
1 

 

Univerzita Palackého v Olomouci 

Přírodovědecká fakulta 

Laboratoř růstových regulátorů 

 

 

 

Prognostický význam imunohistochemické detekce 

vybraných microRNA spojených s mnohočetnou 

lékovou rezistencí ve vzorcích nemalobuněčného 

plicního karcinomu 

 

 

 

Autor:        Tereza Hasová 

Studijní obor:    Experimentální biologie 

Vedoucí práce:    MUDr. MVDr. Josef Škarda Ph.D. 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, že jsem tuto bakalářskou práci vypracovala samostatně pod 

vedením MUDr. et MVDr. Jozefa Škardy, Ph.D. s použitím uvedených literárních 

zdrojů a dalších informačních zdrojů uvedených v seznamu literatury na konci práce. 

Tvorba TMA bloků se souborem pacientů – bloky byly zhotoveny laborantkami na 

Ústavu molekulární patologie, Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. 

Statistické zhodnocení studie provedl biostatistik Giorgi Mgebrishvili. 

 

V Olomouci dne:   31. 7. 2014                                       Hasová Tereza 

 



3 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ráda bych poděkovala vedoucímu bakalářské práce MUDr. MVDr. Josefu Škardovi 
Ph.D., za odbornou a pedagogickou pomoc, za cenné informace a věnované úsilí. 
Dále bych chtěla poděkovat Mgr. Janě Bořucké za odbornou pomoc v laboratoři. 
Chtěla bych poděkovat Mgr. Zdeňkovi Noskovi za pečlivou přípravu pufrů a 
reagencí.  

 



4 

 

Abstrakt 

 

MiRNA hrají klíčovou roli v regulaci genové exprese, řídí stovky a 

tisíce nových cílových genů, kontrolují geny, které jsou zapojené v 

buněčných procesech jako je diferenciace, regulace buněčného cyklu, odezva 

na cytotoxický stres a apoptóza. Proto jsme pomocí in situ hybridizace 

vizualizovali expresi a lokalizaci vybraných mi RNA zapojených do procesu 

mnohočetné lékové rezistence -  miR-21, Let7a, miR-126 a U6 snRNA  ve 

formalínu fixovaných a do parafínu zalitých vzorcích nemalobuněčných 

karcinomů plic a následně jsme korelovali expresi a lokalizaci jednotlivých 

miRNA s histologickými subtypy nemalobuněčných karcinomů plic u 

pacientů s délkou přežití a délkou bez příznakového  období. 

V souladu se současnými literárními poznatky jsme zjistili, že získané 

výsledky jednoznačně ukazují na upregulaci miR-21 a to hlavně v 

spinocelulárním karcinomu, ale i v adenokarcinomu, což je v souladu s 

nejnovějšími studiemi zabývajících se biologickou funkcí miR-21 u NSCLC.  

Byla také zjištěna downregulace miR-126 byla popsána u některých 

histologických subtypů nemalobuněčného karcinomu plic a to zejména u 

spinocelulárního karcinomu a adenokarcinomu. U Let-7a byla v ojedinělých 

případech pozorována pozitivní exprese u spinocelulárního karcinomu a u 

adenokarcinomu. 

Relativně vzácný výskyt pacientů s NSCLC s homogenním 

neoadjuvantním režimem chemoterapie nám pouze umožnil sledovat trend 

korelace mezi expresí výše uvedených miRNA a histologickými subtypy 

nemalobuněčných karcinomů plic, délkou přežití a délkou bez příznakového 

období. 

Nebyly zjištěny signifikantní korelace mezi histologickými subtypy 

NSCLC, interval bezpříznakového období a délkou přežití. V budoucnu 

plánujeme rozšířit detekci daných miRNA v rámci celostátní multicentrické 

studie pacientů s neoadjuvantní chemoterapií NSCLC. 

 

Klí čová slova: NSCLC, miRNA, in situ hybridizace, léková rezistence 
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                              Abstract 

 

 MicroRNAs play key role in genome expression. They regulate 

hundreds to thousands target genes, which are involved in differentiation, 

regulation cells cycle and apoptosis. For this reason we detected selected 

marker miRNA using ISH involved in mutli-drug resistance – microRNA-21, 

microRNA-126, Let-7a and U6 snRNA in formalin-fixed paraffin-embedded 

non-small cell lung cancers. 

The expression of this microRNAs were correlated with histological 

subtypes of NSCLC. Consistently with recent literature data we have seen up-

regulation of miR-21 in squamous cell carcinoma and adenocarcinoma. In 

minority cases let-7a was up-regulated in squamous cell carcinoma and 

adenocarcinoma. 

 Relatively uncommon patients with no adjuvant chemotherapy regime 

in NSCLC allowed us only to follow statistical trend of correlation between 

expression of miRNA and histological subtypes of NSCLC, symptom free 

period and overall survival. 

 No signficant correlations were found between histological subtypes of 

NSCLC and symptom free period and overall survival. Therefore in future 

we plan to extend the detection of microRNAs within large multicenter study 

of patients with no-adjuvant chemotherapy. 

 

 

 

 

 

 

 

Key words: NSCLC, miRNA, in situ hybridization , drug resistence 
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Seznam použitých 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 bezpříznakového období 

OS  - celkové přežití 

miRs  - microRNAs 

AP  - alkalická fosfatáza 
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1.       ÚVOD 

   Podle posledních údajů z roku 2010 - 2011 v  České republice každý 

rok onemocní více než 77 000 lidí rakovinou. U mužů je nejčastějším 

zhoubným nádorem karcinom plic, u žen je to karcinom prsu. Podle 

posledních údajů došlo k rapidnímu nárůstu nových případů karcinomu plic 

u žen (www.kurakovaplice.cz, zdroje statistik – WHO, Český statistický úřad 

ČSÚ, doc. MUDr. Eva Králíková, CSc). 

Z histologického hlediska lze rozdělit karcinom plic na dva hlavní 

skupiny: malobuněčný (SCLC) a nemalobuněčné plicní karcinomy (NSCLC) 

karcinom (Klein, Chirurgie karcinomu plic, 2006). Více než 80 % všech 

případů zhoubných nádorů plic tvoří nemalobuněčné plicní karcinomy.  

 Léčba karcinomu plic zahrnuje obvykle kombinaci chirurgických 

postupů, radioterapie a různých režimů chemoterapie. Volba léčebného 

postupu u nemalobuměčných plicních karcinomů do velké míry závisí na 

stádiu onemocnění. (Klein, kniha Chirurgie karcinomu plic;2006). 

Dle závažnosti onemocnění můžeme pacienty rozdělit od stádia IA až 

po stádium IV. Jelikož je většina onemocnění diagnostikována až 

v pokročilejším stádiu, není možné použít operativní léčbu. Obecně se uznává 

chemoterapeutický režim pro první linii a měl by obsahovat derivát platiny 

jako je například karboplatina nebo cisplatina a to v kombinaci s lékem 3. 

Generace. Léčba je volena dle stádia onemocnění. 

Kombinace chemoterapie a radioterapie je použita u pokročilých stadií 

IIIB, jako standartní léčba po mnoho let. Chirurgická léčba se používá, pokud 

došlo během chemoterapie nebo chemoradioterapie k významnému zmenšení 

nádoru. U klinického stádia IV se chirurgická léčba již většinou neprovádí, 

výjimku tvoří pacienti se solitární metastázou. Léčba je inviduální a 

zohledňuje se aktuální stav pacienta (Chemoterapie karcinomu plic, profesor 

Petr Zatloukal,Med. Pro Praxi 2008; 5(1): 23–27). 
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Tabulka 1: Histologické typy bronchogenního karcinomu  
(Převzato z Klinická onkologie 6/2008 Skřičková a spol.) 

Nemalobuněčný karcinom Muži Ženy 
spinocelulární karcinom 
adenokarcinom 

• acinární 
• papilární 
• brochoalveolární 
• solidní hlenotvorný 

velkobuněčný karcinom 
• obrovskobuněčný 

karcinom 
• karcinom z jasných 

buněk 
smíšené karcinomy 

• adenoskvamózní 
karcinom 

• mukoepidermoidní  
• adenoidně cystický 

karcinom 
nediferencovaný karcinom 

40% 
24% 

 
 
 
 

7% 

20% 
46% 

 
 
 
 

8% 

Malobuněčný karcinom 22% 20% 
WHO klasifikace malobuněčného  
karcinomu 
 
 
Malobuněčný karcinom 
 
 
Intermediární karcinom 
 
Kombinovaný karcinom 

IASLC (International Association for 
Study of Lung Cancer) klasifikace 
malobuněčného karcinomu 
 
Malobuněčný karcinom bez 
nemalobuněčné komponenty 
 
Malobuněčný s velkobuněčnou 
komponentou 
 
Malobuněčný s podílem adeno nebo 
spinocelulárního karcinomu 
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2. PŘEHLED PROBLEMATIKY 

 

2.1         Obecné údaje o miRNA 

  MicroRNA jsou jednořetězové RNA, přibližně  19-22 nukleotidů 

dlouhé, které hrají klíčovou roli, jak v regulaci genové exprese, tak i v indukci 

degradace mRNA nebo v inhibici translace. Řídí stovky až tisíce nových 

cílových genů, proto kontroluje širokou oblast biologických funkcí (Tom 

Donnem et al. 2012). V současnosti bylo u člověka popsáno 1048 miRNA 

(www.miRBase.org). Na základě rozmístění v genomu je možno geny pro 

miRNA rozdělit do několika skupin. U člověka jsou rozmístěny náhodně po 

všech chromozómech kromě chromozómu Y. Minimálně polovina genů pro 

miRNA u člověka byla na chromozómu nalezena v blízkosti dalšího genu 

kódujícího miRNA (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001). Tyto 

klastrové geny bývají transkribovány společně za vzniku polycistronního 

primárního transkriptu (Lee et al., 2002).  

  Molekuly miRNA vznikají v jádře po transkripci genu pro miRNA na 

primární transkript (pri-miRNA). Ten je následně štěpený pomocí komplexu 

Drosha na prekurzorovou miRNA (pre-miRNA). Pre-miRNA je poté 

přenášena z jádra do cytoplasmy pomocí exportinu-5 (EXP5). V cytoplasmě 

je pak podrobena enzymatickým úpravám. Vznikne tak jednovláknový 

řetězec RNA, který se naváže na cílové molekuly mRNA. Podle míry 

komplementarity může být mRNA buď degradována, nebo je pouze 

zamezeno její translaci, bez naštěpení. 

MiRNA je možno rozdělit z hlediska jejich cílových kódujících mRNA na 

miRNA s charakterem onkogenu, či  miRNA s charakterem nádorového 

supresoru. miRNA s charakterem onkogenu umlčují translaci nádorových 

supresorů. Hladiny exprese takovýchto miRNA jsou v nádorových buňkách 

oproti normálním upregulovány. To vede ke snížení hladin exprese 

nádorových supresorů v nádorové buňce (Kumar et al., 2007). Naopak 
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hladiny tumor-supresorových miRNA umlčující translaci onkogenů bývají 

většinou v nádorech  downregulovány (Johnson et al., 2005). 

MicroRNAs regulují rozsáhlou škálu procesů, které se podílí na 

nádorové transformaci.  Kontrolují také geny zapojené v buněčných 

procesech, jako jsou diferenciace, regulace buněčných cyklů, odezva na stres 

a apoptóza.  Bylo zjištěno, že miRs se podílejí na regulaci všech doposud 

známých signálních drah a na jejich poruchách uvnitř buňky.(Gianpiero Di 

Leva et al., 2014). Nádorové buňky mají obecně změněnou expresi miRNA  

ve srovnání s nenádorovou tkání.  Tato pozměněná exprese se může také 

podílet na deregulaci apoptózy, transportních mechanizmů a metabolizmu 

xenobiotok . Z uvedeného důvodu mohou hrát také zásadní roli při vzniku 

mnohočetné lékové rezistence (Hummel et al., 2010) 

 

2.1.1   MiR-21 jako možný prognostický a prediktivní faktor 

 U pacientů s NSCLC byla prokázána upregulace miR-21. Uvedená 

miRNA inhibuje tumor-supresorový gen PTEN, kterého funkcí je inhibice 

signální dráhy PI3K/Akt a tím  blokuje buněčný cyklus ve fázi G1 (Zhang JG 

et al., 2010; DeVita et al., 2008).  

 

2.1.2   MiR-126 jako potencionální prognostický faktor 

MiR-126 jo obecně považována za onkogenní miRNA, ale v několika 

případech se ale projevila také jako tumorový supresor.  

Downregulace  miR-126 byla popisována u karcinomu děložního čípku, prsu, 

tlustého střeva, konečníku, žaludku, a taká v některých  histologických 

subtypech nemalobuněčných karcinomů plic, zejména  u adenokarcinomů , 

spinocelulárních karcinomů (Shusheng Wang et al., 2008; Calin, et al., 

2004;Feng et al., 2010).   

  Studie zabývající se expresí dané mi RNA u NSCLC, prokázali že u 

nemalobuněčných karcinomů plic vystupuje miR-126  ve většině případech 

ve funkci nádorového supresoru(Crawford et al., 2008). U adenokarcinomů  

byla  hladina exprese miR-126 snížena, naopak u spinocelulárních karcinomů 
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bylo pozorováno, že hladina miR-126 je výrazně zvýšena. Uvedená miRNA 

je zapojená  v procesu regulace exprese VEGF-A (Vascular endothelial 

growth factor A). VEGF-A po navázání na příslušné receptory aktivuje MAP 

kinasovou signální dráhu,zapojenou do procesu angiogeneze (Heusschen et 

al. 2010; Sandler et al., 2006; Shusheng Wang et al., 2008). Mir- 126 můžeme 

zařadit mezi miRNA mající vztah s angiogenezí spolu s ostatními miRs které 

regulují proces angiogeneze jako jsou  miR-155, miR-21 a miR-424 (Tom 

Donnem et al., 2012). Prognostický a prediktivní význam miR-126  u 

pacientů s různými histologickými subtypy není však jednoznačně objasněný. 

 

 2.1.3   Členové Let-7 rodiny jako možné prognostické a prediktivní      

faktory 

Členové Let-7 rodiny fungují jako nádorové supresory (Cheng-Chia Yu 

et al., 2011) Ve srovnání s normální tkání s nádorovou tkání je jejich exprese 

v průběhu progrese nádoru downregulována. Downregulace Let-7 souvisí 

s horším přežitím u pacientů s nemalobuněčným  karcinomem plic 

(Takamizava et. al., 2004).  

 

 2.1.4  MiR-155 jako potencionální prognostický a prediktivní faktor    

  MiR-155 je jednou z miRNA jejíž upregulace může hrát důležitou roli 

jako onkogen. (Dorsett Y el al., 2008). Prognostický význam  miR-155 závisí 

na histologickém podtypu a stádiu onemocnění u pacientů s NSCLC.(Tom 

Donnem et al, 2011).  

 

2.1.5  Další studované miRNA  zapojené v progresi rakoviny plic 

 Mir-223 se řadí mezi další tumorový supresor nádoru plic (Weigi  Nian 

et al., 2013). 

  Byla studována upregulace miR-31 na citlivost k cisplatině 

(diamminedichloroplatinum, DDP) u pacientů s NSCLC. Uvedená miRNA je 
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zapojená v rezistenci buněk na DDP. Spolupracuje se sekvencemi ABCB9.  

Sekvence ABCB9 je členem MDR/Tap  pod skupiny a má vliv na lékovou 

rezistenci a patří mezi jedny z cílových genů miR-31. Uplatňuje svůj anti-

apoptotický účinek prostřednictvím represe ABCB9 exprese (Zhuo Dong et 

al.,2014). 

(Xiang-hua Liu et al., 2012)Zjistili, že vyšší klinické stádium 

nemalobuněčného karcinomu plic je spojováno s vyšší expresí miR-196a 

v tkáních nemalobuněčného karcinomu plic. 

  Mezi nejstudovanější miRNA spojovanou s karcinomy patří miR-210. 

Zvýšená sérová hladina miR-210 se vyskytovala u pacientů 

s nemalobuněčným karcinomem plic v porovnání s kontrolní zdravou tkání 

(Zhi-Hong Li et al., 2013). Zvýšená sérová hladina miR-210 

souhlasí dřívějšími poznatky, že v nádorových buňkách se nachází vyšší 

hladiny miR-210. (An Zhao et al., 2013). Zvýšená hladina miR-210 v séru se 

vyskytovala hlavně u pacientů ve stádiu onemocnění III – IV ve srovnání 

s pacienty ve stádiu I-II. MiR-210 se zaměřuje na specifické mitochondriální 

komponenty s významem regulace přežití, buněčné smrti a modulace HIF-1 

aktivity ( Puisségur MP et al., 2011). 

   MiR-34 se řadí mezi tzv. miRNA rodiny a skládá se ze tří miRNA – 

miR-34a, miR-34b a miR-34c. Výše uvedené miRNAs mají účast v dráze p53 

a exprese přímé indukce p53 v reakci na poškození DNA nebo na onkogenní 

stres (Galardo E et al. 2009). Podle výše uvedené studie pacienti 

s NSCLC  nízkou expresí miR-34 měli vyšší riziko replasu než pacienti 

s vyšší expresí miR-34. MiR-205 je ve většině případů řazena do skupiny 

tumor supresorových miRNA. Zvýšená exprese dané miR-205 byla doposud 

detekována u pacientů s rakovinou hlavy 

a krku, močového měchýře, a v některých subtypech karcinomu plic zejména 

ve spinocelulárních karcinomech (Jiang et al., 2005; Gottardo et al., 2007).   

V diagnostice je možno miR-205 považovat za přídavný marker 

spinocelulární diferenciace. Bylo prokázáno, že upregulace  miR-205 je 

přítomna u spinocelulárních karcinomů plic ve srovnání s adenokarcinomy 

(Lebanony et al., 2009). 
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3.  CÍLE BAKALÁ ŘSKÉ PRÁCE 

 

1. Optimalizace imunohistochemické detekce vybraných miRNA na 

histologických řezech z formalínu fixovaných a zalitých na parafinovém 

bločku 

2. Detekce miR-21, Let-7a, miR-126 a U6 snRNA ve formalínu fixovaných 

a do parafinu zalitých vzorcích nemalobuněčných karcinomů plic 

3. Korelace exprese a lokalizace jednotlivých miRNA s histologickými 

subtypy nemalobuněčných karcinomů plic, délkou přežití a délkou bez 

příznakového období u pacientů s nemalobuněčným karcinomem plic.  
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4.      MATERIÁL A METODY 

 

4.1  Tvorba TMA blok ů  

 K tvorbě TMA bloků pomocí přístroje pro tkáňovou array  byly použity 

vzorky nemalobuněčného karcinomu plic zalité v parafínu. Z jednoho 

donorového bloku byly odebrány a umístěny do recipientního bloku dva 

vzorky nádorové a jeden vzorek zdravé plicní tkáně pomocí duté jehly (4 

mm). Pro správnou orientaci TMA bloku zde byly umístěny i vzorky dvou 

kontrolních tkání.  

Byl použit soubor 36 pacientů s neoadjuvantním chemoterapií na bázi 

platinových derivátů (cisplatina, carboplatina). Všichni pacienti měli 

operabilní nemalobuněčný karcinom plic. TMA bloky byly zhotoveny na 

Ústavu molekulární patologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého 

v Olomouci. 

4.2  In situ hybridizace  

   In situ hybridizace se využívá k vizualizaci genové exprese a lokalizaci 

v různých specifických vzorcích a buněčných typech. ISH patří mezi 

nejběžnější metody vizualizace genové exprese a její lokalizace.  Pomocí ISH 

jsem schopni v různých buněčných tkáních či buněčných populacích určit 

úroveň exprese miRNA či mRNA. Tato histologická analýza nám usnadňuje 

pochopení role miRNA v biologických a molekulárních procesech. (Boye 

Schnack et al.,2012, Jørgensen S et. al.,2010) 

 

4.2.1 The miRCURY LNATM  microRNA ISH Optimization kit (FFPE) 

Kit umožňuje rychlý a dostatečný postup pro snadné uskutečnění 

microRNA ISH analýzy. MicroRNA pufr je speciálně vyvinutý pro využití 

double – DIG-labeled miRCURY LNATM microRNA detekčních prób. Tato 

metoda se využívá pro citlivou a specifickou detekci microRNA exprese 
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pomoci ISH v FFPE oblastech různých vzorků. Detekce microRNA  v FFPE 

má mnoho výhod jako je použití nesavčího haptenu digoxigeninu (DIG). 

Během procesu jsou microRNA zviditelněny použitím Proteinas – K, které 

dovolují zpřístupnění double-DIG-labeled LNATM  prób pro hybridizaci 

sekvence microRNA. Digoxigenins mohou být rozpoznány specifickými anti 

– DIG antibody, tak že přímo konjugují s enzymem alkalickou fosfatázou. 

Alkalická fosfatáza konvertuje s rozpustnými substráty 4-nitro-blue 

tetrazolium (NBT) a 5-brom-4-chloro-3´-indolylphosphate (BCIP) ve vodě a 

alkoholu v nerozpustnou tmavě modrou NBT-BCIP sraženinu. Nakonec 

dobarvení jádra aplikované do oblastí poskytuje lepší histologické rozlišení. 

 

 

 

Schéma převzato z miRCURY LNATM  microRNA ISH Optimization 

Kit(FFPE), Instruction manual v2.0 
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4.3  One day microRNA ISH protokol 

 

4.3.1 Depafinování sklíček  

 Sklíčka byla umístěna na stojan, deparafinována v xylénu a roztoku 

ethanolu za laboratorní teploty a přemístěna ze sterilní flakony do další 

sterilní flakony. Postup byl následující: 

- propláchnout v Xylénu a nechat působit 5 minut 

- propláchnout v Xylénu a nechat působit 5 minut 

- propláchnout v Xylénu a nechat působit 5 minut 

- 10 krát ponořit do 99,9% Ethanolu 

- 10 krát ponořit do 99,9% Ethanolu 

- propláchnout na 5 minut v 99,9 % Ethanolu 

- 10 krát ponořit do 96% Ethanolu 

- propláchnout na 5 minut v 96% Ethanolu 

- 10 krát ponořit do 70% Ethanolu 

- Propláchnout  5 minut v 70% Ethanolu 

- Promýt 2-5 minut v PBS    

4.3.2 Inkubace  s Proteinasou-K  

Na celý povrch řezu bylo aplikováno přibližně 300 µl Proteinase-K 

reagentu, který byl připraven z 7,5 µl Proteinasy-K  a 10 ml Proteinasového-

K pufru (900ml RNase-free vody přidat 5 ml 1M Tris-HCl (pH7,4), 2 ml 0,5 

M EDTA a 0,2 5 M NaCl, nutno vyautoklávovat) inkubováno 10 minut při 

37°C v laboratorním termostatu. 

4.3.3 Umístění sklíček do PBS 

Sklíčka byla přemístěna po 10 minutové inkubaci do flakonek 

obsahující PBS. Sklíčka byla dvakrát promyta v PBS. 
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4.3.4 Dehydratace sklíček 

  Sklíčka byla dehydratována v novém roztoku Ethanolu. Poté byla 

usušena na čistých papírových ubrouscích na vzduchu po dobu 15 minut. 

Postup s Ethanolem byl následující: 

- 10 krát ponořit do 70% ethanolu 

- promýt v 70% Ethanolu po dobu 1 minuty 

- 10 krát ponořit do 96% Ethanolu 

- promýt v 96% Ethanolu po dobu 1 minuty 

- 10 krát ponořit do 99,9% Ethanolu 

- promýt v 99,9% Ethanolu po dobu 1 minuty 

4.3.5 Aplikace hybridizačního mixu a hybridizace po dobu 60 minut při 

55°C 

 Na sklíčka bylo aplikováno 25 µl hybridizačního mixu, který obsahoval 

microRNA ISH pufr (zředit 1ml  microRNA ISH pufr s 1 ml RNase- free 

vodou)  a  vybranou LNATM  microRNA sondu. Před přidáním sondy do 

microRNA ISH pufru musí být sonda aktivovaná v termostatu při 90°C po 

dobu 4 minut. Jednotlivé ředění sond viz. Tabulka 2 v příloze. Je nutné se 

vyvarovat dotknutí pipety v oblasti vzorku.  Na každou oblast byla použita 

sterilní krycí skla. Nakonec byla sklíčka utěsněna Fixogumem (gumový 

cement). Sklíčka byla přemístěna do Hybridizeru.   Hybridizační program byl 

spuštěn po dobu 1 hodiny. Hybridizační teplota byla 55 °C. 

4.3.6 Odstranění Fixogumu a krycího skla 

  Fixogum byl odstraněn pomocí pinzety. Je vhodné vyvarovat se 

sklouznutí sklíček, které by mohlo poškodit vzorek. Poté došlo k odstranění 

krycího skla a přemístit sklíčka do flakonky s obsahem 5xSSC (20xSSC pH 

7.0 zakoupený jako RNase - free,1l=250 ml 20xSSC + 750 ml vody) za 

laboratorní teploty. 
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4.3.7 Promytí sklíček v SSC pufrech 

 Sklíčka byla promyta ve flakonách v SSC pufrech podle postupu níže. 

Sklíčka byla přemístěna do flakonek, vždy o požadované koncentraci SSC 

umístěné ve vodní lázni za při 55 °C. Postup s SSC pufrem(pufry musí být 

autoklávovány) byl následující: 

- promývat sklíčka 5xSSC (1L = 250 ml 20xSSC + 750 ml vody,autoklávovat) 

po dobu 5 minut při 55 °C ve vodní lázni 

- promývat sklíčka 1xSSC ( 1l=50ml 20xSSC + 950 ml vody, autoklávovat) po 

dobu 5 minut při  

55°C ve vodní lázni 

- promývat sklíčka 1xSSC ( 1l=50ml 20xSSC + 950 ml vody. autoklávovat) po 

dobu 5 minut při 55°C ve vodní lázni 

- promývat sklíčka 0,2xSSC ( 1l=10ml 20xSSC + 990ml vody, autoklávovat) 

po dobu 5 minut při 55°C ve vodní lázni 

- promývat sklíčka 0,2xSSC po dobu 5 minut při 55°C ve vodní lázni 

- promývat sklíčka 0,2xSSC po dobu 5 minut laboratorní teploty 

4.3.8 Aplikace hydrofobní bariéry 

Sklíčka byla přesunuta do kyvety s PBS. Vzorky byly ponechány chvíli 

v PBS. Poté byla vytaženy na papírové ubrousky a byla nakreslena 

hydrofobní bariéra okolo vzorků s použití  DAKO – tužky. Nutno dbát, aby 

jednotlivé preparáty nevyschly. 

4.3.9 Inkubace s blokovacím roztokem  

Sklíčka byla umístěna do vlhkostní komůrky a inkubována 

s blokovacím roztokem (PBS, 0,1% Tween, 2% Sheep serum, 1% BSA) po 

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

Byl odstraněn blokovací roztok a aplikován anti-DIG reagent (zředit 

ovčí anti-DIG-AP antibody 1:800 v antibody ředícím roztoku – PBS, 0,05% 

Tween, 1% sheep serum, 1% BSA) Inkubace 60 minut ve vlhkostní komůrce 

za laboratorní teploty.  

4.3.11 Promytí v PBS-T 

Sklíčka byla promyta 3 krát po 3 minutách v PBS-T (1 ml Tween-20 do 

1 l PBS, pH 7,4autoklávovat). 

4.3.12 Inkubace s AP substrátem  

Byl aplikovaný čerstvě připravený AP substrát (v 10 ml Milli-Q vody 

rozpustit NBT-BCIP tabletu, po rozpuštění přidat 20 µl Levamisolu. Nutno 

připravit AP substrát bez přístupu světla. Inkubace po dobu 2 hodin při 30°C 

ve vlhkostní komůrce a inkubátoru při 30°C. Vzorky byly chráněny před 

světlem. 

4.3.13 Inkubace sklíček v KTBT pufru  

Sklíčka byla inkubována v KTBT pufru (do 900ml RNase-free vody 

přidat 7,9g Tris-HCl (50mM), 8,7g NaCl (150mM) a 0.75g KCl (10mM) - 

upravit objem do 1000ml, není potřeba upravovat pH, autoklávovat)  ve 

vlhkostní komůrce.  Do oblasti vzorku bylo dvakrát po 5 minutách aplikováno 

300 µl KTBT pufru. 

4.3.14 Promytí vodou 

Sklíčka byla promyta vodou dvakrát po 1 minutě. 

4.3.15 Dobarvení jádra s Nuclear Fast RedTM 

 Bylo aplikováno 200 µl Nuclear Fast RedTM  pro dobarvení jádra 

s inkubací 1 minuty. 
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4.3.16 Oplachování v tekoucí vodě 

Sklíčka byla vyjmuta z vlhkostní komůrky a umístěna do kyvety s 

vodou. Poté byla opatrně propláchnuta v tekoucí vodě přibližně 10 minut. 

4.3.17 Dehydratace sklíček 

 Sklíčka byla dehydratována v roztoku ethanolu podle následujícího 

postupu a poté byla přemístěna na čisté papírové ubrousky.  

- Ponořit 10 krát do 70% Ethanolu  

- Promýt v 70% Ethanolem po dobu 1 minuty 

- Ponořit 10 krát do 96% Ethanolu 

- Promýt v 96% Ethanolem po dobu 1 minuty 

- Ponořit 10 krát do 99,9% Ethanolu 

- Promýt v 99,9% Ethanolu po dobu 1 minuty 

4.3.18 Zafixování nabarvených preparátů 

  Na sklíčka do oblasti preparátu bylo aplikováno několik kapek média 

(Eukitt) pro zafixování obarvených preparátů. 

4.3.19 Histologické hodnocení exprese jednotlivých miRNA 

Za pozitivní byla považována exprese miRNA ve vice než 10% 

nádorové populace. Vzorky byly analyzovány pomocí světelného 

mikroskopu následující den a foceny pomocí kamery DP71 v programu 

QUICKPHOTOMICRO 2.3. 
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5. VÝSLEDKY 

 

5.1 Vyhodnocení U6 snRNA 

 Exprese U6 byla přítomna v normální, jaterní a nádorové tkání. Exprese 

byla výrazná ve viabilní nádorové tkáni. Zvýšená exprese byla pozorována u 

spinocelulárního karcinomu ve srovnání s ostatními tkáněmi. Za pozitivní 

byla považována nukleární exprese. Dále byla pozorována exprese u 

lymfocytů v zánětlivých ložiscích. 

 

Obr. 1:  Korelace mezi expresí U6 snRNA a intervalem bezpříznakového období. Z grafu je 

zřejmé, že nebyla zjištěna signifikantní korelace mezí expresí miRNA U6 a intervalem 

bezpříznakového období. P = 0.429 
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Obr. 2:  Korelace mezi expresí U6 snRNA a celkovým přežití. Z grafu je zřejmé, že nebyla 

zjištěna signifikantní korelace mezí expresí U6 snRNA a celkovým přežití. P = 0.704 

 

Obr. 3:   Fotografie exprese U6 snRNA v normální plícní tkání při zvětšení 100x 
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Obr. 4:   Fotografie exprese U6 snRNA ve spinocelulárním karcinomu při zvětšení 100x 

    

Obr. 5:  Fotografie exprese U6 snRNA v adenokarcinomu při zvětšení 100x 
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5.2 Vyhodnocení miR-21 

 Byla pozorována upregulace u spinocelulárního karcinomu. 

 

 

 

Obr. 6:  Korelace mezi expresí miR-21 a intervalem bezpříznakového období. Z grafu je 

zřejmé, že nebyla zjištěna signifikantní korelace mezí expresí miR-21 a intervalem 

bezpříznakového období. P = 0.720 
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Obr. 7:  Korelace mezi expresí miR-21 a celkovým přežití. Z grafu je zřejmé, že nebyla 

zjištěna signifikantní korelace mezí expresí miR-21 a celkovým přežití. P = 0.647 

 

Obr. 8: Fotografie exprese miR-21 v normální plicní tkání při zvětšení 100x 
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Obr. 9: Fotografie exprese miR-21 ve spinocelulárním karcinomu při zvětšení 100x 

 

Obr. 10: Fotografie exprese miR-21 v adenokarcinomu při zvětšení 100x 
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5.3 Vyhodnocení miR-126 

U miR-126 byla exprimována v normální plicní tkání. Výraznější 

pozitivita byla pozorována u adenokarcinomu, naopak u spinocelulárního 

karcinomu nebyla pozorována pozitivita. 

 

 

 

Obr. 11:  Korelace mezi expresí miR- 126 a intervalem bezpříznakového období. Z grafu je 

zřejmé, že nebyla zjištěna signifikantní korelace mezí expresí miR-126 a intervalem 

bezpříznakového období. P = 0.846 
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Obr. 11:  Korelace mezi expresí miR-126 a celkovým přežití. Z grafu je zřejmé, že nebyla 

zjištěna signifikantní korelace mezí expresí miR-126 a celkovým přežití. P = 0.840 

 

Obr. 12:  Fotografie exprese miR-126 v normální plicní tkáni při zvětšení 100x 
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Obr. 13: Fotografie exprese miR-126 ve spinocelulárním karcinomu při zvětšení 100x 

 

 

Obr. 14:  Fotografie exprese miR-126 v adenokarcinomu při zvětšení 100x 
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5.4 Vyhodnocení Let-7a 

 U jaterní tkáně a spinocelulárního karcinomu byla pozorována 

pozitivní exprese Let-7a. V ojedinělých případech byla pozorována pozitivní 

exprese v adenokarcinomu a také v normální plicní tkáni v bronších.  

 

 

Obr. 15:  Korelace mezi expresí Let-7a  a intervalem bezpříznakového období. Z grafu je 

zřejmé, že nebyla zjištěna signifikantní korelace mezí expresí Let-7a a intervalem 

bezpříznakového období. P = 0.849 
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Obr. 16:  Korelace mezi expresí Let-7a  a celkovým přežitím. Z grafu je zřejmé, že nebyla 

zjištěna signifikantní korelace mezí expresí Let-7a a celkovým přežití. P = 0.612 

 

Obr. 17:  Fotografie exprese Let-7a v normální plicní tkáni při zvětšení 100x 
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Obr. 18:   Fotografie exprese Let-7a ve spinocelulárním karcinomu  při zvětšení 100x 

 

Obr. 19:  Fotografie exprese Let-7a  v adenokarcinomu  při zvětšení 100x 
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6. DISKUZE 

Karcinom plic patří mezi velice závažné onemocnění, bývá nejčastěji 

příčinou úmrtí mužů na onkologické onemocnění a druhou nejčastější 

příčinou onkologické mortality u žen. Nepříznivým faktorem pro dlouhodobé 

přežívání pacientu s karcinomem plic je fakt, že přibližně tři čtvrtiny 

onemocnění jsou diagnostikována v pokročilém často inoperabilním stádiu. 

Léčba nemalobuněčného karcinomu plic se odvíjí od klinického stádia 

onemocnění. Mezi základní léčebné postupy patří chemoterapie, radioterapie 

a v poslední době se do popředí dostává cílená biologická léčba 

(www.kurakovaplice.cz, zdroje statistik – WHO, Český statistický úřad ČSÚ, 

doc. MUDr. Eva Králíková, CSc.) Jednou z nejčastějších příčin selhávání 

chemoterapie u NSCLC je výskyt mnohočetné lékové rezistence. Tato je 

definována jako rezistence na cytostatika s různou strukturou a mechanismem 

účinku. Procesy regulace buněčného cyklu a apoptóza jsou významnou mírou 

zapojené v daném procesu mnohočetné lékové rezistence. Klíčovou roli 

v regulaci daných procesů mají miRNA. Právě miRNA jsou schopné 

kontrolovat stovky až tisíce genů zapojených v buněčných procesech jako je 

diferenciace, regulace buněčného cyklu, odezva na cytotoxický stres a 

apoptóza. 

V dané bakalářské práci jsme proto pomocí in situ hybridizace 

vizualizovali expresi a lokalizaci vybraných miRNA zapojených do procesu 

mnohočetné lékové rezistence -  miR-21, Let-7a, miR-126 a U6 snRNA ve 

formalínu fixovaných a do parafinu zalitých vzorcích nemalobuněčných 

karcinomů plic a následně  jsme  korelovali  expresi a lokalizaci jednotlivých 

miRNA s histologickými subtypy nemalobuněčných  karcinomů plic s délkou 

přežití a délkou bez příznakového  období  u pacientů s nemalobuněčným 

karcinomem plic. 

V literatuře byly doposud identifikovány různé miRNA, které jsou 

považovány za specifické prognostické klasifikátory (potencionálními 

prediktory odpovědi nemalobuněčných karcinomů plic na chemoterapii) tedy 

miR-155, miR-21,miR-34 a Let-7 (Miaomiao Yang et al., 2013; Fassina A. et 

al. 2011). 
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Proto jsme pomocí in situ hybridizace vizualizovali expresi a lokalizaci 

vybraných miRs zapojených do procesu mnohočetné lékové rezistence -  

miR-21, Let-7a, miR-126 a U6 snRNA ve formalínu fixovaných a do parafinu 

zalitých vzorcích nemalobuněčných karcinomů plic a následně  jsme  

korelovali  expresi a lokalizaci jednotlivých miRNA s histologickými subtypy 

nemalobuněčných  karcinomů plic s délkou přežití a délkou bez příznakového  

období  u pacientů s NSCLC. 

 

 Výsledky exprese U6 snRNA nám potvrdili, že metodika funguje. U6 

snRNA je house keeping genem. Exprese byla pozorována v jaterní a 

normální plicní tkáni, ale i v nádorové tkáni. Výrazná exprese se vyskytovala 

ve viabilní nádorové tkáni. Značná exprese U6 snRNA se vyskytovala také u 

lymfocytů a v zánětlivých ložiscích. Prognostický význam exprese rodiny U6 

snRNA nebyl doposud v literatuře jednoznačně objasněný u pacientů s 

NSCLC. (OS-0,704;DFS-0,429). 

U pacientů s NSCLC byla prokázána upregulace miR-21, která inhibuje 

tumor-supresorový gen PTEN, kterého funkcí je inhibice signální dráhy 

PI3K/Akt a tím také i blokáda buněčného cyklu ve fázi G1 (Zhang et al., 

2010; DeVita et al., 2008). Prognostický a prediktivní význam dané miRNA 

však nebyl spolehlivě u jednotlivých histologických subtypů NSCLC  

objasněn. Naše získané předběžné výsledky poukazují na upregulaci miR-21 

a to hlavně v spinocelulárních karcinomech, a také v adenokarcinomech, což 

je v souladu s výše uvedenými studiemi zabývajících se expresí a 

prognostickým významem miR-21 u pacientů s  NSCLC. V rámci naší pilotní 

studie nebyl potvrzený prognostický význam exprese dané miRNA v rámci 

souboru pacientů s neoadjuvantní chemoterapií.(OS-0,647; DFS-0,720) 

 Downregulace miR-126 byla popsána u spinocelulárního karcinomu 

plic a některých typů adenokarcinomu (Shusheng Wang et al., 2008; Calin, 

2004; Feng et al., 2010). Daná miRNA má vztah k angiogenezí spolu s miR-

155, miR-21 a miR-424 (Tom Donnem et al., 2012). Prognostický a 

prediktivní význam dané miRNA není u pacientů s NSCLC  jednoznačně 

objasněný. Dle našich pilotních výsledku jsme neprokázali prognostický a 
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prediktivní význam exprese dané miRNA u pacientů s NSCLC. (OS-0,840; 

DFS-846) 

 Členové Let-7 rodiny fungují jako nádorové supresory (Cheng-Chia Yu 

et al., 2011). Ve srovnání s normální tkání s nádorovou tkání je exprese členů 

Let-7 family v průběhu progrese nádoru downregulována. Downregulace  

Let-7 je spojena  s horším přežitím u pacientů s nemalobuněčným  

karcinomem plic (Takamizava et. al., 2004). U Let-7a byla v ojedinělých 

případech pozorována pozitivní exprese u spinocelulárního karcinomu, 

adenokarcinomu a v jaterní tkáni Lze konstatovat, že exprese Let-7a byla v 

našich případech NSCLC downregulována. V rámci naší studie nebyl zjištěný 

na dané pilotním souboru pacientů s neoadjuvantní chemoterapie 

prognostický význam exprese dané miRNA. Pro jednoznačné ověřený 

prognostického významu exprese výše uvedených námi studovaných miRNA 

bude potřebná multicentrická retrospektivní studie s větším množství 

pacientů s NSCLC, kterým byla podána neoadjuvantní chemoterapie. (OS-

0,612; DFS-0,849) 
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7. ZÁVĚR 

 

  Závěrem lze říci, že metodu ISH, lze použít ke stanovení upregulace či 

downregulace jednotlivých miRNAs ve formalínu fixovaných a parafínu 

zalitých vzorcích nemalobuněčného karcinomu plic. 

 Uvedená metoda zároveň umožňuje zjistit lokalizaci miRNA v buněčném 

nádorovém epitelu a stromální komponentě nádoru.  

 Daná metoda ISH byla aplikována na tkáňové microarrays. 

Výsledky získané námi vyselektovaných miRNAs jsou v souladu se 

současnými literárními poznatky. 
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PŘÍLOHA 1 

Příprava a koncentrace sond 

Tabulka P1:  Příprava a koncentrace sond 

Sonda Objem 

sondy 

Objem 1x 

ISH pufru 

Koncentrace 

sondy 

LNATM U6 snRNA 12 µl 2 ml 3  nm 

LNATM  miR-21 3,2 µl 2 ml 40 nm 

LNATM  miR-126 3,2 µl  2 ml 40 nm 

LNATM Let-7a 3,2 µl 2 ml 40 nm 

LNATMscrambled 

microRNA 

3,2 µl 2 ml 40 nm 

 

PŘÍLOHA 2 

Pozitivní kontrola exprese miR-126, koncentrace sondy 40 nm 

 

Obr. P2: Fotografie exprese miR-126, která byla použita jako pozitivní 
kontrola. Foceno kamerou DP71 pomocí programu QUICKPHOTOMICRO 
2.3  foceno při zvětšení 100x 
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PŘÍLOHA 3 

Negativní kontrola scrambled sonda, koncentrace 40nM 

 

Obr. P3: Fotografie exprese scrambled microRNA, která byla použita jako negativní 
kontrola. Foceno kamerou DP71 pomocí programu QUICKPHOTOMICRO 2.3   při 
zvětšení 100x 

 

 

 


