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1 Uvod

Jednim z problém( efektivni protinddorové terapie NSCLC je rezistence vic¢i radioterapii
a chemoterapii. V soucasné dobé rozliSujeme dva typyrezistenci, primarnia sekundarni. Primarni typ
rezistence se vyskytuje u malignich bunék, kdy se tyto buriky stavaji rezistentni vi¢i chemoterapii
pfi primarni léébé. Sekundarni rezistence vznika az v pribéhu cytostatické |é¢by. Velkym problémem
je mnohocetna lékova rezistence, ktera byla popsana jako zkfiZzena rezistence mezi protinadorovymi
|éCivy s tim rozdilem, Ze se |IéCiva jiz odliSovala mechanismem uUcinku a strukturalné (Noskova a kol.,
2000a).V této souvislosti je nutno zminit také problematiku nddorové heterogenity, ktera nesporné
prispiva k lékové rezistenci. Na rozvoji progrese negenetické naddorové heterogenity se podili
i microRNA. MikroRNA jsou jednofetézcové RNA o priblizné velikosti 21-23 nukleotidd. Patfi mezi
nejvice prozkoumanou skupinou malych RNA. Kratké nekddujici RNA jsou evoluéné konzervované
a svoji funkci negativné ovliviiuji genovou expresi na posttranskripéni Urovni (Ratner a kol., 2010).
Jsou rozmistény po celém genomu. Odhaduje se, Ze by mohly tvofit 2-5 % lidskych genl (Paranjape
a kol., 2009). MicroRNA jsou v patogenezi nadorovych onemocnéni zapojeny, Ze bud’ funguji jako
onkogen, ktery suprimuje translaci tumor supresoru, nebo jako nddorovy supresor, ktery suprimuje
translaci onkogenu (Sotiropoulou a kol, 2009; Santarpia a kol., 2010).MicroRNA nejsou zapojeny
pouze v nadorové patogenezi jako nadorové supresory Ci onkogeny, ale podili se na regulaci
bunécnych systémd. Pfi alteraci exprese miRNA dochdzi krozvoji vySe uvedené nadorové
heterogenity, coz pravdépodobné prispiva k maligni transformaci prekurzorli nddorovych bunék

a k urychleni rastu nadoru (Hanahan a Weinberg, 2000; Voorhoeve, 2010; Brock a kol., 2009).

V ramci diplomové préce byly studovany expresni profily microRNA, které jsou zapojeny do
patogenze nemalobunécného karcinomu plic. Dané téma je v prvni ¢asti zpracovano v podobé
literarni reSerSe. Experimentalni ¢ast se zabyva expresnimi profily microRNA a jejich moznymi
cilovymi genya také sledovani nadorové heterogenity v rliznych lokalizacich centralni a periferni
Casti adenoskvamozniho karcinomu jednoho pacienta. Ziskana data by mohla poskytnout nové

informace o problematice zapojeni microRNA do patogeneze NSCLC



2 Cile prace

1. Vypracovani literdrni reSerse

2. lzolace RNA z primarnich nadord NSCLC (nemalobucnécnych karcinomi plic metastazemi
do lymfatickych uzlin a bez metastaz do lymfatickych uzlin)

3. Detekce microRNA asociovanych slékovou rezistenci z rlznych mist spinocelularniho
karcinomu a adenokarcinomu

4. Statistické zpracovani vysledkd



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Obecné charakteristiky MicroRNA

MikroRNA jsou jednoretézcové RNA o pfiblizné velikosti 21-23 nukleotidd. Kratké nekddujici RNA
jsou evolu¢né konzervované a svoji funkci negativné ovliviiuji genovou expresi na posttranskripéni
Urovni (Ratner a kol., 2010). MicroRNA naleznemejaku rostlin, tak i u Zivocichd. Jsou rozmistény po
celém genomu. Odhaduje se, Ze by mohly tvofit 2-5 % lidskych gen( (Paranjape a kol., 2009). Dlkazy
do dnesni doby poukazuji na Ucasti v regulaci exprese pfiblizné 10-30 % lidskych gend koédujicich
proteiny. MiRNA sice vznikaji transkripci z genl v DNA, ale nasledné jiz nedochazi k jejich translaci
v protein. PIné funkéni miRNA vznikaji z primarniho transkriptuneboli pri-miRNA, ktera se nasledné
paruje s nékterymi vlastnimi komplementarnimi bdzemi. Nasledné funkéni miRNA jsou
komplementarni k uréitym molekuldm mRNA, a timto zpUsobem jsou schopny regulovat vyrobu
proteind, které koduji mRNA. Vazbou na cilovou mRNA dochazi ke stépeni a degradaci cilové mRNA
nebo k inhibici translatované cilové mRNA do proteinu. (Vencken a kol., 2015). Jak je jiz popsano
vyse, MiRNA maji schopnost posttranskripéni regulace akontroly. Jsou schopny ovliviovat
proliferaci, diferenciaci, apoptdzu, z ¢ehoZ plyne, Ze mohou ovliviiovat i procesy mnohocetné lékové
rezistence. Patfi mezi silné regulatory sloZitych procesi. Védecké publikace ukazuji fadu dikaz(, kdy
miRNA mohou fungovat jako onkogeny, kdy aktivuji a podporuji maligni potencidl nebo funguiji jako
tumorsupresorové geny se schopnosti blokace maligniho potencidlu (Hanahan a Weinberg, 2000;
Chan a kol., 2011). Pro nadorové buriky je charakteristickd pozménéna hladina exprese microRNA
ve srovnani se zdravou tkani. Zmény v expresnich profilech miRNA byly detekovany u karcinomu
plic, prostaty, prsu, endometria ¢i Zaludku. Pro jednotlivé podtypy karcinomu je mozno rozlisit rGzné
miRNA s odliSnymi expresnimi profily. Disledky zmén exprese by pravé mohly vést k progresi
nadorovych onemocnéni. Z hlediska studia rliznych onemocnéni jsou vyznamné jednonukleotidové
polymorfismy (SNP), které se mohou nachazet v genech a podilet se na kddovani protein(l a vést tak
k jejich ovlivnéni. Tyto SNP mohou mit funkci i u microRNA atim pro nds predstavovat idedlni
kandidaty pro identifikaci nadoru ajeho nasledné progndzy. Jednonukleotidové polymorfismy

mohou naruSovat sekvenci microRNA a tim vést k rozvoji rizika nadoru. Jako béiny diagnosticky
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marker se vyuziva mRNA, kterd ale oproti microRNA ma mensi stabilitu. (Paranjape a kol., 2009;

Slaby a kol., 2012).

Prvni identifikované miRNA byly geny lin-4 a lin-7 u modelového organismu Caenorhabditis
elegans. Lin-4 a lin-7 maji vyznamné uplatnéni v regulaci vyvoje a pravdépodobné prostfednictvim
regulace translace mRNA koordinuji microRNA prechody mezi jednotlivymi fazemi larvalniho vyvoje
(Lee akol.,, 1993; Reinhart akol., 2000). Je-li lin-4 nebo lin-7 inaktivovany, epitelidlni burky
podstoupi dalsi déleni. Abnormalni proliferace bunék patfi mezi jeden ze znak(l nadorové

transformace (Lu a kol., 2005).

3.2 Biogeneze microRNA

Pri-miRNA jsou velké molekuly primarni RNA, které jsou prekurzory miRNA, jenz jsou prepsany
pomoci RNA polymarazy Il. Geny pro miRNA obsahuiji vlastni promotory. Pri-miRNA jsou ndsledné
upraveny do vldsenkové struktury v jadre. V jadru jsou tyto prekurzory pri-miRNA pomoci komplexu
Drosha/Pasha sestfihnuty na pre-miRNA (Lee a kol., 2002). Pre-miRNA ma velikost do 70 nukleotid(.
Pasha je protein vazajici dsRNA nazyvané také jako DGCR8. Tyto dvé komponenty Drosha a DGCR8
mikroprocesorového komplexu pracuji kooperativné a navzajem se reguluji. Mnozstvi celkové
miRNA reguluje aktivitu i hladinu komplexu. Drosha sleduje kontrolu hladiny DGCR8 stépenim
vlasenek pritomnych v mRNA tohoto genu, indukuje jeho degradaci a tim vytvafi zpétnou vazbu
redukujici hladiny DGCRS, pokud je aktivita mikroprocesorového komplexu dostate¢na. DGCR8 ma
funkci stabilizacni na ribonukleazu Drosha s interakci s jeho prostfedni doménou. DUllezity je pomér
komplexu danych komponent. Zvysend hladina DGCR8 by vedla k dramatické inhibujici aktivité
ribonukledzy Drosha. Tato pre-miRNA je nasledné pomoci Exportinu 5 transportovdna do
cytoplazmy. Jednda se o GTP-dependentni transportni protein. XPO5 je schopen rozeznat
dvounukleotidovy pfesah, ktery je zanechan ribonukleazou Drosha na 3 "konci vlasenkové struktury
pre-miRNA. Jak je jiz zminéno vyse, jedna se energicky zavisly transport, dochazi zde k vazbé GTP na
maly protein Ran, ktery ma GTPazovou aktivitu, aje téZ soucdsti transportniho mechanismu
(Gregory a kol., 2004; Slaby a kol., 2012). Exportin 5 je potfebny pro jaderny export a biologickou
aktivitu pre-miRNA (Yi a kol., 2003). XPO5 patii mezi ¢leny rodiny karyopherint fadici se mezi
nukleocytoplazmatické faktory. Karyopheriny se uplatiuji vjaderném exportu. Nasledné

v cytoplazmé je pre-miRNA rozpoznana a upravena druhou RNazy IIl z komplexu Dicer. Dicer dany
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prekurzor sestfihne na kratké duplexy RNA a ziskdme maturované dvouretézcové miRNA. Jeden
z fetézcll je degradovan a druhy z fetézcl je navazan komplex RISC, jednd se o multiproteinovy
komplex miRNA-induced silencing complex. Retézec, ktery je inkorporovan do multiproteinového
komplexu nazyvame ,,guide strand’’. Retézec, ktery je degradovan nazyvame ,,passenger strand”’
nebo téZz miRNA*. DulleZitd je stabilita retézce, ktera rozhoduje o osudu retézce na 5 ‘konci.
U duplexu miRNA/miRNA* je vedouci fetézec je ten, ktery je méné stabilni na 5 "konci (Winter
a Diederichs, 2011; Slaby a kol.,, 2012). Velky vyznam u miRNA ma 5 ‘konec, je duleZity pro
biologickou funkci, podili se na stabilité a spravném vloZzeni do miRISC komplexu. Zpracovani
prekurzorovych struktur pomoci Drosha a Dicer enzym( neni vidy identické, a miZe tedy vést ke
vzniku rdznych izoforem miRNA, coz? je dlsledek rozdilnych zakonceni i rozdilnych osudd pro tyto
mMiRNA. V rGznych tkanich se muiZe pomér miRNA/miRNA* ménit. Pfikladem mohou byt rlzna
vyvojova stadia nebo nadorova transformace. Stovky biologickych cilll mize byt pravé ovliviovano
jednou miRNA (Winter a kol., 2009). VIdkno miRNA se pfednostné udrzuje ve funkénim miRISC
komplexu. Realizace jeji funkce je umoZnéna vazbou na neuplné komplementdrni mista v rdmci
3 "UTR cilovych mRNA. Na kontrole transportu, metabolismu mRNA, stabilité a Ucinnosti translace
se podili a kontroluji 3 "UTR oblasti. Jsou vyznamné itim, Ze obsahuji vazebnad mista pro fadu
regulacnich proteinl a miRNA, coZ poukazuje na vysoce dynamickou regulaci kombinacniho
charakteru (Krol a kol., 2010; Newman a kol., 2010; Slaby a kol., 2012). Funkci komplexu miRISC na
cilové mRNA je realizovana ribonukleazou Dicer, dvéma proteiny vazajici dvoufetézcovou RNA, TRBP
a interferonem indukovany aktivator zavisly na dvouretézcové RNA (PACT) a dale Argonautové
proteiny, kdy tyto komponenty jsou soucasti komplexu miRISC. Bylo zjisténo, Ze pokud dojde
utlumeni TRBP a PACT, dochazi k obecnému snizeni ucinnosti posttranskripéni regulace genové
exprese. (Gregory a kol., 2004; Haase a kol., 2005; Lee a kol., 2006; Slaby a kol., 2012). Doména
PAZumozniuje interakci proteinli argonautové rodiny vazbou na 3 ‘konec jednoretézcové
maturované miRNA. Doména PIWI, kterd interaguje s5 koncem vedouciho fetézce, je hlavné
katalytickou podjednotkou, kterd se uplatiuje na cilové mRNA. PIWI je druhou rodinou
argonautovych proteinl, které se vyskytuji predevsim v zarodeénych nebo kmenovych
hematopoetickych burikach, ddle pak AGO je také proteinova rodina, kterd ma zasadni vyznam pro
funkci komplexu miRISC, jsou nutné pro vlastni posttranskripéni tlumeni a obsahuje vysoce
konzervované vazebné domény, které jsou popsany vyse tedy PAZ a PIWI. Proteiny argonautové
rodiny délime do dvou rodin. Rodina AGO ma ¢tyfi ¢leny. Clen AGO2 miiZe navic indukovat tlumeni

translace v pfipadé neuplné komplementarity vazby miRNA:mRNA. Pravé proteiny Argonautové
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rodiny maji fadu funkci, podileji se na zpracovani miRNA, jsou efektorovymi proteiny komplexu
miRISC, v némZ zajistuji degradaci, destabilizaci nebo translacni inhibici cilové mRNA (MacRae a kol.,
2008; Hutvagner a kol., 2008; Diederichs a kol., 2007). Co se tyka biologického poloc¢asu a rozpadu
microRNA, mame zatim malo informaci o degradaci jednotlivych microRNA ve srovnani s biogenezi

(Chatterjeea kol., 2011; Slaby a kol., 2012).

3.3 Zapojeni microRNA v patogenezi nadorovych onemocnéni

Prvni studii, pfi kterych bylo zjisténo zapojeni miRNA v patogenezi nador(, pochazi ze studie
chronické lymfocytarni leukémie. Onemocnéni je nejspise zplsobeno deleci vchromozomalnim
lokusu 13q14. Jedna se o deleci, kterd byla pozorovana uvice nez 50 % pacientl s CLL. Jde
o nejcastéjsi chromozomalni abnormalitu. Studie Calina a kol. (2002) poukazuji, Zze miR-15 a miR-
16, které byly lokalizovany na daném lokusu, mély pozménénou expresi a vétSinou byly u CLL
snizené exprimovany nebo dokonce odstranény. U CLL byl detekovén prekurzor pre-mir-15, coz

poukazovalo na neefektivni miR-15 (Calin a kol., 2002).

Studie Karube a kol. (2005), kterad se zabyvala problematikou zmén u Diceru a komplexu
Drosha.Zményu Diceru a komplexu Drosha, které jsou dilezité komponenty ke zpracovanim
microRNA, souvisi prdvé se zménami jejich exprese. Pro analyzu bylo pouzito 67 vzork( pacientu
s nemalobunécnym karcinomem plic v rliznych stadiich. Z dané studie byly ziskany vysledky, které
poukazuji na jistou korelaci mezi expresi Diceru a komplexu Drosha v NSCLC. Vysledky v dané studii
ukazaly, Ze nizkd exprese Dicerus se vyskytovala u Spatné diferencovanych tumord ve srovnani
s vysSi expresi Diceru. Dicer je potfebny pro zpracovani a generovani plné formy microRNA, proto
tedy nelze vyloucit, Ze by pravé snizend exprese Diceru mohla véstk posttranskripénimu
mechanismu, ktery napfiklad snizoval expresi let-7a také dalSich microRNA u nadorovych bunék.
Pravé hladiny let-7 byly sniZzené u pacientl s karcinomem plic. Diky vysledkiim z dané studie, by
pravé snizena exprese Diceru mohla vést k rozvoji karcinomu plic, protoZe Dicer ma zasadni roli

v biologickych procesech (Karube a kol., 2005).

Podle studie Hanahana a Weinberga (2010) je nadorova burika charakterizovana sesti
zakladnimi vlastnostmi, které se lisi od zdravé nenddorové buriky. Mezi tyto vlastnosti nddorové

bunky patfi sobéstacnost v produkci ristovych faktor(, necitlivost k faktordm zastavujici bunécny
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cyklus, nereaguji na apoptotické mechanismy, neomezeny replikacni potencial, podpora
angiogeneze a schopnost tvorby a Sifeni metastdz. Béhem nasledujicich let dani autofi doplnili
k témto zakladnim informacim dalsi ¢tyfi vlastnosti nadorové buriky. Mezi tyto vlastnosti patfi Unik
pfed imunitnim systémem, deregulace energetického metabolismu, genomova nestabilita, mutace
a nadorem vyvolany zanét (Hanahan a Weinberg, 2000; Hanahan a Weinberga, 2011). Tyto znaky

jsou spolecné pro vSechny nadory.

3.3.1  Necitlivost k signdltm fidici bunécny cyklus

Jednou z vlastnosti nadorovych bunék je necitlivost k signalim, které zastavuji bunéény cyklus.
Nadorové bunky maji zvySenou senzitivitu k nizkym koncentracim rlstovych signalll. Zastaveni
bunécéného cyklu je obvykle zprostfedkovano pomoci proteinu Retinoblastomu a jeho podjednotek.
Na zablokovani exprese genu, které jsou nutné k prabéhu bunécéného cyklu, se podili Rb proteiny,
které jsouv hypofosforylovaném stavu schopny tlumit transkripéni faktory E2F. Pravé vyrazenim Rb
proteind v nadorové burice naptiklad mutaci, deleci ¢i patologickou hyperfosforylaci dochazi
k indukci transkripce genl vedouci k proliferaci prostfednictvim transkripénich faktord E2F.
Transkripni faktory E2F jsou dlleZité regulatory gend, mohou iniciovat proliferaci bunék, tak
i buné&nou smrt. E2F proteiny se podili na regulaci buné&ného cyklu. U&astni se replikace DNA
i progrese bunécéného cyklu. Jsou indukovany na prechodu G1/S faze a vstupu do bunécéného cyklu,
ale geny jsou v nizkych koncentracich exprimovany i béhem klidového stavu. Zakladni klasifikace
gend je na aktivatory nebo represory transkripce na zakladé strukturnich a funkcnich vlastnosti. Osm
gen(ll EF2 kéduji devét hlavnich typl proteint (laquinta a Lees, 2007). Regulace bunécného cyklu ve
spojeni s microRNA je popisovdna na posttranskripéni tirovni. Pomoci fady miRNA dochazi k regulaci
aktivity transkripénich faktord E2F na posttranskripcni drovni. Klastr-miR-17-92, ktery je
lokalizovany na chromozomu 13qg31.1 je dllezZity v integraci signalt béhem G1 faze rozhoduje o tom,
zda budou signaly interpretovany jako proliferativni nebo apoptotické. Dalsim dalezitym klastrem
je klastr-miR-106b-25, ktery je lokalizovany na chromozomu 7q22.1. Transkrip¢ni aktivaci klastru 17-
92 dochazi prostrednictvim onkogenu MYC, soucasné dochazi k tlumeni transkripcnich faktoru E2F
a kontrole hladiny MYC, tim to se vytvofi zpétnd negativni vazba, protoZe dochazi jak aktivaci
onkogenu MYC, tak iaktivace klastru. U nadorovych bunék se setkdvame s vysokou aktivitou

onkogenu MYC, coz vede knaruseni predchoziho kontrolniho mechanismu a vysledkem je
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nekontrolovatelnd bunécna proliferace (Coller akol.,, 2007;). U karcinomu Sstitné Zlazy
a hepatoceluldrniho karcinomu byly detekovany zvySené hladiny miR-221 a miR-222, které pfimo
cili na P27KIP1. Timto mechanismem opét nddorové burky unikaji pfed zastavou bunécéného cyklu
(Chu a kol., 2008; Visone a kol., 2007; Fornari a kol., 2008). V reakci na poskozenou DNA p21Cip1l
indukujici zastavu bunécného cyklu, jsou tlumeny clenové rodiny klastru miR-106b-25 (Petrocca

a kol., 2008).

3.3.2  Angiogeneze

Novotvorba cév je prisné kontrolovdna pro-angiogennimi faktory a anti-angiogennimi faktory.
U nadorovych bunék se setkdavdme s porusenou rovnovahou mezi témito faktory. PFi poruseni
rovnovahy mezi pro- a anti-angiogennimi faktory jsou schopny maligni buriky rychleji rlist, protoze
nadorova tkan ma dostatek kysliku a Zivin. U rfady solidnich nador( byla zjisténa zvysena exprese Ci
aktivace receptorovych tyrozin-kindz nebo receptoru pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor —
VEGFR a rlstovy faktor odvozeny od krevnich desticek — PDGFR. VEGFR hraje kli¢ovou roli v rozvoji
nador(, protoZe usnadriuje novotvorbu a rlst krevnich cév. PDGFR je zapojen do procesl rlstu
pojivovych tkani a hojeni ran (Slaby akol., 2012). Epidermalni rdstovy faktor je ¢lenem rodiny
receptorll erbB. Tento ristovy faktor je exprimovan v fadé lidskych tkani a podili se na regulaci rady
procesu jako je proliferace, diferenciace a vyvoj organismu. Vyznamnou roli v procesu angiogeneze
ma také epidermalni rlistovy faktor EGF. U vétSiny nadorovych bunék byla zvysena funkce receptoru
epidermalniho rGstového faktoru EGFR, u receptorl erbB rodiny, a také u tyrozin kinaz. Abnormalné
zvySenad funkce téchto komponent souvisi progresi a horsi progndzou u nadorovych onemocnéni.
Horsi progndza nadorovych onemocnéni je podpofena odolnosti k chemoterapii a radia¢ni terapii,
pfi nadmérné expresi EGFR, ktera se vyskytuje vtadé solidnich nador( (Cruijsen a kol., 2005;

Webster a kol., 2008).

Na maligni transformaci se podili signdlni draha EGFR a jeji komponenty. Mezi vyznamny
protein zapojeny do této signalni drahy patfi onkogen KRAS, jehoZ aktivace se podili na Uniku
nadorové burky od zavislosti na rlstovych faktorech. Byla popsdana miR-7, kterd je schopna
koordinované regulovat pravé signalni drahu EGFR. Dana problematika byla zkoumana u karcinomu
plic, karcinomu prsu a kolorektalniho karcinomu. Dale pak miR-128b, ktera patfi mezi pfimé

regulatory EGFRu nemalobunééného karcinomu plic (Webster a kol., 2008; Weiss a kol., 2008).
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Zapojeni miRNA v procesu regulaci angiogeneze, bylo také studovano na mysich modelech.
Studované mysi mély pomoci homologni rekombinace u genu Diceru deletované prvni dva exony.
Tento knock-out vedl k podstatnym defektim v angiogenezi v pribéhu embryogeneze. Studie
potvrdila, Ze Dicer je nezbytny pro normalni vyvoj mysi. Zajimavé u studie Yanga a kol. (2005) bylo,
Ze Dicer u mysich embryi vykonava urcitou funkci pfi zpracovani miRNA, ktera reguluje hladiny
exprese nékterych kritickych angiogennich regulator v burice. Mutantni knock-outovana embrya
a jejichZloutkové vaky mély defekty v tvorbé krevnich cév. Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze Dicer
mUze hrat roli v regulaci angiogeneze embryi, prostfednictvim zpracovani miRNA (Yang a kol., 2005).
Dulezitymi faktory pti angiogenezi jsou faktory indukované hypoxiiHIF. JelikoZ nadorové buriky jsou
spojeny s hypoxickym prostfedim, které vede k nekrdze a aktivaci signdlnich drah zavislych pravé na
HIF. Aktivace endotelidlnich bunék angiogennimi faktory vede k proliferaci a tvorbé novych cév.
U narodovych bunék dochazi k neovaskularizaci, diky které je umoznéno takovymto burikdm rychleji

rGist. Rada studii poukazuje na zapojeni miRNA do regulace téchto procesd.

Studie Kulshreshtha a kolektivu (2007), kterd byla zaloZzena na mikrocipovém profilovani
poukazala, Ze nékteré miRNA (miR-23, -24, -26, -27, -103, -107, -181, -210, -213) jsou indukovany
pfi nedostatku kysliku. Hypoxie je jednim z modulator( exprese jednotlivych miRNA. Zajimavosti je,
e vétiina miRNA indukované hypoxii jsou nadmérné exprimovanév riiznych typech nadord. Rada
miRNA mUzZe fungovat tak, Ze bud spinaji v burice anti-apoptoticky program, ktery vede k jejimu
preZiti nebo mohou fungovat na programu angiogeneze. Mezi miRNA, které pravdépodobné spinaji
anti-apopticky program se fadi miR-23, miR-107, miR-210. V nadorovych bunkach miR-126 pfimo
reprimuje expresi VEGF-A a indukuje zdstavu bunééného cyklu v G1 fazi. VSe bylo studovano
u modelu karcinomu plic, jak in vivo,tak iin vitro. Studie odhalila, Ze miR-126 mUZe mit funkci
nadorového supresoru (Kulshreshtha akol., 2007; Slaby akol., 2012). MiR-126 je pfirozené
komplementarni k VEGF a touto interakci je schopna inhibovat expresi VEGF v burikach nadoru.
Vysledky studii poukazuji na snizenou expresi miR-126 v fadé nadorovych linii prevazné u karcinomu
plic, kdy ve studii byly pouZity bunécné linie karcinomu plic SPC-A1, Y-90 a A549. V bunkach A549
byla exprese miR-126 nizka. Podle vysledk( dané studie absence miR-126 v burikach A549 souvisela
s vysokou Urovni exprese VEG-A. Po umélém navysSeni exprese miR-126 bylo pozorovano celkové
snizeni plicni nddorové masy. Liu a kolektiv (2009) zjistili, Ze miR-126 by mohla byt slibnym voditkem
pfi |écbé nadorl plic. V dané studii byla pomoci lentiviru zprostfedkovdna exprese miR-126 ata
nasledné inhibovala expresi VEGF-A proteinu, bunéénou proliferaci a tim rlist nadoru, jak in vivo, tak

in vitro. Jinak je tomu vsak s expresi dané miRNA v endotelidlnich burikdch, kdy byla hladina miR-
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126 navysSena v pribéhu angiogeneze. MiR-126 byla zkoumana in vivov modelovém organismu
zebrafish, protoze u daného organismu neni potieba pro zivotaschopnost fungujici kardiovaskularni
systém v pokrodilejsich stadiich embryogeneze. Studie poukdzala, Ze v endotelidlnich burikach
béhem angiogeneze je exprese miR-126 nejen zvySena, ale také je schopna reprimovat negativni

regulatory signalni drahy VEGF (Kulshreshtha a kol., 2006; Liu a kol., 2009; Fish a kol., 2008).

3.3.3  Neomezeny replikaéni potencial

Mezi dalsi vlastnost nddorové burky patfi neomezeny replikaéni potencial. Bunécné starnuti neboli
senescence je reakci burniky na stresové signaly. Senescence je fyziologicky proces. Klicovou roli
v procesu senescence hraji p53, p16INKa. Rb, p53 a p16INKa jsou zapojeny do protinddorového
mechanismu buriky. Problémem je, Ze u obnovitelnych tkani, kde je zapojena fada mechanism{ jako
jsou opravy, regenerace a schopnost obnovy, dochdzi k vyssimu riziku vzniku hyperproliferativnich
onemocnéna, jimz mlze byt napfiklad rakovina. Pro vznik nddorového onemocnéni je dilezitym
krokem sifeni somatické mutace, ktera byva pravdépodobné ziskana béhem replikaci DNA. Obranny
mechanismus pak tvofi tumor supresorové geny. Mame radu podnétd, které vyvolavaji senescenci
buriky, jako jsou genetické defekty, zmény exprese proteinl ¢i epigenetické zmény, které jsou
zpUsobeny farmakologickymi Cinidly. Jiz zminéné odlisné podnéty urychlujici senescenci bunky jsou
regulovany pomoci p53 a Rb tumor supresorovych proteinti (Campisi, 2005). Nezbytnou funkci
proteinu p53 je reakce na senescenci na kratkych telomerach, poskozeni DNA a ddle pak zvySena
exprese nékterych nadorovych supresorovych gend. Je znaény rozdil mezi apoptdzou a senescenci.
| pfrestoZe jsou tyto dva déje v kritickych krocich fizeny pomoci p53. Pfi apoptdze dochazi
k odumirani poSkozenych nebo potencialnich onkogennich bunék. Naopak senescence je procesem,
kdy dochazi k zastaveni proliferace takovychto bunék, ale nedochdzi k odstranéni tkani. Je fada
hypotéz, jak dochazi ke starnuti bufiky. Jednou z nich je funkce syntézy DNA, nedostatek telomerazy,
ktera ma funkci pridavani telomerazovych repetic pfimo na telomery. Primarnim mechanismem,
ktery byl zkoumam po radu let, bylo pravé replikacni starnuti neboli zkracovani telomer. Bylo
zjiSténo, Ze starnuti neni omezeno pouze na replikacni vycerpani. Starnouci fenotyp bunék je
vyvolan fadou stimull, jako jsou mitogenni signaly, expresi onkogenu, poskozenim DNA (i
zkracovanim telomer. Pro reakci na tyto stimuly v procesu senescence je potieba p53. Zminéné

stimuly mohou byt aktivovany naptiklad oxidativnim stresem buriky, kdy dochazi k poskozeni DNA.
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MuzZe dochazet unékterych pripaddk zrychlenému zkracovani telomery, ale nemusi tak byt vzdy.
Jednim z vyjmenovanych stimul( jsou pravé onkogeny, které mohou vyvolat nezavislé starnuti
telomer v reakci na onkogeny, z nichZjsou pravé aktivované RAS a RAF (Itahana a kol., 2001).
Spolecnym rysem téchto stimul( je, Ze usnadnuji nddorovou transformaci a jsou jejim potencialnim
induktorem. Jak je jiz zminéno vyse, tak u stdrnouciho fenotypu dochazi k nevratnému zastaveni
bunécné proliferace. U starnoucich bunék dochazi ke zméné metabolismu a morfologie. P53 patfi
mezi dulleZité reguldtory reakce. Studie ukazuji, Ze inaktivace proteinu p53 nebo pRB vede
k prodlouzeni replikacniho potencidlu bunék, pokud dochazi k inaktivaci obou protein(, prodluzuje
se replikacni potencial ve vétsi mife. Pokud je protein p53 nefunkéni, nepodafise burikdm dojit
k senescenci. Dany déj je typicky pro bunky, které nadmérné exprimuji onkogenni RAS a déle také
zvysSend exprese transkripéniho faktoru E2F1. Protein p53 detekuje zkraceni telomer, pomoci
podobného mechanismu, ktery vyuziva pfi detekci poskozené DNA. V senescenci hraji klicovou roli
i miRNA, které jsou aktivované pomoci p53. Na modulaci signalni drahy E2F se podili rodina miR-34

(Slaby a kol., 2012; Negrini a kol., 2009).

3.3.4  Apoptoéza

Apoptdza je dulezity fyziologicky déj, ktery se uplatiiuje v mnoha biologickych procesech jako je
udrzeni homeostazy ¢i v pribéhu vyvoje organismu. Na procesu apoptdzy se podili fada stimul,
z nichZ jedny mohou byt apoptotické signaly, které pfichazi bud z vnitiniho prostiedi buriky, nebo
z extracelularniho prostfedi. Za signaly pfichazejici z vnitfniho prostfedi, které radime mezi
apoptotické signaly, patfi aktivaci onkogen(, reaktivni kyslikové radikdly ¢i poskozeni DNA. Za
extraceluldrni stimuly lze povaZovat napfiklad faktory smrti jako TNFa, TRAIL, FAS ligand, ztrata
signalu podporujici prezivani bunék. Pro proces apoptézy jsou dulleZity kaspdazy, které se uvnitf
buniky nachazi v neaktivni formé. K aktivaci kaspaz dochazi pomoci pro-apoptickych signall. Poté
nasleduje fada kroku, které vedou k apoptdéze dané buriky. Co se tyka role miRNA v procesu
apoptodzy, tak nékteré studie potvrzuji regulacni vyznam miRNA u apoptdzy (Hanahan a Weinberg,
2000; Hanahan a Weinberg, 2011; Slaby a kol., 2012). Za studovanou miRNA ve spojeni danou
problematikou byla rodina miR-34 ajeji ¢lenové miR-34a, miR-34b a miR-34c. MiR-34a je
prepisovana z vétsi transkripéni jednotky lokalizované na chromozomu 1p36. MiR-34b a miR-34c

jsou generovany z bicistronického transkriptu na chromozomu 11g23. Je zndmo, Ze protein p53 je
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tumor-supresor, ktery aktivuje fadu gend, které kdduji proteiny a ridi bunécny cyklus. Protein p53
byva casto mutovany u nadorovych bunék. Je zjisténo, Ze reguluje rodinu miR-34, pravé proto
v nadorovych bunkach mohou byt nalezeny miR-34 ve snizené hladiné zplsobenou mutaci p53 i
epigeneticky. Bylo zjiSténo, ze k miR-34a se vaie p53 prostiednictvim promotorového elementu
genu pro danou miRNA. MiR-34am(ze byt vnimana jako pro-apopticky transkripcni cil p53, protoze
bylo zjisténo, Ze inaktivace miR-34a znemozniuje apoptdzu, kterd by byla zavisla na p53. Lze fict, Ze
exprese rodiny miR-34 odrazi stav p53. Jako dalsi z cilu miR-34 a byl identifikovany BCL2 (Bommer
a kol., 2007; He a kol., 2007; Hermeking, 2007; Tarasov a kol., 2007). MiR-34a je také negativnim
regulatorem N -MYC protoonkogenu, coZ bylo zjiSténo na zakladé studii, kdy u bunék neurolastomu
s amplifikovanym MYCN byla detekovana ztrata miR-34a, pravdépodobné zplsobené delaci oblasti
1p36. Pokles spontanni apoptdzy vykazovaly kmenové embryondlni buriky, které postradaly gen pro
miR-34. Na zakladé zjisténych poznatkl a studii o rodiné miR-34, Ize tuto rodinu miRNA povaZovat
za nadorové supresory, které jsou zapojeny do regulace apoptdzy (Raver-Shapira a kol., 2007; Chang
a kol., 2007; Welch a kol., 2007; Wei a kol., 2008). Dalsimi miRNA jsou miR-15 a miR-16, které se
uplatniuji jako regulatory anti-apoptotického BCL2, ktery patti do rodiny proteind, které maji jak pro-
apoptotické, tak i anti-apoptotické geny. Tyto geny se zasadné podili na regulaci vnitfni drahy
apoptézy. Dalsi vyznamnou miRNA, ktera je zapojena do procesu apoptdzy je miR-133. Jednd se
o miRNA, ktera jako jedina je schopna sniZovat hladiny kaspazy 9 (Cory a kol., 2002; Danial a kol.,
2004; Xu a kol., 2011; Lynam-Lennon a kol., 2008).

3.3.5 Sifeni metastaz

Sifeni metastaz v organismu je nékolikastupriovy proces. MicroRNA mohou ovliviiovat jednotlivé
kroky tohoto procesu, ato bud Ze jednotlivé microRNA tento proces podporuji nebo potlacuji.
Proces epitelialné-mezenchidlni tranzice je charakterizovan redukci bunéénych adhezi, zménou
polarizace epitelidlnich bunék. V procesu invaze arozvoje metastatického potencidlu

u transformované nadorové buriky ma velky vyznam praveé epitelidlni-mezenchiaini tranzice.

Rodina miR-200 ma potencial negativné regulovat ZEB1/2 a tim inhibovat EMT. Bracken
a kolektiv (2008) zjistili, Ze mezi rodinou miR-200 a ZEB1/2 existuje regulacni smycka, jenz umoznuje
presnou kontrolu nad epitelidlné-mezenchialni tranzici. Zahajeni metastatické kaskady by mohlo byt

zplUsobeno pravé snizenou expresi miR-200, coz by vedlo k sepnuti EMT u nadorovych bunék.
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ProtoZze ma rodina miR-200 schopnost tlumit ZEB1/2 a tim inhibovat EMT, tak je schopna inhibovat
pocatecni stadia kaskady metastazi a tim plsobi proti-metastaticky, ale u nadorovych bunék, jez
jsou jiz v pokrocilych stadiich, plisobi pro-metastaticky a dany proces podporuje. Proti-metastatické
ucinky ma miR-31, kterd pusobi na vSech urovnich v procesu tvorby metastaz. MiR-31 reguluje
rozdilné cilové mRNA. Dalsi geny, které jsou posttranskripéné tlumeny pomoci miR-31, jsou RDX,

ITGA5 a RHOA (Gregory a kol., 2008; Park a kol., 2008; Bracken a kol., 2008;Dykxhoorn, 2010).

Mir-122 patfi mezi nejvice zastoupenou microRNA v jaterni tkani. Pfedstavuje pfiblizné 70
% z celé skupiny miRNA. Radi se tedy mezi jaterné specifickou miRNA, ale byla nalezena i v srdci.
Funkce miR-122 byva u primarnich nadorl specificky potlacena, coZ souvisi s horsi progndzou
daného onemocnéni. Pokud dojde ke ztraté miR-122, dochazi ke zvySeni migracniho a invazivniho
potencialu bunék hepatoceluldrniho karcinomu. Dana studie byla zakoncéena zdvérem, ze miR-122

je dalezitym faktorem v procesech migrace a invaze (Coulouarn a kol.,2009).

Proti-metastatické ucinky ma miR-31, kterd plsobi na vSech Urovnich v procesu tvorby
metastdz. MiR-31 reguluje rozdilné cilové mRNA. Dalsi geny, které jsou post-transkripéné tlumeny

pomoci miR-31 jsou RDX, ITGA5 a RHOA (Dykxhoorn, 2010).

34 Prognosticky a prediktivni vyznam microRNA u pacient(
s NSCLC

Jednim ze zavaznych nadorovych onemocnénije karcinom plic, ktery je nejcastéjsi pri¢inou umrti na
onkologické onemocnéni. Jeden z faktor( pfipivajicik rozvoji karcinomu plic je koureni tabakovych
produktd. Pfiblizné u 80-90 % kuraku se pozdéji rozviji karcinom plic. Riziko nemocnéni se nasledné
zvySuje u celoZivotnich kurakd, kdy se dané riziko muiZze zvySovat 20x-30x vice ve
srovnanis nekufakem. Polycyklické aromatické uhlovodiky a nitrosaminy obsaZeny v tabakovém
koufi radime mezi specifické karcinogeny. Nitrosaminy z toxikologického hlediska predstavuji
nejskodlivéjsi ¢asti tabakového koure. Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou v organismu ¢lovéka
metabolizovdny na reaktivni substance adiky tomu maji prokancerogenni charakter. Pro
onemocnéni jako je karcinom plic, je ptiznacné, Ze pfiblizné tfi Ctvrtiny onemocnéni je
diagnostikovdno v pokrocilém a ¢asto v neoperatibilnim stadiu. Tento poznatek je negativnim

faktorem pro dlouhodobé prezivaniu pacientll s karcinomem plic. Pro |é¢bu rGznych typl nadord
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mame fadu postupll od chemoterapie, radioterapie az po cilenou biologickou IéCbu. Existuji dvé
hlavni formy karcinomu plic, malobunéény karcinom neboli SCLC (small cell lung cancer)
a nemalobunécény karcinom plic NSCLC (non-small cell lung cancer). S malobunéénym karcinomem
plic se setkavame asi u 20 % pacientu s karcinomem plic, ale u nemalobunééného karcinomu se
jedna az 080 % pacientl s karcinomem plic. Nemalobunécény karcinom je dale pak ¢lenény na
podtypy jako jsou adenokarcinomy, dlazdicobunéény (skvamozni, epidermatoidni) karcinom
a velkobunécny karcinom. Rozdily mezi malobunéénym a nemalobunécénym karcinom jsou znacné.
U malobunééného karcinomu miizeme pozorovat rychly rlst avyssi citlivost k radioterapii Ci
chemoterapii, naopak pro nemalobunédény karcinom, aZ na jisté vyjimky, je typicky pomalejsi rist
a horsi odpovéd na chemoterapii a radioterapii (Minna a kol., 2002;Skfickova a kol., 2008; Zhu a kol.,

2016)

Jako u fady nadorovych onemocnéni, tak i u karcinomu plic ma velky vyznam identifikace
specifickych profili miRNA a nasledné jejich detekce v ¢asnych stadiich onemocnéni. Casto dochazi
ke srovnavani krevnich sér zdravych jedinc a pacientl s karcinomem plic. Pfikladem muzZe byt
exprese miR-1254 a miR-574-5p, které mély zvy3ené hladiny v séru u pacient(l s ¢asnym stadiem
nemalobunééného karcinomu plic (Foss a kol., 2011). Dalsi studie poukazuje na skupinu rliznych
sérovych microRNA, které mély u dlouhodobé preZivajicich pacientd pozménénou expresi.
Experimenty ukazaly, Ze microRNA v plazmé nejsou vazdny na zadné buriky a nejsou ani spojeny se
zbytky bunécnych struktur (Mitchell akol., 2008). MicroRNA se v plazmé vyskytuji jako volné
molekuly. Podstatné je, Ze profily exprese cirkulujicich miRNA souvisi s riznymi patologickymi, jako
jsou nejen nadorova onemocnéni. Vyznamna prace Mitchella a kolektivu (2008) pfispéla k rozvoji
potencialniho vyuzZiti cirkulujicich miRNA jako nadorovych biomarkerl vkrevnimséru. Byla
zkoumadna stabilita microRNA v krevni plazmé. MicroRNA, které jsou pfitomny v krevni plazmé
v urcité podobé, jsou zde chranény pred ucinkem endogennich ribonukleaz, nasledné nepodléhaji
biodegradaci pti opakovaném zmraZeni a rozmrazeni, jsou tedy stabilni i za laboratorni teploty po
dobu 24 hodin. Srovnani hladin microRNA mezi krevni plazmou a sérem bylo také studovéno,
protozZe slozeni krevni plazmy a krevniho séra se lisi. Bylo zjiSténo, Ze vysledky hladin miRNA
ziskanych z krevni plazmy a krevniho séra vzajemné koreluji (Mitchell a kol., 2008). Studie Zhu
a kolektivu (2016) se zabyvala cirkulujicimi microRNA v krevni séru pacient s NSCLC, jejich vysledky
poukdzaly na zvysenou hladinu miR-182, miR-183, miR-210 a na snizenou hladinu miR-126 ve

srovnani se zdravou kontrolou (Zhu a kol., 2016).
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Bylo studovano pét microRNA miR-155, miR-17-3p, let-7a-2, miR-145 a miR-21, jenz byly pouZity pro
dalsi analyzu preziti pacient(l s kacinomem plic. Divod pouZziti danych miRNA byla odlisna exprese
v nddorové plicni tkdni oproti nenadorové plicni tkani. Pro kazdou z téchto péti miRNA byl vypocten
pomér exprese karcinomu plic s odpovidajici expresi zdravé plicni tkdané a nasledné byly
klasifikovany v zdvislosti na poméru exprese. Byla pouzita analyza preziti Kaplan-Meier. Vysledky
ukdzaly, Ze pacienti s adenokarcinomem s vysokou expresi miR-155 nebo s nizkou expresi let-7a-
2 méli horsi preZiti ve srovnani s pacienty s nizkymi hodnotami exprese miR-155 a vysokymi
hodnotami let-7a-2. Byla provedena RT-PCR, pro potvrzeni prognostického vyznamu miR-155 alet-
7a-2u pacientl s adenokarcinomem (Yanaihara akol., 2006). V dané studii bylo zjisténo, Ze
molekularni profil miRNA v plicnim adenokarcinomu koreluje s prezitim pacientd. Vysledky dané
studie mély poukdzat na to, Ze expresni profily jednotlivych miRNA mohou byt pro nas

prognostickyma diagnostickym voditkem u |é¢by karcinomu plic (Yanaihara a kol., 2006).

Ve studii Davidsona a kol. (2010) byla pozorovana snizena exprese miR-218 u obou podtypu
NSCLC, ato v spinocelularnim karcinomu a adenokarcinomu (Davidson a kol., 2010). Exprese
miR-218 byla vyrazné snizena u pacientl koufricichtabdkové produkty. Dané zjisténi nam poskytuje
podporu tvrzeni, Ze miR-218 by mohla byt zapojena do karcinogeneze zplisobené tabdkem. Vysledky
ukazuji, Ze koureni tabdkovych produktll ma vliv na genovou expresi bronchidlniho epitelu
v dychacich cestach. Ve studii bylo zjisténo, Ze miRNA je zapojena do regulace genové exprese
vreakci na cigaretovy kouf v dychacich cestdch. Pfi expozici bronchidlni epitelidlni burky
cigaretovému extraktu doslo ke snizeni hladiny miR-218 (Schembri a kol., 2009; Davidson a kol.,

2010).

Raponi a kolektiv (2009) se snazili identifikovat expresni profily miRNA u spinocelularniho
karcinomu plic. Podle studie byly ¢lenové klastru miR-17-92 vysoce exprimovany v plicnim
spinoceluldrnim karcinomu. ZvySena exprese v nadorové tkani byla pozorovana i u miR-106a-363,

miR-93-106b a miR-182-183 (Raponi a kol., 2009).

Studie Yu akol. (2010) se zabyvalacasnym odhalenim  adenokarcinomu
a dlazdicobunécného karcinomu. U pacientl vyuZila panelu miRNA, jenz by mély byt pfitomné ve
sputu pacienta. Podle vysledkd byly nalezeny miR-21, miR-182, miR-200ba miR-375 se zvysenou
hladinou a sniZzena hladina byla pozorovdna u miR-486, miR-126 a miR-145 u adenokarcinomu ve

srovnani se zdravou tkani. Pro odliSeni adenokarcinomu od zdravé nenadorové tkané byly ze sputa
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vybrany miR-21, miR-486, miR-375 a miR-200bs 80,6 % senzitivitou a 91,7 % specifitou (Yu a kol.,
2010).

Ve studii Xinga a kol. (2010) se snazili o identifikaci miRNA, jenZ by mohly mit vyznam jako
biomarkery pro studium raného stadia spinoceluldrniho karcinomu plic. Mezi microRNA, jenz mély
zvySenou expresi u dlazdicobunécného karcinomu oproti nenadorové kontrole, patfily miR-205,
miR-210 a miR-708. Tyto tfi miRNA byly analyzovany ve sputu. V dané studii vykazovaly miR-205,
miR-210 a miR-708 nejlepsi predikci pro rozliseni pacientll s dlazdicobunéénym karcinomem od
zdravych jedincl s96% specifitou a73% senzitivitou. Snizené mnozstvi bylo pozorovano
u dlazdicobunééného karcinomu u miR-126, miR-139 a miR-429 ve srovnani se zdravou kontrolou

(Xing a kol.,2010).

Tab. 1: Deregulované microRNA v plicni tkdni v nejméné dvou nezavislych studii. Pfevzato ze Slaby

a kolektiv, 2012.

Yanaihara Yu Yanaihara Raponi Xing

miR-21 ™ ™ T

miR-155 ™ T

miR-182 ™ T

miR-191 ™ T
miR- 203 ™ T

miR-205 ™ T
miR-210 ™ ™ T T
miR-126 d d N2
miR-224 N N2 T

miR-145 NE NE

Zvysend hladina v nadorové tkani

Snizend hladina v nadorové tkani {,
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3.4.1 MicroRNA-21

MiR-21 byla jednou z prvnich microRNA, ktera byla objevena v lidském genomu (Cai a kol., 2004).
Soucasné studie poukazuji, Ze miR-21se chova jako onkogenu, protoZe potlacuje funkci nékolika
tumor supresorovych genl, a nasledné podporuje rist a invazi nadorovych bunék a dalsi Sifeni
metastaz (Qian a kol., 2009). Je vhodnym kandidatem pro studie a zkoumani. Vyskytuje seu Sirokého
mnozstvi solidnich nadord. Ve vétsiné typd nadord byla miR-21 vysoce exprimovana (Selcuklu a kol.,
2009). Studie na bunkach glioblastomU poukazala, Ze pfi zvySené expresi se miR-21 chova jako
antiapoptoticky faktor. Inhibice miR-21 vedla k aktivaci kaspaz, coz naslednépfispélo k apoptotické

smrti bunék v rGznych bunécénych liniich glioblastomu (Chan a kol., 2005).

PTEN a RECK patfi mezi vyznamné reguldtory mnohostupriového vzniku plicniho karcinom,

dale také patfi mezi pfimé cile miR-21 (Xu a kol., 2014)

Do jisté miry je do rozvoje rakoviny zapojena signalni draha PTEN/PI3K. Svoji aktivitu PTEN
protein ztraci mutaci, delaci nebo metylaci promotoru. Studie Blanco-Aparicioa kol. (2007) zjistila
na mysich modelech, Ze exprese AKT nejen obnovuje onkogenni tumorogenezi, ale zaroven zvysuje

nadorovou agresivitu (Blanco-Aparicio a kol., 2007).

Shen a kol. (2014) zjistili, Ze zvySena exprese miR-21 asnizena exprese proteinu Pten
v nddorovych tkanich u pacientli s nemalobunécnym karcinomem plic negativné koreluje s kratSim
intervalem bezpfiznakového obdobi (DFS). Pomoci gRT-PCR zjistili, Ze na rozdil od normalini tkané
méla nddorova tkan vyssi expresi miR-21. Pomoci imunohistochemie a imunoblotingu byl zkouman
vztah mezi expresi miR-21 a Pten. Pten protein patfi mezi dilezité cile miR-21. Zjistili, Ze ve srovnani
normalni tkdné s nddorovou bylo mnoZstvi Pten proteinu znacné snizené v nadorové tkani. Naopak
pfi nizkych hladinach miR-21 tkanich je exprese Pten proteinu zvySena. Tyto vysledky poukazuji na
nepfimou Umérnost hladiny exprese miR-21 a urovné Pten proteinu v tkdnich nemalobunééného

plicniho karcinomu (Shen a kol., 2014).

Studie Wei a kolektivu (2001) ziskala vysledky za pouziti RT-PCR, ve kterych se miR-21
v krevni plazmé jevi jako vyznamny biomarker v pfedcasné diagnostice NSCLC a také jako prediktivni
biomarker senzitivity k chemoterapii cisplatinou. Dana studie byla zaméfena predevsim na méreni

plazmatické hladiny miR-21, ktera urcovala vztah k casné diagnostice NSCLC (Weia kol., 2001).
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3.4.2 MicroRNA-126

MiR-126 byla identifikovana jako prognosticky faktor u nékterych typu solidnich nadort. Studie
ukazaly, Ze miR-126 je exprimovana v endotelu. Pro prognézu onemocnéni u pacientu s NSCLC je
dané zjisténi velice vyznamné. MiR-126 ma znacny vliv na angiogenezi. U NSCLC byla prokazana ko-
exprese s vaskularnim endotelidlnim rlstovym faktorem. Dalsi studie poukazaly na vliv miR-126 pfi
inhibici rGstu nadorovych bunék. Uroveri exprese miR-126 koreluje se $patnym preZitim. Vyznam
a exprese miR-126 se mlze u rlznych typl nadorového onemocnéni lisit, ale je ziejmé, Zekde
nalezneme sniZzenou expresi miR-126, tak zde pravdépodobné plsobi jako potenciondlni nadorovy

supresor (Lgnvik a kol., 2014).

Lanvik a kol.(2014) studovali prognostickou hodnotu regulatord microRNA Diceru a Droshi
v nemalobunééném karcinomu plic. Tim, Ze se Dicer, Drosha a miRNA podileji na diferenciaci a rdstu
buriky, a tak mohou mit vliv na tumorogenezi. Dalsi studie, které se zabyvaly Dicerem nebo Droshou
potvrdily, Ze tyto dva regulatory v drahdch miRNA maji pozitivni ¢i negativni ucinek v nadorové
transformaci. Ve studii bylo zjisténo, Zze zvySend exprese Diceru je spojovana s lepsi progndzou. Pro
mnoho typl nadoru je miRNA sniZzené exprimovana, coz poukazuje na tumor supresorové ucinky
miRNA. Je znamo, Ze VEGF patfi mezi dulezité faktory angiogeneze. Podle soucasné studie Kenneth
Lonvik a kolektivu (2014), Ze exprese Drosha a miR-126 naznacovala Spatné prezivani pacient(. Bylo
zjisténo, Ze DROSHA nepatti mezi dobré prognostické ukazatele celkového preZiti u pacientd, jelikoz
ucinky Drosha mohou byt ovlivnény rdznymi miRNA zapojenych do nadorové angiogeneze. In vitro
experimenty prokazaly, Ze pouze Dicer sniZuje angiogenezi. Vysledky studie, za pouZiti
imunohistochemie poukazuji na rlznou pfitomnost Diceru a Drosha u naddorovych bunék. Je také
mozZné, Ze tyto dva enzymy by mohly byt dllezZité pro rozvoj nemalobunécéného karcinomu plic

(Lgnvika kol., 2014).

Pomoci bioinformatikybyla identifikovana cilovd doména miR-126 EGFL7 neboli
epidermalni ristovy faktor. Tento faktor je zapojen do proces( migrace bunék, do fady bunécnych
reakci a tvorbé krevnich cév. Cilem Suna a kol. (2010) bylo zjistit potencionalni vztah mezi proliferaci
bunék plicniho karcinomu a miR-126. VétSina studii, zabyvajicich se miR-126 ve spojitosti
s nddorovym onemocnénim, potvrdila, Ze miR-126 hraje klicovou roli v tvorbé nador(, ale také
v progresi nadoru a metastaz. Studie Zhanga a kol. (2008) poukazala, Ze MiR-126 se cilené zaméruje

na IRS-1 (inzulinovy receptor-substrat 1) u bunék rakoviny prsu (Suna a kol., 2010).
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Jak jiz bylo zminéno na zacatku, tak EGFL7 je epidermalnim rlstovym faktorem. V fadé
védeckych vyzkumuUbyl EGFL7 identifikovan jako udajny sekrecni faktor, ktery je produkovan
burikami cévniho endotelu. JelikozZ je produkovan burikami cévniho endotelu je vysoce exprimovan
v endotelidlnich bunkach a vaskularnich tkanich ataké hraje jistou roli vregulaci vaskularni
tumorogeneze. Byla pouzita reportérova konstrukce, kterd nam ukdzala, Ze 3'-UTR EGFL7 mél pfimé
vazebné misto pro miR-126, proto se tym védc( spolu se Suna (2010) domniva, Ze inhibice
proliferace bunék u nemalobunécného karcinomu plic miR-126, by mohla byt zprostfedkovana
pomoci exprese EGFL7. Vysledky studie Suna a kolektiv (2010) zjistily pomoci pritokové cytometrie
kvantitativni RT-PCR a Western blottingu zvySenou produkci EGFL7 pii nadmérné expresi miR-126

v lidskych bunkach nemalobunécéného karcinomu plic (Suna a kol., 2010; Zhang a kol., 2008).

343  MicroRNA-155

Bylo zjisténo, Ze rizné druhy rakoviny, kardiovaskularnich chorob ¢i virovych onemocnéni je spojeno
s deregulaci miR-155. MiR-155 je zapojena iv procesech zanétu. M4 klicovou roli v modulaci
bunécéné ahumoralni imunitni odpovédi. MIiR-155 je vice exprimovana v aktivovanych
B a T burikach, makrofazich a dendritickych burikach. O'Connell a kolektiv (2007) studovali pomoci
mikrocipové technologie identifikaci microRNA, které byly indukovany v primarnich mysich
makrofazich po vystaveni cytokinu INF-beta v pfipadé miR-155 doslo k navyseni exprese. Mir-155
ma vyznam i u neoplastickych chorob, bylo zjisténo, Ze je jednou z vyznamnych miRNA postalcujici
apoptozu u lidskych T bunék leukémie Jurkat a v MDA-MB-453 bunék rakoviny prsu (O'Connell
a kol., 2007)

Mezi pfimé cile miR-155 patti nékolik transkripénich gend kédujicich transkripéni regulacni

proteiny, proteinové receptory, kinazy, jaderné a vazebné DNA proteiny (Faraoni a kol., 2009).

Je zndmo, Ze miR-155 ma funkci onkogenu. Toto zjisténi by mohlo identifikovat spojeni mezi
zanétem a rakovinou (O'Connella a kol., 2007). Zména v expresi miR-155 jsou velice zasadni. Dana
miR je zapojena v rliznych biologickych, fyziologickych ale i patofyziologickych procesech, jako je
krvetvorba, ale i zanétech ¢i v imunité (Faraoni a kol., 2009). Dosavadni studie exprese miR-155 jsou
odliSné. Nékteré studie prokdzaly, Ze zvySena exprese miR-155 souvisi se Spatnym pirezivanim

u pacientl s nemalobunéénym karcinomem plic. Na druhou stranu jiné studie nepotvrdily néjak
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zasadni vyznam pozménéné i zvySené exprese miR-155 s preZivanim u pacientl

s nemalobunéénym karcinomem plic.

3.4.4  MicroRNA-182

MiR-182 patfi mezi dals$i miRNA, jenZz ma u nemalobunécného karcinomu plic pozménéné hladiny
exprese. U nadorovych bunék funguje miR-182 jako onkogenni miR, coz vede k zvySené proliferaci
téchto bunék. MiR-182 je také zapojend do procesu lékové rezistence, proto jsou zde jisté
domnénky, Ze pravé pozménénd exprese dané miRNA, a to predevsim zvysend exprese by mohla
souviset s odolnosti NSCLC na chemoterapii, i prestoze pfesny molekularni mechanismus zapojeni

dané miRNA do rezistence ndm zatim neni znam (Ning a kol., 2014)

Na ovlivnéni transkripce i translace rady gen( a nasledné modulaci fady signalnich drah se
podili nadorovy supresor PDCD4, ktery je dlileZity pro programovanou bunécnou smrt. Zatim nejsou
prilis prozkoumadny cesty regulace toho supresoru, ale byly identifikovany nékteré miRNA jako miR-
21, které se pfimo zaméruje na PDCDA4. Exprese PDCD4 muze byt negativné regulovana pravé miR-
21 u nadoru prsu prostaty a vajecnik( (Ning a kol., 2014). V dalsi studii bylo prokazano, ze PDCD4 je
pfimym cilem miR-182. Bylo zjiSténo, Ze miR-182 ma zvySenou expresi, zatimco nadorovy supresor
PDCD4 je snizené exprimovan v nadorovych bunécnych linii karcinomu plic. Vysledky studie ukazaly,
Ze v bunkach adenokarcinomu plic je miR-182 onkogenni miRNA a hraje roli jako negativni regulator

PDCD4 (Wang a kol., 2014).

Souvislost mezi danym nadorovym supresorem PDCD4 a miR-182 je takova, Ze dana miR
nejspise mlze hrat roli v chemorezistenci A549 bunkach a to tak, Ze snizené exprimuje PDCD4. Pfi
srovnani hladin miR-182 v bunécné linii lidského karcinomu plic A549 a bunécéné linie NHBE, kdy tato
linie predstavovala normalni bunky epitelu lidskych bronchd, byla ve vysledku zjisténa zvysena
hladina miR-182 v bunécné linii A549 ve srovnani s bunécnou linii NHBE. Tyto vysledky mohou byt
vyuzity pfipotencionalni [écbé nemalobunécného karcinomu plic (Ning et al., 2014). Dalsi studie
poukazuje na miR-182, kdy byla jeji exprese zvySené exprimovana v adenokarcinomu, tak

i v dlazdicobunééném karcinomu (Guana kol., 2012).
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3.4.5 MicroRNA-203

Protein kindza C (PKC) je serin/threonin kinaza, ktera je zapojena do proces( jako je prenos signald,
predevsim téch, které se podili na proliferaci, diferenciaci a apoptdze. Rodina Protein kindaz
C zahrnuje nékolik isoforem. Jednouz téchto isoforem je protein PKCa, jehoz hladiny jsou vyznamné
zvySeny u bunécénych linii NSCLC-H1355, A549, H1703, H157 a H1155 ve srovndni s burikami epitelu
plicNHBE. Naopak hladiny exprese miR-203 byly vyznamné snizené v tkani karcinomu plic
v porovnani snormalni tkdni plic. MiR-203 ma vliv na regulaci bunécné proliferace, apoptdzy
a migraci bunék plicniho karcinomu. Vysledky dané studie ukazuji, Ze miR-203 reguluje expresiPKCa,
jak na drovni transkriptu, tak i na Grovni proteinu. Na zakladé vysledk( Wanga a kolektivu (2013) byl
PKCa identifikovany jako jeden z cild miR-203. Podle vysledkd dané studie, lze Fici, Ze navySenim
exprese miR-203, by vedlo k umlceni PKCa, coZ by mohlo byt vyuZité v terapii karcinomu plic (Wang

akol., 2013).

Jako jeden zcild miR-203 byl identifikovdn gen LASP-1. Bylo zjisténo, Ze LASP-1 byva
nadmérné exprimovan v primarnich tkdnich NSCLC a bunécnych liniich. Dana exprese uzce
korelovala s velikosti nadoru ataké zvysena exprese ukarcinomu prsu, vajecnikd, Zaludku,
hepatocelularniho karcinomu. Pozménéna exprese korelovala s horsi progndzou pacienta. LASP-
1 se nejspiSe podili na podporeni nadorového bujeni, migrace ainvaze bunék NSCLC. Migrace
a invaze jsou vyznamné pro progresi a rozvoj metastaz u karcinomu. Vysledky dané studie ukazuiji,
Ze zvySena exprese LASP-1 u NSCLC ma klicovou roli v procesu proliferace karcinomu, a také migrace
a invaze in vitro. Zavér studie naznacuje, Ze LASP-1 a exprese miR-203 by mohly byt pouzity jako
prognostické ukazatele u NSCLC a také jako slibné molekularni cile pro vyvoj lécby NSCLC (Zhenga

a kol., 2016).

Mezi inhibitory apoptdzy patfi survivin. Jedna se oinhibitor, ktery je nadmérné
exprimovan v nadorech ve srovndni s normalni tkani. Proto i zvySena hladina survivinu je spojena
s horsi progndzou, recidivou a lékovou rezistenci u NSCLC a u nékterych dalSich karcinom(. Stale
neni pfilis jasny mechanismus zvysené hladiny survivinu v NSCLC, ale jsou zde jisté predpoklady, Ze
snizeni hladiny survivinu by mohlo vést ke zvySeni chemoterapeutického ucinku pfi lécbé NSCLC.
Vysledky studie zjistily, Ze miR-203 byva casto snizené exprimovana z divodu methylace promotoru
v NSCLC, coZ neptimo koreluje s expresi survivinu a DNMT1. Tyto vysledky podporuji myslenku

dllezitosti specifickych miRNA v regulaci exprese survivinu. Jako nasledny novy terapeuticky cillze
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povazovat schopnost indukovat expresi miR-203 a tim efektivné snizit expresi survivinu. V dané
studii bylo zjisténo, Ze zvySeni DNMT1 negativné koreluje s expresi miR-203. Stale jeale zatim
nejasné, jak dysregulovany DNMT1 konkrétné umlcuje miR-203 u NSCLC. K vyvoji novych pristupt
pro zvyseni epigenetické chemoterapeutické Gcinnosti vici NSCLC by mohla prispét signdlni osa

DNMT1-miR-203-survivin (Wang a kol., 2016).

3.4.6  MicroRNA-205

MiR-205 se naléza v oblasti 1932.2. Jedna se o microRNA, jejiz zvysené hladiny byly pozorovany
u karcinomu hlavy a krku, ale taky v karcinomu plic, prostaty ¢i u slinivky bfisni. Ve studii Markoua
a kolektivu (2008) byla hodnocena exprese miR-205 u pacientll s NSCLC pomoci metody RT-PCR.
Prognosticky vyznam dané microRNA byl studovdn na 48 parovych vzorcich s NSCLC, které byly
odebrany pfi chirurgickém zakroku pacientll bez chemoterapie. V dané studii byla soubéiné
zkoumana i miR-21. Byla zjisténa zvySené exprese miR-21 v52 % tedy u 25 parovych vzork(
a zvysend exprese miR-205 v 64,6 % u 31 parovych vzorkl. Jednotlivé hladiny microRNA byly
porovnany v tkanich NSCLC oproti tkanim, které odpovidaly nenadorové tkani s expresi U6 (Markou

a kol., 2008).

3.47  MicroRNA-210

MiR-210 je dalSim ¢lenem rodiny microRNA, ktera byla zkoumana v souvislosti s NSCLC. Ve studii Li
a kolektivu (2013) byly zkoumany sérové hladiny miR-210 u pacientld s NSCLC, jenz byli IéCeni na bazi
cisplatiny. Mechanismus zvySeni hladiny miR-210 neni jeSté zcela objasnén. Nékteré udaje
z predeslych studii poukazuji na souvislost se signdini drdhou hypoxii indukovatelnym faktorem.
Dosavadni vyzkumy u karcinomu prsu ukazaly, Ze hladiny miR-210 jsou regulovany HIF-1a
(Campsa kol., 2008). Sérové hladiny miR-210 byly u pacientd s NSCLC zvySené ve srovnani se
sérovymi hladinami miR-210 u zdravych jedincu. Dle vysledkd dané studie bylo zjisténo, Ze sérova
hladina miR-210 byla zvy$ena predevsim u NSCLC ve lll. a IV. stddiu onemocnéni ve srovnanis . a Il.

stadiem NSCLC (Li a kol., 2013).
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Osugia kolektiv (2015) se ve své studii zabyvali prognostickym vyznam exprese miR-210, kterd muze
byt indukovdna hypoxii u pacientd NSCLC. Bunécnd reakce na hypoxii je pravdépodobné
zprostfedkovdna prostrednictvim zmén v cilené expresi genu. Na hypoxii je bunécna odpovéd
zprostredkovdna pomoci hypoxii vyvolavajiciho faktoru-1 neboli HIF-1. HIF-1se sklada
z podjednotek alfa a beta. HIF-1 alfa je u nddorovych bunék vysoce exprimovan, v disledku toho
hypoxie intratumoralni a genetické zmény ovliviiuji rozhodujici onkogeny atumor supresorové
geny. Nadmérna exprese HIF-1 alfa byva Casto spojovana s horsim preZitim pacientd. Proto jsou jisté
snahy o vyvinuti inhibitord HIF-1 alfa jako nové terapeutické latky pro pacienty s rlznymi typy
karcinomi. Dana studie ukazala ve svych vysledcich, Ze miR-210 souvisi se Spatnou progndzou
pacientls adenokarcinomem plic. MiR-210 by mohla byt vyuZita jako neinvazivni biomarker pro

diagndzu a progndzu raznych typl karcinomu (Osugi a kol., 2015).

3.4.8 MicroRNA-224

Dand studie se zabyvala miR-224, zda ma podil na vzniku a rozvoji NSCLC. U nékterych malignit byla
miR-224 objevena s pozménénou expresi. Nizkd exprese miR-224 byla zjisténa u karcinomu dutiny
Ustni a karcinomu vajeénikl. Ke studiu byly vyuZity primarni nadorové vzorky a bunécné linie
nemalobunécného karcinomu, které byly kvantitativné hodnoceny pomoci RT-PCR. Pomoci dalSich
testd byl zkouman vliv miR-224 na proliferaci, invazi a schopnosti migrace bunék NSCLC. Ziskané
vysledky poskytly informaci o miR-224, kterd se vyskytovala ve snizené hladiné ve ctyrfech
bunécnych liniich nemalobunécného karcinomu plic-A549, H460, 95Da H358 v porovnani s normalni
ze vSech uvedenych linii, proto byla pouZita pro dalsi studiu. P¥i in vitro pokusech bylo zjisténo, Ze
pfi obnové exprese miR-224 v nadorové bunééné linii nemalobunééného karcinomu plic A549,
vykazovala dand microRNA protinadorové Gcinky. Vysledky in vitro testl ukdazaly, Zze miR-224 méla
pfimy vliv na nadorovou bunécnou linii A549a to predevsim tak, Ze ovlivnila migraci a invazi bunék.
Vysledky byly detekovany pomoci gRT-PCR a normalizovany prostrednictvim U6. Studie Zhua
a koletivu (2014) ukazuje jako jedina z niZze uvedenych studii na snizenou expresy miR-224 (Zhu

a kol., 2014).

Dalsi studie ve svych vysledcich poukazuje na to, Ze MiR-224 je vyznamné zvysSené

regulovana v nemalobunééném karcinomu plic, a funguje tedy jako onkogenni miR. Danda miRNA
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podporuje bunécnou migraci, proliferacni kapacitu, invazi a rlist tumoru, dané fakty byly zjistény in
vitroi in vivo. V dané studii byly identifikovany pfimé cile miR-224. Témi cili jsou TNFo indukovany
protein 1 a SMAD4. Aberentni exprese miR-224 je nejspise fizena hypometylaci jeji promotorové

oblasti a aktivaci ERK signalni drahy v nemalobunééném karcinomu plic (Cui a kol., 2015).

Podle studie exprese miR-224 negativné korelovala s expresi CASP7 a CASP3 ve vzorcich
pacientd s NSCLC. CASP7 a CAPS3 jsou efektorové kaspdzy, jenZ jsou aktivovany iniciacnimi
kaspazami, coZ vede k naslednému provedeni apoptdzy a Stépeni substratu. Obé kaspdzy spolu
souvisi. Snizend exprese CASP3 byla zjisténa u NSCLC, kdy se jednalo o zapojeni dané regulace
u lymfatickych uzlin, souvislost i s horsi prognézou a chemorezistenci u NCSLC. Ve studii Okouoyo
a kolektivu (2004) bylo zjisténo, Ze zmény v apoptotické signalizaci by mohly pfispivat k rezistenci.
Studie Okouoyo a kolektivu (2004) vyuzivala rezistentni a citlivé modely NSCLC in vitroa in vivo.
Aberentni mutace CAPS7 by mohla byt kritickym faktorem pro v reakci na chemoterapii vici

plicnimu a prsnimu karcinomu.

Mir-224 se podili na rozvoji a patogenezi NSCLC prdvé zaméreni na CAPS7 a CASP3. Studie
Cui a kolektivu (2015) zjistila, Ze u nemalobunécéného karcinomu plic se aktivace NF-kB signalizace
podili na regulaci miR-224 ataké studie poukazuje na jakousi osu dysregulace NF-kB/miR-
224/CASP3,7, jenz mGze hrat vyznamnou roli v rozvoji a progresi plicniho karcinomu (Cui a kol.,

2015;0kouoyo a kol., 2004, Lin a kol., 2013, Li a kol., 2016).

349 Let-7

Let-7 a lin-4 fidi regulaci genové exprese v pribéhu vyvoje Caenorhabditis elagans. PUsobi jako
represory svych cilovych gen(. Let-7 je Casové exprimovdna, ajeji mutace vedou k predcasné
terminalni diferenciaci bunék Svu (Lau a kol., 2001). Let-7 je slabé exprimovana u karcinomu plic,
coz nam naznacuje, Ze by mohla byt potencidlnim nadorovym supresorem (Calin a kol., 2004;

Takamizawa a kol., 2004).

Ve spojeny s NSCLC je rodina let-7 jednou z nejvice prozkoumanych miRNA. Ve studii
Takamizawa a kol. (2004) byla studovana sniZzena exprese Let-7 v lidském karcinomu plic. Nasledné
bylo zjiSténo in vitro, Ze zvySena exprese let-7 v bunécné linii A549 adenokarcinomu inhibuje rlst

bunék. Jedna se o jednu z prvnich studii, kterd se zabyvala sniZzenou expresi let-7 a dlsledky toho

31



snizeni. Ve studii zahrnovala tkanové vzorky adenokarcinomdi, dlazdicovych karcinomu, velkych
karcinomd a adenoskvamodzni karcinom(. Byla pozorovana snizena exprese let-7in vivo tak iin
vitrov bunikdch lidského karcinomu plic. Snizena hladina let-7 u karcinomu plic ve spojeni s kratkou
dobou prezitim vedlak naslednému zkoumani biologického vyznamu let-7v rozvoji karcinomu plic

(Takamizawa a kol., 2004).

Ve studii Johnsona a kol. (2005) bylo zjisténo, Ze let-7 ma komplementarni mista pro geny
Ras v oblasti 3'UTRs. Snizena aktivita v let-7 v HeLa buriikdch méla za nasledek zvySeni hladiny
proteinu RAS. Let-7 se nachazi v primarnich plicnich nadorech bunécnych linii rakoviny ve snizené
hladiné. Nadmérna exprese RAS nejspiSe pfispiva k rozvoji lidskych karcinomi. Tim, Ze let-7 ma
v plicnich nddorech sniZené hladiny dochdzi ke ztraté kontroly nad RAS, coZ nasledné vede
k nadmérné expresi toho proteinu ak prispévku rozvoje plicniho karcinomu. Dand studie ukazuje, ze
nékteré genové regiony, které byvaji Casto odstranény u pacientd s karcinomem plic. Zvyseni
exprese let-7 by mohlo vest k inhibici bunééného ristu karcinomu. Také se ndm zde ukazuje jakysi
mechanismus, kdy RAS je onkogenem a ¢asto byva nadmérné exprimovanv nadorové plicni tkani se

snizenou hladinou let-7 (Johnson a kol.,2005).

MHG2 je gen, ktery byva spojovan s karcinomy. U vyvoje plodu se mizeme setkat s vyssi
expresi MHG2 protein(, ale v lidské tkani dospélce se s expresi setkdvame zfidka, ¢asto dokonce
exprese chybi. Jeden z ¢lend MYC rodiny MYCN funguje jako pozitivni reguldtor LIN28B, ktery je
znam jako represor let-7 rodiny. Protein LIN28 se vazZe na pre-let-7 a nasledné zabranuje zpracovani
let-7 do zralych microRNA prostirednictvi vazby k Dicerul. Ztraty microRNA let-7 mohou vést
k zvysené expresi MHG2, ktera nasledné muze vést k snizené expresi CDKN2 (Eide a kol., 2016). Ve
studii Nishino a kolektivu (2008) se piSe, Ze pokud dojde k sniZeni exprese genl nadorového
supresoru CDKN2A, tak je prokazano, ze MHG2 je zapojen do obnovy kmenovych bunék (Nishino a
kol., 2008).V dané studii byl prozkouman vyznam MYCN, HMGA2, CDKN2A a DICER1 u NSCLC.
Z vysledkll byla prokdzana korelace mezi hladinou exprese mRNA MYCN a HMGA2 a Dicerem
1 a spole¢na exprese HMGA2 a MYCN, mély vyznamny dopad na preZiti. | pfesto je potfeba jesté

dané zjisténi potvrdit na vetsi ¢asti podskupin bunék u NSCLC (Eide a kol., 2016)

Ve studii Huanga a kolektivu (2016) byla pouZita syntetickd microRNA let-7b, kdy
reaktivovala TAM /TIDCs pUsobici jako agonista TLR-7 a potlacujici produkci IL-10 in vitro.
U nddorovych onemocnéni byva terapeutickd Ucinnost sniZzena imunosupresivnim prostfedim

nadoru. Nalezme zde infiltrujici imunitni buriky, s nadorem spojené makrofagy (TAM) ¢i dendritické
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infiltrujici bunky (TIDCs), které hraji vyznanou roli vimunosupresi u nadoru. Na potlaceniaktivace T-
bunék a proliferace se podili TAM s IL-12 a IL-10, a nasledné podporuji angiogenezi vylu¢ovanim IL-
10, TGF avelkého mnoizstvi pro-angiogennich faktor(l. Pro terapeutické cile maji makrofagy
a dendritické bunky zasadni vliv pro ovlivnéni mikroprostfedi nddoru. Nasledné na mysich modelech
karcinomu prsu bylo zjisténo, Ze pfi injekénim vpraveni let-7b pomoci vektoru, doslo
preprogramovani funkce makrofagl ci infiltrujicich dendritickych bunék nasledné ake zméné

supresivniho mikroprostfedi nadoru ak inhibici rstu nddoru (Huang a kol., 2016).

3410 MicroRNA-34a

MiR-34a se nachazi v chromozomalni oblasti 1p34. MiR-34a je povazovana za nadorovy supresor,
nebot cili na geny, jenz jsou zapojeny do bunécéné proliferace, diferenciace a apoptdzy v rliznych
nadorech. Byla zjiSténa pozménénd regulace miR-34au karcinomu prsu, hepatoceluldrniho
karcinomu, karcinomu stfeva a plic. Dana microRNA byla v nddorech v nizkych hladinach. Ve studii
Honga a kolektivu (2015) byly zjistény vyznamné korelace mezi miR-34aa cilovymi geny c -Met
a CDK6 ve vzorcich pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic. Podle studie se exprese miR-34a
lisSila vrdznych podtypech NSCLC. U pacientld se spinoceluldrnim karcinomem ainvazi do
lymfatickych uzlin byla zjisSténa nizsi hladina exprese miR-34a. U adenokarcinomu byla hladina
exprese miR-34a vyrazné vyssi nez u skvamoznich bunék nadorul. a ll. stadia. Podle vysledk( dané
studie byla pozorovana vyssi exprese CDK6 mRNA u karcinom( s nizsi miR-34a. Tedy exprese miR-
34a neprimo koreluje s CDK6 expresi. U exprese ¢ -Met byla zjiSténa nepfima korelace s miR-34a.
Podle dané studielze miR-34a brat jako nezavisly prognosticky marker u pacientl

s adenokarcinomem plic (Hong a kol., 2015).

MiR-34amliZe byt vnimana jako pro-apopticky transkripcni cil p53, protoze bylo zjisténo, ze
inaktivace miR-34a znemoZnuje apoptdzu, kterd by byla zavisla na p53. Lze fict, Ze exprese rodiny
miR-34 odrazi stav p53. Jako dalsi z cild miR-34 byl identifikovany BCL2 (Bommer a kol., 2007; He
a kol., 2007; Hermeking, 2007; Tarasov a kol., 2007). MiR-34a je také negativnim reguldtorem N -
MYC protoonkogenu, coz bylo zjisténo na zdkladé studii, kdy ubunék neurolastomu
s amplifikovanym MYCN byla detekovana ztrata miR-34a, pravdépodobné zplsobené delaci oblasti
1p36. Pokles spontanni apoptdzy vykazovaly kmenové embryonadlni bunky, které postradaji gen pro

miR-34. Na zakladé zjiSténych poznatk( a studii o rodiné miR-34 Ize tuto rodinu miRNA povazovat
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za nadorové supresory, které jsou zapojeny do regulace apoptdzy (Raver-Shapira a kol., 2007; Chang

a kol., 2007; Welch a kol., 2007; Wei a kol., 2008).

Hladiny exprese microRNA-34a byly zkoumany u bunécénych linii karcinomu plic ato
u H1299, A549, SPCA-1 a HCC827. Pfi srovnani hladin expresi u nadorovych bunécénych linii se
zdravou epitelidlni tkdni plic BEAS-2B byly zjistény nizké hladiny exprese miR-34a u bunécnych linii
NSCLC. Exprese dané microRNA byla zjisténa pomoci qRT-PCR. Nizké hladiny miR-34a byly
pozorovany u vysSich stadii NSCLC. Pro objasnéni role afunkce miR-34a byla dana miR
transfekovana do H1299 bunék, a nasledné byla pozorovdna inhibice proliferace bunék dané
nadorové linie. Hladiny mRNA TGFbR2 negativné korelovaly s hladinou exprese miR-34av tkani
NSCLC. V dané studii vysledky ukdazaly, Ze mezi pfimé cilové geny miR-34a patfi TGFBR2, ktery byl
regulovan uH1299 bunék NSCLC. Zavér dané studie poukazuje, Zze miR-34a je nadorovym
supresorem, ktery by mohl inhibovat proliferacia spustit apoptézu s pfimym cilenim TGFBR2

v H1299 (Ma a kol., 2015).

3.4.11 MicroRNA-145

MicroRNA hraji vyznamnou roli v regulaci invaze a metastazovani nadorovych bunék. S danym
problémem byla studovdna miR-145, kdy byla pozorovana nizsi exprese dané miR v NSCLC. In
vitrou bunécné linie karcinomu plic A549 miR-145 potlacovala migraci a invazi bunék. V dané studii
se sledovala exprese imiR-10b, jenz vykazovala zvySenou expresi au bunécné linie A549
podporovala migraci a invazi bunék in vitro. Exprese danych miR byla zkoumana v primarni nadorové
tkani, které byly spojovany s metastazovanim do lymfatickych uzlin. Vysledky dané studie ukazuji,
Ze podil miR-10ba miR-145 na metastazovani u NSCLC je znacny a proto se tyto microRNA mohou
jevit jako onkogeny nebo tumor supresorové geny. (Li a kol., 2016). Funkce miR-145 byla jiz
zkoumana i u jinych typl nadord, kdy byla zjiSténa jeji snizend exprese a schopnost inhibice ristu
nadorovych bunék ainvaze s cilenim na nékolik gen(, jako je naptiklad c-myc a mucin. Ve studii
Sachdeva a kol. (2009) se zabyvali studiem miR-145 jako moZnym tumor supresorovym genem, ktery
je nejspise zapojen do fosfoinositid-3 -kindza (PI-3K) / Akt a p53 drah. Vysledky v dané studii ukazuiji,
Ze miR-145 muze hrat roli v posttranskrip¢ni regulaci c-Myc pres p53 (Sachdeva a kol, 2009). Podle
dalsi studie Sachdeva a Mo (2010) se miR-145 chova jako nadorovy supresor a podili se na inhibici

rGstu nadoru. MiR-145 byla schopna potlacit metastazovani prostiednictvim umléeni genu mucinu
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1 (MUC1). Tim, Ze miR-145 cili na MUC1 doslo ke sniZeni b-kateninu a kadherinu 11, jenZ nasledné
prispélo k potlaceni invaze a metastaz. Ve studii byl jako pfimy cil miR-145 identifikovan MUC1, kdy
byly vyuzity luciferazové reportéry nesouci 3 -netraslatované oblasti MUC2 s Western blottingem
a imunofluorescenci. Dana studie byla provedena na metastatickych bunéénych liniich karcinomu

prsu MDA-MB-231 a LM2-4142 (Sachdeva a Mo, 2010).

3.5 Nadorova heterogenita

Naruseni fady regulacnich systém( dava vznik nadorovym bunkam. Jak je jiz zminéno vyse
v patogenezi nador(, tak nadorové bunky jsou schopny ovliviiovat bunécny cyklus atim ziskat
neomezeny rust, jsou schopny podporovat angiogenezi, vyhnout se apoptdze, ale také migrovat do

vzdalenych mist v téle (Hanahan a Weinberg, 2000).

Nahodné genetické a epigenetické zmény jsou selektovany béhem Sesti az desiti klonalnich
expanzi. Dochdzi hromadéni genetickych a epigenetickych zmén a ty nasledné vedouk produkci

vysoce maligniho fenotypu lidskych nadorovych bunék (Brock a kol., 2009)

Z divodu nahodnych zmén se mulzZe upopulace bunék, kterd je geneticky identicka,
vyskytnout nddorova heterogenita. JelikoZ microRNA nejsou zapojen v nadorové patogenezi pouze
jako nadorové supresory Ci pfimo aktivujici ¢i inaktivujici onkogeny, ale podili se na regulaci fady
bunécnych systému. Je dulezité si uvédomit, Ze pouze negenetické heterogenita nedava vznik
bunécnému fenotypu nadord, ale také se na ném podili genetické mutace. Genetické a negenetické

variace nemusi byt nutné na sobé zavislé (Voorhoeve, 2010; Brock a kol., 2009)

Jednim z problémd pro Uspésnou progndézu alécbu nadorovych onemocnéni je
intratumoralni heterogenita. U rGznych pacientl s nadory stejného plvodu, se mizZeme setkat
s intratumoralni heterogenitou. Intratumoraini heterogenita se mlzZe projevovat jako variability
v genetickém i epigenetické stavu, morfologie nadoru, ale také v genu a exprese proteinu. Je
pravdépodobné, Ze nddorova heterogenita udéluje nadorimjakési vyhody. Vyhodami jsou naptiklad
pfizplisobeni se zménam podminek mikroprostiedi nebo zména maligniho potencidlu. Nadorova
heterogenita byla objevena u rfady karcinomu (Gerashchenko a kol., 2013). SniZena ucinnost cilené
terapie byla zaznamenana u nemalobunécného karcinomu plic ve spojeni s nadorovou

heterogenitou. U daného onemocnéni byla nadorova heterogenita spojena s mutantnim stavem,
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amplifikaci nebo pozménénou expresi EGFR, kdy doslo k naslednému sniZeni ucinku cilené 1écby
NSCLC. Podle vysledkl dané studie byla u pacientl s mnohocetnymi plicnimi uzly pozorovana vyssi
nadorova heterogenita v EGFR mutaci. Dany vysledek byl vysvétlen pfitomnosti vice neZ jednoho
primarniho nadoru. Ve shrnuti studie je zminéno, Ze u asijskych pacientl s adenokarcinomem se
mUlzeme setkat s heterogenitou v podobé EGFR mutace, ale v mensi mife oproti pacientim
s mnohocetnymi plicnimi uzly, u kterych se vyskytovala vyrazné vyssi mira heterogenity (Chen a kol,

2012).

Ve studii Raychaudhuri a kol. (2014) byla zkoumana intratumoralni heterogenita hladin
exprese mircoRNA v primarni nadorové tkani prsu a mezi axilarnimi lymfatickymi uzlinami zahrnujici
vidy jednoho pacienta. Vzorky pro analyzu byly odebrany od 16 pacientd z rdznych mist tumoru.
Cilem studie bylo porovnat a posoudit miru heterogenity expresi miRNA uvzorkd prsniho
karcinomu. Byly studovany hladiny exprese miR-210, miR-10b, miR-31 a miR-335. Prvni dvé miRNA
byly vybrany z divodu pro-metastatického potencidlu, naopak miR-31 a miR-335 z dlivodu anti-
metastatického potencidlu u prsniho karcinomu. Z vysledkl byla zjisténa znacna intratumoralni
heterogenita miRNA exprese s primérnou CV 40% (30% az 51%) v ramci primarnich karcinomu prsu
av rGznych metastazich lymfatickych uzlin 40% (26% az 55%) od stejného pacienta. Dané vysledky
byly v souladu pro dané miRNA, které byly studovany (CV, 51% pro miR-31, 44% pro miR-335, 30%
pro miR-10ba 33% pro miR-210). Bylo zajimavé, Ze v rdmci definovanych zén karcinomu prsu byl
rozsah nadorové heterogenity podobny. Zmény ve sloZeni bunééné nadorové tkdané by mohly byt
jednim z vysvétleni rozdilné exprese miRNA u intratumoralni heterogenity. Tyto rozdily byly zjistény
pomoci in situ hybridizace. Zavér studie poukazuje, Ze pro stanoveni profilu exprese miRNA
u intratumordlni heterogenity, by vzorky mély byt odebrany z rliznych primarniho nadoru nebo
odebrani vzorkd z nékolika nadorf, které jsou nasledné zapojeny do lymfatickych uzlin pro nasledné

odvozeni expresniho profilu miRNA z metastaz (Raychaudhuri a kol., 2014).

3.6 Lékova rezistence

Jednim z problém( protinddorové 1écby je, Ze nadorové bunky maji schopnost byt po urcité dobé
plsobeni rezistentni vci cytotoxickym latkdm. Dany mechanismus pak vede k selhavani lécby.
Mame dva typy rezistenci, primarni a sekundarni. Primarni typ rezistence se vyskytuje u malignich

bunék, které se stavaji rezistentni vii¢i chemoterapii pfi primarni |écbé. Sekundarni rezistence vznika

36



aZz vpribéhu cytostatické lécby. U sekundarni rezistence jsou nadorové bunky citlivé vici
chemoterapii, ale postupné se stdvaji rezistentni a ucinnost chemoterapie klesd. U nddorovych
bunék muzZe nastat stav, kdy burika ztrati svoji citlivost k jedné cytotoxické latce a zaroven vznika
rezistence vUCi strukturdalné podobnému cytostatiku, v daném pfipadé se jedna o zkfizenou
rezistenci. Velkym problémem je mnohocetnd Iékova rezistence, kterd byla popsana u nékterych
pripadll jako uvedena zkfiZzena rezistence mezi protinadorovymi léCivy s tim rozdilem, Ze se |écCiva jiz
odliSovala mechanismem ucinku a strukturdlné. Mezi mechanismy ddvajici vznik rezistenci nddorové
burice viéi protinddorové lécbé jsou zmény farmakokinetiky, zmény cytokinetiky a zmény ve

strukture a funkci burniky (Noskova a kol., 2000a).

Dlouhodobé pouZivanou latkou kléc¢bé NSCLC byva Paclitaxel, ktery se vyuZiva jako
samotné (¢inidlo nebo vkombinaci sdalSimi I[éCivy vykazuje vyznamnou aktivitu VUi
nemalobunéénému karcinomu plic. Problémem je, Ze se zvySuje odolnost vici Paclitaxelu a dany
krok vede k selhavani |écby u NSCLC. V dané studii bylo zjisténo, Ze umléenim miR-203 dochazi
k zvysené expresi survivinu, ktery patfi mezi inhibitory apoptdzy a je u fady karcinomu nadmérné
exprimovan. Survivin hraje klicovou roli v citlivosti bunék NSCLC na Paclitaxelu. Entinostat vykazuje
také silnou protinddorovou aktivitu, poukazuji to studie zabyvajici se karcinomem prsu. Vysledky
studie Wanga a kolektivu (2016) poukazaly, Ze pfidanim Entinostatu k rezZimu na bazi Paclitaxelu
vede u nékterych pacientls NSCLC se zvySenym DNMT1 nebo Survivinem mohou vykazovat

vyznamné zlepseni v Ié¢bé. (Wang a kol., 2010; Wang a kol., 2016).

Gemcitbin je dalSim lécivem, které se vyuziva pfi standartni Ié¢bé nemalobunécného
karcinomu. Dané |écCivo je analogem deoxycytidinu, zasahuje do syntézy DNA a je silnym inhibitorem
syntézy DNA. Jedna se o prolécivo, protoZe pro svoji farmakologickou aktivitu potfebuje postupné
fosforylované kindzy. (Alvarellos akol.,2014). U pacientl s NSCLC se mUze lisit odezva k léCbé
Gemcitbinem. Dany fakt mdze byt dan rlznymi variacemi genu genetickymi polymorfismy, které
jsou zapojeny do drahy Gemcitbinem (Li a kol., 2012). Na replikaci DNA se podili DNA polymeraza.
DNA polymerdaza alfa a jeji podjednotka B, podilejici se na iniciaci replikace chromozomalni DNA je
kodovana genem POLO2. Nékteré studie poukazovalyna to, Ze rGzné varianty genu POLO2 mohou
zlepsovat progndzu u pacientli s NSCLC. POLA2 mohou byt povaZovany za novy gen, jenZz by mohl
zpUsobovat rezistenci vici gemcitabinu. JelikoZ se jedna o gen, ktery je zapojen do syntézy DNA, tak

snizeni jeho exprese by mohlo vést ke zvySené regulaci gen(, které jsou dllezZité pfi syntéze a opravé

37



DNA. Dulezité jsou dalsi studie téchto gen( aje nutné studovat jejich polymorfismy, zda jsou

pritomny interakce mezi nimi (Li a kol., 2012; Wiela kol., 2005; Koh a kol., 2016).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material

411 PouZité chemikalie

o  Amid kyseliny mravenci (CHsNO) - Sigma Aldrich, USA

e DNAsa - Recover All™ Total nucleic acid isolation kit (AM 1975), ThermoFisher, USA
e 99,5 % Ethanol — Fagron, Ceskd Republika

e  Eukitt — SigmaAldrich, USA

e Hsa-miR-21 sonda — Exiqon, USA

e Hsa-miR-34a sonda — Exigon, USA

e Nuclear Fast Red™- SigmaAldrich, USA,

e Paraformaldehyd - Sigma Aldrich, USA

e Proteinasa — Recover All™Totalnucleic acid isolationkit (AM 1975), ThermoFisher, USA
e ProteindsaK - ThermoFisher, USA

e RNaseZAP™ - Sigma Aldrich, USA

e ScrambledmicroRNA sonda — Exiqon, USA

e Tween-20, Sigma Aldrich, USA

e U6 snRNA kontrolni sonda -Exigon, USA

e Wash 2 /3 -Sigma Aldrich, USA

e Wash 1 - Sigma Aldrich, USA

o Xylen —MicroChem, USA

4.1.2  PoutZité roztoky

e BCIP - InHyb In situHybridization (ISH) Kit, BioChain, USA
e Blokovaci roztok (Blokkingsolutin) - InHyb In situHybridization (ISH) Kit, BioChain, USA
e DEPC vody (diethylpyrokarbonat) - ThermoFisher, USA
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e DNasapufr- Recover All™ Total nucleic acid isolation kit (AM 1975), ThermoFisher, USA

e Eluéni roztok (ElutionSolution) - Recover AlI™ Total nucleic acid isolation kit (AM 1975),
ThermoFisher, USA ThermoFisher, USA

e Hybridiza¢niroztok - InHyb In situHybridization (ISH) Kit, BioChain, USA

e Izolaéni aditivum(lsolationadditive) - Recover AlI™ Total nucleic acid isolation kit (AM 1975),
ThermoFisher, USA

e NTB - InHyb In situHybridization (ISH) Kit, BioChain, USA

e PBS-0,14M NaCl; 3uM KCl; 9uM Na2HPO4 - 12 H20; 1uM KH2PO4; pH=7 ,4

e Prehybridiza¢niroztok - InHyb In situHybridization (ISH) Kit, BioChain, USA

e Proteinasa K pufr - ThermoFisher, USA

e 10x pufr alkalicka fosfatdza - InHyb In situHybridization (ISH) Kit, BioChain, USA

e 20xSSC pufr - - InHyb In situHybridization (ISH) Kit, BioChain, USA

e Stépici pufr (Digestion Buffer) - Recover AlI™ Total nucleic acid isolation kit (AM 1975),
ThermoFisher, USA

4.1.3  Biologicky material

V diplomové praci pro experimentdlni ¢ast byly pouzity do formalinu fixované a parafinem zalité
vzorky nemalobunééného karcinomu plic. Vzorky pochdazely z archivu Ustavu klinické a molekuldrni
patologie, ktera je soucasti Lékarské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice v Olomouci.
Vzorky tkani pochazelyz let 1998-2011 od pacient(, ktefi byli operovani na Chirurgickém oddéleni
Fakultni nemocnice v Olomouci. Celkem bylo analyzovdno 34 vzorkd pochdzejicich od pacient(
s rliznych typl NSCLC. Vzorky byly odebrany od 17 muzli a5 Zen. U pacientl se vyskytovaly tfi
histologické subtypy NSCLC—8 ADCa 11 SCC a 1 LCC. Metastazy do LU se vyskytovaly u 14 pacientd,
u 10 pacientl nebyly metastazy v dobé diagnozy zjistény. U zbylé ¢asti pacientl nebyly kompletni

klinické udaje v dobé studie k dispozici.

4.1.4  Pouiité pristroje

e Centrifuga 5424 -Eppendorf,Némécko

e Inkubator HeraeusB12 - Gemini BV, Nizozemi
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e Lazen vodni tfepaci WiseBath® WSB — Wisdlaboratoryinstruments, Némécko
e Nanodrop ND-1000 - NanoDrop Technologies, Wilmimgton, Delaware, USA)
e Termoblok - Techne, UK

e Trepacka Vortex-gene 2 — Scientificndustries, USA

4.2 Metodika

4.2.1  Priprava parafinovych blocku

Pri operaci byl odebran materiadl od pacientli s NSCLC a byl vlozen do formalinu. Nasledné po
zpracovani patologem byl vzorek tkdné presycen alkoholy, xylenem ana zdvér parafinem.
Pripraveny material byl zalit do parafinovych blockl a nechal se zatuhnout. Blocky byly pouZity pro
izolaci RNA, kdy na mikrotomu byly nafezany tenké fezy o tloustce 10-20 um. Pro in situ hybridizaci

byly pouZity tenké fezy tkani fixované na podlozni sklo.

4.2.2  lzolace celkové RNA z parafinovych blo¢k(

Na Ustavu klinické a molekuldrni patologii byly zhotoveny laborantkami tenké tezy o tloustce
4 mikron( pro jednotlivé vzorky plicni tkané a nasledné byla provedena izolace celkové RNA pomoci
izolaéniho kitu RecoverAll™ Totalnucleic acid.

Dany experiment zahrnoval Ctyfi daleZité kroky: deparafinizaci, Stépeni proteasou, izolace nukleové
kyseliny, Stépeni nukleasou a finalni purifikaci RNA.

Nakrajeny fez tkané byl vloZzen do 1,5 ml mikrozkumavky a k nému byl pfidanl ml 100 % xylenu.
Vzorek byl kratce zvortexovdn a ndsledné zcentrifugovdn, aby se tkdn dostala do xylénu.
V termobloku byl vzorek zahtat pfi 50 °C na dobu 3 minut, aby doslo k rozpusténi parafinu. Pfi
laboratorni teploté po dobu 2 minut byl vzorek centrifugovanpfi 20 000 rpm a RT. Po vyjmuti vzorku
z centrifugy byl opatrné odstranén xylen. Ke vzoru byl pfiddn 1 ml 100% ethanolu o RT. Vzorek byl
rychle zvortexovana zcentrifugovan na dobu 2 minut pti 20 000 rpm pfi RT. Byl odstranén ethanol.
Znovu byl pfidan 100% ethanol v objemu 1 ml ke vzorku. Vzorek byl rychle ddn na vortex a poté do

centrifugy na 2 minuty pfi 20 000 rpm pfi RT. Byl odstranén ethanol. Vzorek byl ponechanna vzduchu
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15-45 minut pfi RT, kde se nechal vyschnout. Tkan vzorku se nachazela v deparafinovaném
a odvodnéném stavu.

Nasledné bylo pFidano ke vzorku 200 pl Stépiciho pufru a 4pl proteasy. Vzorek byl mirné stogen, aby
doslo k Uplnému promichani. Poté byl inkubovan v termoblotu 30 min pfi 50 °Ca dalSich 15 min pfi

80 °C.

K nastépenému vzorku byl pfidan Master mix, ktery obsahoval 260 pl Izola¢niho aditiva
a 550 pl 100% ethanolu. Pomoci pipety byl master mix promichan. Do sbérné zkumavky s filtrem byl
pfemistén vzorek v objemu 700 pl. Poté probéhla centrifugace na dobu 30 s pfi 10 000 rpm za RT.
Objem, ktery prosel pres kolonku, byl odstranén. Dany krok byl opét zopakovan se zbytkem vzorku.
Nasledné byl na stejnou kolonkou napipetovano 700 pl promyvaciho pufru Wash1. Zkumavka byla
zcentrifugovanana dobu 30 s pfi 10 000 rpm za RT. Objem, ktery prosel pfes kolonku, byl odstranén.
Opét na stejnou kolonku bylo aplikovdno 500 pl promyvaciho pufru Wash 2 /3, nasledné probéhla
centrifugace na dobu 30 s pti 10 000 rpm za RT. Objem, ktery prosel pres kolonku, byl odstranén.
Kolonka byla znovu zcentrifugovana na dobu 30 s pfi 10 000 rpm za RT. Z kolonky byla odstranéna
veskerad tekutina.
Na stred filtru byl napipetovdn master mix obsahujici 50 plnuclease-free vody, 6 pl 10x DNase pufru
a 4 pl DNase. Inkubace zkumavky s master mixem trvalo 30 min pf¥i RT.
Na filtr bylo aplikovdno 700 ul promyvaciho pufru Wash 1, zkumavka se nechala inkubovat 30-60
s pfi RT. Ndasledné vzorek byl zcentrifugovan pfi na dobu 30 s pfi 10 000 rpm. Objem, ktery prosel
pres kolonku, byl odstranén. Na stejnou kolonku bylo naneseno 500 ul promyvaciho pufru  Wash
2 /3 na dobu 30 s pfi 10000 rpm za RT. Objem, ktery prosel pres kolonku, byl odstranén. Pro
odstanéni zbylé tekutinybyl vzorek zcentrifugovan na 1 min pfi 10 000 rpm. Filtr byl vloZen do nové
zkumavky. Do sttedu filtru bylo naneseno 60 pl elu¢niho roztoku. Probéhla inkubace na dobu 1 min
pfi RT, nasledovala centrifugace pfi 20000 rpm. Byla odstranéna kolonka adno zkumavky

obsahovalo eluat celkové RNA

K nastépenému vzorku tkané byl pfidan Master mix obsahujici 240 pl lzola¢niho aditiva
a 550 ul 100 % ethanolu a pipetovanim byl promichan. Do sbérné zkumavky byla vlioZena kolonka
s filtrem, kde bylo napipetovano 700 ul vzorku. Nasledné probéhla centrifugace pfi 10 000 rpm, RT
a po dobu 30 s. Objem, ktery prosel ptes kolonku, byl odstranén, kolonka byla opét vloZena do

zkumavky a napipetovan zbytek vzorku. Poté opét centrifugace pti 10 000 rpm, RT a po dobu30
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s a objem, ktery prosel pres kolonku, byl odpipetovan. Na stejnou kolonku bylo napipetovano 700
ul promyvaciho pufru Wash 1 a objem zkumavky byl zcentrifugovan 30 s pfi 10 000 rpm a RT. Objem,
ktery prosel pres kolonku, byl odpipetovan. Opét bylo na stejnou kolonku naneseno 500 pl
promyvaciho pufru Wash 2 /3, centrifugace 30 s pfi 10 000 rpm a RT a objem, ktery prosel, byl
odstranén. Poté jesté centrifugace 30 s, aby byla z kolonky odstranéna veskera tekutina.

Do stfedu filtru byl napipetovan pfipraveny master mix s DNazou obsahujici 50 plnuclease-free
water, 6 pl 10x DNase pufru a 4 pl DNase. Zkumavky se nechaly inkubovat 30 min pti RT. Poté bylo
na filtr naneseno 700 ul promyvaciho roztoku Wash 1 a zkumavka se nechala inkubovat 30-60 s pfi
RT anasledné se zcentrifugovala 30 s pfi 10 000 rpm. Objem, ktery prosel pres kolonku, byl
odpipetovan. Opét na stejnou kolonku bylo naneseno 500 pl promyvaciho pufru Wash 2 /3,
centrifugace 30 s pfi 10 000 rpm a RT a objem, ktery prosel, byl odstranén. Poté jesté centrifugace
zkumavky s filtrem 1 min pti 10 000 rpm, aby byl odstranén zbytek tekutiny. Filtr byl pfenesen do
nové zkumavky a na ného bylo naneseno 60 ul elu¢niho roztoku o RT do stfedu filtru. Po inkubaci
po dobu 1 min pfi RT probéhla centrifugace pfi maximalnich otackach (20 000 rpm). Kolonka byla

nasledné odstranéna a na dné zkumavky byl jiz eluat celkové RNA.

423 Stanoveni koncentrace RNA

Pomoci Nanodropu ND-100 byla spektrofotometricky mérena koncentrace vyizolované RNA. Pro
vlastni méreni byl pouZit 1ul eludtu ziskany izolaci. Elu¢ni roztok byl pouZit jako blank. Dle poméru
absorbance pfi vinovych délkach 260/280 a 260/230 byla hodnocena kvalita vyizolované RNA.
IdedIni rozmezi poméru vinovych délek 260/280 byl mél byt 1,8 -2,0. Koncentrace pro jednotlivé

RNA vzorku jsou uvedeny v tabulce (Pfiloha 1).

4.2.4  Priprava vzorku na mikrodipovou analyzu

Obecné se mikrocipové platformy vyuZivaji k nalezeni gend, které se odlisné exprimuji za rdznych
podminek a ziskavaji tak pozménény expresni profil. PFima hybridizace vyuzivdamRNA bez potieby
amplifikace vzorku RNA. Metoda je zaloZena na hybridizaci nukleové kyseliny mezi cilovymi
molekulami a sondami. U daného experimentu je duleZity vybér sond a pfiprava vzorku. Princip

metody je zaloZeny na microRNAoligonukleotidové sondé, ktera je imobilizovana na podlozZni sklicko
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v pfedem definované pozici. Pro dany experiment byla vyuZita platforma reprezentovana firmou

Affymetrix. (Slaby a kol., 2012)

Mikrogipy byly zhotoveny na Ustavu Molekuldrni a translaéni mediciny v Olomouci.
Biostatistické zpracovani mikrocipové analyzy a kontrolu ¢ipl provedla Mgr. Lenka Radova,Ph.D., ze

Stfedoevropského technologického Ustavu v Brné.

4.2.5 Insitu hybridizace

Za standartni laboratorni metody uZivané pro detekci miRNA fadime hybridizace in situ, northern
blot arlzné modifikace gRT-PCR. Kratka délka, vzajemna sekvencni podobnost atkanové (i

vyvojové specifickd exprese microRNA vede k zhorseni experimentalni detekce.

V diplomové praci byla pro vizualizaci genové exprese a jeji lokalizaci ve specifickych
vzorcich NCSLC pouzita in situ hybridizace (ISH). ISH patfi mezi nejbéznéjSi metody vizualizace
genové exprese ajeji lokalizace. Pomoci ISH jsme schopni studovat prostorovou distribuci
kandidatnich miRNA na bunécné a subbunééné urovni. Tato histologickd analyza ndm usnadnuje
pochopeni role miRNA v biologickych a molekularnich procesech (Boye ,2012, Jgrgensen a kol.

,2010; Slaby a kol., 2012).

NBT-B
| | ~» Blue precipitate

LNA™ probe

.

A
MicroRNA

Obr. 1 : Princip In situ hybridizace za pouZiti LNA™ sondy. Pfevzato z miRCURY LNA™ microRNA ISH
Optimization Kit (FFPE), Instructionmanual v2.0

Tkan z parafinovych blo¢kd od jednotlivych pacientli s NSCLC byla nafezdna na velmi tenké

fezy pomoci mikrotomu. Tenké fezy tkané byly fixovany na podlozni skli¢ko.
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Prvnim krokem byla pfiprava vzorku na hybridizaci. Sklicko s fezem bylo pfemisténo do zkumavek
a dvakrat promyto xylenem po dobu 15 minut pfi RT. Vzorek byl rehydratovan v 100% ethanolu po
5 minutach pfi RT. Poté byl premistén do zkumavky s 80% ethanolem po dobu 5 minut a poslednim
krokem bylo prfemisténi vzorkudo zkumavek se 70% ethanolem po dobu 5 minut pfi RT. Po
rehydrataci ethanolem bylo sklicko s fezem umisténo do zkumavky s DEPC vodou na dobu 5 minut
pfi RT.

Nasledovala inkubace vzorku s 4%Paraformaldehym v PBS po dobu 20 minut pfi RT.

Nasledné byl vzorek dvakrat promyt v PBS po 5 minutach. Sklicko s fezem bylo pfemisténo na
papirovy ubrousek a nechalo se lehce oschnout. Byla nakreslena hydrofobni bariéra okolo vzorku
s pouzitim DAKO — tuzky. Nutno dbat, aby vzorek Uplné nevyschl.

Nasledné byla pouzita vlhkostni komarka. Na jeji dno bylo aplikovano malé mnoZstvi DEPC vody pro
zachovani vlhkosti vzorku. Sklicko bylo umisténo do vlhkostni komarky. Vzorky byly inkubovany
s 499l proteinasového pufru a 0,8 ul proteinasy K pfi 37 °C v tkafovych boxech po dobu 10 minut.
Poté bylo sklicko se vzorkem premisténo z vihké komuirky do zkumavky obsahujici 0,2% Glycin v PBS
po dobu 30 s za RT. Vzorek byldvakrat promyt v PBS po dobu 5 minut pfi RT.

Nasledné byl vzorek prfemistén opét do zkumavky s 4%Parafolmaldehydem v PBS po dobu 15 minut
pfi RT. Sklicko s fezem bylo premisténa do zkumavky obsahujici PBS po dobu 5 minut pfi RT.

Po ptipravé vzorku nasledovala hybridizace. Na dno vlhkostni komUrky bylo aplikovano malé
mnoZstvi 50%amidu kyseliny mravenci s 50% 5xSSC.

Vzorek byl pfemistén z PBS na papirové ubrousky, kde byl osusen a pak premistén do vlhkostni
komurky.Na skli¢cko bylo aplikovano 150 plprehybridizaéniho roztoku na dobu 3,5 hodiny pfi RT.
Tésné pred skoncenim inkubace byl pfipraven hybridizaéni mix, ktery obsahoval sondu a
hybridizac¢ni roztok. Vzorek byl premistén zpét do vihkostni komurky.

Sondy pro jednotlivé miRNA bylo nutné aktivovat. MnoZstvi sondy pro danou miR bylo napipetovano
do mikrozkumavky a aktivovano pti 90°C v termobloku po dobu 4 minut. Po aktivaci sondy byla
sonda pfidana k hybridizaénimu roztoku. Objemy jednotlivych sond a hybridizacniho roztoku jsou
shrnuty v tabulce (Pfiloha 2).Po uplynuti inkubacni doby byl ze vzorku odstranén prehybridizacni
roztok a aplikovan hybridizaéni mix.

Nasledné byl vzorek inkubovan v inkubdtoru pfi 55°C po dobu 15 hodin.

Nasledujici den probihaly promyvaci kroky. Byla zapnuta vodni [azer na 45 °C. Vzorek byl z vihkostni
komurky pfemistén do zkumavek s 2xSSC. Zkumavka byla inkubovana ve vodni lazni pti 45 °C po

dobu 10 minut. Nasledné byl vzorek pfemistén do zkumavek, kde se nachazel roztok 1,5xSSC pfi na

45



45 °Cna dobu 10 minut. Poslednim promyvacim krokem bylo premisténi vzorku z 1,5xSSC do
zkumavky s 0,2xSSC. Zkumavka se vzorkem obsahujici 0,2xSSC byla prfemisténa do vodni lazné
s teplotou 37 °C na dobu 20 minut, dany postup byl s 0,2xSSC byl poté zopakovan znovu.

Na dno vilhkostni komUrky bylo aplikovano mensi mnozZstvi DEPC vody, pro zachovani vlihkosti.
Vzorek byl pfemistén do vihkostni komarky. Do oblasti vzorku bylo aplikovano 100 pl blokovaciho
roztoku na dobu 1,5 hod za RT.

Detekce spocivala v inkubaci sklicka se vzorkem s 249ul PBS a 0,8 pl protilatky AP-conjugated anti-
digoxigenin. Vzorek byl inkubovan ve vlhkostni komdrce po dobu 4 hodin pfi RT. Po inkubaci byl
vzorek premistén do zkumavek s PBS na dobu 10 minut pfi RT, dany krok bylo nutno provést 3x.
Vzorek byl dvakrat promyt v pufru s alkalickou fosfatazou po 5 minutach za RT.

Bylo smichano 254 pl alkalické fosfatazy se 2 ul NBT a 1 pl BCIP. Dany roztok byl aplikovan do oblasti
vzorku. Vzorek byl premistén do vlhkostni komudrky, kterd se obalila alobalem. Nutno vzorek
inkubovat ve tmé po dobu 20 hod pfi RT.

Vzorek byl nasledné promyt v PBS s0,1 % Tween-20 dvakrat na dobu 4 minut pfi RT. Poté byl
promyty dvakrat v DEPC vodé na dobu 3 minut pfi RT. Vzorek se nechal chvili osusit na vzduchu.
Poté do oblasti vzorku bylo aplikovano 200 pl Nuclear Fast Red barvi¢ky na dobu 3 minut za RT. Poté
byl vzorek premistén do kyvetys vodou, kde doslo k odmyti barvicky. Opét se vzorek nechal
vyschnout na vzduchu. Pro fixaci nabarveného vzorku bylo pomoci Pasteurovy pipety aplikovdno
montazni medium Eukitt do oblasti vzorku a prekryto kryci sklem. Nasledujici den byl vzorek

analyzovan a vyfocen.
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5 Vysledky

5.1 Analyza microRNA

5.1.1 Srovnani expresi vybranych microRNA u vzork( pacient( s metastdzemi do lymfatickych uzlin
a vzorkd pacinetu bez metastaz

Kritériem pro srovnani exprese bylo rozdélni pacientli na dvé skupiny podle pfitomnosti metastaz
do lymfatickych uzlin anepfitomnosti metastaz do lymfatickych uzlin unemalobunécného
karcinomu plic. Hiearchickyklastrogram ukazuje odlisSné exprese microRNA v rlznych vzorcich
nemalobunécéného karcinomu plic. Diferencidlni exprese microRNA ukazuje intenzitu ervené a
zelené. Cervené zbarveni poukazuje na zvy$enou expresi microRNA a zelené zbarveni na snizenou

expresi microRNA v NSCLC.
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Obr. 2: Rozdilné exprimovanych 36 microRNA mezi pacienty s NSCLC s odliSnym stddiem a typem

NSCLC. Zelené zbarveny jsou geny se sniZzenou expresi, Cervené jsou zbarveny geny se zvysenou

expresi. Sloupce reprezentuji jednotlivé pacienty s NSCLC, Fddky reprezentuji miRNA. Zluté oznaceny

fadek odpovidd pacientim s NSCLC bez metastadz,

pacientiims NSCLC s metastdzemi do lymfatickych uzlin.
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Tab. 2: Vybrané microRNA z mikroCipové analyzy, jejichZ exprese se statisticky nejvice liSila u

pacient’ s metastdzami do lymfatickych uzlin a u pacienti bez metastdz do lymfatickych uzlin.

microRNA | p -hodnota
1. hsa-miR-362-5p 0,000779
2. hsa-miR-1244 0,010148
3. hsa-miR-1909 0,010148
4. hsa-miR-3197 0,010148
5. hsa-miR-4463 0,010148
6. hsa-miR-660 0,010148
7. hsa-miR-4433 0,010148
8. hsa-miR-4774-3p | 0,010148
9. hsa-miR-4659b-5p | 0,010148
10. hsa-miR-26b 0,012658

Exprese miR-362-5p, miR-1244, miR-1909, miR-3197, miR-4463, miR-660, miR-4433, miR-4774-3p,
miR-4659b-5p, miR-26b se vyrazné lisily u nadord s metastazamiv porovnanis nadory bez metastaz.
Snizené hladiny exprese miR-1909, miR-3197, miR-4463, miR-4433, miR-4774-3pa miR-4659b-5p
byly zjistény ze vzork( u pacientl s metastazemi do lymfatickych uzlin oproti zvySené expresi danych
microRNA u pacient(l bez metastaz. U miR-362-5p, miR-1244, miR-660 a miR-26b mély zvySenou
expresi uvzork(l pacientlis metastazemi do lymfatickych uzlin oproti sniZzené expresi téchto

microRNA u pacientl bez metastaz.

5.1.2  MicroRNA z mikrocipové analyzy, jejichZ exprese méla nejvyznamné;jsi signifikanci

Zakladem pro mikrocipova analyza RNA izolované od pacient(, kteti se lisili odliSnym stadiem
atypem NSCLC. Jednotlivipacienti se liSili pfitomnosti metastaz do lymfatickych uzlin
a nepfitomnosti metastaz do lymfatickych uzlin. Dand analyza poskytla velké mnozZstvi dat, proto
bylo vybrano deset microRNA s nejvice signifikantnimi hodnotami v Tab. 2. Nasledné byly pro
jednotlivé microRNA vyhledavany cilové geny prostfednictvim databdzi Targetscan a miRDB.

Jednotlivé databaze pro vyhledavani genl se mohou lisit hodnotami ,,scére,,.
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Databaze Targetscan vyhleddava cile pro jednotlivé microRNA na zdkladé pritomnosti
konzervovanych oblasti, které odpovidaji oblasti pro danou microRNA. Predpovédi cilovych gen(
jsou hodnoceny na zakladé kumulativniho vazeného context+ scores. Pro databazi Targetscan plati,

reprezentativnéjsi.

MiRDB je databazi, kterd se vyuzivd pro predikci cild microRNA ak funkénim anotacim.
Zjisténé cile v miRDB byly predikovanany pomoci nastroje bioinformatiky MirTarget, jenzZ byl vyvinut
na zakladé analyzy tisicd miRNA. U databaze miRDB plati, Ze ¢im wvysSi je celkové skoére

predikovaného genu pro microRNA, tim je dany vysledek reprezentativnéjsi.
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Tab. 3: Skore z databazi Targetscan a MiRDB pro microRNA s vybranymi cilovymi geny

MicroRNA Cilovy gen miRDB Targetscan
MiR-362-5p SUCNR1 - -0,52
MiR-362-5p CENPK 60 -0,54
MiR-362-5p AKT3 60 -0,11
MiR-362-5p PKCa 79 -
MiR-362-5p TGFB2 74 -
MiR-1244 MAP3K2 99 -0,11
MiR-1244 TNFAIP8L2 83 -0,70
MiR-1244 c9 51 -0,37
MiR-1244 CCNE2 79 -0,39
MiR-1244 IL-33 79 -
MiR-1909 TSPANS 98 -1,41
MiR-1909 FOXO04 100 -0,74
MiR-3197 IGFBP5 61 -0,59
MiR-3197 FOXP2 84 -0,48
MiR-660 ARHGAP36 97 -0,47
MiR-660 PCDH9 96 -0,05
MiR-4463 CLDN1 100 -1,24
MiR-4463 AMOT 99 -0,28
MiR-4433 TP53INP2 99 -0,60
MiR-4433 CYTH3 90 -0,15
MiR-4774-3p SEPT7 87 -0,27
MiR-4774-3p PCDH9 88 -
MiR-4659b-5p RSF1 98 -0,28
MiR-4659b-5p VASH2 78 -0,30
MiR-26b CDK2AP1 97 -0,28
MiR-26b AMOT 97 -0,11
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5.1.3  Souhrn cilovych gend regulovanych jednotlivymi miRNA asociovanymi s vyskytem
metastdz do lymfatickych uzlin

Jednou z microRNA, ktera vykazovala nejvyssi signifikanci byla miR-362-5p. Jako cilovy gen dané
microRNA nalezla databaze Targetscan membranovy protein SUCN1, ktery patfi do rodiny receptort
sprazenych s G -proteinem (Gilissen a kol., 2016). Mezi pfimé cile dané miR patfii CENPK, ktery patfi
mezi rodinu proteind CEPN. AKT3 byl dalsim identifikovanym cilem miR-362-5p. Jedna se o izoformu
AKT, kterd patii mezi Ser/Thr kindzy a je zapojena do procesli bunécné proliferace a preZiti (Kim
a kol., 2016). Protein kindza C alfa (PKCa) byla také identifikovana prostiednictvim databazi jako
cilovy gen dané microRNA. PKCa je zapojena do fady signdlnich drah u karcinomu plic a byla
studovana ve spojitosti s miR-203 (Wang a kol., 2013). Mezi predikované cile se zaradil i TGF-B, ktery
je zapojen v procesech proliferace a diferenciace bunéka v apoptdze. Je zapojeny i do patologickych

procesl jako je astma, plicni fibrdza, chronické onemocnéni ledvin a rakovina (Ki a kol., 2015).

MiR-1244 byla jiz dfive studovana ve spojitosti s karcinomem plic. Jeji exprese byla vyrazné
snizena u nadorovych bunécénych linii A549 nemalobunééného karcinomu plic. MiR-1244 byla
studovana ve spojitosti s lékovou rezistenci (Li a kol., 2016). Jako predikovany cil miR-1244 byla
zvolena MAP3K2, kterad patfi do rodiny proteinovych kinadz serin/threonin. Dand kindza casto
prednostné aktivuje jiné kinazy, které jsou zapojeny do signdlni drahy MAP kindzy. MAP3K2 byva
u fady nadorovych onemocnéni zvysené exprimovana (Yu a kol., 2015). Dalsim identifikovanym
cilem pro danou miR byl TNFAIP8L2. Jedna se o tumor nekrotizujici faktor-a-indukovany protein 8 -
like-2, ktery patfi mezi €leny rodiny TNFAIP8 rodiny. Clenové rodiny TNFAIP8 se podili na negativni
regulaci pfirozené a ziskané imunity (Li a kol., 2015; Wang a kol., 2017). Jako dalsi cil byl databazemi
predikovan CCNE2. Cykliny E1 a E2 jsou duleZité béhem prechodu mezi G1 a S fazi bunécného cyklu.
U raznych typ( nadorovych onemocnéni byl cyklin E2 detekovan ve vysSich hladinach oproti
normalni zdravé tkani (Chen a kol., 2015). Poslednim ze zminénych predikovanych cild miR-1244 je
interleukin 33 patfici do rodiny cytokin( IL-1. Je uvolfiovan z poskozenych tkania také se primarné

podili na indukci 2. typu imunitnich reakci (Wang a kol., 2016).

Cilovym proteinem pro miR-1909 byl identifikovdn TSPAN9, ktery patfi do rodiny
glykoprotein(i. Doposud nejsou zcela objasnény funkce tetraspanint, ale napfiklad u karcinomu
Zaludku byla zjisténa snizeni exprese TSPAN 9 oproti jeho expresi v pfilehlé nenadorové tkani (Feng

a kol., 2016). Dalsi identifikovanym cilem prostfednictvim databazi byl FOXO4, ktery patfi do rodiny
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FOXO. Clenové rodiny maji doménu ,,Forkhead box”’, kterd je schopna vézat rdizné sekvence, které

mohou pozitivné a negativné regulovat genovou expresi (Li a kol., 2016).

Pro miR-3197 byl jako jeden zcild zjistén IGFBP5. Jedna se o inzulinovy rlstovy faktor
vazajici protein 5. Patti mezi ¢leny rodiny, ktefi funguji jako duileZité regulatory IGF signalni drahy.
Dany protein ma podil na rlstu a proliferaci buriky, ale je také zapojen do patologickych proces(
zahrnujici rozvoj metastazi u nadoru (Gregory a kol., 1999; Miyakoshi a kol., 2001; Hao a kol., 2004;
Yu a kol., 2016). Dalsim identifikovanym cilem pro miR-3197 byl ¢len rodiny FOX. FOXP2 patfi do
rodiny FOX, kterd je zapojend do procesl zahrnujici diferenciaci, proliferaci, apoptdzu ainvazi

bunék. Vyrazeni nebo ztrata ¢lenl rodiny FOX muiZe vést k rozvoji karcinogeneze (Jia a kol, 2016).

Pomoci databazi byl pro miR-660 identifikovanym cilem ARHGAP36. Je ¢lenem rodiny Rho
GAP. Byl studovan ve spojitosti se signalni dréhou Hedhehog, kterd hraje klicovou roli jako reguldtor
pfi embryogenezi apfi tkdnové homeostdzi. Pozménéna exprese ARHGAP36 byla nalezena
u meduloblastomu (Rack a kol., 2014; Eccles a kol., 2016). Dalsim cilem miR-660 byl predikovan
PCDH9. Jedna se o protokadherin 9, ktery patfi mezi ¢leny rodiny protokadherinli a kadherind. Jejich
Ukolem je zprostiedkovani adheze mezi burnkami. Protokadherin 9 byl zkouman ve spojitosti
s malignimi gliomy. Jeho exprese byla vyznamné snizena u malignich gliom( ve srovnani s normalni
mozkovou tkani. Alterovana exprese byla spojovéna s horsi progndzou pro pacienty s malignim

gliomem (Wang a kol., 2017).

Pro miR-4463 byl identifikovdn jako cil CLDN1. Jednad se klaudin. Klaudiny vytvafi tésné spoje
a funguji jako bariéraregulujici pritok vody, iontd arGznych makromolekul vedouci k udrZeni
homeostazi bunék. Klaudiny jsou pfedmétem mnoha studii. Naptiklad u plicniho adenokarcinomu
bylo zjisténo, Ze kratsi doby preziti se vyskytovaly nizsi hladiny a exprese proteint CLDN1. ZvySena
exprese CLDN1 byly zjisténa uadenokarcinomu avedla k pfiznivé progndze u pacientl
s karcinomem plic (Chao kol., 2009; Zhang a kol., 2013; Moldvay a kol., 2017). Dals$im cilem pro miR-
4463 byl indetifikovan protein AMOT. Jedna se Angiomotin, ktery se podili na regulaci angiogeneze,
tim Ze zvysuje migraci u endotelialnich bunék. Dany protein funguje i jako regulator fyziologickych
procest zahrnujici diferenciaci, embryogenezi a endotelidlni bunéénou migraci a invazi (Yu a kol.,

2013; Jang a kol., 2016).

Tumorovy protein p53 indukovany jadernym protein 2 byl identifikovan jako jeden
z potencidlnich cild miR-4433. Dany protein se podili na regulaci transkripce ataké pfrispiva

k regulaci bazalni autofagie. Byl studovan ve spojeni s liposarkomem. Bylo zjiSténo, Ze nizsi exprese
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TP53INP2 se vyskytovala u bunécné linie SW872-S oproti expresi v SW872. Bunécna linie SW872-
S se liSila od SW872, Ze vykazovala mnohem vyssi schopnost proliferace bunék. Bylo také zjisténo,
Ze snizend exprese TP53INP2 byla spojena s maligni progresi u bunécnych linii a primarnich tkani
liposarkomu (Hu a kol., 2017). Jako dalsi potencidlni cil pro miR-4433 byl pomoci databazi vyhledan
cytohezin 3. Cytohezin 3 patfi mezi vysoce homologni ¢leny rodiny cytohezinl, které jsou
vicedoménové cytoplazmatické proteiny. Nékteré studie prokazaly zapojeni cytohezinli do
fyziologickych ale i patologickych procesu. Patfi také mezi vyznamné cytoplazmatické aktivatory
receptorUsignalizace tyrozin kindzu epidermalniho rlstového faktoru a inzulinového receptoru (Fu

a kol., 2014).

Pro miR-4774-3p byl predikovan jako cilovy protein septin 7. Septiny jsou skupina protein(,
které jsou zapojené do mnoha bunéénych funkci jako je segregace chromozomu, opravy DNA,
apoptdza ¢i migrace. Jsou také spojovany s fyziologickymi ¢i patologickymi procesy. Septiny se do
popredi dostavaji i z divodu studia s nadorovymi onemocnénimi. Ve studii Zhanga a kol. (2016) bylo
zjiSténo, Zze SEPT7 se chova jako onkogen v regulaci karcinomu prsu prostfednictvim aktivace
signalni drahy ERK (Zhang a kol., 2016). DalSim cilem byl identifikovany protokadherin 9, stejné jako
u miR-660. Jeho exprese byla vyznamné snizend u malignich gliom0 ve srovnani s normalni
mozkovou tkani. Alterovana exprese byla spojovdna s horsi progndzou pro pacienty s malignim

gliomem (Wang a kol., 2017).

Pro miR-4659b-5p jako jeden z cili identifikovany pomoci databazi byl RDF1, ktery podle
nékterych studii byva spojovan s agresivnéjsim typem karcinomu vajecniku. U nemalobunécného
karcinomu plic byl RFS1 nalezen ve zvySené hladiné oproti hladiné mRNA RSF1 u normdlni pfilehlé
plicni tkani (Li a kol., 2012). Jeden z dalsich identifikovanych cil(i pro danou miR byl VASH2. Vasohibin
zahrnuje dva €leny Vasohibin 1 a2. Vasohibin 1 byl nalezen v cytoplazmé endotelidlnich bunék a byl
identifikovan jako negativni reguldtor angiogeneze. Vasohibin 2 je povazovan za homologa VASH1.

Exprese VASH2 byla prokazana u nékterych typl nadorovych onemocnéni (Tu a kol., 2017).

Posledni vyznamnou microRNA byla miR-26b. Hladiny miR-26b byly studovany u bunécénych
linii NSCLC. Ve studii Lianga a kol. (2015) bylo zkoumano, zda tumor supresorovy gen PTEN je
pfimym cilem miR-26b. PTEN se nachdzi ve snizené expresi u NSCLC, coZ ndasledné vede k invazi
bunék a zvysenému rlstu nadoru. Zajimavym zjisténim je, Ze miR-26bu karcinomu prsu se nachazi
exprimovana v nizkych hladinach, coZ vede k snizeni Zivotaschopnosti bunék a nasledné indukci

apoptozy. Ve studii a vysledcich Liang a kol. (2015) miR-26b ma onkogenni roli u NSCLC (Liu a kol.,
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2011; Liang akol., 2015; Soria akol., 2002; Zhang a kol., 2010). Jeden z cilG pro miR-26b byl
identifikovan protein AMOT stejné jako u vySe zminéné miR-4463. Jedna se angiomotin, ktery se
podili na regulaci angiogenezetim, Ze zvySuje migraci u endotelidlnich bunék. Dany protein funguje
i jako regulator fyziologickych procesli zahrnujici diferenciaci, embryogenezi a endotelialni
bunéénou migraci a invazi (Yu a kol., 2013; Jang a kol., 2016). Jako dalsi z cil( pro microRNA-26b byl
identifikovany prostrednictvim databazi CDK2AP1. Podle nékterych studii funguje jako inhibitor
CDK2, jenz ma nasledné vliv na bunéény cyklus ato pfedevsim na prechodu mezi fazemi G1/S.
Nékteré studie poukazuji na to, Ze pravé exprese CDK2AP1 koreluje s metastdzemi a prezitim
pacient( s karcinomem. Zhong a Xiong (2015) se zabyvala souvislostmi mezi miR-205 a CDK2AP1
u spinocelularniho karcinomu hrtanu. Jsou zde ijisté nazory, Ze CDK2AP1 by mohla pfispivat ke
vzniku rliznych typd malignit, napfiklad karcinomu jicnu, dutiny dstni, prostaty a Zaludku (Zhong

a Xiong, 2015).

5.2 In situ hybridizace

Pro sledovani nadorové hetogenity byla pouZzita tkan pochazejici od jednoho pacienta s NSCLC, ktera
zahrnovala rdzné typy tumoru. Byla provedena in situ hybridizace z rGznych mist tumoru. Byla
detekovana exprese miR-21 a miR-34az centra a periférie nddorové tkané anasledné z okolni

zdravé plicni tkané.

5.2.1  Detekce exprese miR-21 a miR-34az rliznych mist tumoru NSCLC

Byla hodnocena exprese miR-21 a miR-34av centralni a periferni oblasti adenoskvamadzniho
karcinomu plic a u pfilehlé normalni plicni tkané. Experiment byl proveden na ¢tyfech formalinem
fixovanych a do parafinu zalitych vzorcich, které pochazely od jednoho pacienta. Pfed samotnou in

situ hybridizaci byly vzorky deparafinovany.

Z nasich vysledkl nebyla zjiSténa Zadna exprese tumor supresorové miR-34av nadorové
oblasti a ani u normalniho tkaniva, proto nebylo mozné porovnat rozdily v expresi mezi jednotlivymi

oblastmi tumoru. Vyrazné barevné rozdily jsme okometricky pozorovali u miR-21, kterd ma
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onkogenni charakter. Exprese miR-21 byla vyraznd v centralni ¢asti tumoru. V periferni oblasti byla

exprese nizsi a v normalnim plicnim tkanivu jsme nepozorovali témér Zadnou expresi.

Obr. 2: Exprese miR-21 v centru adenoskvamozniho karcinomu pri zvétseni 100x
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Obr. 4: Exprese miR-21 v periferni ¢dsti adenoskvamozniho karcinomu pri zvétseni 100x
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Obr. 9: Exprese miR-34av periferni ¢dsti adenoskvamozniho karcinomu pfi zvétseni 100x

Obr. 10: Exprese miR-34av periferni ¢dsti adenoskvamozniho karcinomu pfri zvétseni 100x
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Obr. 11: Exprese miR-34av normdlni plicni tkani pri zvétseni 100x

61



6 Diskuze

Nemalobunécny karcinom plic patfi mezi bronchogenni karcinomy a vytvari tak velkou skupinu
plicnich karcinom, ktery tvofi priblizné 75-85 procent vsech plicnich karcinomui. Zbyla procenta
zahrnuji malobunécné karcinomy plic (Skrickova J. a kol., 2008). Hlavnim problémem v terapii NSCLC
je pomaly rlist nadoru a ¢asny nastup metastdz. Z uvedeného didvodu nebyly doposud vyvinuty

metody spolehlivé diagnostiky nemalobunécénych karcinomu plic ve stadiich bez metastaz.

Jednim z dalSich problém0 efektivni protinddorové terapie NSCLC je rezistence vUCi
radioterapii a chemoterapii. V této souvislosti je nutno zminit také problematiku nadorové
heterogenity, ktera nesporné prispivda klékové rezistenci. Na rozvoji progrese negenetické
heterogenity se podili i microRNA. MicroRNA nejsou zapojeny pouze v nadorové patogenezi jako
nadorové supresory ¢i onkogeny, ale podili se na regulaci bunécnych systému. P¥i alteraci exprese
miRNA dochdzi krozvoji heterogenity, coz pravdépodobné pfispiva k maligni transformaci
prekurzord nadorovych bunék a urychleni rGstu nadoru (Hanahan a Weinberg, 2000; Voorhoeve,
2010; Brock akol.,, 2009). Intratumoralni heterogenita se muZe projevovat jako variability
v genetickém vybaveni nadoru, jinych epigenetickych mechanizmech a morfologii nadoru. lJe
pravdépodobné, Ze nddorova heterogenita udéluje nadordm jakési vyhody. Vyhody jsou napftiklad
pfizplsobeni se zménam podminek mikroprostiedi nebo zména maligniho potencidlu, coz mlze
vést ke snizené ucinnosti protinadorové terapie. Nadorova heterogenita byla studovéna
u karcinomu plic, kolorektadlniho karcinomu, karcinomu Zaludku, glioblastomu a u prsniho
karcinomu (Gerashchenko a kol., 2013). U NSCLC byla nadorova heterogenita spojena s vyskytem
rtznych mutaci, amplifikaci nebo pozménénou expresi EGFR, kdy doslo k naslednému sniZeni icinku
cilené 1é¢by NSCLC inhibitory EGFR. Dané vysledky lze vysvétlit pfitomnosti vice nez jednoho

nadorového klonu (Chen a kol, 2012).

Jak jiz bylo naznaceno vyse, jednim z problém{ protinadorové lécby je fakt, Ze nadorové
buriky maji schopnost byt po urcité dobé plsobeni rezistentni vici cytotoxickym latkdm. Dany
mechanismus pak vede k selhdvani lécby. V soucasné dobé rozliSujeme dva typy rezistenci na
protinddorovou lécbu -primdarnia sekundarni. Primarni typ rezistence se vyskytuje u malignich
bunék, kdy se stavaji rezistentni vic¢i chemoterapii pti primarni |é¢bé. Sekundarni rezistence vznika

az v prabéhu cytostatické lécby. U sekundarni rezistence jsou ndadorové bunky citlivé vici
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chemoterapii, ale postupné se stavaji rezistentni a ucinnost chemoterapie klesa. U nadorovych
bunék miiZze nastat stav, kdy burka ztraci citlivost k jedné cytotoxické latce a zaroven vznikne
rezistence vuUci strukturdlné podobnému cytostatiku. Vtomto pfipadé se jedna o zkfizenou
rezistenci. Velkym problémem je mnohocetnd |ékova rezistence, kterd byla popsana u nékterych
pripadll jako uvedena zkfiZzena rezistence mezi protinadorovymi léCivy s tim rozdilem, Ze se |écCiva jiz
odliSovala mechanismem Ucinku a strukturou. Mezi mechanismy davajici vznik rezistenci nadorové
bunice vici protinddorové [écbé jsou také zmény farmakokinetiky, zmény ve strukture a funkci buriky
(Noskova a kol., 2000a). V neposledni fadé se na nadorové rezistenci viici chemoterapii podili také

zména expresniho profilu vybranych typl miRNA.

Jednou z efektivnich metod studia expresniho profilu miRNA je mikrocipova analyza.
Z analyzy bylo mnozstvi dat, proto bylo vybrano deset microRNA, jejichz exprese se statisticky
nejvice liSila u pacientd s metastdzami do lymfatickych uzlin au pacientll bez metastaz do

lymfatickych uzlin u NSCLC.

Prvni microRNA, kterd méla statisticky vyznamnou expresi aliSila se u pacientd
s metastazami do lymfatickych uzlin, byla miR-362-5p. Pro miR-362-5p byly vyhledany cilové geny,
které by pravdépodobné mohla ovlivnit. Prozatim nebyla nalezena publikace, kterd by se zabyvala
funkci miR-362-5p ve spojeni s NSCLC. Bylo by tedy vhodné danou microRNA vice studovat v ramci

zapojeni do progrese s NSCLC a také ve spojeni s jejimi predikovanymi cili.

Cilové geny pro danou mi RNA byly vyhleddvany pomoci dvou databazi miRDB a Targetscan.
Tyto dvé databdze byly vybrany na zdkladé védeckych publikaci. Prvni identifikovany cil pro miR-
362-5p pomoci databaze Targetscan byl SUCNR1.Jedna se o membranovy protein, patfici do rodiny
receptorll sprazenych s G -proteinem. Vétsina dostupnych |éCiv se zaméfuje na receptory sprazené
s G-proteinem. Je tomu tak, protozZe v lidském genomu predstavuji nejvétsi skupinu membranovych
proteinl podilejicich se na prenosu signalu pres biologické membrany. Dany receptor je klasifikovan
jako receptor pro vzacna onemocnéni. Zapojeni intracelularnich drah SUCNR1 je ve stadiu studia
(Gilissen akol., 2016). SUCNR1 ve spojeni s nemalobunéénym karcinomem plic nebyl doposud

studovan.

Jako dalsi predikovany cil miR-362-5p byl nalezen CENPK. Rodina proteind CEPN zahrnuje
nejméné 16 nehistonovych protein(, které jsou rozdéleny do funkcnich skupin a mezi tuto skupinu
patfi CENPK. Bylo zjisténo, Ze u karcinomu vajecnikll se nachazi pozménéna exprese proteinu
CEPNK. Vysledy studie ukazaly zvySenou expresi proteinu v plicich, ledvinach a ovaridlni nddorové

63



tkani oproti normalni zdravé tkani. Dana studie se domnivala, Ze pravé tyto vysledky by mohly byt
spojovany s vyvojem nadorovych onemocnéni. Proto dale analyzovaly mRNA CENPK pomoci RT-PCR
u tfi normalnich bunécénych linii a u tfi nddorovych linii vajecnikd CENPK. Byla zjisténa zvysena
exprese proteinu CENPK u bunécénych linii karcinomu vajecnikdi — TOV-21G, 0C314 a TOV-112D. Dale
ve studii byla navrzena a syntetizovana CENPK siRNA sekvence, ktera knock-downovala efektivitu
CENPK v bunécné karcinogenni linii vajec¢nikl TOV-112D. Vysledky byly hodnoceny pomoci
kvantitativni RT-PCR. Bunky, které byly transfekované pomoci siRNA CENPK vykazovaly snizenou
transkripci mRNA CENPK ve srovnani se siRNA u netransfekovanych bunék, které byly pouZity jako
kontrola. Pomoci RNAI bylo zjisténo, Ze buriky TOV-112D po transfekci mifené proti proteinu CEPNK
snizily svoji Zivotaschopnost a vyznamné doslo k snizeni ristu bunék karcinomu vajeéniku. Vysledky
poukazaly, ze protein CEPNK ma nejspiSe onkogenni funkci v procesu rozvoje karcinomu plic (Lee
a kol., 2015). CENPK patfi mezi jeden z cili miR-362-5pa byl jiZz studovan u problematiky NSCLC je

mozné, Ze pravé dand miR se mlze podilet na regulaci CEPNK u NSCLC.

Jako dalsi predikovany cil pro danou miR byla identifikovana AKT3. Akt se radi mezi Ser/Thr
kindzy aje zapojena do proces bunécné proliferace a preziti. Savéi bunky exprimuji tfi rdzné
izoformy: Aktl, Akt2 a Akt3, které ale maji vysokou sekvencéni homologii. Ve studii byla zkoumana
uloha Akt v mitochondriich specifickym knock-downem Akt v karcinomu mocového méchyre
a v bunikdch plicniho karcinomu A549. K vyznamnému navySeni mitochondridlni hmoty doslo pfi
knock-downu izoforem Aktl a Akt3 v bunécénych liniich karcinomu mocového méchyre. K zavaznym
mitochondridlnim dysfunkcim a strukturdinim zménam doslo pfi knock-downu Akt3. Akt3 mélo za
nasledek snizeni mitochondridlni respirace. K zhorSeni mitochondridlni respirace doslo i pfi
knockdown Akt3 u bunék karcinomu plic A549. Vysledky naznadily, Ze izoformy Akt jsou dlezité pro
spravné fungovani mitochondridlni respirace v lidskych nadorovych burnkach. Zatim neni znam
presny mechanismus mitochondridlni funkce prostfednictvim Akt3, ale dalsi studie by mohly
poskytnout novou strategii pro [écbu nddorovych onemocnéni s cilenim na rodinu protein(i Akt (Kim
a kol., 2016). Doposud nejsou dostupné publikace zabyvajici se zménami exprese Akt3, ktery by

mohly byt spojeny regulaci prostfednictvim miR-362-5pu NSCLC

Dalsim identifikovanym cilem pro danou microRNA byl PKCa. Protein kindza Calfa je
protein, ktery je zapojeny do fady signalnich drah u karcinomu plic. Ve studii Wanga a kolektivu
(2013) bylo zjisténo, ze PKCa je jeden z moznych cilll pro miR-203. Experimentalné zjistili, Ze miR-

203 je taképrimym regulatorem PKCa. PKCa jako predpokladany cil miR-203 byl zjistén pomoci
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predikénich databazi - TargetScan, PicTar a Miranda. V karcinomech plic byly zjiStény rozdilné
exprese miR-203 a PKCa oproti normalni plicni tkdni. Bylo zjisténo, Ze zacileni na PKCa
prostfednictvim miR-203 hraje dlleZitou roli v regulaci proces( jako je bunécna proliferace, migrace
bunék plicniho karcinomu a apoptdze. Studie poukazuje, zZe snizenim exprese PKCa prostrednictvim
miR-203 vede k modulaci biologickych procest v burikach plicniho karcinomu. MiR-203 ma
v karcinomu plic snizenou expresi oproti normalni plicni tkani. Zadvérem dané studie poukazuje ne
negativni regulaci PKCa prostfednictvim miR-203 u plicniho karcinomu. Ndsledna terapeuticka
strategie, ktera by vedla ke zvySeni exprese miR-203 nebo umléeni PKCa by mohla vést ku prospéchu
pacient( s karcinomem plic (Wang a kol., 2013). Zajimavé je, Ze pozménéna exprese miR-203 se
podilela na ovlivnéni PKCa, proto je mozné, Ze i miR-362-5p se mUzZe podilet na regulaci PKCa

u NSCLC, tim Ze patfi mezi jeden z jejich cild.

Poslednim z predikovanych cild byl TGFB2. Signalni drahy TGF-B jsou povaZovany za
rozhodujici mediatory v rliznych procesech buriky. Bylo zjisténo, Ze transformuijici rlstovy faktor-
B je zapojeny do onemocnéni, kterad jsou spojovdna s imunitou. Signdlni drdha TGF-B je zapojena
v procesech proliferace a diferenciace bunék a v apoptdze. Je zapojeny i do patologickych procest

jako je astma, plicni fibréza, chronické onemocnéni ledvin a rakovina.

Tri isoformy TGF-B2 a TGF-BR2 ze tfi TGF-B byvaji spojovany s chronickym onemocnénim
ledvin arendlni fibrézou. Zanétlivé procesy a fibrogeneze vedou k selhdvani ledvin a jejich
naslednému trvalému poskozeni. Studie se zabyvala jednonukleotidovymi polymorfismy u TGF-BR2
ve spojeni s termindlnimstadiem onemocnéni ledvin. Vysledky dané studie mohou mit jista omezeni,
protoze byl pouZit mensi soubor pacientd. Bylo zjisténo, Ze genomové varianty u TGF-BR2 mohou
byt spojovany s konec¢nym stadiem onemocnéné ledvin (Ki a kol., 2015). Prozatim nebyla nalezena
védecka publikace, ktera by se zabyvala funkci miR-362-5p ve spojeni s NSCLC. Bylo by tedy vhodné
danou microRNA vice prostudovat v zapojeni do progrese s NSCLC ataké ve spojeni s jejimi

predikovanymi cili.

Dalsim studovanou microRNA byla miR-1244. Dand miR byla jiz studovana ve spojitosti
s karcinomem plic. Studie Li a kol. (2016) se zabyvala klicovou roli miR-1244 v bunécné linii A549,
jenz byla rezistentni vUci cisplatiné. Pomoci gRT-PCR byla posuzovana exprese miR-1244 u bunééné
linie A549 a u rezistentni bunécné linie A549 v(ci cisplatiné. MiR-1244 méla vyznamné sniZzenou
expresi v bunécné linii A549, jenzZ byla rezistentni vici cisplatiné. Pomoci pritokové cytometrie byl

dale sledovan efekt miR-1244 na apoptdzu. Mnozstvi apoptotickych bunék bylo zvySeno po
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transfekci bunék linie A549/DDP danou miRNA. Toto zjisténi naznacduje, Ze pravé miR-1244 by mohla
indukovat apoptdzu v bunikdch nemalobunécného karcinomu plic. V dané studii se také zabyvali
molekularnimi cili miR-1244. Bylo zjisténo, Ze jeden z cilovych genimicroR-1244 vykazoval snizenou
expresi predevsim NEDDA4. Pfi umléeni NEDD4 doslo k navyseni bazalni hladiny TP53, coz zpUsobilo
vétsi odezvu na poskozenou DNA, proto také v této studii ndsledné analyzovali hladinu exprese TP53
pomoci gPCR. TP53 je tumor supresorovy gen, jenz se nachdzi v fadé nddorovych onemocnéni
v mutovaném stavu. Je tomu tak i u karcinomu plic, podle dosavadnich studii se domniva, Ze pravé
mutace TP53 vede k ziskani nebo udrzeni |ékové rezistence. Nasledné bylo zjisténo, ze TP53 je byl
nadmérné exprimovan v burikach linie A549/DDP pfi transfekci miR-1244. Dané vysledky ukazaly, Ze
TP53 by mohl byt jeden z cilovych genl miR-1244. Zavér dané studie poukazuje na to, Ze signalni
drahy, v nichz je miR-1244 zapojena, by mohl ukdzat novy smér pro cilenou terapii vyse uvedenych

karcinomd, jenZ jsou chemorezistentni vici 1é¢bé (Li a kol., 2016).

Jednim z dalsich predikovanych cild dané mi RNA uréena MAP3K2, ktera patfi do rodiny
proteinovych kinaz serin/threonin. Dana kindza cCasto prednostné aktivuje jiné kinazy, které jsou
zapojeny do signalni drahy MAP kinazy. MAP3K2 byva ufady nadorovych onemocnéni zvysené
exprimovana. Doposud nejsou zndmy publikace zabyvajici se studiem miR-1244 ve spojeni
s MAP3K2 u NSCLC. Studie Yu (2015) zkoumala dlohu miR-520A-3P v rozvoji NSCLC a nasledné
metastdze. Pomoci gRT-PCR byla zjiSténa vyrazné snizend exprese dané microRNA v nadoru
v porovnani s okolni tkdni. Pomoci bioinformatiky byl jako pfedpovidany cilovy gen pro miR-520A-
3P identifikovand pravé kinaza MAP3K2. Pomoci western blottingu byl prozkoumdan molekuldrni
mechanismus interakce miR-520A-3p, s MAP3K2. Dana interakce se uplatfiuje v regulaci pro
bunécné apoptdzy, diferenciaci bunék a migraci bunék. Vysledky dané studie ukazaly, Ze zvySena
exprese miR-520A-3p muUze inhibovat expresi MAP3K2 a kaspdzu 3 a tim podporovat expresi bcl-2.
Opakem je pak inhibice miR-520A-3p, jenZ vede k expresi proteinu MAP3K2 a kaspazy 3, a zaroven

snizené expresi bcl-2. (Yu a kol., 2015).

DalSim identifikovanym cilem vy3e uvedené miRNA je tumor nekrotizujici faktor o-
indukovany protein 8 -like-2 (TNFAIP8L2 nebo TIPE2). Dosavadni publikace zabyvajici se studiem
exprese daného proteinu ve vzorcich pacientl s NSCLC vSak nepopisuji mechanismus interakce miR-
1244 s TNFAIP8L2. Tento protein se fadi mezi ¢leny rodiny TNFAIP8 rodiny, ktera patfi mezi negativni

regulatory prirozené a ziskané imunity. Nékteré studie poukazaly, Ze pravé exprese toho proteinu
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by mohla mit souvislost s agresivitou nadoru, metastazovanim a tim i Spatnou progndzou u pacientd

s karcinomy (Li a kol., 2015; Wang a kol., 2017).

V danych studiich byla zjisténa snizena exprese TNFAIP8L2 u karcinomu plic ve srovnani se
zdravou plicni tkdni. Naopak pfi navySeni exprese daného proteinu doslo k sniZzeni proliferace
nadorovych bunék ajejich invazivniho potencidlu. Transfekce TIPE2 vedla ksnizeni anti-
apoptotického proteinu Bcl-XL. Dané studie poukdzaly také na to, Zze TIPE2 by mohl fungovat jako

nadorovy supresor v rozvoji nemalobunécného karcinomu plic. (Li a kol., 2015; Wang a kol., 2017).

Dalsim z identifikovanych cil( pro miR-1244 byl protein C9, ktery je soucasti komplementu.
Protein C9 byl identifikovan jako jeden z moznych cilll miR-1244. Jeji exprese je u NSCLC sniZena.
Z Cetnych studii vypliva, Ze se dana miR-1244 mUze podilet na ovlivnéni funkce a procest, do nichz
je zapojen protein C9. Dany protein hraje klicovou roli vregulaci pfirozené a adaptivni imunité. Je
znamo, Ze nadorové burky maji schopnost tniku pfed imunitnim systémem. Jednim z mechanismu
Uniku je, ze nadorové bunky exprimuji inhibitory vazané na membrané, které je chrani pred ucinky
komplementu. Komplement je soucdsti pfirozené imunity. Bunécné linie NSCLC maji schopnost
produkovat inhibitory komplementu jako je faktor | (Fl), faktor H (FH) a C4b-vazajici protein (C4BP).
Dané inhibitory umoznuji tedy nadorovym bunkam NSCLC zvySenou ochranu ptred imunitnim

systémem (Okroj a kol., 2009).

Dalsim identifikovanym cilem pro danou microRNA byl CCNE2. Cykliny E1 a E2 se podili na
fizeni béhem bunécéného cyklu mezi G1 a S fazi. Doposud nejsou zvefejnény studie zabyvajici se miR-
1244 ve spojeni s cyklinem E2. Dulezita je vSak pfitomnost a aktivace CDK2 k iniciaci replikace, ktera
fosforyluje Rb protein a dalsi cile. V riznych typech nadorovych onemocnéni byl cyklin E2 detekovan
ve vyssich hladinach oproti normalnim tkanim. U nemalobunécénych karcinom plic byla pozorovana

zvySenad exprese E2 (Chen a kol., 2015).

Poslednim z identifikovanych cil(i vy$e uvedené miRNA je IL33. Dany protein byl jiz studovan
ve spojitosti s NCSCLC, ale doposud nejsou znami publikace zabyvajici se vztahem miR-1244 a IL-33.
IL 33 patfi do rodiny IL-1 cytokinl a uvolfiuje se pfi poSkozeni tkani. Primarné se podili na indukci
2.typu imunitnich reakcich. Exprese IL-33 probihd prevainé v jadre epitelidlnich bunék
a endotelidlnich bunék U nemalobunécného karcinomu plic byla zjisténa zvySend exprese IL-33
oproti prilehlé nenadorové plicni tkani (Wang a kol., 2016). Na druhou stranu studie Akimota a kol.
(2016) poukazala na snizené mnozstvi IL-33 a IL1RL1 ve vzorcich karcinomu plic a v burikach oproti

normalni tkdni a buikdm. Autofi také zjistili, Ze hladina transkriptu IL-33 a ILIRL1 byla nepfimo
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Umérna se stadiem plicniho karcinomu a s celkovym prezitim (Wasmer a kol., 2017; Wang a kol.,

2016; Akimoto a kol., 2016).

Pro miR-1909 byly vybrany dva cile Tspan9 a FOXO4. Tetraspaniny jsou proteiny patfici do
rodiny glykoproteinl. Funkce tetraspanini dosud nebyla pfilis objasnéna. Doposud nebyly
zverejnény zadné publikace tykajici se interakce tetraspaninu 9 a miR-1909. Proto by bylo vhodné
danou problematiku sledovat ve vzorcich pacientll s NSCLC. Ve vzorcich pacientl s karcinomem
Zaludku byla zjisténa snizena cytoplazmatickd exprese v nddorovych burikdch, oproti normalni tkani

(Feng a kol., 2016).

FOXO04 patfi do rodiny proteint FOXO, ktera se sklada se ¢tyr ¢lenu: FOX01, FOX03, FOX04
a FOX06. Doposud nebyly publikovany studie zabyvajici se mechanismem vzdjemné interakce miR-
1909 a FOXO4 u NSCLC. Tyto proteiny pouzivaji doménu Forkhead box vazajici rizné sekvence, které
mohou pozitivné a negativné regulovat genovou expresi. Pro zajimavost lIze uvést, Zze jednou
z microRNA, ktera je zvySené exprimovana v bunécnych liniich NSCLC a interaguje s FOXO4, je
miRNA-150. PFi poruseni regulace signdlni drahy miR-150-FOX04 u mysSiho modelu plicniho
karcinomu doslo k nadorové transformaci a metastdzovani. Dand deregulace podporovala migraci
nadorovych bunék a EMT (Li a kol., 2016). Mohli bychom predpoklddat mozny mechanismus
interakce mezi miR-1909 a FOX04 u NSCLC, tak jako je tomu u vySe zminéné signdini drahy miR-150
a FOX04.

Pro miR-3197 byly identifikovany dva cile IGFBP5 a FOXP2. Inzulinovy rlistovy faktor vazajici
protein 5 (IGFBP5) patfi mezi ¢leny rodiny, které patfi mezi dllezité regulatory IGF signaini drahy.
Doposud nejsou zndmé studie zabyvajici se vztahem miR-3197 a IGFBP5 u NSCLC. Ve studiich
provadénych na vzorcich prostatickych karcinomd a karcinom( prsu bylo zjisténo, jakin vivo, tak in
vitro se IGFBP5 podili na podpofre rlstu karcinomu prostaty. V mysim modelu karcinomu prsu byly
pozorovany 1 ,5krat vyssi hladiny toho proteinu oproti zdravé nenddorové prsni tkani (Gregory

a kol., 1999; Miyakoshi a kol., 2001; Hao a kol., 2004; Yu a kol., 2016).

Jako potencialni cilovy gen pro miR-3197 byl identifikovan protein FOXP2. Doposud nejsou
znamy studie zabyvajici se vztahem miR-3197 s FOXP2 u pacient(i s NSCLC. Clenové rodiny FOX
byvaji zapojeny do mnoha procest zahrnujici diferenciaci, proliferaci, apoptdzu ainvazi bunék.
Praveé ztrata nebo vyrazeni funkce ¢lenl rodiny FOX muizZe vést k rozvoji karcinogeneze. FOXP2 byl
zkouman u bunécné linie SGC7901 karcinomu Zaludku. Exprese miR-190 se u karcinomu Zzaludku
jevila vyznamné vyssi oproti normalnim epitelidlnim burikdm Zaludku a okolni tkani. Vysledky také
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ukazaly, Ze exprese FOXP2 byla v nddorové tkani snizena oproti normalni tkani. Metody Western
blotting a RT-PCR potvrdily, Ze zvySena exprese miR-190 vede k snizeni exprese FOXP2a naopak
snizend exprese miR-190 vedla k zvySené expresy FOXP2 na drovni proteinu. Testy potvrdily, Ze
pozménéné exprese miR-190 u karcinomu Zaludku by mohla vést k negativni regulaci FOXP2
a také prispét k rozvoji patologického procesu v signalni draze FOXP2 u karcinomu Zaludku. Studie
Jia akol. (2016) se domniva, Ze pozménéna exprese miR-190 se na patologickych procesech
u karcinomu Zaludku muzZe podilet prostfednictvim zapojeni se do signalni drahy daného proteinu
FOXP2, jenz byl identifikovany jako jeden z jejich cilovych genl. Pro ovéreni dalsi faktl a vysledk(
v dané studii by bylo dobré rozsifit soubor vzork(, jak uvadi samotni autofi. Mohli bychom
predpokladat obdobny vztah mezi miR-3197 a FOXP2 u NSCLC, co? je potfeba ovéfit v ramci dalSich

studii.

Dalsi sledovanou microRNA v ramci nasi studie je miR-4463. Potencionalni cile pro danou
miR by mohly byt CLDN1 a AMOT. Doposud nebyly publikovany studie, které by se zabyvaly regulaci
miR-4463 ve spojeni s CLDN1 u NSCLC. Klaudiny jsou velké adhezni molekuly podilejici se na
vytvareni tésnych spojl afungujici jako bariéra regulujici pratok vody, iontd a rdznych
makromolekul vedouci k udrzeni homeostazy bunék. Byly zkoumany iu karcinomu plic ajsou
predmétem vice studii. Napfiklad u plicniho adenokarcinomu bylo zjisténo, Ze pacienti s nizsi
hladinou exprese proteini CLDN1, maji kratsi dobu preziti, ve srovnani s pacienty s vyssi expresi
daného proteinu. (Chao a kol., 2009; Zhang a kol., 2013). Ve studii Moldvay a kol. (2017) byly pouZzity
bronchialni karcinomu plic od pacientd s adenokarcinomem a spinocelularnim karcinomem. Ve
studii bylo ukazano, Ze sniZzena exprese CLDN1 vedla k horsi progndze u NCSLC, ale co je zajimavé,
Ze se to tykalo pouze skupiny pacientl se spinocelularnim karcinomem plic. Co se tyka celkového
preziti pacientl s adenokarcinomem, tak zde nebyla nalezena Zadna korelace ve spojenis CLDN1,

-2,-3,-4,-7.

Angiomotin (AMOT) je protein, ktery se podili na regulaci angiogeneze, tim Ze zvysSuje
migraci endotelidlnich bunék,¢imz se podili na novotvorbé cév. AMOT ma dvé isoformy p80 a p130,
které se od sebe navzajem lisi nepfitomnosti a pfitomnosti N -termindlni domény. Do signalni drahy
Hippo-Yap / TAZ je zapojen iprotein AMOT p130. Dana signalni draha ovlivriuje proliferaci,
diferenciaci a apoptdzu, proto je povazovana za zajimavy mozny terapeuticky cil pro Iécbu

karcinomu. Protein AMOT nebyl u pacient(is NSCLC ve spojeni s miR-4463 doposud studovan.
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Studie publikovana (Yu, 2013) se zabyvala expresi AMOT p130 ve vzorcich adenokarcinomu plic
a v prilehlém plicnim parenchymu. Zvysena exprese AMOT mRNA byla nalezena v normalni plicni
tkani. Snizena exprese proteinu AMOT p130 se objevila u pacient( s adenokarcinomem plic, jez byli
mladsi <65 let. Bylo analyzovano i preziti jednotlivych pacient(l. Skupina pacientl, u nichZ nebyla
exprese AMOT p130 vyznamné pozménénd, vykazovali delsi dobu prezZiti oproti pacientim se

snizenou expresi AMOT p130 (Jang a kol., 2016).

Pro miR-660 byly identifikovany jako cile ARHGAP36 a PCDH9. Prvni protein patfi do rodiny
Rho GAP. Doposud nebyly publikovany Zzadné prdce zabyvajici se interakci mezi miR-660
a ARHGAP36 v primdrnich nddorech NSCLC. Jednd se o ¢lena rodiny Rho GAP. Dany protein aktivuje
signalni drahu Hedhehog (Hh/Gli), coz muze vést rozvoji nékterych nadorovych onemocnéni,
protoze dana signalni draha je klicovym reguldtorem pfi embryogenezi a u tkarnové homeostdzy

(Rack a kol., 2014; Eccles a kol., 2016).

Protokadherin 9 patfi mezi ¢leny rodiny protokadherini a kadherin(. Jejich uUkolem je
zprostiedkovdvat adhezi mezi burikami. Doposud nebyla publikovana studie, kterd by se zabyvala
expresnim profilem PCDH9 v zavislosti na expresi miR-660 upacientl s NSCLC. Protokadherin 9 byl
zkouman u malignich gliomd. Snizena exprese PCDH9 byva spojovana s horsi progndzou u pacientt
s malignim gliomem (Wang a kol., 2017). Vyrazenim z funkce PCDH9 u gliomovych bunécnych linii
vedlo k zhorSeni nadorového fenotypu. Ve studii Wanga a kol. (2017) byl zkouman vztah mezi miR-
215-5p, kterad se nachdazela ve zvysené expresi u gliom( spolu s PCDH9, ktery se zde nachazel ve
snizené expresi ve srovnani s normalni mozkovou tkani. PCDH9 byl také zjistén jako jeden
z potenciondlnich cild pro miR-215-5p, kterd se nejspiSe zaméruje na 3 "UTR oblast PCDH9.Bylo

zjisSténo, Ze MiR-215-5p se podilela na inhibici exprese PCDH9 v bunécné linii gliomu.

Dalsi vyznamnou microRNA byla miR-4433 a jeji identifikované cile byly TP53INP2 a CYTH3.
Doposud nebyla publikovdna studie zabyvajici se expresi TP53INP2 ajejim ovlivnénim
prostfednictvim miR-4433 u NSCLC. Tumorovy protein p53 indukovany jadernym proteinem
2 TP53INP2. je funkénim proteinem podilejicim se na regulaci transkripci a také pfispiva k regulaci
bazalni autofagie. Studie Hu a kol. (2017) prokazala snizeni poctu autofagozomu a vyssi schopnost
proliferace ve spojeni se snizenou expresi TP53INP2 u bunécnych linii derivovanych z liposarkomu.

(Hu a kol., 2017).

Cytohezin 3je jeden zvysoce homolognich c¢lent rodiny Cytohezinl, které jsou
vicedoménové cytoplazmatické proteiny zapujené v cetnych fyziologickych i patologickych
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procesech Fu a kol. (2014). Cytoheziny jsou vyznamné jako cytoplazmatické aktivatory receptoru
tyrozin kinazy signalizace u epidermalniho rastového faktoru ainzulinového receptoru. Nebyly
nalezeny zadné publikace tykajici se zmén exprese Cytohezinu 3 prostfednictvim miR-4433

u pacient(l s NSCLC.

Pro miR-4774-3p byly jako cilové geny identifikovany SEPT7 a PCDH9. Septiny jsou proteiny.
Udrzuji konzervovanou roliv cytokinezi, jsou zapojeny do mnoha bunéénych funkci jako je segregace
chromozom(l, opravy DNA, apoptdéza ¢i migrace. Jsou také spojovany s fyziologickymi di
patologickymi procesy. Septiny se do popredi dostavaji izdlvodu studia snadorovymi
onemocnénimi. Naptiklad SEPT9 byl zkouman u lidskych nador( a byl identifikovany jako jeden
z onkogen( u karcinomu vajecnikd, hlavy a krku (Vardi-Oknin a kol., 2013). Studie Zhanga a kol.
(2016) se zabyvala ulohou septinli v procesech migrace a invaze bunék u karcinomu prsu. Z vysledkd
dané studie bylo zjiSténo, Ze SEPT7 a SEPT2 se chovaly jako onkogeny v regulaci karcinomu prsu pres
aktivaci signalni drahy ERK. Ve studii bylo prokazano, Zze SEPT2 a SEPT7 se podili na podporeni Ucinku
proliferace, migrace ainvaze u karcinomu prsu (Zhang akol., 2016). Septin 7 nebyl doposud

studovan u nemalobunécéného karcinomu ve spojeni s miR-4774-3p.

Protokadherin 9 patfi mezi ¢leny rodiny protokadherind a kadherinl. Jejich dkolem je
zprostfedkovavat adhezi mezi burikami. Protokadherin 9 byl zkouman u malignich gliomd. Nejsou
doposud znami publikace zabyvajici se pfimo vztahem mezi miR-4774-3pa protokadherinu

9 u NSCLC.

Pomoci databazi Targetscan a miRBD byl zjistén jako predikovany cil PCDH9 pro miR-215-
5p, ktera se nejspiSe zaméruje na 3 "UTR oblast PCDH9. MiR-215-5p se podilela na inhibici exprese
PCDH9 v bunécné linii gliomu. Agresivni fenotyp bunécné linie gliomu byl podpofen miR-215-5p
inhibici exprese PCDH9, protoze PCDH9 hraje dlilezitou roli v proliferaci, tvorbé nadoru av apoptdze.
Pomoci luciferdzového testu bylo zjisténo, ze cilem miR-215-5p je promotor a 3 "UTR oblast PCDH9
azdaného zjisténi vyplyvd, Ze miR-215-5p inhibuje expresi PCDH9 na urovni transkripcni
a posttranskripcni (Wang a kol., 2017). U NSCLC nebyla nalezena publikace zabyvajici se ovlivnénim
exprese PCDH9 prostfednictvim miR-4774-3p, jenZ na dany protein cili a je schopna jej do jisté miry
ovlivnit. Mohli bychom predpokladat mozny mechanismus interakce mezi miR-4774-3pa PCDH9, tak

jako je tomu u vyse zminéné miR-215-5p a PCDH9.

Predikované cile pro miR-4659b-5p byly RSF1 a VASH2. Nékteré studie ukazaly, ze vyssi

hladiny mRNA nebo proteinu RSF1 jsou spojovany s nejagresivnéjsSim typem karcinomu vajecniku.
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Protein RSF1 byl studovan u NSCLC, ale stale neni dostatek studii zabyvajicich se pfimym vyznamem
miR-4659b-5p a RSF1 u NSCLC. Studie se zabyvala expresi a biologickou funkci RSF1
u nemalobunécéného karcinomu plic. Hladiny exprese mRNA RSF1 se nachdazely ve zvySené hladiné
u tkani nemalobunécéného karcinomu plic oproti hladiné exprese mRNA RSF1 v normalni pfilehlé
plicni tkani. Pfi umlceni RSF1 u bunécnych linii H1299 a bunék H460, které predtim vykazovaly
vysoké hladiny exprese RSF1 doslo k sniZzeni schopnosti rlstu kolonii u bunék nadorovych linii. Dané
zjisténi naznacuje, Ze RSF1 by mohl podporovat rist bunék karcinomu plic. Pfi umléeni RSF1 doslo
také k snizeni hladin fosfo-ERK. Tento vysledek naznaduje, Ze RSF-1 nejspiSe moduluje rdst bunék
karcinomu plic prostfednictvim aktivace ERK. Proto by RSF-1 mohl byt povaZovan za jednoho
z kandidatlpro terapeutické cile u karcinomu plic (Li a kol., 2012). Jak je jiz zminéno vyse, tak RSF1
byl jiz u NSCLC studovan, ale co se tyka spojitosti s miR-4659b-5p, pro niZ je protein jednim z cild,

tak nebyly nalezeny zadné publikace tykajici se této problematiky.

Vasohibin zahrnuje dva cleny, Vasohibin 1a2. Vasohibin 1 byl nalezen v cytoplazmé
endotelidlnich bunék. Byl identifikovan jako negativni regulator angiogeneze. Vasohibin 2 je
povazovan za homologa VASH1. Ve studii Tu a kol. (2017) byla zkoumadna exprese Vasohibinu 2 a byl
zkouman jeho mechanismus a funkce na in vitroa in vivo modelech. Pomoci imunohistochemie byly
barveny tkané pacientd s karcinomem slinivky bfisni. Bylo zjisténo, Ze pacienti s karcinomem
pankreatu, ktefi byli Ié¢eni chemoterapii gemcitabinem, vykazovali negativni nebo jen slabé barveni
VASH2 ataké méli vyrazné lepsi preziti nez pacienti, ktefi nebyli 1é¢eni chemoterapii. U vzorkd
karcinomu slinivky bfisni se stfedni az vysokou expresi VASH2 nebyly pozorovany rozdily v preZiti
pacientll mezi témi, ktefi absolvovali chemoterapii a mezi témi, ktefi nebyli 1éCeni. Ve studii bylo
provedeno dalsi zhodnoceni Uuc¢inku VASH2 na citlivost pankreatickych bunék ndadoru
k chemoterapii. Byly vytvofeny nadorové buriky pankreatu, které nadmérné exprimovaly VASH2
jednalo se o PANC-1-VASH2 a buriky pankreatu, které mély vyrazné snizenou expresi VASH2
prostfednictvim vlasenkové RNA tedy SW1990-shVASH2. Pomoci imunoblottingu bylo zjisténo, ze
u bunék SW1990-shVASH2, které mély umlcéeny VASH2, doslo kwvyssi citlivosti na gemcitabin
a k zvySeni apoptdzy oproti burikdmo PANC-1 -VASH2. In vivo studie byla provedena na mysich.
Metabolismu gemcitabinu souvisi s RRM2, ktery byl zvySené exprimovan u modelu se zvySenou
expresi VASH2. Naopak u bunécné linie s uml¢enim VASH2 byla hladina exprese RRM2 snizena.
Pomoci imunohistochemie byla ukdzana pozitivni souvislost mezi expresi VASH2 a s RRM2 u bunék
karcinomu slinivky. Z danych vysledkl podle studie vyplyvd, Ze VASH2 je schopen pres zvySenou

expresi RRM2 navodit rezistenci vic¢i gemcitabinu u bunék karcinomu pankreatu. Novy cil pro anti-
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chemorezistenci terapie gemcitabunem by mohl predstavovat pravé VASH2 u bunék karcinomu
pankreatu. Vysledky studie poukazaly na zvySenou expresi VASH2 v pankreatickych bunkach tumoru
oproti prilehlé zdravé tkani. Tato pozménénd exprese byla spojena i s vyssSim stupném karcinomu
(Tu a kol., 2017).Doposud nebyla nalezena 7adna publikace zabyvajici se expresi a interakci VASH2

a4774-3pu NSCLC.

Posledni vyznamnou microRNA v rdmci mikrocipové analyzy byla miR-26b, ktera jiz dfive
byla studovana ve spojitosti s karcinomem plic. Liang akol. (2015) studovalipomoci reverzni
transkriptazové polymerdzové reakce hladiny miR-26b ve ¢tyfech bunécnych liniich H1299, A549,
H661, H1703 a u 10 vzorkd pacientli s NSCLC. Bylo také zkoumano, zda tumor supresorovy gen PTEN
je primym cilem miR-26b. PTEN se nachazi ve snizené expresi u NSCLC, coz nasledné vede k invazi
bunék a zvysenému rlstu nadoru. Pti transfekci bunécénych linii NSCLC vektorem sekvence PTEN
nam analyza pomoci Western blotu ukdzala zvySenou expresi miR-26bv bunécnych liniich v H1299
a A549 oproti kontrolni nenddorové bunécni linii. Tedy zvySend exprese PTEN méni ucinek miR-
26bu NSCLC. Zajimavym zjiSténim je, Ze miR-26bu karcinomu prsu se nachazi exprimovana v nizkych
hladinach, coZ vede k snizeni Zivotaschopnosti bunék a nasledné indukci apoptdzy. U karcinomu
prsu miR-26b funguje jako tumor supresorovym gen. Ve studii a vysledcich Ling a kol. (2015) miR-
26b ma onkogenni roli u NSCLC. Rozdilnost vysledk( role miR-26bu rlznych typl karcinomu je
mozno dano sloZitym zapojenim do signalnich drah (Liu a kol., 2011; Liang a kol., 2015; Soria a kol.,

2002; Zhang a kol., 2010).

Pro miR-26b byly jako predikované cile identifikovany AMOT a CDK2AP1. Jak je jiz psano
vySe u miR-4463, tak angiomotin je protein, ktery se podili na regulaci angiogeneze, tim Ze zvySuje
migraci u endotelidlnich bunék. Nebyla nalezena studie zabyvajici se miR-26ba ovlivnénim exprese

AMOT v NSCLC.

CDK2AP1 podle nékterych studii funguje jako inhibitor CDK2, ktery ma vliv na pfechod mezi
fazemi G1/S v bunécéném cyklu. Nékteré studie poukazuji na to, Ze pravé exprese CDK2AP1 koreluje
s metastazemi a preZitim pacientd se spinocelularnim karcinomem hrtanu Zhong a Xiong
(2015).U NSCLC nebyla nalezena publikace zabyvajici se ovlivnénim exprese CDK2AP1

prostfednictvim miR-26b, jenZ na dany protein cili a je schopna jej do jisté miry ovlivnit.

Dalsim cilem nasi prace bylo hodnoceni heterogenity exprese miR-21 a miR-34av centralni
a periferni oblasti adenoskvamdzniho karcinomu plic av pfilehlé normdlni plicni tkani. Pro

experiment byly pouzity ¢tyfi vzorky adenoskvamodzniho karcinomu pochazejiciho od jednoho
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pacienta. Tyto vzorky byly fixované formalinem a zalité v parafinu. Dva vzorky pochazely z periferni

oblasti, jeden vzorek z centrdlni ¢asti a jeden vzorek nenddorového plicniho tkaniva.

Z nasich vysledkl nebyla zjisténa Zadna exprese tumor supresorové miR-34av nadorové
oblasti a ani u normalniho tkaniva, proto nebylo mozné porovnat rozdily v expresi mezi jednotlivymi
oblastmi tumoru. Vyrazné barevné rozdily jsme okometricky pozorovali umiR-21, kterd ma
onkogenni charakter. Exprese miR-21 byla vyrazna v centralni ¢asti tumoru. V periferni oblasti byla

vv v

exprese nizsi a v normalnim plicnim tkanivu jsme nepozorovali témér zadnou expresi.

Nase vysledky jsou vsouladu se zavéry vyse uvedenych studii o heterogenité exprese
jednotlivych typd miRNA u karcinomu prsu. Podle nasich poznatk( studie prokazujici heterogenni

expresi jednotlivych typd miRNA, nebyla u NSCLC doposud publikovéana.
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7 Zaveér

V teoretické ¢asti byla vypracovana literarni reserSe zabyvajici se doposud publikovanymi poznatky
o molekuldrnich  mechanismech  zapojeni microRNA do  patogeneze  nadorovych
onemocnénipredevsimu nemalobunécéného karcinomu plic. V rdmci dané reserse jsem se zamérila
na oblast mnohocetné |ékové rezistence, nddorové heterogenity a odhadu metastatického

potencialu.

V experimentdlni  ¢asti byla provedena izolace RNA pochazejici od
pacinentls NSCLC,u kterych se vyskytovaly metastazy v lymfatickych uzlinach a od pacinet(
s NSCLC, u kterych se dané metastaze nevyskytovaly. Ziskand RNA byla ndsledné pouZita pro
mikroc¢ipovou analyzu. Nasledné bylo ze ziskanych vysledk(i vybrano deset microRNA, jejichz
exprese se statisticky nejvice lisila u pacinetl s metastazemi do lymfatickych uzlin a u pacinet( bez
metastdz do lymfatickych uzlin. Pro deset vybranych microRNA byly pomoci databazi MiRDB
a Targetscan vyhledany cilové geny, na jejichz regulaci by semohly podilet pravé vybrané microRNA.
Pro sledovani nadorové heterogenityu NSCLC byla provedena in situ hybridizace v rdmci jednoho
pacienta s adenoskvamoznim karcinomem. U miR-34a nebyla zjiSténa Zadna exprese v nddorové
tkani aani unormalniho tkaniva, proto nebylo moziné porovnat rozdily vexpresi. Vyraznou
heterogenitu v expresi jsme pozorovali u miR-21, kterd se vyskytovala v centralni ¢asti tumoru.
V periferni oblasti byla exprese jiZz nizsi a v normdlnim plicnim tkanivu jsme pozorovali pouze

minimalni expresi.

Zavérem této prace je, Ze exprese miR-362-5p, miR-1244, miR-1909, miR-3197, miR-4463,
miR-660, miR-4433, miR-4774-3p, miR-4659b-5p, miR-26b se vyrazné lisily u nadorl s metastazami
v porovnani s nadory bez metastdz. Snizené hladiny exprese miR-1909, miR-3197, miR-4463, miR-
4433, miR-4774-3pa miR-4659b-5p byly zjistény ze vzork( u pacientd s metastazemi do lymfatickych
uzlin oproti zvySené expresi danych microRNA u pacientll bez metastaz. MiR-362-5p, miR-1244, miR-
660 a miR-26b byla zvysena expreseu vzork( pacienti s metastdzemi do lymfatickych uzlin oproti
snizené expresi téchto microRNA u pacientl bez metastaz. Toto zjiSténi by dale mohlo dopomoct
k dalsSimu vyzkumu mechanismu biologického ucinku danych microRNA pfi studii progrese NSCLC.
Vysledky ziskané sledovani exprese miR-21 a miR-34a jsou v souladu se zavéry uvedenych studii
o heterogenité exprese jednotlivych typd miRNA u karcinomu prsu. Podle nasich poznatkd studie

prokazujici heterogenni expresi jednotlivych typd miRNA u NSCLC nebyla doposud publikovana.
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Vyse uvedené ziskané vysledky budou ovérené na vétsim souboru pacient( v prospektivni studii.

8 Seznam zkratek

ADC —adenokarcinom

AGO - argonautova rodina

AKT —homolog virového onkogenu v-akt odvozeniho od mysiho thymonu
AKT3 —homolog 3 virového onkogenu v-akt odvozeniho od mysiho thymonu
ALK —receptorova tyrozin-kinaza u anaplastického lymfomu

AMOT — angiomotin

ARHGAP36 — Rho GTPdaza aktivacni protein 3

BCL2 — negativni regulator apoptdzy (B-cell leukemia/lymphoma 2)
BCI-XL —protein podobny BCL2 typ 1 (BCL2-like 1)

C9 —komponenta komplementu 9

CASP7 — kaspéaza 7

CASP3 —kaspaza 3

CCNE2 —cyklin E2

CDK6 —cyklin-dependentni kindza 6

CDK2AP1 — cyklin dependentni kindza asociaovdna s proteinem 1
CDKN2A —inhibitor cylin-dependetni kindazy 2A

CENPK — centromericky protein K

CLDN1 —klaudin 1

CLL - chronickd lymfocytarni leukémie
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¢ -MET - protoonkogen MET (receptor pro hepatocytarni rlistovy faktor)
CYTH3 — cytohezin 3

DEPC - diethyl pyrokarbonat

DGCR8 — DiGeorge syndrome critical region gene 8
DNMT1 —DNA metyl-tranferaza 1

E2F — E2F transkripcni faktor

E2F1 —E2F transkrip¢éni faktor 1

EGF — epidermalni rlstovy faktor

EGFL7 —epidermalni rlstovy faktor obsahujici doménu 7
EGFR — receptor pro epidermalni rlstovy faktor

EMT - epitelidlné-mezenchidlni tranzice

FAS —Clen 6 rodiny receptor(l nadorovych nektotickych faktor(
FOX04 —transkripcni faktor O typu ,,forkhead” 4

FOXP2 - forkhead box P2

HIF — hypoxii indukovany faktor

IGFBP5 —inzulinovy rlstovy faktor vazajici protein 5
IRS-1 - inzulinovy receptor-substrat 1

IL-10 — interleukin 10

IL-12 —interleukin 12

IL-33 — interleukin 33

ISH — In situ hybridizace

ITGAS —intergrin, a5

KRAS —lidsky homolog virového onkogenu v-Ki-ras2 izolovaného z krysiho Kirsten sarkomu
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LCC — velkobunécny karcinom

LIN28B —RNA-vazebny protein LIN28

LU — lymfatické uzliny

MAP3K2 —mitogenem aktivovanad protein kindza kinaza 11

MHG2 - High mobility group2

MRNA — medidtorova RNA

miR — microRNA

miRNA — microRNA

MUC1 - mucin1

MYC — homolog virového onkogenu v-myb izolovany z myeloblastézy
MYCN — N-MYC protoonkogen

NF-kB — jaderny faktor kB

NHBE —Human Bronchial Epithelial Cells

NSCLC —Non Small Cell Lung Cancer — Nemalobunécny karcinom plic
P16INKa —inhibitor 2A cyklin dependentni kinazy

P27KIP1 — inhibitor cyklin-dependentni kinazy 1B

P53 —protein 53

PACT —interferonem indukovany aktivator zavisly na dvoufetézcové RNA
PCDH9 —protokadherin 9

PDCD4 - protein programované bunécné smrti 4

PDGFR —receptor pro rlstovy faktor odvozeny od krevnich desticek
PI3K —fosfatidylinositol-3 -kinaza

PKC — protein kindza C
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PKCa — protein kinaza C alfa

PTEN —fosfatdzovy a tenzinovy homolog

gRT-PCR —kvantitativni reverzné transkriptdzova polymérazova reakce
RAS — onkogen RAS

RAF - Ras-associated factor

RB — protein asociovany s retinoblatomem

RDX — radixin

RECK —protein bohaty na cystein s kazalovymi motivy

RHOA — ¢len A rodiny protein(i podobnych RAS

RSF1 - remodeling and spacing factor 1

RT — laboratorni teplota

RT-PCR —reveverzné transkriptdzova polymerazova retézova reakce
SCC - spinoceluldrni karcinom

SEPT7 —septin 7

SMAD4 —lidsky homolog genu DPP u Drosophila melanogaster

SNP — jednonukleotidové polymorfismy

SSC — spinocelularni karcinom

SUCNR1 —sukninatovy receptor 1

TGFB2 —transformujici rdstovy faktor 3 2

TGFBR2 —receptor pro transformujici rdstovy faktor 3 2

TNFa — tumor nekrotizujici faktor alfa

TNFAIP8L2 —tumor nekrotizujici faktor alfa indukujici protein 8 -like 2

TP53INP2 - Tumor Protein P53 Inducible Nuclear Protein 2
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TRAIL —¢len 10 nadrodiny tumor-nekrotizujicich faktor(
TRBP — RNA vazebny protein transaktivujici HIV-1 odpoved'
TSPAN9 — tetraspanin 9

UTR — netranslatovana oblast

VASH2 —vasohibin 2

VEGF — vaskularni endotelovy ristovy faktor

VEGFR - vaskularni endotelidlni ristovy faktor

XPO5 — exportin 5

XRN2 —5'-3" exoribonukleaza?2

ZEB1/2 —homeobox vazajici E-box zinkového prstu 1 /2
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10 Prilohy

Priloha 1: Koncentrace vyizolované RNA od pacientu s metastezemi LU a pacient( bez metastdz

Cislo vzorku Cistota MnoZstvi
RNA ng/ul

1. H21222/99E 2,00 176,00
2. H25049/10G 1,93 32,2 /56,5
3. H10573/00G 2,00 137,7
4, H23022/98E 1,92 126,7
5. H25049/10F 1,89 64,1
6. H1593/09N 1,89 64,1
7. H22167/11N 1,90 114,3
8. H9414/07G 2,01 181,7
9. H14761/00A 1,90 79,8
10. H21222/99C 2,02 327,5
11. H4704/98E 1,99 278,5
12. H11155/06F 1,80 62,4
13. H3461/08A 1,94 38,6
14. H9345/98B 1,98 130,9
15. H17449/99D 1,89 56,6
16. H12813/00 1,84 103,2
17. H19616/98D 1,92 145,1
18. H16503/99D 1,90 139,2
19. H11020/11 1,88 55,7
20. H1802/10B 1,80 145,1
21. H7243/00B 1,76 60,7
22. H4545/99F 1,95 748,6
23. H26256/10Q 1,99 195,6
24. H17208/96E 1,77 57,7
25. H13022/98E 1,95 236,7
26. H3089/09C 1,95 63,1
27. H22239/11C 1,99 130,0
28. H12510/01B 1,93 122,1
29. H15092/07C 1,99 124,3
30. H21207/08A 1,96 92,9
31. H18749/10E 2,01 157,9
32. H26256/10H 1,90 160,6
33. H11594/09D 1,97 148,4
34. H12641/07C 1,96 296,5

Barevné odliSeni pacienti byli pouZiti na mikrocipovou analyzu. U Zluté oznacenych pacientls NSCLC

se nevyskytovaly metastaze do lymfatickych uzlin. U modfe oznacenych pacientli s NSCLC
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se vyskytovaly metastaze do lymfatickych uzlin. U vybranych pacientl s metastazemi a bez metastaz

byla porovndvana odlisna exprese jednotlivych microRNA.

Priloha 2: PFiprava hybridizacniho mixu

Detekovana Cely nazev sondy (Exiqon) Mnoistvi Mnoistvi
microRNA sondy hybridizacniho
pufru

hsa-miR-21 miRCURY LNA™ Detectionprobe, 5 -DIG | 2,0 ul 200 pl
and 3 "-DIG labeled

hsa-miR-34a | miRCURY LNA™ Detectionprobe, 5 -DIG | 2,0ul 200 pl
labeled

Pozitivni LNA™ U6 snRNAprobe, 5’ DIG-labeled 1,5ul 200 pl

kontrola

Negativni LNA™ Scramble-miRprobe, double-DIG | 1,5ul 200

kontrola labeled
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