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Abstrakt

MIiRNA hraji klicovou roli v regulaci genové expresédi stovky a
tisice novych cilovych gén kontroluji geny, které jsou zapojené v
burg¢nych procesech jako je diferenciace, regulac&mého cyklu, odezva
na cytotoxicky stres a apoptéza. Proto jsme ponmocsitu hybridizace
vizualizovali expresi a lokalizaci vybranych mi RNApojenych do procesu
mnohaetné |ékové rezistence - miR-21, Let7a, miR-1266asnRNA ve
formalinu fixovanych a do parafinu zalitych vzotcioemalobu&inych
karcinomi plic a nasled& jsme korelovali expresi a lokalizaci jednotlivych
MIiRNA s histologickymi subtypy nemalob&imych karcinoni plic u
pacienti s délkou peziti a délkou bezifznakového obdobi.

V souladu se sa@asnymi literarnimi poznatky jsme zjistili, ze zigka
vysledky jednoznéné ukazuji na upregulaci miR-21 a to hlgvrv
spinocelularnim karcinomu, ale i v adenokarcinoroZ je v souladu s
nejnowjSimi studiemi zabyvajicich se biologickou funkdR¥21 u NSCLC.
Byla také zji&%na downregulace miR-126 byla popsana ¢kterych
histologickych subtyp nemalobua¢ného karcinomu plic a to zejména u
spinocelularniho karcinomu a adenokarcinomu. U7daebyla v ojedialych
piipadech pozorovana pozitivni exprese u spinoceliarkarcinomu a u
adenokarcinomu.

Relativre vzacny vyskyt pacieit s NSCLC s homogennim
neoadjuvantnim rezimem chemoterapie ndm pouze uhsl2dovat trend
korelace mezi expresi vySe uvedenych miRNA a tagiokymi subtypy
nemalobugcnych karcinoni plic, délkou peziti a délkou bezifznakoveho
obdobi.

Nebyly zjiseény signifikantni korelace mezi histologickymi supyy
NSCLC, interval bezfiznakového obdobi a délkoueziti. V budoucnu
planujeme rozsit detekci danych miRNA v rdmci celostatni multiteckeé

studie pacierit s neoadjuvantni chemoterapii NSCLC.

Kli ¢éové slova: NSCLC, miRNA, in situ hybridizace, |ékow rezistence



Abstract

MicroRNAs play key role in genome expression. Thegulate
hundreds to thousands target genes, which areviedah differentiation,
regulation cells cycle and apoptosis. For this grase detected selected
marker miRNA using ISH involved in mutli-drug retsiace — microRNA-21,
microRNA-126, Let-7a and U6 snRNA in formalin-fixedraffin-embedded
non-small cell lung cancers.

The expression of this microRNAs were correlatethwiistological
subtypes of NSCLC. Consistently with recent literatdata we have seen up-
regulation of miR-21 in squamous cell carcinoma addnocarcinoma. In
minority cases let-7a was up-regulated in squanumil carcinoma and
adenocarcinoma.

Relatively uncommon patients with no adjuvant chgrarapy regime
in NSCLC allowed us only to follow statistical tbof correlation between
expression of mIRNA and histological subtypes ofQUE, symptom free
period and overall survival.

No signficant correlations were found betweendhigfical subtypes of
NSCLC and symptom free period and overall surviVéerefore in future
we plan to extend the detection of microRNAs witlairge multicenter study

of patients with no-adjuvant chemotherapy.

Key words: NSCLC, miRNA, in situ hybridization , drug resistence



Seznam pouzitych zkratek

miR - microRNA

NSCLC - non-small cell lung cancer

ISH -in situ hybridizace

FFPE - Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded
VEGF-A - Vascular endothelial growth factor A
P - korelace

DFS - interval bezfiznakového obdobi

O - celkové feziti

miRs - microRNAs

AP - alkalicka fosfataza
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1. UvoD

Podle poslednich Gdag roku 2010 - 2011 \Ceské republice kazdy
rok onemocni vice nez 77 000 lidi rakovinou. U tyé nefasgjSim
zhoubnym nadorem karcinom plic, u Zen je to kantinprsu. Podle
poslednich udéjdoslo k rapidnimu néstu novych pipadi karcinomu plic
u Zen www.kurakovaplice.czzdroje statistik — WHQCesky statisticky fad
CSU, doc. MUDr. Eva Kralikova, CSc).

Z histologického hlediska Ize rodd karcinom plic na dva hlavni

skupiny: malobu&iny (SCLC) a nemalobuwtiné plicni karcinomy (NSCLC)
karcinom (Klein, Chirurgie karcinomu plic, 2006).icé nez 80 % vSech
piipadi zhoubnych nadarplic tvoii nemalobuscné plicni karcinomy.

Lécba karcinomu plic zahrnuje obvykle kombinaci chgiagkych
postupi, radioterapie atznych rezini chemoterapie. Volba d¢ébného
postupu u nemalobuftinych plicnich karcinorin do velké miry zavisi na
stadiu onemocmi. (Klein, kniha Chirurgie karcinomu plic;2006).

Dle zavaznosti onemo&ni mizeme pacienty roztlt od stadia 1A az
po stadium IV. Jelikoz je &Sina onemocini diagnostikovana az
v pokrailejSim stadiu, neni mozné pouZit operativiblé Obect se uznava
chemoterapeuticky rezim pro prvni linii &hby obsahovat derivat platiny
jako je napiklad karboplatina nebo cisplatina a to v kombiraégékem 3.
Generace. L#ba je volena dle stadia onemeénhn

Kombinace chemoterapie a radioterapie je pouZgakuctilych stadii
1B, jako standartni l&ba po mnoho let. Chirurgickédgéa se pouziva, pokud
doSlo Ehem chemoterapie nebo chemoradioterapie k vyznamzérenseni
nadoru. U klinického stadia IV se chirurgick&bé jiz wtSinou neprovadi,
vyjimku tvori pacienti se solitarni metastazou.cha je invidualni a
zohlediuje se aktualni stav pacienta (Chemoterapie kamainplic, profesor
Petr Zatloukal,Med. Pro Praxi 2008; 5(1): 23-27).



Tabulka 1: Histologické typy bronchogenniho karomo
(Prrevzato z Klinicka onkologie 6/2008rskova a spol.)

Nemalobungény karcinom MuZi Zeny
spinocelularni karcinom 40% 20%
adenokarcinom 24% 46%
e acinarni
e papilarni
* Dbrochoalveolarni
» solidni hlenotvorny
velkoburgeny karcinom % 8%
» obrovskobugcny
karcinom
e karcinom z jasnych
bungk
smisené karcinomy
* adenoskvamozni
karcinom
* mukoepidermoidni
* adenoids cysticky
karcinom
nediferencovany karcinom
Malobuné¢ény karcinom 22% 20%
WHO klasifikace malobuttného | IASLC (International Association for
karcinomu Study of Lung Cancer) klasifikace
maloburé¢ného karcinomu
Malobure¢ny karcinom Maloburecny karcinom bez
nemalobutcné komponenty
Intermediarni karcinom Maloburg¢ny s velkobug¢nou
komponentou
Kombinovany karcinom
Maloburg¢ny s podilem adeno nebo
spinocelularniho karcinomu
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2. PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 Obecné udaje o miRNA

MicroRNA jsou jednéettzové RNA, piblizné 19-22 nukleotid
dlouhé, které hraji kdbvou roli, jak v regulaci genoveé exprese, takndukci
degradace mRNA nebo v inhibici transla®édi stovky aZ tisice novych
cilovych geri, proto kontroluje Sirokou oblast biologickych fumk(Tom
Donnemet al 2012). V sotasnosti bylo wlovéka popsano 1048 miRNA
(www.miRBase.org). Na zakladozmistni v genomu je mozno geny pro
MiRNA rozdlit do nekolika skupin. U¢lovéka jsou rozmisihy nahoda po
vSech chromozémech kr@énchromozému Y. Minimal& polovina gefi pro
MiRNA u ¢lovéka byla na chromozomu nalezena v blizkosti dal§jéau
kodujiciho miRNA (Lagos-Quintanat al, 2001; Lauet al, 2001). Tyto
klastrové geny byvaji transkribovany spwi& za vzniku polycistronniho
primérniho transkriptu (Leet al, 2002).

Molekuly miRNA vznikaji v jade po transkripci genu pro miRNA na
primarni transkript (pri-miRNA). Ten je nasledsigpeny pomoci komplexu
Drosha na prekurzorovou miRNA (pre-miRNA). Pre-miRNe poté
pienaSena z jadra do cytoplasmy pomoci exportinuX® @ V cytoplasm
je pak podrobena enzymatickym Upravam. Vznikne jednovlaknovy
fettzec RNA, ktery se navaze na cilové molekuly mRNAdIE miry
komplementarity mize byt mRNA bd degradovana, nebo je pouze
zamezeno jeji translaci, bez rigu&ni.

MiRNA je mozno rozdlit z hlediska jejich cilovych kodujicich mRNA na
mMiRNA s charakterem onkogenti, miRNA s charakterem nadorového
supresoru. miRNA s charakterem onkogenu dunltranslaci nadorovych
supresai. Hladiny exprese takovychto miRNA jsou v nadordvyminkach
oproti normalnim upregulovany. To vede ke snizefddih exprese

nadorovych supresbrv nadorové biice (Kumaret al, 2007). Naopak



hladiny tumor-supresorovych miRNA unjici translaci onkogenbyvaji
vétSinou v nadorech downregulovany (Johnstai., 2005).

MicroRNAs reguluji rozsahlou Skalu prodeskteré se podili na
nadorové transformaci. Kontroluji také geny zapéjev burcénych
procesech, jako jsou diferenciace, regulaceémycth cykh, odezva na stres
a apoptdéza. Bylo zji§ho, Zze miRs se podileji na regulaci vSech doposud
znamych signalnich drah a na jejich poruchach tnmitky.(Gianpiero Di
Levaet al, 2014. Nadoroveé biiky maji obect zménénou expresi miRNA
ve srovnani s nenadorovou tkani. Tato p&xma exprese se ine také
podilet na deregulaci apoptézy, transportnich maizhd@ a metabolizmu
xenobiotok . Z uvedenéhaidodu mohou hrat také zasadni roti pzniku

mnohaetné Iékové rezistence (Humnatlal, 2010)

2.1.1 MiR-21 jako mozny prognosticky a prediktivn faktor

U pacientt s NSCLC byla prokazana upregulace miR-21. Uvedena
mMiRNA inhibuje tumor-supresorovy gen PTEN, kterdhokci je inhibice
signalni drahy PI3K/Akt a tim blokuje b&imy cyklus ve fazi G1 (Zhang JG
et al, 2010; DeViteet al, 2008).

2.1.2 MiR-126 jako potencionalni prognosticky fator

MiR-126 jo obect povaZzovana za onkogenni miRNA, aledkalika
piipadech se ale projevila také jako tumorovy supreso
Downregulace miR-126 byla popisovana u karcinosozshihocipku, prsu,
tlustého gteva, konéniku, Zaludku, a taka vékterych histologickych
subtypech nemalobgénych karcinond plic, zejména u adenokarciném
spinocelularnich karcinoin (Shusheng Wangt al., 2008; Calin, et al,
2004;Fenget al, 2010).

Studie zabyvajici se expresi dané mi RNA u NSGk©Gkazali Ze u
nemalobugcnych karcinon plic vystupuje miR-126 ve&sSir¢ piipadech
ve funkci nadoroveho supresoru(Crawf@tdal, 2008). U adenokarcinaim

byla hladina exprese miR-126 sniZzena, naopaknoseiularnich karcinotn
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bylo pozorovano, Ze hladina miR-126 je vyraznySena. Uvedena miRNA
je zapojena v procesu regulace exprese VEGF-A oWas endothelial
growth factor A). VEGF-A po navazani ndgjusné receptory aktivuje MAP
kinasovou signalni drahu,zapojenou do procesu gegere (Heusscheat
al. 2010; Sandlegt al,, 2006; Shusheng Waegal., 2008). Mir- 126 mzeme
zaradit mezi miRNA majici vztah s angiogenezi spabstatnimi miRs které
reguluji proces angiogeneze jako jsou miR-155,-@1Ra miR-424 (Tom
Donnemet al, 2012). Prognosticky a prediktivni vyznam miR-126

pacienti s riznymi histologickymi subtypy neni vSak jednozmaobjasrny.

2.1.3 Clenové Let-7 rodiny jako mozné prognostické a predivni

faktory

Clenové Let-7 rodiny funguji jako nadorové supreq@eng-Chia Yu
et al, 2011) Ve srovnani s normalni tkani s nadorovanitke jejich exprese
v pribéhu progrese nadoru downregulovana. Downregulacer Lsauvisi
s horSim pezitim u pacierit s nemalobutnym karcinomem plic
(Takamizaveet. al, 2004).

2.1.4 MiR-155 jako potencionalni prognosticky a gediktivni faktor

MiR-155 je jednou z miRNA jejiz upregulaceibe hrat dlezitou roli
jako onkogen. (Dorsett ¥l al., 2008). Prognosticky vyznam miR-155 zavisi
na histologickém podtypu a stadiu onem#dru pacient s NSCLC.(Tom
Donnem et al, 2011)

2.1.5 DalSistudovanémiRNA zapojené v progresi rakoviny plic

Mir-223 sefadi mezi dalSi tumorovy supresor nadoru plic (Weéian
et al, 2013).
Byla studovana upregulace miR-31 na citlivost ksplatind
(diamminedichloroplatinum, DDP) u paciérg NSCLC. Uvedena miRNA je
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zapojena v rezistenci bék na DDP. Spolupracuje se sekvencé&BICB9.
Sekvence ABCBS9 jeélenem MDR/Tap pod skupiny a ma vliv na Iékovou
rezistenci a pét mezi jedny z cilovych génmiR-31. Uplatiuje swvij anti-
apoptoticky dinek prostednictvim represe ABCB9 exprese (Zhuo Datg
al.,2014).

(Xiang-hua Liu et al, 2012)zjistili, Ze vysSi klinické stadium
nemalobuicného karcinomu plic je spojovano s vysSi expredR-ifi6a

v tkanich nemalobutného karcinomu plic.

Mezi nejstudova¥)Si miRNA spojovanou s karcinomy pamiR-210.
Zvysena sérova hladina miR-210 se vyskytovala u iepéc
s nemalobu&nym karcinomem plic v porovnani s kontrolni zdravkani
(Zhi-Hong Li et al, 2013). ZvySena sérova hladina miR-210
souhlasi #vejSimi poznatky, Zze v nadorovych iikach se nachazi vyssi
hladiny miR-210. (An Zhaet al, 2013). ZvySena hladina miR-210 v séru se
vyskytovala hlava u pacieni ve stadiu onemoeni Ill — IV ve srovnani
s pacienty ve stadiu I-Il. MiR-210 se z&mje na specifické mitochondriélni
komponenty s vyznamem reguladefiti, bugéné smrti a modulace HIF-1
aktivity ( Puisségur MRt al, 2011).

MiR-34 sefadi mezi tzv. miRNA rodiny a sklada se remiRNA —

miR-34a, miR-34b a miR-34c. VysSe uvedené miRNASI iiigst v draze p53

a expreseifimé indukce p53 v reakci na poskozeni DNA nebomagenni
stres (Galardo Eet al 2009). Podle vySe uvedené studie pacienti
s NSCLC nizkou expresi miR-34¢lnvySSi riziko replasu nez pacienti
s vySSi expresi miR-34. MiR-205 je veétsire pripadi fazena do skupiny
tumor supresorovych miRNA. ZvySena exprese dané2fiRbyla doposud
detekovana u pacient S rakovinou hlavy

a krku, m@ového néchyfe, a v gkterych subtypech karcinomu plic zejména

ve spinocelularnich karcinomech (Jiaeteal.,2005; Gottardet al, 2007).

V diagnostice je mozno miR-205 povazovat zadgvny marker
spinocelularni diferenciace. Bylo prokazano, Zeegplace miR-205 je
pifitomna u spinocelularnich karcinénplic ve srovnani s adenokarcinomy
(Lebanonyet al, 2009).



3. CILE BAKALA RSKE PRACE

1. Optimalizace imunohistochemické detekce vybranymiRNA na
histologickychtezech z formalinu fixovanych a zalitych na parafiém
blocku

2. Detekce miR-21, Let-7a, miR-126 a U6 snRNA varfalinu fixovanych

a do parafinu zalitych vzorcich nemalobémych karcinon plic

3. Korelace exprese a lokalizace jednotlivych miRNAhistologickymi
subtypy nemalobuitnych karcinoni plic, délkou peziti a délkou bez

piiznakového obdobi u paciérg nemalobu&tnym karcinomem plic.
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4.  MATERIAL A METODY

4.1 Tvorba TMA blok @

K tvorbé TMA blokt pomoci pistroje pro tkéovou array byly pouZzity
vzorky nemalobuétného karcinomu plic zalité v parafinu. Z jednoho
donorového bloku byly odebrany a uniist do recipientniho bloku dva
vzorky nadorové a jeden vzorek zdravé plicni &aomoci duté jehly (4
mm). Pro spravnou orientaci TMA bloku zde byly urény i vzorky dvou
kontrolnich tkani.

Byl pouzit soubor 36 pacieins neoadjuvantnim chemoterapii na bazi
platinovych derivat (cisplatina, carboplatina). VSichni pacientiélm
operabilni nemalobuiny karcinom plic. TMA bloky byly zhotoveny na
Ustavu molekularni patologie Lélské fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci.
4.2 In situ hybridizace

In situhybridizace se vyuzZiva k vizualizaci genové expietokalizaci
v riznych specifickych vzorcich a be&mych typech. ISH pé#&t mezi
nejbsznéjSi metody vizualizace genové exprese a jeji lakak. Pomoci ISH
jsem schopni viznych bugénych tkanichéi bunéénych populacich it
aroven exprese miRNAI mRNA. Tato histologick& analyza nam ushaj
pochopeni role miRNA v biologickych a molekulérniptocesech. (Boye
Schnaclet al.2012, Jargensene. al,2010)

4.2.1 The miRCURY LNA™ microRNA ISH Optimization kit (FFPE)

Kit umoziuje rychly a dostatemy postup pro snadné uskéneéni
microRNA ISH analyzy. MicroRNA pufr je specid@vyvinuty pro vyuziti
double — DIG-labeled miRCURY LNA' microRNA deteknich prob. Tato

metoda se vyuZziva pro citlivou a specifickou detekicroRNA exprese
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pomoci ISH v FFPE oblastectiznych vzorki. Detekce microRNA v FFPE
mé& mnoho vyhod jako je pouZiti negéwo haptenu digoxigeninu (DIG).
Béhem procesu jsou microRNA zviditelmy pouZzitim Proteinas — K, které
dovoluji zgistupreéni double-DIG-labeled LNA" préb pro hybridizaci

sekvence microRNA. Digoxigenins mohou byt rozpozrgpecifickymi anti

— DIG antibody, tak Zetffmo konjuguji s enzymem alkalickou fosfatazou.

Alkalicka fosfatdza konvertuje s rozpustnymi sudistr 4-nitro-blue
tetrazolium (NBT) a 5-brom-4-chloro-3"-indolylphdsgie (BCIP) ve votla
alkoholu v nerozpustnou tm&vmodrou NBT-BCIP srazeninu. Nakonec

dobarveni jadra aplikované do oblasti poskytuj&il@gstologické rozliSeni.

— NBT-BCIP

LNA™ probe

A
MicroRNA

Schéma fevzato z miRCURY LN microRNA ISH Optimization
Kit(FFPE), Instruction manual v2.0
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4.3 One day microRNA ISH protokol

4.3.1 Depafinovani skitek

Sklicka byla umisina na stojan, deparafinovana v xylénu a roztoku
ethanolu za laboratorni teploty d@emistna ze sterilni flakony do dalSi

sterilni flakony. Postup byl néasleduijici:

proplachnout v Xylénu a nechaigobit 5 minut
proplachnout v Xylénu a nechaigobit 5 minut
proplachnout v Xylénu a nechaigobit 5 minut
10 krat ponét do 99,9% Ethanolu

10 krat ponét do 99,9% Ethanolu
proplachnout na 5 minut v 99,9 % Ethanolu
10 krét ponét do 96% Ethanolu
proplachnout na 5 minut v 96% Ethanolu

10 krat ponét do 70% Ethanolu
Proplachnout 5 minut v 70% Ethanolu
Promyt 2-5 minut v PBS

4.3.2 Inkubace s Proteinasou-K

Na cely povrchiezu bylo aplikovano iblizn¢ 300 ul Proteinase-K
reagentu, ktery bylipraven z 7,5l Proteinasy-K a 10 ml Proteinasového-
K pufru (900ml RNase-free vodyidat 5 ml 1M Tris-HCI (pH7,4), 2 ml 0,5
M EDTA a 0,2 5 M NaCl, nutno vyautoklavovat) inkwdmo 10 minut f
37°C v laboratornim termostatu.

4.3.3 Umisé&ni skli¢ek do PBS

Sklicka byla gemistna po 10 minutové inkubaci do flakonek
obsahujici PBS. Skika byla dvakrat promyta v PBS.
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4.3.4 Dehydratace skliek

Sklicka byla dehydratovana v novém roztoku Ethanolu.é Rotla
usuSena naistych papirovych ubrouscich na vzduchu po dobumirtut.

Postup s Ethanolem byl nasledujici:

10 krét ponét do 70% ethanolu

promyt v 70% Ethanolu po dobu 1 minuty
10 krat ponét do 96% Ethanolu

promyt v 96% Ethanolu po dobu 1 minuty
10 krét ponét do 99,9% Ethanolu

promyt v 99,9% Ethanolu po dobu 1 minuty

4.3.5 Aplikace hybridizatniho mixu a hybridizace po dobu 60 minut i
55°C

Na skitka bylo aplikovano 2§l hybridizatniho mixu, ktery obsahoval
microRNA ISH pufr (Zedit 1ml microRNA ISH pufr s 1 ml RNase- free
vodou) a vybranou LNBR' microRNA sondu. fed gidanim sondy do
microRNA ISH pufru musi byt sonda aktivovana v testatu pi 90°C po
dobu 4 minut. Jednotlivéedini sond viz. Tabulka 2 vifloze. Je nutné se
vyvarovat dotknuti pipety v oblasti vzorku. Na #a# oblast byla pouzita
sterilni kryci skla. Nakonec byla s#ta ugsrena Fixogumem (gumovy
cement). Sktika byla gemistna do Hybridizeru. Hybridizai program byl
spusén po dobu 1 hodiny. Hybridizai teplota byla 55 °C.

4.3.6 Odstraréni Fixogumu a kryciho skla

Fixogum byl odstratn pomoci pinzety. Je vhodné vyvarovat se
sklouznuti skkiek, které by mohlo poskodit vzorek. Poté doSlo &taeni
kryciho skla a femistit skléka do flakonky s obsahem 5xSSC (20xSSC pH
7.0 zakoupeny jako RNase - free,11=250 ml 20xSSTZ58 ml vody) za

laboratorni teploty.
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4.3.7 Promyti skltek v SSC pufrech

Sklicka byla promyta ve flakonach v SSC pufrech podkstygou nize.
Sklicka byla gemistna do flakonek, vzdy o poZzadované koncentraci SSC
umiseéné ve vodni lazni zaip55 °C. Postup s SSC pufrem(pufry musi byt

autoklavovany) byl nasleduijici:

promyvat skifka 5xSSC (1L = 250 ml 20xSSC + 750 ml vody,autodlent)
po dobu 5 minutip 55 °C ve vodni lazni

promyvat skiéka 1IxSSC ( 1I=50ml 20xSSC + 950 ml vody, autoklatppo
dobu 5 minut

55°C ve vodni lazni

promyvat skiéka 1IxSSC ( 1I=50ml 20xSSC + 950 ml vody. autoklatppo

dobu 5 minut i 55°C ve vodni lazni

promyvat skléka 0,2xSSC ( 1I=10ml 20xSSC + 990ml vody, autoklaip

po dobu 5 minut i 55°C ve vodni lazni

promyvat skitka 0,2xSSC po dobu 5 minuiti ®5°C ve vodni lazni
promyvat skitka 0,2xSSC po dobu 5 minut laboratorni teploty
4.3.8 Aplikace hydrofobni bariéry

Sklicka byla gesunuta do kyvety s PBS. Vzorky byly ponechanylchvi
v PBS. Poté byla vytazeny na papirové ubrousky k& makreslena
hydrofobni bariéra okolo vzoiks pouziti DAKO — tuzky. Nutno dbét, aby
jednotlivé preparaty nevyschly.

4.3.9 Inkubace s blokovacim roztokem

Sklicka byla umisina do vlhkostni koritky a inkubovéana
s blokovacim roztokem (PBS, 0,1% Tween, 2% Sheaprgel% BSA) po

dobu 15 minut za laboratorni teploty.
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4.3.10 Aplikace anti-DIG reagentu po dobu 60 minut

Byl odstragn blokovaci roztok a aplikovan anti-DIG reagente(it
ow¢i anti-DIG-AP antibody 1:800 v antibodgdicim roztoku — PBS, 0,05%
Tween, 1% sheep serum, 1% BSA) Inkubace 60 minuthkestni koniirce

za laboratorni teploty.
4.3.11 Promyti v PBS-T

Sklicka byla promyta 3 krat po 3 minutach v PBS-T (ITmwken-20 do
11 PBS, pH 7,4autoklavovat).

4.3.12 Inkubace s AP substratem

Byl aplikovanycerstw pripraveny AP substrat (v 10 ml Milli-Q vody
rozpustit NBT-BCIP tabletu, po rozpegt pridat 20pl Levamisolu. Nutno
pripravit AP substrat bezi{stupu s¥tla. Inkubace po dobu 2 hoditii 30°C
ve vlhkostni konirce a inkubatoru ip 30°C. Vzorky byly chragny pied

swtlem.
4.3.13 Inkubace skikek v KTBT pufru

Sklicka byla inkubovana v KTBT pufru (do 900ml RNaseefreody
piidat 7,99 Tris-HCI (50mM), 8,7g NaCl (150mM) a 0g7BCl (10mM) -
upravit objem do 1000ml, neni peba upravovat pH, autoklavovat) ve
vihkostni konfirce. Do oblasti vzorku bylo dvakrat po 5 minutagtikovano
300l KTBT pufru.

4.3.14 Promyti vodou
Sklicka byla promyta vodou dvakrat po 1 mi&wut
4.3.15 Dobarveni jadra s Nuclear Fast Red

Bylo aplikovano 200ul Nuclear Fast REd! pro dobarveni jadra

s inkubaci 1 minuty.



4.3.16 Oplachovani v tekouci va#l

Sklicka byla vyjmuta z vihkostni kofinky a umiséna do kyvety s

vodou. Poté byla opatérproplachnuta v tekouci veégiiblizné 10 minut.
4.3.17 Dehydratace skéiek

Sklicka byla dehydratovana v roztoku ethanolu podleeatgiciho

postupu a poté bylar@mistna nisté papirové ubrousky.

Pondit 10 krat do 70% Ethanolu

Promyt v 70% Ethanolem po dobu 1 minuty
Pondit 10 krat do 96% Ethanolu

Promyt v 96% Ethanolem po dobu 1 minuty
Pondit 10 krat do 99,9% Ethanolu

Promyt v 99,9% Ethanolu po dobu 1 minuty

4.3.18 Zafixovani nabarvenych preparai

Na skitka do oblasti preparatu bylo aplikovangkalik kapek média
(Eukitt) pro zafixovani obarvenych prepadrét

4.3.19 Histologické hodnoceni exprese jednotlivyechiRNA

Za pozitivni byla povazovana exprese miRNA ve vieez 10%
nadorové populace. Vzorky byly analyzovany pomoaciétedného
mikroskopu nasledujici den a foceny pomoci kameBR7D v programu
QUICKPHOTOMICRO 2.3.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vyhodnoceni U6 snRNA

Exprese U6 bylaiftomna v normalni, jaterni a nddorové tkani. Expres
byla vyrazna ve viabilni nadorové tkani. ZvySengrese byla pozorovana u
spinocelularniho karcinomu ve srovnani s ostatrikaemi. Za pozitivni
byla povazovana nuklearni exprese. Dale byla poZo@ exprese u
lymfocyta v zaretlivych loZiscich.

U6 snRNA Predti

. B P=0.429 -

up
_‘1 +- down-censored

+—up-censored

Kumulativni preziti

0,04

1 | I U |
0 20 40 60 80 100

Interval bezpriznakového obdobi (mésice)

Obr. 1: Korelace mezi expresi U6 snRNA a intervalem #ezpkového obdobi. Z grafu je
z'ejmé, Ze nebyla zji§ta signifikantni korelace mezi expresi miRNA Uttervalem
bezpgiznakového obdobi. P = 0.429
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U6 snRNA Preziti
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Obr. 2: Korelace mezi expresi U6 snRNA a celkopfeuiti. Z grafu je 2jmé, Ze nebyla
zjiStena signifikantni korelace mezi expresi U6 snRNAlkowvym peziti. P = 0.704
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Obr. 3: Fotografie exprese U6 snRNA v normalidrgdltkani gi zwtSeni 100x
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Obr. 4: Fotografie exprese U6 snRNA ve spinoéehiim karcinomu i zvwtSeni 100x

Obr. 5: Fotografie exprese U6 snRNA v adenokamingi zwtSeni 100x
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5.2 Vyhodnoceni miR-21

Byla pozorovana upregulace u spinocelularnihoikanu.

miR-21 Preziti
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Obr. 6: Korelace mezi expresi miR-21 a intervaleeagiznakového obdobi. Z grafu je
zrejmé, Ze nebyla zjita signifikantni korelace mezi expresi miR-21 eerirgtlem
bezpgiznakového obdobi. P = 0.720
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miR-21 Preziti

1.07 P=0.647
0,87
= + [ St i
- -
'
>t 067
=
-
g
b~ e
~
—=- 04
g
)
o
0,24
0,07
T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Celkové preziti (meésice)

~down

r 1up
~+-down-censored
~+—up-censored

Obr. 7: Korelace mezi expresi miR-21 a celkovyeviti. Z grafu je i2jmé, Ze nebyla
zZjisStena signifikantni korelace mezi expresi miR-21 &aglm peziti. P = 0.647

r‘ﬁ' : ‘w f ~ N
*NR X 7 y " {
iy, ;‘l’ g . . Y A M;e- L
3 | v \— i ? e 4 ! '
L i Y o Gl 4
"‘ ‘ ’ 5 N 4
\w ¥ ay 1 \ ke . \; *" ‘. \ a b ‘_‘,‘ .
\ yry - .l ey
{ * - .' l‘ ) k.‘ \ \ . ‘- %,
,é! \ . ‘ '0. t l“ g "
“z-o !.."_'. ‘i:" "\:._:. L \ '..
el & Al - | ¥
e VLA b A4 \,;' g *
[/ -‘;_o) " 3 = . N

-
~
N

=

8 Sg.n \
\\ l_\ .I ,j &
3 ' [ 3 % < L}
" r
VRIS O B A
. SN T T T X AR
4 'a - g - . 7 \ ‘
N AN B RN
L &= ¢ & ;ﬂ“'\‘ w 1 A"

Oobr. 8: Fotografie exprese miR-21 v normalni plitdni pi zwtSeni 100x

-
X
X
b

27



Obr. 9: Fotografie exprese miR-21 ve spinoceluldrkarcinomu f zwtSeni 100x

Obr. 10: Fotografie exprese miR-21 v adenokarcinguiizvetSeni 100x
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5.3 Vyhodnoceni miR-126

U miR-126 byla exprimovana v normalni plicni tkaMyraznsjSi
pozitivita byla pozorovana u adenokarcinomu, naopagpinocelularniho

karcinomu nebyla pozorovana pozitivita.

miR-126 Preziti
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Obr. 11: Korelace mezi expresi miR- 126 a intesmabezfiznakového obdobi. Z grafu je
z'ejmé, Ze nebyla zji8ta signifikantni korelace mezi expresi miR-126 terialem
bezgiznakového obdobi. P = 0.846
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miR-126 Preziti
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Obr. 11: Korelace mezi expresi miR-126 a celkopyetiti. Z grafu je /2jmé, Ze nebyla
zjiStena signifikantni korelace mezi expresi miR-126lkosym peziti. P = 0.840
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Obr. 12: Fotografie exprese miR-126 v normalnc¢plitkani gi zwtSeni 100x
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Obr. 13: Fotografie exprese miR-126 ve spinocehilérkarcinomu g zwtSeni 100x

Obr. 14: Fotografie exprese miR-126 v adenokaneingyi zvetSeni 100x
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5.4 Vyhodnoceni Let-7a

U jaterni tkag a spinocelularniho karcinomu byla pozorovana

pozitivni exprese Let-7a. V ojedilych piipadech byla pozorovéana pozitivni

exprese v adenokarcinomu a také v normalni plicdmitv bronSich.

Let-7a
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Obr. 15: Korelace mezi expresi Let-7a a intermaleezpiznakového obdobi. Z grafu je

z'ejmé, Ze nebyla zjifta signifikantni korelace mezi expresi Let-7a aerwdlem
bezpgiznakového obdobi. P = 0.849
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Let-7a Preziti
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Obr. 16: Korelace mezi expresi Let-7a a celkoypyezitim. Z grafu je/ejmé, Ze nebyla

zjiStena signifikantni korelace mezi expresi Let-7a &@elm peziti. P = 0.612

Obr. 17: Fotografie exprese Let-7a v normalni plitkani pi zwtSeni 100x
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Obr. 18: Fotografie exprese Let-7a ve spinocehila karcinomu § zwtSeni 100x

Obr. 19: Fotografie exprese Let-7a v adenokaroino pi zwetSeni 100x
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6. DISKUZE

Karcinom plic pati mezi velice zavazné onemaci, byva nejastji
pricinou Umrti mui na onkologické onemoéni a druhou neépsgjSi
pri¢inou onkologické mortality u Zen. N#pnivym faktorem pro dlouhodobé
piezivani pacientu s karcinomem plic je fakt, Zéblgné tfi ctvrtiny
onemockni jsou diagnostikovana v pokiiém ¢asto inoperabilnim stadiu.
Lécba nemalobutného karcinomu plic se odviji od klinického stadia
onemocgni. Mezi z&kladni l&ebné postupy ptchemoterapie, radioterapie
a v posledni dab se do pofedi dostava cilena biologicka cha
(www.kurakovaplice.cz, zdroje statistik — WHQegsky statisticky fadCSU,
doc. MUDr. Eva Krélikov4, CSc.) Jednou z dagjSich icin selhavani
chemoterapie u NSCLC je vyskyt mna@etné Iékové rezistence. Tato je
definovana jako rezistence na cytostatikézeiou strukturou a mechanismem
Gcinku. Procesy regulace btimého cyklu a apoptdza jsou vyznamnou mirou
zapojené v daném procesu mnédgtné Iékové rezistence. Ktivou roli
v regulaci danych procésmaji miRNA. Pr&¢ miRNA jsou schopné
kontrolovat stovky az tisice gémrzapojenych v buignych procesech jako je
diferenciace, regulace b&imého cyklu, odezva na cytotoxicky stres a
apoptoza.

V dané bakal&ské praci jsme proto pomodh situ hybridizace
vizualizovali expresi a lokalizaci vybranych miRN&Apojenych do procesu
mnohaetné |ékové rezistence - miR-21, Let-7a, miR-1266asnRNA ve
formalinu fixovanych a do parafinu zalitych vzoiltioemalobu&nych
karcinomi plic a nasled& jsme korelovali expresi a lokalizaci jednotlivy
mMiRNA s histologickymi subtypy nemalob&imych karcinon plic s délkou
pieziti a délkou bezifznakového obdobi u paciénd nemalobugtnym
karcinomem pilic.

V literature byly doposud identifikovanyizné miRNA, které jsou
povazovany za specifické prognostické klasifikatofyotencionalnimi
prediktory odpowdi nemalobui¢nych karcinoni plic na chemoterapii) tedy
miR-155, miR-21,miR-34 a Let-7 (Miaomiao Yang ef 2D13; Fassina Aet
al. 2011).

35



Proto jsme pomocin situ hybridizace vizualizovali expresi a lokalizaci
vybranych miRs zapojenych do procesu mreie Iékove rezistence -
miR-21, Let-7a, miR-126 a U6 snRNA ve formalinwfiranych a do parafinu
zalitych vzorcich nemalobgdnych karcinond plic a nasledd jsme
korelovali expresi a lokalizaci jednotlivych miRNsthistologickymi subtypy
nemalobutcnych karcinon plic s délkou peZiti a délkou bezifznakového
obdobi u paciefits NSCLC.

Vysledky exprese U6 snRNA nam potvrdili, Ze mekadiunguje. U6
snRNA je house keeping genem. Exprese byla pozoeowa jaterni a
normalni plicni tkani, ale i v nadorové tkani. V¥ma exprese se vyskytovala
ve viabilni nddorové tkani. Zadaa exprese U6 snRNA se vyskytovala také u
lymfocyta a v zastlivych loziscich. Prognosticky vyznam exprese nydU6
SnRNA nebyl doposud v literat jednoznéné objasgny u pacieni s
NSCLC. (OS-0,704;DFS-0,429).

U pacient s NSCLC byla prokazana upregulace miR-21, ktdribire
tumor-supresorovy gen PTEN, kterého funkci je imd@bsignalni drahy
PI3K/Akt a tim takeé i blokada bgdného cyklu ve fazi G1 (Zhang et al.,
2010; DeVita et al., 2008). Prognosticky a predikiivyznam dané miRNA
vSak nebyl spolehliy u jednotlivych histologickych subtyp NSCLC
objasrn. NaSe ziskané&@dlezné vysledky poukazuji na upregulaci miR-21
a to hlave v spinocelularnich karcinomech, a také v adenakansech, coz
je v souladu s vySe uvedenymi studiemi zabyvajicgeh expresi a
prognostickym vyznamem miR-21 u pacieat NSCLC. V ramci nasi pilotni
studie nebyl potvrzeny prognosticky vyznam exprseé miRNA v rdmci

souboru paciefits neoadjuvantni chemoterapii.(0S-0,647; DFS-0,720)

Downregulace miR-126 byla popsana u spinoceltaridarcinomu
plic a rekterych tym adenokarcinomu (Shusheng Wang et al., 2008; Calin,
2004; Feng et al., 2010). Dana miRNA ma vztah kagenezi spolu s miR-
155, miR-21 a miR-424 (Tom Donnem et al., 2012)ogRApsticky a
prediktivni vyznam dané miRNA neni u paciest NSCLC jednozrismé

objasrény. Dle naSich pilotnich vysledku jsme neprokapabgnosticky a



prediktivni vyznam exprese dané miRNA u padieniNSCLC. (0S-0,840;
DFS-846)

Clenové Let-7 rodiny funguji jako nadorové supreg@iyeng-Chia Yu
et al, 2011). Ve srovnani s normalni tkani s nadordkéni je expreséeni
Let-7 family v piabéhu progrese nadoru downregulovana. Downregulace
Let-7 je spojena s horSimigZitim u pacierit s nemalobutnym
karcinomem plic (Takamizavat. al, 2004). U Let-7a byla v ojedilych
piipadech pozorovana pozitivni exprese u spinocelillar karcinomu,
adenokarcinomu a v jaterni tkani Lze konstatovatexprese Let-7a byla v
nasich pipadech NSCLC downregulovana. V ramci nasi stuelg/kejistny
na dané pilotnim souboru pacignts neoadjuvantni chemoterapie
prognosticky vyznam exprese dané miRNA. Pro jedaomh owieny
prognostického vyznamu exprese vySe uvedenych staichbovanych miRNA
bude patebna multicentrickd retrospektivni studie $tSim mnoZzstvi
pacienfi s NSCLC, kterym byla podana neoadjuvantni cherapier (OS-
0,612; DFS-0,849)
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7. ZAVER

Zawrem lzeftici, Ze metodu ISH, |ze pouzit ke stanoveni upcpdi
downregulace jednotlivych miRNAs ve formalinu fixamych a parafinu
zalitych vzorcich nemalobg#éného karcinomu plic.

Uvedena metoda zaraveimoziuje zjistit lokalizaci miRNA v bu&ném
nadorovem epitelu a stromalni komporamddoru.

Dana metoda ISH byla aplikovana narii#é microarrays.

Vysledky ziskané nami vyselektovanych miRNAs jsouseuladu se

souwasnymi literarnimi poznatky.
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PRILOHA 1
Priprava a koncentrace sond

Tabulka P1: Piprava a koncentrace sond

Sonda Objem | Objem  1x| Koncentrace
sondy ISH pufru sondy
LNA™ U6 snRNA 12l 2ml 3 nm
LNA™ mir-21 3,2ul 2mi 40 nm
LNA™ miR-126 3,2ul 2mi 40 nm
LNA™ Let-7a 3,2l 2mi 40 nm
LNA ™scrambled 3,2ul 2mi 40 nm
microRNA
PRILOHA 2

Pozitivni kontrola exprese miR-126, koncentrace saly 40 nm

- %
)
- "

« 1\‘)
e,

» - -

Obr. P2: Fotografie exprese miR-126, ktera byla tau jako pozitivni
kontrola.Foceno kamerou DP71 pomoci programu QUICKPHOTOMICRO
2.3 foceno f zwtSeni 100x
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PRILOHA 3

Negativni kontrola scrambled sonda, koncentrace 40

Obr. P3: Fotografie exprese scrambled microRNA&bg/la pouzita jako negativni
kontrola. Foceno kamerou DP71 pomoci programu QUREIOTOMICRO 2.3 #
zwtSeni 100x
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