v gliálních tkáních. Současně 

tato práce identifikovala 67 rozdílně exprimovaných miRNA mezi gliomy WHO III a IV. 

Porovnání primárních a sekundárních GBM pak odhalilo sedm miRNA se statisticky 

významnou změnou v expresi mezi těmito skupinami. Dvacet jedna miRNA bylo též 

rozdílně exprimovaných mezi postupně progredujícími gliomy (anaplastický astrocytom 

a sekundární GBM) a de novo vzniklými GBM, 76 miRNA vykazovalo statisticky 

významný rozdíl v expresi mezi anaplastickým astrocytomem a primárním GBM a nakonec 

68 miRNA bylo odlišně exprimováno anaplastickým astrocytomem a sekundárním GBM 

(Rao et al., 2010). Podobně D`Urso a kol. nalezli soubor deseti miRNA schopných na 

základě své exprese správně klasifikovat primární a sekundární GBM (D'Urso et al., 2012). 

Skalsky a Cullen studovali miRNA profily u šesti GBM a třech nenádorových vzorků 

mozkové tkáně pomocí vysokokapacitního sekvenování nové generace. Tato technologie 

umožnila mezi těmito dvěma skupinami odhalit devět rozdílně exprimovaných miRNA 

(miR-124, miR-10b*, miR-139-5p, miR-7, miR-10b, miR-132, miR-95, miR-543 a miR-7d) 

(Skalsky a Cullen, 2011). Sasayama a kol. analyzovali tři párové vzorky GBM a nenádorové 

mozkové tkáně a odhalili tak pět miRNA (miR-10b, miR-21, miR-183, miR-92b a miR-

106b) s významně vyšší expresí a pět miRNA (miR-302c*, miR-379, miR-329, miR-134 

a miR-369-3p) s nižší expresí ve vzorcích GBM (Sasayama et al., 2009). Wang a kol. rovněž 

analyzovali expresní profily miRNA u párových vzorků GBM a nenádorové tkáně 

a identifikovali 91 miRNA, jejichž exprese byla přinejmenším dvojnásobně rozdílná mezi 

skupinami. Za zmínku stojí, že miR-483-5p byla téměř stonásobně snížena v nádorové tkáni 

(Wang et al., 2012a). Další studie validující expresi osmi vybraných miRNA u deseti GBM 

a čtyř nenádorových vzorků mozku popsala miR-21 a miR-221 jako statisticky významně 

zvýšené a naopak miR-181b jako sníženou právě v GBM (Conti et al., 2009). V neposlední 

řadě je nutno zmínit i naše studie, kde jsme v prvním případě porovnávali expresi osmi 

vybraných miRNA u GBM a nenádorových vzorků získaných chirurgickým odstraněním 

arteriovenózních malformací. Výsledky ukázaly, že zatímco miR-21 a miR-125b byly 

zvýšeny v nádorové tkáni, miR-128a, miR-181a/b/c a miR-221/222 vykazovaly opačný stav 

(Slaby et al., 2010). Ve druhém případě jsme analyzovali pomocí vysokokapacitní 

technologie založené na platformě PCR globální expresní profil u 58 vzorků GBM a deseti 
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mozkových tkání odebraných stejně jako v případě studie dr. Silbera ze spánkových laloků 

od pacientů s diagnostikovanou epilepsií. Výsledky odhalily 28 miRNA s významně 

pozměněnou expresí v GBM tkáni, které byly následně schopny přesně klasifikovat všechny 

studované vzorky (Sana et al., 2014). Další menší studie porovnávající pouze jednotlivé 

miRNA mezi nádorovými a nenádorovými vzorky potom popisují sníženou hladinu miR-

31, miR-205, miR-124a a miR-34a v GBM tkáni (Fowler et al., 2011; Li et al., 2011; Hua 

et al., 2012; Yue et al., 2012). 

Tabulka 6 MikroRNA významně deregulované ve tkáni gliomů, které byly pozorovány 

alespoň ve dvou na sobě nezávislých studiích (převzato z Šána et al., 2018) 

miRNA | 
studie C
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O
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miR-17        ↑ ↑ ↑ 

miR-19a        ↑  ↑ 
miR-19b        ↑  ↑ 
miR-21 ↑  ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑  
miR-25     ↑   ↑ ↑  
miR-92b  ↑      ↑   
miR-106b  ↑      ↑ ↑  
miR-125b     ↑ ↑     
miR-130a     ↑   ↑   
miR-155       ↑ ↑ ↑  
miR-182    ↑    ↑   
miR-335    ↑      ↑ 
miR-10b     ↑   ↓ ↑  
miR-34a         ↑ 2x↓ 
miR-138 ↑       ↓ ↓  
miR-221   ↑  ↑ ↓   ↓  
miR-483-5p    ↓    ↓ ↑  

miR-128a     ↓ ↓ ↓  ↓  
miR-132       ↓ ↓ ↓  
miR-181a     ↓ ↓     
miR-181b   ↓  ↓ ↓     
miR-181c     ↓ ↓     
miR-198 ↓       ↓   
miR-219-5p    ↓    ↓ ↓  

miR-329  ↓      ↓   

miR-338-3p    ↓    ↓ ↓  

 

↑ zvýšená exprese u gliomů, ↓ snížená exprese u gliomů 

  



 43 

Malzkron a kol. analyzovali expresní profily miRNA mezi gliomy s rozdílnými stupni 

malignity. Autoři tak konkrétně studovali expresní profily 157 miRNA u pacientů 

postižených low-grade astrocytomy (WHO II), které postupně progredovaly do 

sekundárních GBM. Následným porovnáním bylo nalezeno dvanáct miRNA (miR-9, miR-

15a, miR-16, miR-17, miR-19a, miR-20a, miR-21, miR-25, miR-28, miR-130b, miR-140 

a miR-210), které byly zvýšeny, a dvě miRNA (miR-184 a miR-328), jejichž exprese 

korelovala se zvyšující se malignitou gliomů (Malzkorn et al., 2010). MiRNA, které byly 

pozorovány jako významně deregulované ve tkáni gliomů alespoň ve dvou na sobě 

nezávislých studiích, jsou uvedeny v Tabulce 6. Text převzat a upraven z Šána et al., 2018. 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

Expresní profily miRNA u GBM jsme studovali a následně publikovali ve dvou originálních 

sděleních. V první publikaci jsme prezentovali výsledky naší pilotní studie, ve které jsme se 

zaměřili na analýzu exprese 8 miRNA (miR-21, miR-128a, miR-181c, miR-195, miR-196a, 

miR-196b, miR-221 a miR-222) vybraných na základě dostupné literatury jako asociovaných 

s molekulární patologií GBM. Hladiny exprese těchto miRNA ve tkáni primárních GBM jsme 

porovnávali s jejich hladinami ve vzorcích odebraných z okolí arteriovenózních malformací 

(AVM) jako nenádorovou kontrolou mozkové tkáně. Ve všech případech jsme pozorovali 

signifikantní změny v hladinách exprese mezi porovnávanými vzorky, přičemž miR-21 a miR-

196a/b vykazovaly zvýšenou hladinu, zatímco miR-181c, miR-221, miR-222, miR-195 a miR-

128a sníženou hladinu v tkáni GBM. Nejvíce významný rozdíl byl pozorován v případě miR-

128a s hladinami 0,01krát nižšími v nádorové tkáni. Rozdíly v expresi pozorované u miR-

21, miR-196a/b a miR-181c byly ve shodě s dříve publikovanými studiemi, avšak v případě 

miR-221 a miR-222 jsme pozorovali ve srovnání s dřívějšími pracemi opačný trend v jejich 

hladinách u nádorové a nenádorové tkáně. Důvodem však mohl být charakter nenádorové 

kontrolní tkáně použité v naší studii, která obsahuje vysoké množství arteriálních 

endoteliálních buněk charakteristických právě vysokou expresí miR-221/222 (Lakomy et al., 

2011b; Příloha 6). Z těchto důvodů jsme pro naši druhou studii jako kontrolní tkáň použili 

mozkovou tkáň z temporálních laloků resekovaných v rámci terapeutického chirurgického 

výkonu u pacientů s farmakorezistentní epilepsií. V této studii jsme na rozsáhlejším souboru 

vzorků GBM (n = 58) a již zmíněných nenádorových tkáních (n = 10) analyzovali expresi 

miRNA pomocí technologie TaqMan LowDensity Array, která je založená na principu real-

time PCR a u každého vzorku detekuje paralelně hladinu exprese 754 miRNA. Následná 
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analýza odhalila 108 miRNA se signifikantně zvýšenou a 108 miRNA se sníženou hladinou 

v tkáni GBM. Mezi nimi 28 miRNA vykazovalo hodnotu P nižší než 10-9 a tyto byly schopny 

rozlišit nádorovou a nenádorovou tkáň se 100% senzitivitou a specificitou. Nejvíce zvýšené 

hladiny byly pozorovány u miR-21* a miR-155, zatímco miR-220 a miR-1247 byly nejvíce 

snížené v nádorové tkáni. Devět z identifikovaných miRNA byly již dříve u GBM popsány 

jako deregulované. Kromě nejznámější a nejvíce prostudované onkogenní miR-21 to byly 

ještě miR-10b*, 128a, miR-133b, miR-139-3p, miR-139-5p, miR-155, 196b a miR-328 (Sana 

et al., 2014b; Příloha 7). 

Kromě tkáňových miRNA se zdají být významnými diagnostickými biomarkery rovněž 

cirkulující miRNA v tělních tekutinách. V případě mozkových nádorů se jeví být jako vhodný 

materiál k detekci cirkulujících miRNA mozkomíšní mok (cerebrospinal fluid, CSF), který 

přirozeně přichází do přímého kontaktu s centrální nervovou soustavou, a tedy i s případnou 

patologickou tkání. V roce 2018 jsme proto publikovali práci, ve které jsme shrnuli současné 

poznatky o potencionálním využití miRNA v CSF, jako diagnostických, prognostických 

a prediktivních molekul u nádorů mozku, včetně gliomů. Součástí práce byla i rozsáhlá 

rešerše a zamyšlení nad metodickými přístupy, které se využívají k analýze miRNA v CSF 

(Kopkova et al., 2018a; Příloha 10). Jelikož se tyto metodické postupy mezi jednotlivými 

pracemi značně lišily, včetně způsobu izolace RNA a následné kvantifikace miRNA, provedli 

jsme optimalizační studii, jejíž výsledky jsme opublikovali v práci „MicroRNA isolation and 

quantification in cerebrospinal fluid: A comparative methodical study“ v časopisu PLoS 

ONE (Kopkova et al., 2018b; Příloha 11). Získané poznatky jsme následně aplikovali 

v práci, kde jsme porovnávali profily miRNA ve vzorcích CSF odebraných od pacientů 

s GBM, nízkostupňovými gliomy (LGG), meningeomem a mozkovými metastázami a jako 

kontrolní skupina byli využiti pacienti s normotenzním hydrocefalem. Vysokokapacitní 

analýza hladin miRNA pomocí sekvenování nové generace odhalila celkem 25 miRNA 

významně deregulovaných mezi GBM a kontrolní skupinou a dále 14 miRNA 

deregulovaných mezi LGG a kontrolní skupinou. Následná validace potvrdila rozdílné 

hladiny mezi vzorky obou typů gliomů a kontrolní skupinou v případě let-7b, let-7c, miR-

10a, miR-10b, miR-140 a miR-196b; mezi GBM a kontrolními vzorky byly navíc pozorovány 

signifikantně různé hladiny u miR-30e a miR-196a. Zajímavé bylo, že hladiny let-7c a miR-

196a se lišily i mezi GBM a LGG. Toto zjištění tedy z obou miRNA dělá nadějné diagnostické 

biomarkery, jež by bylo možné využít k detekci skrytých ložisek vysokostupňových gliomů 

u LGG, což by umožnilo včas indikovat vhodný terapeutický přístup (Kopkova et al., Příloha 

12). 
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MikroRNA jako prognostické a prediktivní biomarkery gliomů 
 

Jedním z hlavních cílů výzkumu gliomů je objevit vysoce senzitivní prognostické 

a prediktivní markery umožňující stratifikovat pacienty podle rizika progrese a predikovat 

odpověď na indikovanou léčbu. Význam této výzvy pak ještě více zvyšuje příchod nových 

terapeutických možností v léčbě gliomů. 

Výzkumný tým okolo Srinivasana analyzoval deset vybraných miRNA u 222 pacientů 

s histopatologicky potvrzeným GBM, přičemž cílem studie bylo najít rozdílně exprimované 

miRNA mezi krátce a déle přežívajícími pacienty. Závěrečné statistické zhodnocení 

získaných expresních dat odhalilo tři miRNA (miR-20a, miR-106a a miR-17-5p) s nádorově 

protektivními vlastnostmi, které byly vysoce exprimovány právě u déle přežívající skupiny 

pacientů. Naopak sedm miRNA (miR-31, miR-221, miR-222, miR-148a, miR-146b, miR-

200b a miR-193a) bylo vysoce exprimovaných u pacientů s kratším celkovým přežíváním 

a lze tedy usuzovat na jejich spíše onkogenní charakter (Srinivasan et al., 2011). Jiná studie 

pod vedením Niyazi již využila více sofistikovaný přístup analýzy exprese miRNA 

a studovala současně hladiny 1100 těchto molekul u souboru 35 vzorků nádorových tkání 

odebraných od pacientů s diagnostikovaným GBM, kteří shodně podstoupili adjuvantní 

konkomitantní chemoradioterapii s TMZ. Výsledky tohoto výzkumného kolektivu odhalily 

třicet nejvíce rozdílně exprimovaných miRNA mezi pacienty s lepší a horší prognózou, 

ačkoliv pouze pět z těchto nekódujících RNA dosahovalo při tomto porovnání statistické 

významnosti (miR-3163, násobná změna (FC) = 2,0, p = 0,05; miR-539, FC = 0,5, p = 0,001; 

miR-1305, FC = 0,5, p = 0,05; miR-1260, FC = 0,5, p = 0,03; let-7a, FC = 0,3, p = 0,02). 

Nicméně charakterizace studovaných vzorků na základě expresních profilů všech výše 

zmiňovaných třiceti miRNA umožnila tyto vzorky správně klasifikovat podle doby 

celkového přežívání pacientů, přičemž se tento test ukázal jako nezávislý na metylačním 

stavu promotoru pro MGMT, v současné době jediným rutinně užívaným molekulárním 

markerem odpovědi na léčbu TMZ. Nutno však uvést, že pokud byla zmíněná sada miRNA 

testována pomocí multivariační Coxovy regresní analýzy společně s metylačním statusem 

MGMT, informací o aplikaci adjuvantního TMZ v monoterapii, věkem a RPA (recursive 

partitioning analysis), pouze aplikace adjuvantního TMZ v monoterapii zůstala jediným 

významným prognostickým faktorem (p = 0,01). Jak sada miRNA, tak MGMT status zde 

svoji významnost ztratily (p = 0,22, resp. p = 0,17) (Niyazi et al., 2011). 

Z prací naší výzkumné skupiny bych chronologicky uvedl nejprve studii z roku 2010, ve 

které Slabý a kol. pozorovali negativní vliv zvýšených hladin miR-181c a miR-181b na 
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léčebnou odpověď u pacientů, kteří po chirurgickém odstranění nádoru podstoupili klasický 

Stuppův protokol (Slaby et al., 2010). Ve druhé práci jsme pak u pacientů s primárním GBM 

analyzovali expresi osmi vybraných miRNA (miR-21, miR-128a, miR-181c, miR-195, miR-

196a, miR-196b, miR-221 a miR-222), přičemž z dosažených výsledků jasně vyplývá, že 

miR-195 a miR-196b mají pozitivní vliv na OS pacientů (p = 0,0124, resp. p = 0,0492) 

a kombinace expresních profilů miR-181c a miR-21 umožnila identifikovat pacienty 

progredující do šesti měsíců od stanovení diagnózy (senzitivita 92 %, specificita 81 %, 

p < 0,0001) (Lakomy et al., 2011b). V posledním případě jsme k analýze miRNA využili 

vysokokapacitní technologii TaqMan Low Density Array od společnosti ThermoFisher 

Scientific založenou na platformě real-time PCR. Tato technologie je schopna analyzovat ve 

dvou reakčních bězích více než 700 miRNA. Analýzu jsme provedli u 58 vzorků primárních 

GBM. Následná korelace s klinickými daty vedla k identifikaci šesti miRNA (miR-31, miR-

224, miR-432*, miR-454, miR-672 a miR-885-5p), jejichž expresní vzor byl významně 

asociován jak s časem do progrese onemocnění (poměr rizik (HR) 1,98, 95% konfidenční 

interval (CI) 1,33–2,94, p < 0,001), tak celkovým přežíváním (HR 2,86, 95% CI 1,91–4,29, 

p < 0,001). Rizikové skóre vypočtené na základě výše uvedených šesti miRNA bylo navíc 

zcela nezávislé na metylačním stavu promotoru pro MGMT a na dalších parametrech včetně 

věku, pohlaví, KPS a adjuvantního podání TMZ v monoterapii (Sana et al., 2014). 

Výsledky Lakomého a kol. jsou však v částečném rozporu s publikovaným pozorováním 

Ujifukua a kol. Tito autoři identifikovali miR-195 jako jednu ze tří nejvíce zvýšených 

miRNA u TMZ rezistentních buněk, přičemž dalšími dvěma byly miR-455-3p a miR-10a*. 

Navíc prokázali, že cíleným umlčením miR-195 došlo u zkoumaných buněčných linií k 

navýšení jejich senzitivity k TMZ (Ujifuku et al., 2010). Podobně Guan a kol. popsali 

významnou korelaci mezi vysokou expresí miR-196a/b a horší prognózou jak u pacientů 

s GBM, tak s anaplastickým astrocytomem (Guan et al., 2010). Nicméně je zajímavé, že 

v případě miR-195 a miR-196b byl pozorován jejich totožný vztah s prognózou, který 

popisoval právě Lakomý u GBM, také u kolorektálního, hepatocelulárního 

a adrenokortikálního karcinomu (Soon et al., 2009; Xu et al., 2009; Liu et al., 2010; Wang 

et al., 2012c). Bude tedy nutné počkat na další práce, které se hlouběji zaměří právě na tyto 

diskutabilní miRNA a verifikují jejich biologický význam, vztah k prognóze a případně 

jejich schopnost predikovat odpověď na léčbu u pacientů s GBM. 

Ve zcela jiné práci hodnotili Wang a kol. schopnost miR-214 predikovat celkové přežívání 

u 108 pacientů s diagnostikovým gliomem (WHO I – 18, WHO II – 12, WHO III – 32 

a WHO IV – 46). Z výsledků následně vyplynulo, že celkové přežívání pacientů, jejichž 
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nádory disponovaly nižší hladinou miR-214, bylo významně kratší než u pacientů, u kterých 

byla zjištěna vysoká hladina této miRNA (p < 0,001). Navíc byla miR-214 významně 

snížená v nádorové tkáni oproti nenádorovým vzorkům mozkové tkáně (p = 0,001) (Wang 

et al., 2014). Podobně jiné studie prokázaly, že miR-34a, miR-203, miR-326 a miR-375 byly 

redukovány v gliomech a jejich nižší exprese byla významně asociována jak s kratším časem 

do progrese onemocnění, tak s kratším celkovým přežíváním pacientů (Chang et al., 2012; 

Gao et al., 2013; He et al., 2013; Wang et al., 2013). 

Naopak zvýšená exprese v tkáních gliomů (WHO I – 18, WHO II – 14, WHO III – 38 

a WHO IV – 58) byla pozorována v případě miR-9 a miR-128, přičemž vyšší exprese miR-

9 byla častěji pozorována u gliomů s vyšším stupněm malignity (p = 0,001), u pacientů 

s nízkým KPS (Karnofsky performance status; p = 0,008) a u pacientů s kratším celkovým 

přežíváním (p < 0,001). Multivariační Coxova regresní analýza následně prokázala, že 

hladina miR-9 je u pacientů s gliomy zcela nezávislým prognostickým znakem (p = 0,01). 

Je ovšem nutné zmínit, že vliv na celkové přežívání byl prokázán pouze ve skupině gliomů 

s vysokým stupněm malignity. U gliomů s nízkým stupněm malignity byl tento efekt 

nevýznamný (Wu et al., 2013). Jiná studie sledovala zvýšenou expresi v gliomech (WHO I 

– 35, WHO II – 40, WHO III – 41 a WHO IV – 52) v porovnání se zdravou mozkovou tkání 

u miR-650 a miR-168, přičemž miR-650 byla podobně jako miR-9 asociována se stupněm 

malignity a KPS. U pacientů s vysokou expresí miR-650 byla rovněž pozorována významně 

horší prognóza (Sun et al., 2013). 

MiR-21 je nejčastěji popisovanou a studovanou onkogenní miRNA u většiny nádorových 

onemocnění. K hlubšímu pochopení její role právě v biologii gliomů byla pomocí in situ 

hybridizace analyzována její exprese u 193 FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded) 

nádorových vzorků odebraných od pacientů s gliomy o různém stupni malignity. Výsledky 

následně ukázaly, že miR-21 je lokalizována v nádorových buňkách a s nádorem 

asociovaných cévách, zatímco její exprese nebyla pozorována ve zdravém mozkovém 

parenchymu. Současně byla exprese miR-21 v nádorových buňkách asociována s horší 

prognózou (Hermansen et al., 2013). Podobně jako v případě právě zmiňované miR-21 byla 

i hladina miR-335 významně vyšší v nádorových vzorcích oproti nenádorovým (p < 0,001) 

a její vysoká hladina přímo koreluje s kratším celkovým přežíváním pacientů (p = 0,01), 

přičemž multivariační analýza navíc prokázala, že se jedná o nezávislý prognostický faktor 

(p = 0,02) (Jiang et al., 2012). V konečném výčtu byly jako onkogenní, s negativním vlivem 

na prognózu pacientů, popsány u gliomů rovněž miR-17, miR-224 a miR-372 (Lu et al., 

2012; Li et al., 2013; Lu et al., 2013). Text převzat a upraven z Šána et al., 2018. 
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Příspěvek k dané problematice 
 

Najít nové a silné prognostické a prediktivní biomarkery časné progrese nádoru u pacientů 

s GBM bylo našim hlavním cílem v obou již zmiňovaných studiích zabývajících se miRNA 

u tohoto onemocnění. V naší první práci jsme pomocí Kaplan-Meierovy analýzy nalezli 

významnou asociaci hladin miR-195 a miR-196b s celkovým přežíváním pacientů, přičemž 

obě miRNA měly snížené hladiny u pacientů s horší prognózou. Naopak hladiny miR-181c 

a miR-21 byly u pacientů s nejhorší prognózou zvýšené. Společná exprese těchto dvou 

miRNA pak byla schopná identifikovat pacienty s kratším než šestiměsíčním časem do 

progrese s 92% senzitivitou a 81% specificitou, a to na hladině významnosti p < 0,0001. 

Nezávislost všech studovaných miRNA pak potvrdila analýza, která nenalezla asociaci jejich 

exprese s metylačním stavem promotoru pro MGMT (Lakomy et al., 2011b; Příloha 6). 

V naší poslední studii jsme provedli vysokokapacitní analýzy exprese miRNA u 58 

histologicky potvrzených primárních GBM a získaná data statisticky korelovala s klinickými 

parametry pacientů. Výsledkem byla sada šesti prognostických miRNA (miR-224, miR-432*, 

miR-672, miR-31, miR-885-5p a miR-454), na základě kterých lze stanovit individuální 

rizikové skóre (RS), umožňující predikovat jak celkové přežívání, tak čas do progrese 

onemocnění. Pacienti rozdělení do skupin dle RS vykazovali mnohem významnější rozdíly 

jak v celkovém přežívání, tak v čase do progrese onemocnění, než tomu bylo u skupin 

pacientů rozdělených pomocí metylačního stavu promotoru pro MGMT. Multivariační 

Coxova regresní analýza současně odhalila, že námi vytvořené RS je nezávislé na ostatních 

sledovaných faktorech, včetně zmiňovaného metylačního stavu promotoru pro MGMT, 

podání adjuvantního TMZ v monoterapii, performance statusu a rozsahu resekce. Pro 

nezávislou validaci získaných výsledků jsme využili data z databáze TCGA (The Cancer 

Genome Atlas), která však obsahovala pouze čtyři z našich šesti objevených prognostických 

miRNA (miR-31, miR-224, miR-432* a miR-454-3p). RS sestavené pouze na základě těchto 

čtyř miRNA i přesto umožnilo signifikantně odlišit pacienty dle délky přežívání. Toto 

statistické hodnocení bylo provedeno Kaplan-Meierovou analýzou expresních dat u souboru 

485 primárních GBM deponovaných v TCGA (Sana et al., 2014b; Příloha 7). 
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Diagnostický a prognostický význam piRNA u gliomů 
 

Zatímco zájem o studium miRNA ve vztahu k nádorovým onemocněním v posledních letech 

exponenciálně stoupal a v mnoha případech jsou již detailně charakterizovány jejich 

expresní vzorce nejen u konkrétních typů nádorů, ale i u jejich různě maligních podskupin, 

expresní profily piRNA nejsou ve většině případů stále známé, natož ověřené nezávislými 

studiemi. Nicméně se zvyšujícím se povědomím o biologickém významu piRNA zájem 

o tyto molekuly mezi odborníky na nádorová onemocnění postupně narůstá. 

Deregulované hladiny piRNA u nádorových onemocnění a jejich možný vztah k prognóze 

či schopnost predikovat odpověď na léčbu byly doposud publikovány pouze v omezeném 

množství prací. A ačkoliv se ve většině případů nejednalo o gliální nádory, je zde vhodné 

některé z těchto studií zmínit. Jednou z nejvíce prostudovaných piRNA u pacientů s nádory 

je piR-823. Snížená hladina této piRNA byla pozorována u nádorů žaludku a u renálního 

karcinomu, přičemž její nádorově supresorový efekt byl v prvně jmenovaném případě 

potvrzen jak na úrovni in vitro, tak in vivo (Cheng et al., 2012; Iliev et al., 2016). Ke zcela 

opačnému výsledku ovšem dospěla studie zabývající se expresí piR-823 u mnohočetného 

myelomu. V tomto případě byla exprese piR-823 zvýšená jak u pacientů postižených tímto 

onemocněním, tak ve stabilních buněčných liniích odvozených od tohoto typu nádoru. 

Zvýšené hladiny zároveň pozitivně korelovaly s klinickým stádiem onemocnění. Umlčení 

piR-823 pomocí syntetických oligonukleotidů vedlo k zástavě buněčného cyklu a k expresi 

proteinů indukujících apoptózu (Yan et al., 2015; Li et al., 2019). Je velmi zajímavé, že 

jednou z hlavních příčin rozvoje mnohočetného myelomu je hypermetylace DNA vedoucí 

k potlačení transkripce nádorově supresorových genů. Význam metylace DNA je popisován 

i u GBM, a to v souvislosti s promotorem pro MGMT. Onkogenní charakter pak vykazovala 

piR-823 ještě u karcinomu jícnu (Su et al., 2020). 

Co se týče výzkumu piRNA přímo u gliomů, první piRNA popsaná v GBM byla piR-8041. 

Její hladiny v nádorové tkáni jsou oproti kontrole sníženy a in vitro studie naznačily, že má 

silný antiproliferativní účinek a je zodpovědná za zástavu buněčného cyklu v kontrolním 

bodě G1/S. Jejími cíli jsou ERK1/2, jejichž aktivace je nutným krokem pro postup buňky 

z G1 do S fáze buněčného cyklu (Jacobs et al., 2018). Nižší expresi oproti nenádorové tkáni 

vykazuje u gliomů rovněž piR-30188. Uměle navýšené hladiny této piRNA společně s vyšší 

expresí proteinu PIWIL3, miR-367-3p a sníženou hladinou lncRNA OIP5-AS1 vede 

u gliomových buněk k inhibici jejich růstu (Liu et al., 2018). Z pohledu mozkových nádorů 

obecně může být zajímavá rovněž piR-DQ590027, jelikož její nadměrná exprese ovlivňuje 
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expresi ZO-1, okludinu a claudinu-5, což dále vede k vyšší propustnosti hematoencefalické 

bariéry (Leng et al., 2018). 

Nakonec v roce 2016 Jacobs a kol. provedli metaanalýzu na souboru dat získaných z dbGaP 

(Database of Genotypes and Phenotypes), který po pročištění od duplikovaných dat 

obsahoval celkem 2401 kontrolních vzorků a 1840 pacientů s gliomy. Z těchto pacientů bylo 

asi 67 % s diagnostikovaným high-grade gliomem, přičemž 82 % z nich tvořily GBM. 

Nejednalo se ovšem o analýzu exprese, nýbrž o identifikaci variant piRNA odlišujících se 

vzájemně na úrovni DNA přítomností různých jednonukleotidových polymorfizmů (single-

nucleotide polymorphisms; SNPs), které by mohly být asociovány s rozvojem gliomů 

u dospělých pacientů. Statistická analýza odhalila významný vztah mezi rizikem vzniku 

gliomu a vzácnou variantou rs149336947 lokalizovanou v blízkosti 3’konce genu pro piR-

2799 na chromozomu 2q33.1. PiR-2799 je 30 nukleotidů dlouhá molekula mapovaná 

v intronové oblasti apoptotického inhibitoru CFLAR, který je značně exprimován v lidském 

těle včetně mozku. Dále byly nalezeny o něco méně významné asociace s rizikem vzniku 

gliomů v případě rs62435800 v oblasti pro piR-18913 na chromozomu 6q27, rs147061479 

u piR-598 na chromozomu 8q13.1, rs142742690 u piR-11714 na chromozomu 9q22.1 

a rs35712968 u piR-3266 na chromozomu 10q24.2. PiR-18913, piR-598, piR-11714, a piR-

3266 byly následně pozorovány v transkribované podobě u gliomových buněčných linií 

U87, A172, a NHA. Avšak exprese piR-2799 nebyla v těchto buňkách překvapivě potvrzena. 

Finální funkční analýza jedné ze čtyř výše zmíněných v buňkách exprimovaných piRNA, 

piR-598, odhalila, že transfekce divokého typu této piRNA ovlivnila v buněčných liniích 

expresi genů zapojených do apoptózy a redukovala jak viabilitu buněk, tak formování 

kolonií v in vitro podmínkách. Avšak po doručení piR-598 s alelovou variantou obsahující 

rs147061479 proliferace testovaných linií výrazně vzrostla (Jacobs et al., 2016). 

Studiem piRNA se zabýváme rovněž v naší výzkumné skupině. S cílem identifikovat 

piRNA asociované s GBM jsme provedli globální expresní profilování krátkých RNA s 

využitím sekvenování nové generace, a to celkem u 19 zamražených vzorků GBM a 11 

nenádorových vzorků mozku získaných od pacientů s farmakorezistetní epilepsií. 

Bioinformatická analýza odhalila celkem 38 různých piRNA s více než 50 čteními u alespoň 

50 % zařazených vzorků, které byly mezi oběma sledovanými skupinami vzorků 

signifikantně rozdílně exprimovány – 15 piRNA vykazovalo sníženou expresi, zatímco 23 

piRNA bylo více exprimováno u GBM. Hladin významnosti nižších než 0,0001 pak 

dosahovalo 17 piRNA. Vybrané piRNA pak byly pomocí TaqMan RT-qPCR validovány na 

nezávislém souboru vzorků získaných od 77 pacientů s GBM a 23 dárců bez potvrzeného 
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nádorového onemocnění, přičemž výsledky byly úspěšně potvrzeny u piR-1849, piR-9491, 

piR-12487 a piR-12488 (p <0,0001). Kromě toho byla piR-23231 významně asociována s 

OS pacientů s GBM léčených v režimu Stuppa (p = 0,007) (Bartos et al., 2020, práce 

odeslána k recenznímu řízení). Výše uvedená pozorování tedy společně podporují 

předpoklad, že piRNA hrají důležitou roli v molekulárních procesech vedoucích ke vzniku 

a následné progresi gliomů. Text převzat a doplněn z Šána et al., 2018.  

 

Význam mikroRNA v chemoradiorezistenci gliomů 
 

Poškození DNA způsobené ionizujícím zářením aktivuje signální dráhy spojené s reparací 

DNA, jejichž hlavním úkolem je nejprve pozastavit buněčný cyklus, a tak poskytnout buňce 

dostatek času k opravě poškozené genetické informace. Tímto se buňka může úspěšně 

vyhnout apoptóze, kterou by musela nepochybně podstoupit, pokud by nedošlo k těmto 

opravám. Jako molekulární odpověď buněk na ionizující záření, a tedy i radioterapii, jsou 

nejčastěji popisovány signální dráhy PI3K/AKT (Lee et al., 2011) a ATM (ataxia 

telangiectasia mutated)/Chk2 (checkpoint kinase 2)/p53 (Squatrito et al., 2010). 

Kromě radioterapie je důležitou součástí onkologické léčby rovněž chemoterapie. V případě 

léčby GBM je nejčastěji používaným cytostatikem alkylační činidlo TMZ. Nicméně buňky 

GBM velmi často disponují mechanismy, které tento efekt inhibují. V souvislosti s reparací 

poškození DNA způsobených TMZ je u GBM nejčastěji diskutován enzym MGMT. Jiným 

mechanizmem chránícím buňky před působením cytostatik je jejich vylučování 

z intracelulárního prostoru pomocí ATPázových pump, které jsou zodpovědné za tzv. 

mnohočetnou lékovou rezistenci. Mnoho experimentálních prací ukázalo, že do regulace 

všech těchto procesů jsou zapojené i miRNA, které tak hrají významnou roli 

v chemoradiorezistenci GBM (Besse et al., 2013). 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

Vliv miRNA na chemoradiorezistenci gliomů jsme přehledně zpracovali v publikaci 

„MicroRNAs involved in chemo- and radioresistance of high-grade gliomas“ uveřejněné 

v roce 2013 v časopise Tumor Biology (Besse et al., 2013; Příloha 13). S přípravou této 

publikace byla v naší laboratoři současně zahájena studie, jejímž cílem bylo odhalit nové, 

doposud neopublikované miRNA zapojené v regulaci radiorezistence GBM a přispět tak 

k hlubším poznáním této, v léčbě GBM zcela klíčové problematiky. Výsledkem pak byly dvě 
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původní práce opublikované v zahraničních časopisem s impakt faktorem zabývající se 

vlivem miRNA na radiorezistenci GBM buněk. Obě práce jsou uvedeny v následující 

podkapitole. 

 

MikroRNA jsou zapojené do radiorezistence glioblastomu 
 

Signální dráha PI3K/AKT hraje velmi významnou roli v buněčné rezistenci k ionizujícímu 

záření a bývá velmi často deregulována u GBM. Inaktivace této dráhy citelně narušuje 

mechanismus opravy DNA, což může v konečném důsledku vést ke zvýšené citlivosti 

k radioterapii. Několikrát již bylo demonstrováno, že miR-21 aktivuje tuto signalizaci 

prostřednictvím přímé suprese PI3K/AKT inhibitoru PTEN (Chakravarti et al., 2004; Kao 

et al., 2007; Gwak et al., 2012). Snížení intracelulární hladiny miR-21 se manifestuje 

zvýšenou expresí PTEN, aktivací signální dráhy PI3K/AKT a v konečném důsledku blokací 

γ-H2AX (H2A histone family, member X, gamma), který rozpoznává dvouřetězcové zlomy 

na DNA a aktivuje jejich reparaci. Zdá se tedy, že miR-21, která stojí na samém začátku 

signální dráhy a jejíž snížení vede ke zvýšené citlivosti k ionizujícímu záření, je také slibným 

terapeutickým cílem k překonání radiorezistence GBM (Gwak et al., 2012). Další v tomto 

ohledu terapeuticky významnou molekulou je miR-7. Podobně jako miR-21 je i miR-7 

zapojena do regulace signální dráhy PI3K/AKT, avšak její účinek je naopak nádorově 

supresivní. Zvýšené hladiny miR-7 u buněčných linií U251 a U87MG vedly v obou 

případech ke zvýšené citlivosti k radiaci, a to pravděpodobně skrze sníženou aktivitu EGFR, 

a tedy i AKT (Kefas et al., 2008; Lee et al., 2011). Další miRNA popisovaná v souvislosti 

s radioterapií GBM je miR-181. Hladina miR-181 bývá úměrně asociována s obdrženou 

dávkou radiace, přičemž její vysoká exprese vede, podobně jako u miR-7, ke zvýšené 

citlivosti k radiaci. Jako příčina tohoto efektu se zdá být přímý regulační vztah mezi miR-7 

a anti-apoptotickým genem BCL-2 (Chen et al., 2010). 

Signální dráha ATM/Chk2/p53 je úzce spjata s buněčnými procesy jako jsou apoptóza 

a buněčný cyklus (Cao et al., 2006). Význam ATM v radiorezistenci byl demonstrován na 

dvou buněčných liniích GBM, které se liší v jeho expresi. Bylo zjištěno, že miR-100 je 

odlišně exprimována oběma zmíněnými liniemi, což naznačuje její vztah s expresí ATM. 

Počítačové modelování navíc predikuje miR-100 jako přímý regulátor ATM (Ng et al., 

2010). Po ozáření buněčné linie s nižší hladinou ATM dochází k indukci miR-15a, miR-16, 

miR-21, miR-143 a miR-155, což naznačuje jejich zapojení do procesu buněčné odpovědi 

na ionizující záření (Chaudhry et al., 2010b). Toto zapojení pak ve svých pracích na jiných 
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typech nádorových onemocnění potvrdily i další autoři (Chaudhry et al., 2010a; Babar et al., 

2011; Lin et al., 2011). Geny ATM a DNA-PK byly rovněž potvrzeny jako přímý cíl miR-

101. Tato miRNA senzitizuje buňky U87MG k radiaci, což bylo potvrzeno jak 

v podmínkách in vitro, tak i na zvířecím modelu (Yan et al., 2010). 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

Na základě porovnání tkáně GBM a tkáně temporálních laloků resekovaných u pacientů 

s epilepsií, které nevykazovaly žádné známky dysplastických změn, jsme odhalili 

signifikantní snížení exprese jak miR-338-5p, tak jejího vlásenkového partnera miR-338-3p 

v tkáni GBM. Tato skutečnost naznačovala, že by obě tyto miRNA, jež podléhají stejné 

regulaci transkripce pri-miRNA, mohly hrát roli v biologii GBM. Navíc miR-338-3p byla již 

dříve popsána jako miRNA specificky se exprimující v mozkové tkáni zapojená do procesů 

proliferace a diferenciace. Z těchto důvodů jsme se rozhodli provést v případě obou molekul 

in vitro navýšení jejich exprese a sledovat dopad této změny na jejich biologické a funkční 

vlastnosti. Zatímco navýšení hladin miR-338-3p se neprojevilo žádným efektem, v případě 

miR-338-5p došlo k výraznému snížení proliferace u všech studovaných buněčných linií, tj. 

A172, T98G a U87MG. Další in vitro analýzy naznačily, že snížení proliferace je 

pravděpodobně způsobeno zástavou buněčného cyklu. Současně nebyl pozorován žádný 

efekt na apoptózu. Jelikož jedna z nejvíce účinných léčebných modalit GBM je radioterapie, 

rozhodli jsme se buňky jak s uměle navýšenou, tak endogenní hladinou miR-338-5p vystavit 

právě ionizujícímu záření. Po tomto ovlivnění jsme rovněž pozorovali rozdíly v proliferaci 

a zástavu buněčného cyklu u všech třech sledovaných linií s navýšenými hladinami miR-338-

5p, avšak změna v těchto sledovaných parametrech byla mnohem významnější než v případě 

neozářených buněk. Navíc jsme u všech třech ozářených a současně miR-338-5p 

transfekovaných linií pozorovali signifikantní zvýšení počtu apoptotických buněk. Na závěr 

studie bylo pomocí celogenomového expresního profilování provedeno porovnání 

transkriptomu buněk s navýšenou a nenavýšenou hladinou miR-338-5p s cílem identifikovat 

mRNA regulované touto miRNA. Analýza transkriptomů získaných ze všech tří studovaných 

buněčných linií umožnila identifikovat deset genů s vysoce signifikantním rozdílem v expresi 

mezi skupinami. Tři z těchto genů, NDFIP1, RHEB a PPP2R5a, jsou úzce spojeny 

s genomovou nestabilitou a odpovědí buňky na poškození DNA. Pomocí těchto genů by vliv 

miR-338-5p na radiorezistenci GBM mohl být modulován skrze PTEN, který je známým 

inhibitorem dráhy PI3K/AKT, ale je zapojen také do transkripce genů E2F1 a RAD51. MiR-
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338-5p se proto jeví jako slibný terapeutický cíl umožňující zvýšit senzitivitu k radiaci a tak 

zlepšit celkovou prognózu pacientů s GBM (Besse et al., 2016; Příloha 14). 

V roce 2017 jsme pak uveřejnili výsledky druhé části studie, v rámci které jsme dlouhodobou 

expozicí ionizujícímu záření připravili radiorezistentní GBM buněčné linie T98G-R, 

U87MG-R a U251-R. Jak v radiorezistentních, tak v rodičovských buněčných liniích jsme 

provedli globální profilování exprese miRNA a identifikovaly tak 113 miRNA s významně 

odlišnou expresí mezi oběma skupinami; z toho 73 miRNA bylo zvýšeno a 40 miRNA naopak 

sníženo v radiorezistetních liniích. Správnost našeho pozorování podpořila skutečnost, že 

některé z těchto miRNA byly již dříve popsány ve vztahu právě k ionizujícímu zářen. Věříme, 

že tyto miRNA představují potenciálně prediktivní biomarkery nebo terapeutické cíle v GBM 

(Ondracek et al. 2017; Příloha 15). 

 

MikroRNA jsou zapojené do chemorezistence glioblastomu 
 

TMZ je cytotoxické pro-léčivo, které se hydrolýzou stává účinným metylačním činidlem 

vedoucím k inhibici replikace DNA. Nicméně po dlouhodobějším působení TMZ dochází 

u GBM ke vzniku rezistence. Jedním z velmi diskutovaných mechanismů, pomocí kterého 

získává GBM rezistenci k TMZ, je zvýšená hladina reparačního proteinu MGMT. MGMT 

je DNA alkyltransferáza schopná opravovat mutagenní poškození na DNA způsobené TMZ 

metylujícím guanin na pozici O6. Tato poškození za normálních okolností zapříčiňují špatné 

párování guaninu s thyminem, a tedy změnu genetické informace, destabilizaci genomu 

a apoptózu. Nicméně vysoké hladiny MGMT vedou k demetylaci guaninu, a tak umožňují 

buňce vyhnout se apoptóze (Sharma et al., 2009; Carmo et al., 2011; Besse et al., 2013). 

MiRNA mají schopnost regulovat MGMT, ale také například anti-apoptotický protein BCL-

2. V případě obou těchto proteinů byla pozorována negativní korelace jejich hladin s expresí 

miRNA rodiny miR-181. Navíc in vitro umlčení této rodiny vedlo k signifikantnímu 

navýšení expresní hladiny MGMT. Tato skutečnost naznačuje, že by rodina miR-181 mohla 

být jak prediktivním biomarkerem odpovědi na léčbu TMZ, tak potenciálním terapeutickým 

cílem zvyšujícím účinnost TMZ (Chen et al., 2010; Zhang et al., 2012). 

Opakovaně byl prokázán vztah mezi rezistencí k TMZ a signálními drahami PI3K/AKT 

a RAS/MAPK. Tato pozorování byla provedena například na buněčné linii U118 derivované 

z tkáně gliomu. Zmíněná buněčná linie disponuje značnou rezistencí k TMZ, nicméně po 

inhibici výše uvedených signálních drah došlo k významnému poklesu rezistence (Carmo et 

al., 2011). Podobně jako v případě radiorezistence, i rezistence GBM buněk k TMZ může 
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být částečně zprostředkována skrze přímou inhibici PTEN pomocí miR-21 a tedy aktivací 

signální dráhy PI3K/AKT. Umělé snížení hladiny miR-21 se projevilo inhibicí proliferace, 

zvýšenou apoptózou a zástavou buněčného cyklu, což bylo způsobeno snížením BAX 

(BCL2-associated X protein) / BCL-2 poměru a snížením aktivity kaspázy 3 (Ren et al., 

2010a; Shi et al., 2010). Význam miR-21 byl rovněž zkoumám u buněk vystavených 

působení cytostatika 5-fluorouracilu, u kterých tato miRNA potencovala apoptózu 

a snižovala migrační potenciál (Ren et al., 2010). 

Mezi miRNA regulující apoptotické faktory jako jsou BAX, cytochrom c a kaspáza 3 patří 

také miR-221/222. Jejich snížení zvyšovalo nezávisle na proteinu p53 senzitivitu k TMZ 

(Chen et al., 2012). V jiné studii zase bylo zjištěno, že miR-195, miR-455-3p a miR-10a* 

vykazují shodně zvýšenou hladinu u buněk rezistentních k TMZ. Zvýšená hladina miR-195 

v kombinaci s TMZ navíc silně potencovala indukci apoptózy (Ujifuku et al., 2010). 

Za chemorezistenci není ovšem zodpovědná pouze signalizace PI3K/AKT, ale velice 

důležité jsou v tomto směru rovněž proteiny patřící do rodiny ABC transportérů, které 

přispívají k mnohočetné lékové rezistenci. Jedna z mnoha prací zabývajících se možnostmi 

překlenutí této rezistence ukázala, že zvýšená hladina miR-328 vede ke snížené expresi 

ABCG2 a může být tedy, jak se zdá, rovněž zapojená v chemorezistenci GBM (Li et al., 

2010b). 

 

Význam mikroRNA u glioblastomových kmenových buněk 
 

Regulační efekt miRNA se uplatňuje ve většině důležitých buněčných procesech jako je 

proliferace, diferenciace, apoptóza, buněčný cyklus a stejně tak udržování kmenových 

vlastností buněk (Jansson a Lund, 2012). Tyto molekuly jsou tedy zapojeny i do biologie 

GSCs, což z nich činí ohnisko zájmu mnoha výzkumných kolektivů. Cílená regulace 

miRNA, které jsou zapojeny do řízení kmenových vlastností GSCs, by totiž mohla být 

využita jako nový efektní přístup léčby nádorových chorob, včetně GBM (Liu a Tang, 2011). 

Tato strategie však v sobě skrývá mnohá úskalí. GSCs jsou velmi blízké normálním 

neurálním kmenovým buňkám (NSCs) a mechanismy, udržující jejich kmenovost, jsou často 

stejné či podobné u obou těchto buněčných populací. Důležité tedy je, aby léčba zaměřující 

se na GSCs cílila opravdu jenom tyto buňky. Lang a kol. proto za použití metody hlubokého 

sekvenování identifikovali miRNA, které jsou rozdílně exprimované mezi těmito 

buněčnými populacemi, a tím získali set potenciálních terapeutických cílů pro bezpečnou 

cílenou léčbu, která by mířila pouze na GSCs a nikoli na NSCs. Signifikantně zvýšenou 
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hladinu v GSCs vykazovaly miR-10a, miR-10b a miR-140-5p. Naopak snížená exprese byla 

detekována u miR-874 a miR-124. Jako přímý cíl miR-10a a miR-10b byl identifikován 

nádorový supresor CSMD1 (CUB and SUSHI multiple domain protein 1), jehož ztráta nebo 

snížená hladina byla zaznamenána i u jiných typů nádorů (Kamal et al., 2010; Lang et al., 

2012). Tento transmembránový protein je podle některých studií zapojen do signalizace 

TGF-β, jež patří mezi hlavní regulátory kmenovosti a rovněž se podílí na mechanismech 

buněčného růstu a apoptózy (Tang et al., 2012; Sakaki-Yumoto et al., 2013). Regulační vliv 

této miRNA byl objeven i v případě dalších genů zapojených v nádorové transformaci jako 

je PTEN, STAT3, SDC-1, TIAM1, NF-1. Inhibice miR-10b v GSC a GBM buňkách měla 

za následek výrazné snížení proliferace, migrace, invazivity a buněčného růstu, a to zejména 

v případě GSC (Guessous et al., 2013). 

Mezi přímé cíle nádorově supresorové miR-124 pak patří jednak známý onkogen NRAS, 

jenž je zapojen do procesu proliferace, diferenciace a celkového přežívání buněk, a dále 

serin/treonin kináza PIM3 modulující buněčný cyklus (Lang et al., 2012). MiR-124 byla 

rovněž identifikována jako cíl transkripčního faktoru REST, jednoho z hlavních represorů 

neurální diferenciace. Mezi její další cílové molekuly totiž patří fosfatáza SCP-1, která 

výrazně potlačuje neurální diferenciaci (Visvanathan et al., 2007; Conti et al., 2012). Silber 

a kol. rovněž potvrdili zapojení miR-124 spolu s miR-137 do procesu diferenciace, a to jak 

v NSCs, tak i v mozkových nádorových kmenových buňkách. Obě tyto miRNA ovlivňují 

proliferaci GBM buněčných linií prostřednictvím přímé inhibice cyklin dependentní kinázy 

6 (CDK6), která se skrze fosforylaci proteinu Rb podílí na řízení buněčného cyklu (Silber et 

al., 2008). Bylo rovněž zjištěno, že supresorová miR-137 vykazuje v GBM z důvodu 

hypermetylace svého promotoru sníženou hladinu exprese. Exprese této molekuly narůstá 

spolu s mírou diferenciace NSCs i GSCs. Po transfekci pre-miR-137 do GSCs klesá 

schopnost sebeobnovy, tvoření neurosfér a rovněž exprese markerů kmenových buněk Oct4, 

Nanog, Sox2 a Shh. MiR-137 reguluje kmenové vlastnosti GSCs skrze svůj přímý cíl RTVP-

1, jehož exprese přímo koreluje se stupněm malignity astrocytomů. RTVP-1 zvyšuje expresi 

CXCR-4, který je zapojen v signalizaci SHH-GLI-Nanog, a tím přispívá ke zvýšení 

schopnosti sebeobnovy buněk (Bier et al., 2013). Tumorigenní a invazivní marker CXCR-4 

je přímým cílem klastru miR-302-367, proto se i tato skupina miRNA podílí na inhibici 

sebeobnovy, invazivity a infiltrace glioblastom iniciujících buněk, a to rovněž přes 

signalizaci SHH-GLI-Nanog, ve které, jak už bylo uvedeno, je CXCR-4 zapojen. Po zvýšení 

hladiny miR-302-367 v GSCs, došlo k poklesu schopnosti tvořit neurosféry a naopak ke 

zvýšení exprese astrocytárního markeru GFAP, což dokládá zapojení tohoto klastru i do 
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procesu diferenciace (Fareh et al., 2012). Další miRNA zapojená do procesu diferenciace je 

miR-128. Po jejím zvýšení dochází k indukci diferenciace, a tudíž poklesu markerů 

kmenovosti jako je Nestin nebo Sox2. Jejími přímými cíli jsou známé mitogenní 

tyrozinkinázy EGFR a PDGFRα, u nichž byl už v předešlých studiích prokázán inhibiční 

vliv na neurální diferenciaci (Boockvar et al., 2003; Jackson et al., 2006; 

Papagiannakopoulos et al., 2012). Výzkumný tým Aldaz a kol. se zaměřil na identifikaci 

molekul miRNA, jejichž exprese se během diferenciace GSCs mění, tudíž se dá 

předpokládat jejich přímé zapojení do tohoto procesu. Míra exprese miR-93 a miR-106 se 

během diferenciace snižovala, naopak u miR-21, miR-29a, miR-29b, miR-221 a miR-222 se 

zvyšovala. Inhibice miR-221/222 v diferencujících GSCs měla za následek nárůst exprese 

nestinu, ale pokles astrocytárních (GFAP) a neurálních markerů (TUJ1). Tento trend nebyl 

pozorován v případě miR-29a/b. Jejich zvýšení v GSCs nevyvolalo žádné změny v expresi 

markerů kmenovosti ani v diferenciaci, ale vedlo k prokazatelnému snížení viability 

a zvýšení apoptózy. MiR-29a/b jsou do procesu apoptózy zapojeny skrze svůj přímý cíl, 

anti-apoptotický protein MCL1, patřící do rodiny apoptotických regulátorů BCL2. 

Překvapením studie bylo zjištění výrazné prodiferenciační role miR-21, mnohými studiemi 

postulovanou jako miRNA se silně onkogenními vlastnostmi. Po zvýšení této miRNA 

v GSCs opět došlo ke snížení exprese nestinu a nárustu TUJ1 a GFAP. Jejím přímým cílem 

byl určen SPRY1, který byl již dříve popsaný jako inhibitor neurální diferenciace v myších 

embryonálních kmenových buňkách. (Aldaz et al., 2013). MiR-221/222 i miR-21 jsou 

všeobecně známé pro své onkogenní vlastnosti (Schramedei et al., 2011; Li et al., 2014). Ve 

výše popsané studii však autoři polemizují, že pokud by léčba cílila na tyto miRNA, neměla 

by požadovaný efekt zabraňující vzniku recidiv právě kvůli zapojení těchto miRNA do 

procesu diferenciace (Aldaz et al., 2013). Schraivogel a kol. se zaměřili na rozdíly 

v expresním profilu miRNA mezi CD133 pozitivními a negativními buňkami. CD133, jak 

již bylo uvedeno, je jedním z nejpoužívanějších markerů pro identifikaci a izolaci GSCs. 

MiR-9/9*, miR-15b, miR-17-5p, miR-106 vykazovaly nejvyšší expresi u CD133 pozitivních 

buněk, miR-221/222, miR-27, miR-21 zase u CD133 negativních buněk. Cílena inhibice 

miR-9/9* a miR-17-5p vedla k redukci CD133 pozitivních buněk a jejich schopnosti tvořit 

neurosféry. Jako možný cíl těchto dvou miRNA byl identifikován transkripční faktor 

CAMTA1, který indukuje expresi krátkého secernovaného proteinu NPPA a jeho receptoru, 

jež se podílejí na inhibici proliferace (Schraivogel et al., 2011). Jiná výzkumná skupina zase 

uvedla, že k nejvíce sníženým miRNA v CD133 pozitivních oproti CD133 negativním 

buňkám patří miR-125b, jež je zapojena do řízení proliferace. Jejím přímým cílem je totiž 
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člen rodiny E2F, což jsou významní regulátoři buněčného cyklu. Po zvýšení její hladiny 

v CD133 pozitivních buňkách došlo k represi exprese Nestinu a CD133 a schopnosti těchto 

buněk tvořit neurosféry (Wu et al., 2012). Exprese miR-17-92 se během diferenciace snižuje, 

což dokládá jejich význam v udržování kmenových vlastností GSCs. Tento klastr je zapojen 

v řízení proliferace a apoptózy skrze své cíle CDKN1A, E2F1 a PTEN. Jako přímý cíl této 

molekuly byl rovněž určen růstový faktor pojivové tkáně (CTFG), který váže VEGFA 

(vaskulární endoteliální růstový faktor) a tím přispívá k inhibici nádorové angiogeneze 

(Ernst et al., 2010).  Zapojení miRNA v regulaci biologických vlastností u GSCs je shrnuto 

na Obrázku 5. Text převzat a upraven z Kleinova et al., 2015. 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

Problematiku významu miRNA u GSC jsme v roce 2015 shrnuli v přehledovém článku 

v českém recenzovaném časopise, kde jsme současně postulovali, že na základě dostupných 

poznatku se GSC zdají být skutečně jednou z příčin biologicky nepříznivého chování tumoru 

a jsou tedy nadějným terapeutickým cílem. Jejich cílené ovlivnění prostřednictvím miRNA, 

přirozených regulátorů genové exprese, by pak mohlo vést ke zvýšení senzitivity GBM 

k adjuvantní terapii, významnému prodloužení času do progrese onemocnění, a tedy 

i zlepšení celkové prognózy pacientů (Kleinová et al., 2015; Příloha 16). 

V roce 2018 jsme pak uveřejnili výsledky studie, která měla za cíl především odhalit panel 

miRNA specificky deregulovaných právě u GSC. Pomocí globální analýzy exprese miRNA 

u deseti párovaných in vitro i in vivo charakterizovaných primárních kultur GSC a GBM 

buněk postrádajících kmenové vlastnosti (non-GSC) jsme identifikovali miRNA spojené 

s kmenovým fenotypem. 51 nejvíce deregulovaných miRNA bylo schopno klasifikovat 

buněčné kultury do dvou hlavních klastrů – GSC a non-GSC a zároveň identifikovalo 

podskupinu GSC kultur s výraznějšími charakteristikami kmenových buněk. Rizikové skóre 

založené na expresi 7 vybraných v GSC zvýšených miRNA pak bylo schopno predikovat OS 

u pacientů s GBM z databáze TCGA, a to nezávisle na mutačním statusu genu IDH1. Tato 

práce tak potvrdila významnou úlohu miRNA v biologii GSC a vybrané miRNA mohou 

představovat užitečné prognostické markery a potenciální terapeutické cíle (Sana et al., 

2018; Příloha 17). 
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Obrázek 5 Zapojení mikroRNA v regulaci biologických vlastností glioblastomových 

kmenových buněk (převzato z Kleinova et al., 2015) 

 

MikroRNA u meningeomů 

 

V porovnání s gliomy není význam miRNA u meningeomů zdaleka prozkoumán. Přesto se 

však v posledních letech ruku v ruce s masivním rozšířením pokročilých vysokokapacitních 

technologií pro studium transkriptomu objevilo několik prací zabývajících se studiem 

globálních expresních profilů miRNA právě u tohoto onemocnění. Zmíněné studie přinesly 

především řadu důležitých poznatků o zapojení miRNA v biologii nádorů a jejich 

potenciální využití v diagnostické praxi, případně jako terapeutických cílů (Wang et al., 

2020). Právě identifikace rozdílné exprese miRNA mezi nádorovými vzorky a normální 

kontrolní tkání je běžným přístupem ke studiu mechanismů tumorigeneze. El-Gewely a kol. 

identifikovali 6 rozdílně exprimovaných miRNA mezi meningeomy stupně malignity WHO 

I a II a durální kontrolou z nichž miR-218 a miR-24a vykazovaly zvýšenou expresi, zatímco 

miR-143, miR-193b, miR-451 a miR-21 byly sníženy ve tkáni nádoru (El-Gewely et al., 

2016). Porovnáním exprese miRNA u meningeomů s rozdílnými stupni malignity byla 
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odhalena sada 4 miRNA (miR-222, miR-34a-3p, miR-136 a miR-497) vzájemně odlišující 

stupně WHO I a WHO II (Ludwig et al., 2015). Tyto rozdílně exprimované miRNA byly již 

dříve spojeny s proliferací a přežíváním u mnoha různých nádorů, což naznačuje, že by 

mohly být slibnými biomarkery procesů vzniku a progrese meningeomů. 

Zhi a kol. naznačili, že efektivními a současně lehce dostupnými molekulami pro 

diagnostiku a monitorování meningeomů by mohly být podobně jako u jiných nádorových 

onemocnění cirkulující miRNA v krevním séru nebo plazmě pacientů. Tito autoři konkrétně 

analyzovali miRNA v krevním séru 210 pacientů s meningeomem a současně 210 zdravých 

dárců bez histopatologicky potvrzeného jakéhokoliv nádorového onemocnění a odhalili 

panel 6 miRNA, ve kterém 219-5p, miR-409-3p, miR-106a-5p a miR-409-3p byly 

signifikantně zvýšené u pacientů s meningeomem, zatímco miR-224 a miR-197 vykazovaly 

vyšší hladiny u zdravých dárců.  Stojí za zmínku, že čtyři u pacientů s meningeomem 

zvýšené miRNA byly významně sníženy, zatímco zbývající dvě miRNA byly významně 

zvýšeny po chirurgickém odstranění nádoru (Zhi et al., 2016). 

V procesech vzniku a postupného vývoje meningeomů bylo popsáno několik 

deregulovaných miRNA jak onkogenního, tak nádorově supresorového charakteru. Vůbec 

nejznámější onkogenní miRNA napříč nádory je miR-21, která inhibuje expresi mnoha 

nádorových supresorů. Její význam v biologii meningeomů naznačilo i několik prací, ve 

kterých figurovala jako nejčastěji deregulovaná miRNA jednak mezi tkání nádoru 

a normální tkání a současně mezi meningeomy s různými stupni malignity (Galani et al., 

2015; Ludwig et al., 2015; El-Gewely et al., 2016; Katar et al., 2017). MiR-21 je 

exprimována v nízkých hladinách u meningeomů WHO I, a naopak jsou její hladiny 

signifikantně zvýšeny u meningeomů WHO II a III stejně jako např. u glioblastomu (Wang 

et al., 2012b; Galani et al., 2015; Ludwig et al., 2015; Katar et al., 2017). Navíc již bylo 

u různých nádorů potvrzeno mnoho přímých cílů miR-21 zapojených značnou měrou do 

onkogenezee a vývoje maligních forem onemocnění, a to včetně PDCD4 (programmed cell 

death factor 4), PTEN (phosphatase and tensin homolog) a BTG2 (B-cell translocation gene 

2) (Murugaiyan et al., 2015). Ve vztahu k meningeomu bylo prokázáno, že miR-21 

podporovala jeho růst represí aktivačních inhibitorů AKT včetně BTG2 (B-cell translocation 

gene 2) a PTEN (Wang et al., 2020). PTEN je nádorový supresor, který inhibuje signální 

dráhu AKT prostřednictvím antagonizace PI3K redukcí PIP3 na PIP2 (Jiang a Liu, 2008). 

Exprese jak miR-21, tak jeho přímého cíle PTEN byla významně rozdílná mezi benigními 

a maligními meningeomy; vysoká exprese miR-21 negativně korelovala s hladinou PTEN, 

což se projevilo ve stimulaci proliferace (Zhi et al., 2013; Galani et al., 2017). 
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Další onkogenní miRNA hrající významnou roli u meningeomu je miR-224, přičemž vyšší 

exprese miR-224 byla pozorována jak v nádorové tkáni oproti normálním vzorkům mozku, 

tak u maligních meningeomů WHO III v porovnání se stupněm malignity WHO I (Ludwig 

et al., 2015; Wang et al., 2015). Funkční studie současně popsaly pozitivní korelaci mezi 

nízkou expresí miR-224 a pomalou buněčnou proliferací, a naopak zvýšenou apoptotickou 

aktivitou (Wang et al., 2015). Navíc meningeomy s nízkou expresí miR-224 byly 

asociovány se signifikantně lepší prognózou a pacienti vykazovali jak delší celkové 

přežívání, tak delší čas bez rekurence tumoru po chirurgické intervenci (Wang et al., 2015). 

Stojí rovněž za zmínku, že hladiny miR-224 v krevním séru vykazují zcela opačný trend 

v porovnání s expresí miR-224 v nádorové tkáni; u pacientů s meningeomy byly pozorovány 

nižší hladiny miR-224 a po odstranění nádoru jejich hladiny v krevním séru významně 

vzrostly (Zhi et al., 2016). Zvýšená exprese ve tkáni meningeomů všech stupňů malignity 

byla pozorována ještě v případě miR-335 a její vysoká exprese vedla ke zvýšení buněčné 

proliferace a inhibici G0 kontrolního bodu buněčného cyklu skrze přímou inaktivaci signální 

dráhy Rb1 (Shi et al., 2012). 

Oproti zmiňovaným onkogenním miRNA byly miR-34a a miR-218, u jiných nádorů známé 

nádorově supresorové miRNA, signifikantně zvýšené v meningeomech WHO I a II a naopak 

snížené v meningeomech WHO III v porovnání s normální durální tkání (Zhi et al., 2013; 

Ludwig et al., 2015). Zvýšená exprese miR-34a-3p vedla v podmínkách in vitro u buněk 

derivovaných z meningeomu k inhibici buněčné proliferace a indukci apoptózy skrze snížení 

proteinů SMAD4, FRAT1 a BCL2 (Hu et al., 2019; Wang et al., 2020). Podobně zvýšená 

exprese miR-218 vedla ke zpomalení buněčné proliferace, invazivity, schopnosti tvořit 

kolonie a formovat nádorové sféry skrze přímé cílení transkriptu receptoru pro IL-6 a JAK3 

(Yang et al., 2017). Někteří autoři proto naznačují, že miR-218 může hrát důležitou roli ve 

zvratu benigního meningeomu na maligní formu (El-Gewely et al., 2016). 

Jiná studie dále prokázala, že miR-200a, člen rodiny miR-200 a známý regulátor EMT, 

inhibuje růst buněk meningeomu skrze cílenou regulaci mRNA transkriptu pro β-katenin 

a blokuje tak Wnt/β-kateninovou signalizaci (Saydam et al., 2009). Navíc zvýšená exprese 

miR-200a vedla k inhibici invazivity maligních buněk meningeomu cíleným umlčováním 

transkriptu NMMHC-B (non-muscle myosin heavy chain IIb) (Senol et al., 2015).  Poslední 

miRNA s nádorově supresorovou funkcí popsaná doposud u meningeomu je miR-145, jejíž 

nízká exprese je popsána i mnoha dalších nádorů. U meningeomů je její exprese 

signifikantně snížená u maligních forem onemocnění WHOII/III a její umělé navýšení v in 

vitro podmínkách vede k redukci buněčné proliferace a migrace (Kliese et al., 2013). 
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Příspěvek k dané problematice 
 

V práci „Cerebrospinal Fluid MicroRNA Signatures as Diagnostic Biomarkers in Brain 

Tumors“ publikované v roce 2019 v časopise Cancers jsme mimo jiné analyzovali hladiny 

miRNA v  CSF odebraného od pacientů s meningeomem a dále od pacientů s gliomy, 

mozkovými metastázami a kontrolními vzorky CSF získanými v rámci standardní 

terapeutické péče od pacientů s normotenzním hydrocefalem bez potvrzeného onkologického 

onemocnění. Globální kvantifikace miRNA pomocí technologie sekvenování nové generace 

u vzorků CSF od pacientů s meningeomem (n = 11) a kontrolních vzorků (n = 19) odhalila 

celkem 12 miRNA s odlišnými hladinami (miR-196a-5p, miR-10a-5p, miR-549a, miR-196b-

5p, miR-199b-3p, miR-101-3p, miR-152-3p, miR-10a-3p, miR-148a-3p, miR-140-5p, miR-

1247-5p a miR-205-5p; padj < 0,01). Následná validace na nezávislém souboru CSF vzorků 

od pacientů s meningeomem (n = 44) a kontrolních vzorků (n = 21) potvrdila předešlé 

výsledky pouze u miR-140-5p a miR-196b-5p. Porovnání s ostatními nádory navíc ukázalo, 

že let-7b, miR-10a-5p a miR-10b-5p jsou rozdílně exprimovány v CSF mezi skupinou 

meningeomů a GBM a LGG, ale neliší se od mozkových metastáz. Na druhou stranu rozdíly 

hladin mezi meningeomy a mozkovými metastázami byly pozorovány u miR-21-3p a miR-

196b. Výsledky tedy jasně naznačují, že cirkulující miRNA v CSF jsou nadějnými biomarkery 

pro diagnostiku meningeomů (Kopkova et al., 2019; Příloha 12). 

MikroRNA u mozkových metastáz 

 

Význam sncRNA u mozkových metastáz je obecně studován ze dvou základních úhlů 

pohledu. Prvním z nich je role těchto molekul ve vícestupňovém procesu diseminace 

primárního nádoru do mozku a druhým je pak jejich přítomnost a úloha v biologii vlastní 

metastázy. Zaměříme-li se nyní na proces metastazování, významnou roli zde bezesporu 

hraje epitelo-mezenchymální tranzice (EMT). Tento buněčný program vede ke změně 

epiteliálního fenotypu buňky v mezenchymální typ. Nádorové buňky tak získávají větší 

mechanickou odolnost, nezávislost na bazální membráně, motilitu a v neposlední řadě 

i odolnost k protinádorové léčbě. Takto pozměněné buňky aktivně vycestovávají do 

krevního oběhu, kterým jsou pak bez nebezpečí mechanického poškození unášeny do místa 

nidace. Následně se mechanizmem opačným, zvaným mezenchymo-epiteliální tranzice 

(MET), vracejí ke svému původnímu epiteliálnímu fenotypu a zakládají dceřiná ložiska, 

mikrometastázy, z nichž se při příznivých podmínkách může vyvinout plnohodnotné 
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metastatické ložisko (Matejka et al., 2017). Ačkoliv se EMT může na molekulární úrovni 

u jednotlivých typů nádorů částečně lišit, obecně se jedná o vysoce konzervovaný proces 

s dobře popsanými mechanismy. Jsou například známy transkripční faktory TWIST1, 

SNAIL1 a SLUG, které významně zvyšují metastatický potenciál a jsou spojeny se špatnou 

prognózou (Alsidawi et al., 2014; Imani et al., 2016; Kanchan et al., 2020). Bylo potvrzeno, 

že TWIST1 může indukovat disintegrin a metaloproteinázu ADAM12, což vede k podpoře 

invazivity skrze regulaci tvorby invadopodií a fokálních adhezí (Eckert et al., 2017; Kanchan 

et al., 2020). Jako supresorová molekula se zde významně uplatňuje miR-34a, která 

potlačuje vznik metastáz regulací jak transkripčních faktorů TWIST1 a SLUG, tak obecně 

signální dráhy NOTCH1 (Imani et al., 2016). Mimo to je ADAM12 přímým cílem miRNA 

rodin miR-29 a miR-200, které se tak rovněž podílejí na regulaci metastazování (Duhachek-

Muggy a Zolkiewska, 2015). MiRNA z těchto dvou rodin mohou navíc ovlivňovat 

přeskupování cytoskeletu cílením klíčových molekul zapojených do regulace buněčné 

adheze. Dále byly u karcinomu prsu popsány miR-8084, miR-708-3p, klastr miR-96-182-

183, miR-484, miR-210 a miR-142-3p, které modulovaly invazivitu nádorových buněk 

skrze regulaci EMT; a miR-124, miR-199a/214, miR-3178, miR-30a, miR-508-3p a miR-

212-5p, které ovlivňují hladinu EMT markerů a transkripčních faktorů regulujících expresi 

E-cadherinu u triple negativního karcinomu prsu, běžně metastazujícího do mozku (Kanchan 

et al., 2020). 

Jakmile buňky primárního nádoru změní svůj fenotyp prostřednictvím mechanismu EMT, 

zahájí proces intravazace do blízkých kapilár, ve kterých začnou prostřednictvím adhezních 

molekul a proteinových receptorů kontaktovat endotelové buňky s cílem přichytit se ke stěně 

kapilár a extravazovat zpět do vhodné tkáně ve vzdálených místech organismu (Dua et al., 

2005). Bylo prokázáno, že některé extracelulární miRNA mohou regulovat integritu 

endotelu a tím i procesy intravazace, případně extravazace. Například miR-105, která je 

vylučována nádorovými buňkami, narušuje endotel cílením proteinu těsného spoje ZO-1 

(Zonula occludens protein-1) (Zhou et al., 2014). Rovněž angiogenní a růstové faktory 

uvolňované nádorovými nebo stromálními buňkami přispívají k intravazaci (Dua et al., 

2005). Nedávná studie objevila novou roli TGF-β produkovaného fibroblasty asociovanými 

s nádorem v organizaci kapilár, kdy přítomnost fibroblastů vedla ke zvýšení počtu pericytů 

na povrchu cév (Zonneville et al., 2018). Hlubší analýza naznačila, že zvýšená exprese miR-

520/373 u metastatických buněk karcinomu prsu vedla k významnému potlačení signalizace 

řízené právě molekulou TGF-β, což dále vedlo ke snížení hladin angiogenních faktorů PAI-

1 (plasminogen activator inhibitor-1), PTHrP (parathyroid hormone-related protein) 
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a ANGPTL4 (angiopoietin-like 4), a tedy v konečném důsledku u zkoumaných buněk ke 

snížené schopnosti metastazovat (Keklikoglou et al., 2012). V jiné studii bylo dále 

prokázáno, že miR-204 potlačuje vaskularizaci a angiogenezi inhibicí pro-angiogenních 

molekul ANGPT1 a TGFβR2 (Flores-Perez et al., 2016). Rodina miR-200 by také mohla 

hrát roli v regulaci angiogeneze přímým cílením pro-angiogenních cytokinů IL-8 a CXCL1 

v endoteliálních buňkách (Pecot et al., 2013). 

Aby nádorové buňky cirkulující v krevním oběhu přežily, musejí překonat jednak anoikis 

a současně se vyhnout nástrojům imunitního dohledu, přičemž většina takovýchto buněk je 

fagocytována nebo podstoupí apoptózu. Jedním z nástrojů využívaných cirkulujícími 

nádorovými buňkami po vstupu do krevního oběhu je aktivace krevních destiček, kdy 

indukcí agregace krevních destiček jsou tyto buňky chráněny před imunitním dozorem. 

Současně pak u těchto buněk dojde k dočasné zástavě buněčného cyklu, čímž významně 

zvýší pravděpodobnost přežití ve vaskulatuře (Strilic a Offermanns, 2017; Ponert et al., 

2018). Debeb a kol. prokázali, že nadměrná exprese miR-141 zvyšuje u nádorových buněk 

mozkový tropismus a současně snížené hladiny miR-141 inhibují schopnost těchto buněk 

metastazovat do mozku, což naznačuje, že miR-141 chrání buňky v krevním oběhu 

a pomáhá při kolonizaci v mozku (Debeb et al., 2016). Krevní destičky agregované na 

povrchu cirkulujících nádorových buněk rovněž secernují TGFβ a PDGF (platelet-derived 

growth factor), které inhibují aktivitu NK (natural killer) buněk, a tím přispívají 

k imunitnímu úniku anoikis (Gersuk et al., 1991). Mikročástice derivované z krevních 

destiček jsou významnými rezervoáry miRNA, které krevní destičky mohou transportovat 

a modulovat jimi genovou expresi v cirkulujících nádorových buňkách. Bylo prokázáno, že 

miR-183 enkapsulovaná právě v mikročásticích derivovaných z krevních destiček potlačuje 

signifikantním způsobem aktivitu NK buněk, a to skrze cílené umlčení DAP12, proteinu 

klíčového pro stabilizaci povrchových NK receptorů, a následnou transdukci signálu 

(Donatelli et al., 2014). 

Jakmile jsou nádorové buňky schopné přežívat v krevním oběhu, přichytí se na stěny kapilár 

a zahájí proces extravazace, který je koordinován mnoha selektiny, integriny, kadheriny, 

CD44 a imunoglobulinovými receptory. Extravazace značně zpomaluje celý proces 

metastazování, jelikož nádorové buňky musí překonat obranné mechanismy jednak 

astrocytů, ale i dalších ochranných mechanismů stimulovaných mikroprostředím mozku 

(Wasilewski et al., 2017). Právě astrocyty jsou mobilizovány po invazi cizích buněk do 

mozku jedny z prvních a indukují u těchto buněk vnější apoptotickou dráhu skrze povrchový 

receptor Fas (Valiente et al., 2014), přičemž nedávné studie prokázaly, že některé miRNA 
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včetně miR-7, miR-21 a let-7c regulují expresi ligandu FasL a jiná současně jiná miRNA – 

miR-200c cílí mRNA trakript genu FAP-1, čímž reguluje vnější apoptotickou dráhu 

spouštěnou skrze CD95 (Sayed et al., 2010; Schickel et al., 2010). Ve snaze potlačit 

apoptotické učinky astrocytů, uvolňují nádorové buňky proteázové inhibitory známé jako 

serpiny, přičemž bylo popsáno, že např. miR-21 inhibuje Serpin1 a může tak hrát důležitou 

roli v procesu metastazování (Yamanaka et al., 2012). Pokud se metastatické buňky vyhnou 

těmto signálům buněčné smrti, vyžadují pro svoji nidaci aktivní podporu opět astrocytů, 

které stabilizují mezerovitá spojení konexinů, a umožní tak vznik mikrometastázy (Chen et 

al., 2016). V tomto ohledu bylo popsáno pozorování, kdy exprese miR-206 nepřímo koreluje 

s expresí konexinového genu Cx43 a je na úrovni fenotypu buněk asociována se sníženou 

proliferací a migrací (Kanchan et al., 2020). Ke stabilizaci mezerovitých spojení mezi 

astrocyty a nádorovými buňkami je dále nutná exprese interleukinů IL-6 a IL-8, které 

ovlivňují oba buněčné typy – indukují expresi endoteliového ligandu ET-1 na astrocytech 

a endoteliových receptorů ETAR a ETBR na nádorových buňkách (Kim et al., 2014; 

Wasilewski et al., 2017), přičemž exprese ET-1 je posttranskripčně regulována pomocí 

miR125a/b-5p (Li et al., 2010a). Je nepochybné, že v procesu extravazace hrají důležitou 

roli rovněž molekuly buněčné adheze (CAM) a jejich receptory, které jsou rovněž 

posttranskripčně regulovány pomocí miRNA. Konkrétně pak bylo ověřeno, že miR-17 

reguluje ICAM-1 a E-selektin (Suarez et al., 2010); miR-126 a miR-1185 reguluje 

endoteliální expresi VCAM1 (Harris et al., 2008; Deng et al., 2017); a miR-483-5p přímo 

cílí transkript genu ALCAM (Lu et al., 2017). 

Kromě výše uvedeného přispívají reaktivní astrocyty sekrecí vybraných molekul také 

k tvorbě protumorigenního „niche“. U myší byla v tomto ohledu identifikována skupina 17 

genů, jejichž exprese specificky korelovala s geny již dříve popsanými ve spojitosti 

s metastázami karcinomu prsu. Mezi těmito 17 geny pak byly identifikovány čtyři konkrétní 

(COX2, EGFR ligand HBEGF, ANGPTL4 a 2,6-sialyltransferase ST6GALNAC5), které 

jsou zodpovědné za nasměrování buněk karcinomu prsu do mozku (Bos et al., 2009). 

Z těchto genů se COX2 aktivní podílí na regulaci exprese MMP-1 a jeho exprese je 

asociována s propustností hematoencefalické bariéry. COX2 rovněž v buňkách indukuje 

fenotyp kmenových buněk, a to zvýšením exprese miR-655 a miR-526b, díky čemuž 

nabývají tyto buňky na schopnosti metastazovat (Majumder et al., 2015; Majumder et al., 

2018). MiR-212 pak přímo cílí molekulu HBEGF a suprimuje buněčný růst, migraci 

a invazivitu (Wei et al., 2014). Transkript ST6GALNAC5, specifický mediátor mozkových 

metastáz karcinomu prsu, je přímých cílem miR-200c a miR-200b a může také regulovat 
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EMT (Bos et al., 2009; Kurcon et al., 2015). MikroRNA zapojené v regulaci jednotlivých 

kroků procesu metastazování jsou přehledně uvedeny v Tabulce 7. 

 

Příspěvek k dané problematice 
 

Pomocí globální analýzy hladin miRNA v CSF odebraného od pacientů s mozkovými 

metastázami (n = 13) a od pacientů s normotenzním hydrocefalem bez potvrzeného 

onkologického onemocnění (n = 19) jako kontrolních vzorků jsme identifikovali 14 miRNA 

s rozdílnými hladinami (miR-5100, miR-92a-3p, miR-143-3p, miR-196a-5p, miR-196b-5p, 

miR-490-3p, miR-1247-5p, miR-199b-3p, miR-21-3p, miR-3607-3p, miR-205-5p, miR-532-

5p, miR-381-3p a miR-10a-5p; padj < 0,001). Následná validace na nezávislém souboru CSF 

vzorků od pacientů s mozkovými metastázami (n = 12) a kontrolních vzorků (n = 21) 

potvrdila předešlé výsledky pouze u miR-21-3p. Porovnání s ostatními nádory navíc 

ukázalo, že miR-10a-5p je signifikantně snížena v CSF u pacientů s mozkovými metastázami 

v porovnání s jak GBM, tak LGG, ale neliší se od meningeomu ani od kontrolních vzorků. 

V případě miR-196b-5p pak vzorky CSF od pacientů s mozkovými metastázami vykazovaly 

nejnižší hladiny napříč všemi sledovanými pacienty s mozkovými nádory, zatímco miR-31-

3p dosahovala naopak nejvyšších hladin u pacientů s mozkovými metastázami v porovnání 

se všemi ostatními zkoumanými vzorky. Nakonec miR-10b-5p a miR-30e-5p byly významně 

zvýšené v CSF u LGG v porovnání s mozkovými metastázami, ačkoliv tento trend nebyl 

pozorován u GBM. Výsledky tedy jasně naznačují, že cirkulující miRNA v CSF jsou 

nadějnými biomarkery pro diagnostiku pacientů s mozkovými metastázami (Kopkova et al., 

2019; Příloha 12). 
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Tabulka 7 MikroRNA zapojené v regulaci procesu metastazování (převzato a upraveno 

z Kanchan et al., 2020) 

mikroRNA molekulární cíl   mikroRNA molekulární cíl 
EMT   Prostupnost hematoencefalickou bariérou 

miR-8084 ING2, p53-BAX   miR-181c PDPK1 
miR-484 PAX-5   miR-143 PUMA 
miR-708-3p ZEB1, CDH2 a vimentin   miR-125a-5p ICAM-1 
miR-210 E-cadherin (ORF), PAX-5   miR-1258 HPSE 

miR-142-3p Bach-1, CXCR4, MMP9 a 
VEGFR   miR-210 Occludin, β-catenin 

miR-199a/214 Slug   Mezibuněčná komunikace a formování "niche" 
miR-3178 Notch1   

miR-26a 
PTEN 

miR-212-5p Prrx2   ATM 
miR-29,miR-30 

ADAM12-L 
  miR-19a PTEN 

miR-200 family   miR-345 KISS1 

Intravazace   
miR-124, miR-155, 
miR-689 

Souvisí s fenotypem M1 
mikroglií 

miR-126 VEGF/PI3K/AKT axis, MAPK   miR-711 and miR-145 Souvisí s fenotypem M2 
mikroglií 

miR-520/373 ANGPTL4, PTHrP, PAI-1   
miR-503 

L1CAM 
miR-204 ANGPT1 a TGFβR2   Spouští M1 – M2  
miR-200 family IL-8 a CXCL1   polarizaci mikroglií 
miR-105 ZO-1   Reprogramování metabolismu 

Intravaskulární mikroprostředí   miR-122 PKM2, GLUT-1 

miR-141 Ochrana v krevním oběhu   miR-155 PIK3R1-PDK/AKT-FOXO3a-
cMYC axis 

miR-183 DAP12/NK cells   miR-7 RelA 
Extravazace a mikrokprostředí mozku   Kolonizace 

miR-7, let-7c, miR-21 FasL, SERPIN1   

miR-200 family (miR-
200a,200b, 200c, 
miR-141, and miR-
429) 

ZEB1 a ZEB2 

miR-200c FAP-1   miR-147 ZEB1 
miR-206 Cx43   miR-126 IGFBP2, PITPNC1 a MERTK 

miR-19a, miR-32,miR-
124a, miR-130b, miR-
148a, and miR-583 

PCDH7     

miR-125a/b-5p ET-1     

miR-1266, miR-185 
and miR-30c BCL2L1     

miR-151-3p TWIST1     

miR-17 ICAM-1and E-Selectin     
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miR-126 and miR-
1185 VCAM1     

miR-483-5p ALCAM     

miR-21-3p L1CAM     

miR-212 HBEGF     

miR-655 COX2     

miR-200b, 200c ST6GALNAC5       
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Závěrečný komentář 
 

Přestože současná WHO klasifikace některých nádorů mozku, zejména pak gliomů, již bere 

v úvahu kromě histopatologických znaků částečně i jejich molekulární charakteristiky, stále 

neumožňuje dostatečně citlivě stanovit prognózu onemocnění, případně predikovat léčebnou 

odpověď na konvenční terapii. Navíc u dalších diagnóz včetně meningeomu nejsou 

molekulární znaky doposud reflektovány vůbec, ačkoliv třeba právě meningeomy stupně 

malignity WHO II vykazují velmi nejisté biologické chování, které na základě standardní 

histopatologie nelze odhadnout. V kontextu současného trendu personalizované či precizní 

medicíny je v porovnání s jinými diagnózami právě nedostatek dostatečně citlivých 

a zároveň robustních prognostických a prediktivních biomarkerů odpovědi na léčbu možná 

jeden z důvodů pomalého zařazování cílených léčiv do terapeutických standardů 

mozkových malignit. Navíc s ohledem na heterogenitu některých typů mozkových nádorů 

a jejich lokalizaci je mnohdy limitováno i samotné stanovení správné diagnózy. Zde by 

mohly být užitečnými nástroji diagnostiky biomarkery cirkulující v periferní krvi nebo 

s ohledem na přítomnost hematoencefalické bariéry lépe v mozkomíšním moku. Ten se jako 

tekutina omývající všechny struktury centrální nervové soustavy a rezervoár jak odpadních 

produktů, tak molekul zprostředkovávajících mezibuněčnou komunikaci jeví být v případě 

nádorů mozku vhodným zdrojem biomarkerů včetně krátkých nekódujících RNA. Právě 

krátké nekódující RNA disponují všemi vlastnostmi, aby mohly být v tomto ohledu 

považovány za vhodné kandidátní molekuly. Nejenže jsou zapojeny do řízení všech 

klíčových buněčných procesů a jejich specifické expresní profily již byly asociovány 

s většinou nádorových onemocnění, jsou rovněž vysoce stabilními molekulami ať už 

v tělních tekutinách nebo v běžných laboratorních podmínkách. Kromě toho jsou tyto 

molekuly v nádoru relativně snadno regulovatelné a představují tak nadějné terapeutické 

cíle. Mnohé z uvedených skutečností jsme u nádorů mozků, zejména pak u glioblastomu, 

v posledních deseti letech několikrát sami potvrdili a pozorované výsledky prezentovali 

v řadě odborných publikacích, které jsou komentované v této habilitační práci.  Deset let 

výzkumu v tomto oboru zároveň představuje období, během kterého znalosti a poznatky o 

významu krátkých nekódujících RNA u nádorových onemocnění obecně přibývaly 

exponenciálním tempem a dosáhly úrovně, kdy snaha o zavedení těchto molekul do rutinní 

diagnostické a onkologické praxe je dalším logickým krokem, který by mohl zefektivnit 

management a prodloužit celkové přežívání pacientů nejen s nádory mozku. 

  



 70 

Commentary 
 

Although the current WHO classification of some brain tumors, especially gliomas, already 

considers not only histopathological features but also their molecular characteristics, it still 

does not allow sufficient sensitivity for determining the prognosis of the disease or 

prediction of therapeutic response to conventional therapy. In other diagnoses, molecular 

features have not yet been reflected at all. Although meningiomas WHO II, for example, 

show very uncertain biological behavior, which cannot be estimated based on standard 

histopathology. In the context of the current trend of personalized and precision medicine, 

the lack of sufficiently sensitive and at the same time robust prognostic and predictive 

biomarkers is one of the reasons for the slow inclusion of targeted drugs in the therapeutic 

standards for brain malignancies.  

In addition, due to the heterogeneity of some brain tumors and their location, the correct 

diagnosis determination is often limited. Biomarkers circulating in the peripheral blood or, 

better yet, in the cerebrospinal fluid because of the blood-brain barrier, could be useful 

diagnostic tools. Cerebrospinal fluid is a body fluid that washes all the structures of the 

central nervous system and is a reservoir of both waste products and molecules mediating 

intercellular communication; therefore, it appears to be a suitable source of brain tumors 

biomarkers, including small non-coding RNAs. Small non-coding RNAs have all the 

properties to be considered as suitable candidate molecules in this regard. They are not only 

involved in the control of key cellular processes, and their specific expression profiles have 

already been associated with most cancers, but they are also highly stable molecules both in 

body fluids and under normal laboratory conditions. Besides, these molecules are relatively 

easily regulatable in the tumor and, thus, represent promising therapeutic targets. We have 

confirmed many of these facts in glioblastoma and other brain tumors, and presented the 

observed results in many scholarly publications in the last ten years; these works are 

commented in this habilitation thesis. Ten years of research in this field also represents a 

period during which the knowledge about the importance of small non-coding RNAs in 

cancer in general has increased exponentially. It has reached a level where efforts to 

introduce these molecules into routine diagnostic and oncological practice are the next 

logical step to make the disease management more effective and to prolong the overall 

survival of cancer patients. 
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Seznam použitých zkratek 
 

AHP Acute hepatic porphyria 

(Akutní jaterní porfyrie) 

cIMPACT-

NOW 

The Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches 

 to CNS Tumor Taxonomy – not official WHO 

(Mezinárodní konsorcium neuropatologů a klinických neuroonkologů) 

CNS Central nervous system 

(Centrální nervová soustava) 

CpG Cytosine-phosphate-guanine 

(Cytosin-fosfát-guanin) 

crasiRNA Centromere repeat associated small interacting ribonucleic acid 

(Krátká interagující ribonukleová kyselina asociovaná 

 s centromerovými repetitivními oblastmi ) 

CSC Cancer stem cells 

(Nádorové kmenové buňky ) 

CSF Cerebrospinal fluid 

(Mozkomíšní mok ) 

dbGaP Database of Genotypes and Phenotypes 

(Databáze genotypů a fenotypů) 

DNA Deoxyribonucleic acid 

(Deoxyribonukleová kyselina) 

dsRNA Double stranded ribonucleic acid 

(Dvouřetězcová ribonukleová kyselina) 

ECOG Eastern cooperative oncology group 

(Veřejně financovaná odborná skupina zabývající se multicentrickými 

klinickými studiemi v oblasti výzkumu nádorových onemocnění) 

EDV EnGeneIC Dream Vector 

(vektor derivovaný z bakteriálních struktur ) 

EMA European Medicines Agency 

(Evropská léková agentura) 

EMT Epithelial–mesenchymal transition 

(Epitelo-mezenchymální tranzice) 

FC Fold change 

(Násobná změna) 

FDA Food and Drug Administration 

(Úřad pro kontrolu potravin a léčiv v USA) 

FFPE Formalin-fixed paraffin-embedded 

(Fixovaný ve formalínu a zalitý v parafínu) 

G-CIMP Cytosine-phosphate-guanine (CpG) island methylator phenotype 

(Fenotyp ovlivněný rozsáhlými metylacemi cytisin-fosfát-guaninových 

(CpG) oblastí ) 
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GBM Glioblastoma 

(Glioblastom) 

GSCs Glioblastoma stem cells 

(Glioblastomové kmenové buňky) 

GTP Guanosine triphosphate 

(Guanosin trifosfát) 

hATTR Hereditary transthyretin-mediated amyloidosis 

(Dědičná transthyretinová amyloidóza) 

HGG High-grade gliomas 

(Gliomy vysokého stupně malignity) 

HPF High-power fields 

(V mikroskopii zorné pole pod maximálním zvětšením použitého 

objektivu – často 400násobné zvětšení) 

HR Hazard ratio 

(Poměr rizik ) 

KPS Karnofsky Performance Status 

(Celkový stav pacienta hodnocený dle stupnice D.A. Karnofského) 

LGG Low-grade gliomas 

(Gliomy nízkého stupně malignity) 

MC Methylation cluster 

(Metylační klastr) 

MET Mesenchymal–epithelial transition 

(Mezenchymo-epiteliální tranzice) 

miRISC MiRNA-induced silencing complex 

(Umlčovací komplex indukovaný mikroRNA) 

miRNA MicroRNA - micro ribonucleic acid 

(mikroRNA - mikro ribonukleová kyselina) 

MRI Magnetic resonance imaging 

(Magnetická rezonance) 

mRNA Messenger ribonucleic acid( 

Protein-kódující ribonukleová kyselina) 

NA Not available 

(Údaje nejsou dostupné) 

NK Natural killer 

(Přirození zabíječi) 

NSCs Neural stem cells 

(Neurální kmenové buňky) 

nt Nucleotide 

(Nukleotid) 

OS Overall survival 

(Celkové přežívání ) 
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PASR Promoter-associated small ribonucleic acid 

(Krátká ribonukleová kyselina asociovaná s promotorovými oblastmi) 

PCR Polymerase chain reaction 

(Polymerázová řetězová reakce) 

PFS Progression-free survival 

(Čas do progrese onemocnění ) 

PIP Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate 

(Fosfatidylinositol (3,4,5)-trifosfát) 

piRNA PIWI-interacting ribonucleic acid 

(PIWI-interagující ribonukleová kyselina) 

pre-miRNA Precursor of microRNA 

(Prekurzor mikroRNA) 

pri-miRNA Primary transcript of microRNA 

(Primární transkript mikroRNA) 

RISC RNA-induced silencing complex 

(Multiproteinový umlčovací komplex) 

RNA Ribonucleic acid 

(Ribonuklová kyselina) 

RPA Recursive Partitioning Analysis 

(Analýza umožňující predikci prognózy u pacientů s mozkovými 

metastázami) 

rRNA Ribosomal ribonucleic acid 

(Ribozomální ribonukleová kyselina) 

RS Risk Score 

(Rizikové skóre) 

RT Radiotherapy 

(Radioterapie) 

RT-qPCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

(Kvantitativní polymerázová řetězová reakce, které předchází 

reverzní transkripce) 

siRNA Small interfering ribonucleic acid 

(Krátká interferující ribonukleová kyselina ) 

sncRNA Small non-coding ribonucleic acid 

(Krátká nekódující ribonukleová kyselina) 

snoRNA Small nucleolar ribonucleic acid 

(Malá jadérková ribonukleová kyselina) 

SNPs Single-nucleotide polymorphisms 

(Jednonukleotidové polymorfizmy) 

snRNA Small nuclear ribonucleic acid 

(Malá jaderná ribonukleová kyselina) 
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ssRNA Single stranded ribonucleic acid 

(Jednořetězcová ribonukleová kyselina) 

TCGA The Cancer Genome Atlas 

(Databáze nádorových genomů) 

tel-sRNA Telomere-specific small ribonucleic acid 

(Krátká ribonukleová kyselina specifická pro oblasti telomer) 

TEs Transposable elements 

(Transponovatelné elementy) 

tiRNA Transcription initiation ribonucleic acid 

(Ribonukleová kyselina iniciující transkripci ) 

TMZ Temozolomide 

(Temozolomid) 

tRNA Transfer ribonucleic acid 

(Transferová ribonukleová kyselina) 

UTR Untranslated region 

(Nekódující oblast) 

WHO World health organization 

(Světová zdravotnická organizace) 

 

 

Seznam uvedených genů 

 

ABCG2 ATP binding cassette subfamily G member 2 

ADAM12 ADAM metallopeptidase domain 12  

AGO Argonaute 

AKT AKT serine/threonine kinase 1 

ALA Aminolevulinic acid 

ALAS1 Aminolevulinic acid synthase 1 

ALCAM Activated leukocyte cell adhesion molecule 

ANGPT1 Angiopoietin 1 

ANGPTL4 Angiopoietin-like 4 

ARID1A AT-rich interaction domain 1A 

ATM Ataxia telangiectasia mutated 

ATRX ATRX chromatin remodeler 

BACH1 BTB domain and CNC homolog 1 

BAP1 BRCA1 associated protein 1 

BAX BCL2-associated X protein 



 92 

BCL-2  BCL2 apoptosis regulator 

BMP4 Bone morphogenetic protein 4 

BRMS1 BRMS1 transcriptional repressor and anoikis regulator 

BTG2 B-cell translocation gene 2 

CAM Calmodulin  

CAMTA1 Calmodulin binding transcription activator 1 

CASP8 Caspase 8 

Cbl-b Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene-b 

CDH Cadherin 

CDKN2A Cyclin dependent kinase inhibitor 2A 

        p14ARF  Alternate reading frame protein product of the CDKN2A 

        p16INK4a  Alternate reading frame protein product of the CDKN2A 

CFLAR CASP8 and FADD like apoptosis regulator 

CHEK2 Checkpoint kinase 2 

COX2 Cytochrome c oxidase subunit II 

CRSP3 Mediator complex subunit 23 

CSF1 Colony stimulating factor 1 

CSMD1 CUB and SUSHI multiple domain protein 1 

CTFG Cellular communication network factor 2 

Cx43 Connexin 43 

CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 

CXCR4 C-X-C motif chemokine receptor 4  

DAP12 Transmembrane immune signaling adaptor TYROBP 

DMD Dystrophin 

DNA-PK Protein kinase, DNA-activated, catalytic subunit 

E2F1 E2F transcription factor 1 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

EphA2 EPH receptor A2 

ERBB2 Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

ET-1 Endothelin 1 

ETAR Endothelin receptor type A 

ETBR Endothelin receptor type B 

FAK Protein tyrosine kinase 2  

FAP-1 Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 13 
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FasL Fas ligand (TNF superfamily, member 6) 

GEMIN Gem nuclear organelle associated protein 

GFAP Glial fibrillary acidic protein 

GLUT-1 Glucose transporter 1  

HBEGF Heparin binding EGF like growth factor 

Hen1 Hen1 methyltransferase 

HER2 Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 

HIF Hypoxia inducible factor 

HOXB9 Homeobox B9 

HPSE Heparanase 

HRAS HRas proto-oncogene, GTPase 

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1 

ID1 Inhibitor of DNA binding 1, HLH protein 

IDH Isocitrate dehydrogenase 

IGFBP2 Insulin like growth factor binding protein 2 

IL Interleukin 

ING2 Inhibitor of growth family member 2 

KAI1 CD82 molecule 

KISS1 KiSS-1 metastasis suppressor 

KLF4 Kruppel like factor 4 

KRAS KRAS proto-oncogene, GTPase 

L1CAM L1 cell adhesion molecule 

LEF1 Lymphoid enhancer binding factor 1 

lin-14 Protein lin-14 

lin-4 Non-coding ribonucleic acid lin-4 

LOX Lysyl oxidase 

MAPK Mitogen activated kinase-like protein  

MCL1 MCL1 apoptosis regulator, BCL2 family member 

MDM2 Mouse double minute 2 

MERTK MER proto-oncogene, tyrosine kinase 

MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 

MGMT O6-methylguanine-DNA methyltransferase 

MKK4 Mitogen-activated protein kinase kinase 4 

MMAC1 Phosphatase and tensin homolog 

MMP-9 Matrix metallopeptidase 9 
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MTA1 Metastasis associated 1 

mTOR Mechanistic target of rapamycin kinase 

Nanog Nanog homeobox 

NDFIP1 Nedd4 family interacting protein 1 

NEDD9 Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 

NF Neurofibromin 

NM23 NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 1  

NMMHC-B  Non-muscle myosin heavy chain Iib 

NOTCH Notch receptor 

NPPA Natriuretic peptide A 

NRAS RAS proto-oncogene, GTPase 

PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1 

PAX-5 Paired box 5 

PBG Porfobilinogen 

PBRM1 Polybromo 1 

PCDH7 Protocadherin 7 

PDCD4 Programmed cell death factor 4 

PDGFA Platelet derived growth factor subunit A 

PDGFRα Platelet derived growth factor receptor alpha  

PDPK1 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1 

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase 

PIM3 Pim-3 proto-oncogene, serine/threonine kinase 

PITPNC1 Phosphatidylinositol transfer protein cytoplasmic 1 

PIWI P-element Induced Wimpy Testis 

PKM2 Pyruvate kinase M 2 

POLR2A RNA polymerase II subunit A 

PPP2R5a Protein phosphatase 2 regulatory subunit B'alpha 

Prrx2 Paired related homeobox 2 

PTCH1/2 Patched 1/2 

PTEN Phosphatase and tensin homolog 

PTHrP Parathyroid hormone-related protein 

PTPN11 Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11 

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis 

RAD51 RAD51 recombinase 

RB1 RB transcriptional corepressor 1 
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RelA RELA proto-oncogene, NF-kB subunit 

REST RE1 silencing transcription factor 

RHEB Ras homolog, mTORC1 binding 

RHoC Ras homolog family member C 

RHOGDI2 Rho GDP dissociation inhibitor beta  

RRM1/2 Ribonucleotide reductase catalytic subunit M1/2 

RTVP-1 GLI pathogenesis related 1  

S100A4 S100 calcium binding protein A4 

SCP-1 Synaptonemal complex protein 1 

SERPIN1 Serine protease inhibitor 1 

Shh Sonic hedgehog signaling molecule 

Shu/Hsp93 Shutdown protein/Hsp93 chaperone 

SLUG Snail family transcriptional repressor 2  

SMAD4 SMAD family member 4 

SMARCB1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator 

of chromatin, subfamily b, member 1 

SMARCE1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator 

of chromatin, subfamily e, member 1 

SMO Smoothened, frizzled class receptor 

SNAIL1 Snail family transcriptional repressor 1 

Sox2 SRY-box transcription factor 2 

SPRY1 Sprouty RTK signaling antagonist 1 

SRC SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase 

ST6GALNAC5 ST6 N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 5 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 

SUFU SUFU negative regulator of hedgehog signaling 

TERT Telomerase reverse transcriptase 

TGF-β Transforming growth factor beta 

TGFβR2 Transforming growth factor beta receptor 2  

TIAM1 TIAM Rac1 associated GEF 1 

TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 

TP53 Tumor protein p53 

TRAF7 TNF receptor associated factor 7 

TRBP TARBP2 subunit of RISC loading complex 

TTR Transthyretin 

TUJ1 Neuron-specific class III beta-tubulin 
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TWIST1 Twist family bHLH transcription factor 1 

VCAM1 Vascular cell adhesion molecule 1 

Vdup1 Vitamin D[[3]] up-regulated protein 1/TXNIP thioredoxin 

interacting protei 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

VHL von Hippel-Lindau tumor suppressor 

Wnt Wingless-type MMTV integration site family 

ZEB1 Zinc finger E-box binding homeobox 1 

ZO-1 TJP1 tight junction protein 1  

Zuc Zucchini 

γ-H2AX  H2A histone family, member X, gamma 
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