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SUHRN

Mnohopocetna liekova rezistencia (MDR) predstavuje v lie¢be karcinomov pltc
velky problém. Preto pre pacientov s nemalobunkovym karcindmom pliac (NSCLC)
ma mimoriadny vyznam cielena terapia. Tato terapia im dokaze vyznamne zlepsit’ zdravotny
stav, avSak je finan¢ne narocna, a je Vhodna len pre vybranu skupinu pacientov, majucich
vo svojom gendme urc¢ité zmeny. Preto vicSina pacientov s NSCLC stale podstupuje lieCbu
klasickymi postupmi, ato hlavne radioterapiou a chemoterapiou. Prave aktivaicia MDR
mechanizmov umoziuje naddorovym bunkam odoldvat’ G¢inkom protinddorovej terapie.
Medzi zakladné mechanizmy MDR patria napr. aktivny transport lie¢iva z bunky pomocou
transportérovych proteinov (napr. P-gp, MRP a LRP/MVP), podpora proliferacie a unik
apoptoze, ¢i aktivacia molekul podielajucich sa na opravach poskodenej DNA (DDR). Preto,
identifikacia molektl schopnych rozpoznat aktivaciu tychto MDR mechanizmov v ich
pociatku by mohla pomoct’ pri ur€ovani progndzy a odpovede pacientov na podavant terapiu.
V prvom rade je vSak nevyhnutné urcenie spravnej diagnozy a rozclenenie do jednotlivych
histologickych podtypov (hlavne spinocelularny karcindm a adenokarcindém), pretoze od toho
zavisi nastavenie terapeutického rezimu.

Jednym z cielov tejto dizertacnej prace bola identifikacia nadorovych kmenovych
buniek (CSC), ktoré, podobne ako normalne kmenové bunky, maji aktivované drahy
chraniace ich pred toxickymi G¢inkami réznych xenobiotik (teda aj pred chemoterapiou). CSC
teda predstavuju skupinu buniek s prirodzene aktivovanymi mechanizmami MDR. Navyse,
tieto bunky byvaju vac¢sinou v dormantnom S$tadiu, a vd’aka tomu dokaZu odolavat’ u¢inkom
beZzne pouzivanej protinadorovej terapie, u€inkujucej hlavne proti rychlo sa deliacim bunkam.
Pomocou imunohistochémie a dvojitej imunofluorescencie sme v tkanivach ziskanych
od pacientov s NSCLC, a zaliatych do parafinu (FFPE), identifikovali bunky exprimujice
markery charakteristické pre nddorové kmenové bunky — CD133 a Nestin. Ich vyskyt svedci
0 pritomnosti buniek, ktoré dokazu odolavat’ uc¢inkom chemoterapie. To teda moze viest
k rekurencii ochorenia, resp. k zalozeniu metastaz.

Dal§im ciel'om tejto prace bolo uréit’ vyznam novo-navrhovanych biomarkerov na poli
mikroRNA (miRNA) unaSich pacientov s NSCLC. MiRNA sa kratke, priblizne
22 nukleotidov dlh¢, jednovlaknové molekuly RNA. Sluzia ako post-transkripéné regulatory



Nepublikované vysledky

Zaverom, nase vysledky poukazujii na to, ze identifikacia CD133"/Nestin® buniek
by mohla byt’ vyuzita k potencidlnej detekcii CSC vo FFPE vzorkédch pacientov s NSCLC.
Tieto bunky mézu prispievat’ k rekurencii a K §ireniu ochorenia, resp. k odolavaniu G¢inkom

chemoterapie. '

KPacové slova: nemalobunkovy karciném pl'ac (NSCLC), mnohopocetna lickova rezistencia

(MDR), nadorové kmefiové bunky (CSC), mikroRNA (miRNA)



SUMMARY

Multidrug resistance (MDR) represents a major problem in treatment of lung cancer.
Therefore, targeted therapy of patients with NSCLC is of crucial importance. This therapy
is able to significantly improve health status of the patients but this treatment is expensive
and it is suitable only for a selected group of patients having specific changes in their
genomes. Therefore, the most patients with NSCLC still undergo convention therapy, mainly
radiotherapy and chemotherapy. Activation of MDR mechanisms allows tumour cells survive
anti-tumour therapy. Examples of the basic mechanisms of MDR are active transport
of the drug out of the cell by various transporter proteins (e.g. P-gp, MRP and LRP/MVP),
support of proliferation and escape from apoptosis or activation of molecules involved
in DNA damage response (DDR). Thus, identifying of molecules which are able to recognize
activation of these MDR mechanisms in their beginnings could help with assessing prognosis
and response of patients to the administered treatment. Firstly, it is necessary to determine
the proper diagnosis and specification of individual histological subtypes of cancer
(particularly squamous cell carcinoma and adenocarcinoma) because the setting
of the therapeutic regimen depends on proper diagnosis.

One of the aims of this thesis was the identification of cancer stem cells (CSCs) which,
similarly to normal stem cells, are able to protect themselves against the toxic effects
of various xenobiotics (including chemotherapy). CSCs represent the group of cells with
activated MDR mechanisms. Moreover, these cells are mostly in dormant stage enabling them
resistance to commonly used anticancer treatment which predominantly targets rapidly
proliferating cells. We identified cells expressing markers of CSCs - CD133 and Nestin
by immunohistochemistry and double immunofluorescence on  formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) tissues obtained from NSCLC patients. Their occurrence suggests
the presence of cells which are able to resist the chemotherapy. It may lead to disease
recurrence, respectively to establishement of metastases.

This thesis is also focused on detemination of significance of the newly-proposed
biomarkers in the field of microRNAs (miRNAs) in our patients with NSCLC. MiRNAs
are short, circa 22 nucleotides in length, single stranded RNA molecules. They serve
as post-transcriptional regulators of proteosynthesis. Thereby they participate in many

biological processes and their deregulation has been associated with various diseases. They



Nepublikované vysledky

In conclusion, our results indicate that identification of CD133"/Nestin™ cells could
be used for potential detection of CSCs in FFPE from NSCLC. These cells can contribute
to the recurrence and spreading of the disease; respectively to the resistance
to the chemotherapy.

Key words: non-small cell lung cancer (NSCLC), multidrug resistance (MDR), cancer stem
cell (CSC), microRNA (miRNA)
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1 Uvop

Nadorové ochorenia v sucasnosti predstavuju celospoloCensky problém. Vdaka
ich stipajucej incidencii je vyvijana obrovskd snaha pomoct takto trpiacim pacientom.
V terapii solidnych nadorov sa hladaji nové moznosti vylepSenia diagnostiky, sledovania
pacientov a ucinnosti terapie, a Samozrejme, i nové lieciva.

Kvalitnd diagnostika umoziuje uréit konkrétny typ rakoviny, ¢o je podmienkou
pre spravny vyber vhodného terapeutického rezimu. Uginna terapia skvalitiiuje a predlZzuje
zivot pacienta, aV niektorych pripadoch ho dokonca aj celkom zachrani. U niektorych
pacientov vSak po urCitom Case dojde K relapsu ochorenia — hovorime, Ze nador sa stal
rezistentny na danu terapiu. V pripade, Ze nemame k dispozicii inl G€innu terapiu, pacient
ochoreniu podl'ahne.

Na to, aby sme mohli sledovat’ vyvoj a rast nadoru, G¢innost’ terapie a nasledny vznik
rezistencie, potrebujeme poznat faktory, ktoré nam to umoznia. Oznacuji sa ako
tzv. biomarkery. Diagnostické markery sluzia k presnej typizacii nadorov. Prognostické
markery hovoria, ako sa bude ochorenie d’alej vyvijat'. Prediktivne markery predpovedajt
odpoved’ pacienta na urcitu terapiu.

V biologii su najcastejSie pouzivané dva typy biomarkerov: proteinové a genetické.
Ako proteinové markery st oznaCované rozne molekuly (napr. enzymy, Strukturne
a transportné proteiny, receptory alebo povrchové molekuly charakterizujuce jednotlivé
bunkové typy). Medzi genetické markery zarad’'ujeme napr. informacie o sekvencii DNA.

V sucasnosti zaznamenal vel'ky rozmach vyskum na poli nekddujiucich RNA. V ramci
tejto roznorodej skupiny molekl sa ako vhodné biomarkery javia hlavne mikroRNA
(MiRNA). Ich funkciou je regulacia hladin proteinov v bunkach, vdaka Comu su tieZ
navrhnuté za kandidatne molekuly pre vyuzitie v cielenej terapii. Po urceni molekularneho
profilu pacienta by teda bolo mozné ,,usit’ mu terapiu na mieru, a tym mu zachranit' jeho
Zivot.

V tejto praci som sa zamerala na vyhlad4vanie a identifikdciu novych markerov
u pacientov s nemalobunkovym karcinomom pltic. Ak by sa ich podarilo zaviest’ do praxe,
bolo by mozné roztriedit’ pacientov do jednotlivych skupin, atak vybrat vhodny lieCebny

rezim, ktory by umoznil predist’ vzniku liekovej rezistencie.



2  SUCASNY STAV RIESENE] PROBLEMATIKY

2.1 NEMALOBUNKOVY KARCINOM PL.UC

Karcindm pluc je najcastejSou pri¢inou umrtia na rakovinu vo svete i Unas [1, 2].
Zakladom pre vyber vhodnej liecby je urcenie presného histologického podtypu. V Klinickej
praxi sa eSte stale pouziva rozdelenie na dva zakladné typy, ato malobunkovy (SCLC)
a nemalobunkovy karcinom pl'ac (NSCLC) [3]. NSCLC sa vyskytuje CastejSie, predstavuje
priblizne 80-85% pripadov karcindmov pltc [4]. V zavislosti od prislusnosti karcinomu
do jednej z tychto dvoch skupin bola pacientom podavana prislusna terapia. Pacienti so SCLC
st v prvych mesiacoch obzvlast’ citlivy ako na radio-, tak aj na chemoterapiu, no po kratkom
Case dochadza k relapsu ochorenia a k Sireniu metastaz zalozenych uz v skorych Stadiach
ochorenia. U pacientov s NSCLC ma radio- a chemoterapia niz$iu a¢innost’ [5].

V nedavnej dobe sposobila revoluciu v lieCbe rakoviny tzv. biologickd (cielend)
lie¢ba. V pripade NSCLC sa vyuzivaju bud’ monoklonalne protilatky alebo nizkomolekularne
tyrozin-kinazové inhibitory [6]. Tato lie¢ba je draha a G¢inna iba u urcitej skupiny pacientov.

Na ich identifikaciu je nutna presnejsia klasifikacia nadorov do jednotlivych podtypov.

2.1.1 KLASIFIKACIA NSCLC

Do skupiny NSCLC sa zaraduji tieto histologické podtypy: skvamoézny
(spinocelularny) karcinom (SCC), adenokarcinom (ADC), velkobunkovy karcinom (LCC),
adenoskvamozny karcindm a sarkomatoidny karciném [7].

NavySe, podla svetovej zdravotnickej organizacie (WHO), sa pre presni typizaciu

nadoru vyuziva stanovenie stupna (,,grading*) a stadia (,,staging*) ochorenia [8].
,Grading“

,»Grading* urcuje stupen diferenciacie nadoru a ma prognosticky vyznam. Rozoznava sa:
G1 — dobre diferencovany
G2 — stredne diferencovany
G3 - zle diferencovany
G4 — nediferencovany [8]
10



»Staging ,,

»Staging® urCuje Stadium ochorenia na zaklade tzv. TNM Kklasifikacie. ,, T* oznacuje

velkost' nadoru, ,N“ postihnutie lymfatickych uzlin a ,,M* pritomnost/nepritomnost’

vzdialenych metastaz (Tab. 1) [4]. Podl'a parametrov TNM vyjadrujtacich rozsah ochorenia

st jednozna¢ne definované klinické S$tadia ochorenia (Tab. 2). Tieto su rozhodujuce

pre naslednu lie¢bu (chirurgicka terapia/radioterapia/chemoterapia) [3, 9].

TX Pozitivna iba cytologia
T1 Nador <3 cm
Tla | Nador<2cm
T1b | Nador > 2-3 cm
Nédor v hlavnom bronchu > 2 cm od kariny, invadujtci do visceralnej pleury,
T parcialna atelektaza
T2a | Nador > 3-5cm
T2b | Nador > 5-7 cm
Nador > 7 cm; postihuje hrudnu stenu, branicu, perikard, mediastinalnu pleuru,
T3 hlavny bronchus < 2 ¢cm od kariny, kompletna atelektaza, satelitny(¢€) nodulus(y)
v tom istom laloku
T4 Postihnutie mediastina, srdca, vel’kych ciev, kariny, trachey, pazeraka, stavcov;
satelitny(¢€) nddorovy(¢€) nodulus(y) v inom ipsilateralnom laloku
N1 Uzliny ipsilateralne peribronchialne, ipsilaterdlne hilové
N2 Uzliny subkarinélne, ipsilaterdlne mediastinalne
N3 Uzliny kontralateralne mediastinalne alebo hiloveé, skalenové alebo supraklavikularne
M1 Vzdialené metastazy
Mla Samostatny(¢) nadorovy(¢é) nodulus(y) v kontralateralnom laloku; pleurdlne noduly
alebo maligny pleuralny alebo perikardialny vypotok
M1b | Vzdialené metastazy

Tab. 1: TNM Kklasifikacia [4].

T —tumor, N — lymfatické uzliny, M — metastazy.
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Okultny karcindm | TX NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA Tla, b NO MO
Stadium IB T2a NO MO
Stadium IIA T2a NO MO
Tla, b N1 MO
T2a N1 MO
Stadium IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
Stadium IITA Tla, b, T2a,b | N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Stadium I11B T4 N2 MO
Akékol'vek T | N3 MO
Stadium IV Akékol'vek T | Akékol'vek N | M1

Tab. 2: Klinické stadia [4].

T —tumor, N — lymfatické uzliny, M — metastazy.

2.1.2 LIECBA NSCLC

Na zdklade prisluSnosti pacientov s NSCLC do jednotlivych klinickych Stadii
sa rozhoduje o naslednej terapii. U pacientov Vv klinickych $tadiach Tall je primarne
indikovana chirurgickd resekcia nddoru s mozZnou naslednou chemo- a radioterapiou.
Pacientom v klinickom $tadiu IIIA sa, navySe, pred operaciou zvykne podavat’ neoadjuvantna
liecba. Pacienti v klinickom S§tadiu IIIB dostavaju primérne chemoterapiu kombinovanu
s radioterapiou, chirurgické odstranenie nadoru byva indikované len vo vynimoc¢nych
pripadoch. Pacientom s generalizovanym NSCLC v stadiu IV byva na zaklade ich klinického
stavu podavana radio- a/alebo chemoterapia, avSak vo vicSine pripadov iba ako paliativna
metéda zmierfiujica symptomy ochorenia. Okrem spominanych klasickych liecebnych

postupov sa Vv sucasnosti rozsirilo pouzivanie tzv. biologickej liecby [3, 5, 9].
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Klasické chemoterapeutikd st toxické latky ucinkujice systémovo na cely
I nebezpecnych vedl'aj$ich ucinkov (napr. vypadavanie vlasov, zvracanie, hnacky, krvacanie,
tromboza). Prave ztohto dovodu st vyvijané stale nové chemoterapeutika s Vysokym
ucinkom a mensimi neziaducimi ucinkami. V stcasnosti sa pre liecbu NSCLC pouzivaju
latky radené do tretej generacie lieCiv. Tieto poskodzuju DNA (cisplatina, karboplatina),
zabranuju syntéze nukleovych kyselin (gemcitabin) alebo posobia ako mikrotubularne jedy
(paklitaxel, docetaxel, vinorelbin) [2, 10, 11].

Za stvrtu generaciu lieCiv sa povazuje tzv. biologicka lie¢ba, ktora, na rozdiel
od klasickej chemoterapie, netc¢inkuje systémovo, ale jej G¢inok je namiereny priamo proti
nadorovym bunkam charakterizovanym pritomnostou molekuly, proti ktorej je tato lie¢ba
cielend. V pripade NSCLC sa vyuzivaju nizkomolekularne inhibitory tyrozin-kindzovych
receptorov (RTK) erlotinib (Tarceva), gefitinib (lressa) a crizotinib (Xalkori), alebo
monoklonalna protilatka bevacizumab (Avastin). Erlotinib a gefitinib inhibuji aktivovany
EGFR (receptor pre epidermalny rastovy faktor), crizotinib je u¢inny u pacientov
s chromozomalnymi prestavbami spojenymi s translokaciou EML4-ALK (protein podobny
proteinu asociovanému s mikrotubulmi ostnantokozcov 4 — kinaza anaplastického lymfému)
a zabranuju tak proliferacii nadorovych buniek. Bevacizumab inaktivuje VEGF (vaskularny
endotelovy rastovy faktor), ¢im blokuje angiogenézu [2, 6, 11].

Spominana terapia je velmi efektivna, avSak postupom casu, vo vicSine pripadov
NSCLC, prestane u¢inkovat’. Jav, kedy pacient neodpoveda na podavané lieCiva s roznymi
mechanizmami ucinku sa oznacuje ako mnohopocetnd liekovéa rezistencia (MDR). Prave
vyskyt MDR je hlavnou pri¢inou zlyhania terapie s naslednym umrtim pacientov s NSCLC
[12].

2.2  MNOHOPOCETNA LIEKOVA REZISTENCIA

Jednym z najvicsSich problémov pri liecbe NSCLC je ¢asto pozorovana MDR. Preto
st vyvijané snahy o ¢o najskorsiu detekciu tohto javu, aby sa zabranilo Giplnému zlyhaniu
dostupnej terapie. Moze byt primarna (prirodzend) alebo sekundarna (ziskana v priebehu
liecby) [12, 13].

13



MDR je zapri€inena viacerymi mechanizmami podiel’ajicimi sa na transporte lie¢iv,
na ich metabolizme, na podpore proliferdcie, na zabranovani apoptdzy, na opravach
poskodenej DNA, atd. (Obr. 1) [13]. Urcité mechanizmy MDR byvaju aktivované
vo zvysenej miere u tzv. nadorovych kmenovych buniek (CSC), ozna¢ovanych tiez ako bunky
prezivajuce liecbu (DSC). Maju nezastupitelny vyznam v procesoch Kkarcinogenézy,

metastazovania, a tiez v MDR [14, 15].
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Obr. 1: Schématické znazornenie prikladov mechanizmov liekovej rezistencie [16].

P-gp — P-glykoprotein, MRP — protein mnohopocetnej lickovej rezistencie 1, LRP/MVP — protein
spojeny s rezistenciou pluc/velky “vault” protein, BCRP — protein spojeny s rezistenciou karcindému
prsnika, BCL2 — B-bunkovy lymfom 2, BAX/BAK — X protein asociovany s BCL2/homolog
antagonistu/zabijaka BCL2, TOPOII — topoizomeraza typ II.
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2.2.1 TRANSPORT LIECIV

Pri podavani akychkol'vek lieCiv je najdolezitejSie zabezpecit ich dostupnost
pre bunky, ktorym je toto lieivo urcené. NajjednoduchSou a najrychlejSou cestou je krvné
rieCisko, preto sa vac¢Sina chemoterapeutik poddva intravendzne. Tento sposob zabezpeci
transport lieCiva do celého tela, ¢im je zarucené, Ze uréita davka bude poskytnutd
aj nadorovym bunkam. Zdbévodu vychytavania lie¢iv plazmatickymi proteinmi
(napr. albuminy, glykoproteiny a lipoproteiny), ako aj zdravymi bunkami, je nutné podavat
vyssie nez ucinné davky chemoterapeutik. Ak dojde k aktivacii mechanizmov MDR,
je potrebné davku dokonca eskalovat’. Nasledkom byva zvySena toxicita chemoterapie. Preto
je treba jednotlivé davky prisposobovat’ stavu pacientov a Vv pripadoch, kedy by podana davka
mohla ohrozit’ zivot pacienta, radSej sa jej vyhnut [10, 17].

Transport lieciv do bunky zavisi od ich polarity. Nepolarne zlticeniny prechadzaju
cytoplazmatickou membranou cez fosfolipidova dvojvrstvu diftiziou, polarne latky
st transportované pomocou kanalovych prenasacov [18]. Bunka ma vSak k dispozicii
aj proteiny podielajice sa na transporte lieCiv a xenobiotik z bunky von. Medzi hlavné
transportéry podielajice sa na MDR uNSCLC patria ABC (ATP-vizobna kazeta)
transportéry P-glykoprotein (P-gp), protein mnohopocetnej lickovej rezistencie 1 (MRP)
a protein spojeny s rezistenciou pluc/velky “vault” protein (LRP/MVP) [12, 13, 19].

P-glykoprotein (P-gp)

P-gp, oznacovany tiez ako MDRI1 protein, je zodpovedny za vznik tzv. typickej MDR,
ktora, na rozdiel od atypickej MDR, zahfia aj rezistenciu na vinca alkaloidy (vinorelbin) [12,
20]. Nazov P-gp je odvodeny od jeho povodne predpokladanej funkcie, ato zvysenia
permeability bunkovej membrany (P) [21]. Patri do rodiny ABC-transportérovych proteinov
podiel’ajicich sa na aktivnom transporte latok cez membranu [22].

P-gp o0 molekulovej hmotnosti 170 kDa je koédovany génom ABCB1, lokalizovanym
na chromozoéme 7 (7921.12) [21, 23]. Je zlozeny z dvoch homolognych jednotiek tvorenych
transmembranovou doménou (TMD) so Siestimi a-helixami a doménou viazicou nukleotidy
(NBD) (ABC doména), ktoré st navzijom spojené tzv. spojovacom (obr. 2).
V cytoplazmatickej membrane vytvara kanaly (pory), ktorymi st z bunky exportované

hydrofobne, pozitivne nabité alebo neutralne lie¢iva a xenobiotika. Okrem transportu
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spominanych exogénnych latok sa P-gp podiela aj na transporte endogénnych lipidov,

na regulacii apoptozy a diferenciacie, a na imunitnej odpovedi [12, 24-27].

Obr. 2: Znazornenie Struktury P-gp [28].

NBD — doména viazica nukleotidy.

Prirodzene je P-gp exprimovany v miestach, ktoré byvaju vystavené pritomnosti lie¢iv
a xenobiotik. V ¢revnom a pl'ucnom epiteli limituje absorpciu tychto latok do krvi, podiel’a
sa na ich vylucovani z krvi (v peceni do Zl¢e av oblickach do mocu), atiez ako sucast
hemato-encefalickej bariéry zabrafiuje ich penetracii do centralneho nervového systému
(CNS). Rovnako byva exprimovany v placente, kde sa podiel'a na ochrane plodu pred toxinmi
[29-31]. Jeho expresia bola detegovana aj v roznych nadoroch, napr. v karcindomoch ¢Ereva,
pl'uc, pankreasu, pecCene, obli¢iek, a tieZ v hematologickych malignitach [12, 32, 33].

Lieciva vyuzivané v terapii NSCLC, ktoré si exportované z nadorovych buniek
pomocou P-gp, su paklitaxel, docetaxel, vinorelbin a gefitinib [34, 35]. V sti¢asnosti st znaime
aj inhibitory P-gp, ktoré st schopné senzitizovat" k chemoterapii bunky exprimujuce P-gp.
Najznamejsie su cyklosporin A (CsA), verapamil, chinin a chinidin. Ich pouzitie v§ak byva
spojené so zvySenou toxicitou, a preto sa vyvijaju nové generacie ich derivatov, ktorych
kombinécia s chemoterapeutikami pacientom prinesie poZadovany ucinok bez zvySeného

rizika intoxikéacie [35, 36].
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MRP

Rovnako ako P-gp, aj MRP patri do rodiny tzv. ABC-transportérovych proteinov.
Je kddovany génom ABCCL1 lokalizovanym na chromozéme 16 (16p13.1) [37]. Exprimovany
190 kDa protein vytvara v membrane pory, a podobne ako P-gp, je zlozeny z dvoch TMD
so Siestimi a-helixami azdvoch ABC domén vzajomne spojenych tzv. spojovacom.
Na rozdiel od neho ma vSak na N-konci d’al$§iu doménu tvorenti piatimi o-helixami
(N-terminalna doména) (obr. 3) [38]. Sluzi ako jednosmerna ATP-dependentna pumpa, ktora

sa podiel’a na transporte zaporne nabitych zluc¢enin, hlavne glutation-S-konjugatov [39].

OOH

Obr. 3: Znazornenie Struktury MRP [28].

NBD — doména viazica nukleotidy.

Prirodzene je MRP exprimovany hlavne v plucach, ¢reve, nadoblickach, svaloch,
semennikoch, placente, aje tiez sucastou hemato-encefalickej bariéry [40, 41], ¢o doklada
jeho vyznamnu tulohu pri ochrane buniek pred exotoxinmi. Medzi jeho substraty patria
napr. leukotrién C4 (LTC4), steroidné hormony, soli ZI¢ovych kyselin a aktivovany aflatoxin
B1 [42- 44]. Jeho pritomnost’ bola detegovana vo viacerych nadoroch, napr. v karcindmoch
pl'ic (NSCLC) ¢i Stitnej Zl'azy, vV neuroblastomoch, a tiez u ro6znych foriem leukémii [33, 45,
46].
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Z lie¢iv vyuzivanych v terapii NSCLC st pomocou MRP exportované vinorelbin
a gefitinib [35]. Inhibitory MRP sa Vv praxi nepouzivajl, pretoze ich podanie byva spojené

s vysokou toxicitou [47].

LRP/MVP

Na rozdiel od predchadzajucich proteinov, LRP/MVP nepatri medzi
ABC-transportéry, a ani nevytvara v membranach pory. Ma molekulovi hmotnost’ 110 kDa
a je kodovany génom MVP leziacim na chromozome 16 (16pl11.2) [48, 49]. LRP/MVP
je hlavnou zlozkou subcelularnych organel nazyvanych ,,vaults* (predstavuje viac nez 70%).
Vaults st velké ribonukleoproteinové Castice vytvarajice dut, simernti organelu v tvare
sidka o molekulovej hmotnosti 13 MDa (obr. 4) [50-52]. Su lokalizované na jadrovej
membrane a V jadrovych poroch, kde sa zucastiiuji na transporte réznych substratov medzi

jadrom a cytoplazmou [50, 53].

Zatvorena castica Otvorena ¢astica Kvetinova struktira

Obr. 4: Znazornenie otvarania Castice ,,vault“. Pri nizkom pH dochadza k neutralizacii
acidickych zvyskov na povrchu molekuly akvzniku kladného naboja na rozhrani
jednotlivych polovic. Tym do6jde k ,,rozbaleniu ¢astice a k vzniku tzv. kvetinovej Struktary
[54].

Prirodzeny vyskyt LRP/MVP bol pozorovany v tkanivach vystavenych ucinkom

toxickych latok a metabolitov, napr. v pl'icach, traviacom trakte, obli¢kach a nadoblickach
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[55, 56]. Byva tiez exprimovany v réznych nadoroch, napr. v karcinomoch plic, Creva,
obli¢iek, pankreasu a vaje¢nikov, ako aj v niektorych hematologickych malignitach [55, 57].

Vzhl'adom na lokalizdciu LRP/MVP v bunkach sa predpoklada, Zze vaults Castice
sa podiel'aju na exporte lie¢iv ucinkujucich v jadre. V pripade chemoterapeutik uzivanych
v liecbe NSCLC sa teda jedna hlavne o platinové derivaty poskodzujuce Struktiru DNA
(cisplatina a karboplatina) [50, 58].

2.2.2 NADOROVE KMENOVE BUNKY (CSC)

V roku 1994 bola prvykrat pozorovana existencia buniek, ktoré su schopné iniciovat’
vznik leukémie [59]. Da sa povedat, ze vtedy sa zaCala éra Studia kmenovych buniek
v nddoroch. V sucasnosti uz prevlada nazor, ze nadory vznikajii z nddorovych kmenovych
buniek, ktoré maji podobné vlastnosti ako progenitorové bunky. Konkrétne sa jedna
o ich schopnost diferenciacie a sebaobnovy, maju neobmedzeny proliferaény potencial,
a taktiez maju aktivované mechanizmy podielajuce sa na detoxikacii buniek (napr. unik
apoptoze, opravy poskodenej DNA (DDR), ¢i prirodzena expresia efluxnych transportérov).
Vdaka tymto vlastnostiam, a tiez vd’aka ich existencii v dormantnom stave, si CSC chranené
pred u¢inkami vyuZzivanej protinadorovej terapie, ktord je primarne zamerand proti rychlo
sa deliacim bunkdm [60]. Dalsim mechanizmom, ktory CSC vyuzivaji ako ochranu vodéi
uc¢inkom protinddorove] terapie, je produkcia rastovych a angiogénnych faktorov.
Angiogenéza a tvorba metastaz s, aspon z Casti, riadené nikou [61]. Radioterapia modifikuje
nadorovu niku, ¢o vedie k zvySeniu expresie alebo k aktivacii mnohych anti-apoptotickych
proteinov, pro-zapalovych cytokinov, ¢i faktorov podporujucich rast nadoru [62]. Vd’aka
zmendm niky za hypoxickych podmienok, ktoré byvaji indukované ako radioterapiou,
tak aj chemoterapiou, dochadza v CSC k aktivacii signalnej drahy HIF1 a k zvySenej expresii
VEGFR. Dochéadza k stimulécii proliferacie a angiogenézy, ¢o tymto bunkdm umoziiuje
prezit. Preto byvaju oznacované aj ako bunky prezivajuce liecbu (DSC) [14, 63].

V CSC su aktivované signalne drahy charakteristické pre kmenové bunky, ako st
napr. Wnt, Notch a Hedgehog. Ich aktivacia vedie k expresii génov zodpovednych za rast,
sebaobnovu, apoptozu, rezistenciu, metastazovanie, diferenciaciu ¢i dediferenciaciu buniek
(Obr. 5). Okrem toho, Ze tieto drahy navzajom spolupracuju, a tak zabezpe€uju udrzovanie
fenotypu CSC, su tiez prepojené s d’alSimi signalnymi drahami podporujicimi proliferaciu
a unik apoptoze. Tym napomahaji odolavaniu i¢inkom protinadorovej terapie [15].
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Obr. 5: Schématické znazornenie aktivacie diferenciacnych signalnych drah Wnt, Hedgehog
a Notch. Wnt — kanonicka draha je aktivovana po naviazani Wnt ligandov na receptor Fz
a ko-receptor LRP5/6. Dochadza k fosforylacii Dsh, ¢o vedie k inaktivacii deStrukéného
komplexu B-Cat, zloZzeného z Axinu, APC a GSK3p. p-Cat je translokovany do jadra, kde
po asocidcii s transkripénymi faktormi riadi transkripciu cielovych génov. V nepritomnosti
Wnt ligandov GSK3p fosforyluje B-Cat, ¢im ho predurcuje k ubiquitinylacii, a teda
k naslednej degradacii v proteazome. Hedgehog — PTC inhibuje aktivitu SMO. Po naviazani
HH ligandu je tato inhibicia zrusend a SMO riadi uvolnenie transkripénych faktorov Gli,
ktoré po translokacii do jadra riadia transkripciu cielovych génov. Notch — po interakcii
Notch receptora s ligandami Delta/Jagged dochadza k odStiepeniu intracelularnej domény
NICD, ktora je endocytdzou transportovand do jadra. Tu NICD asociuje s transkripénymi
faktormi a dochadza k transkripcii cielovych génov [64].
Fz — frizzled, LRP5/6 — lipoproteiny podobné receptoru o nizkej denzite 5 a 6, Dsh — dishevelled,
GSK3p — glykogén syntaza kinaza-33, APC — adenomatdzna polypoza creva, B-Cat — B-katenin, HH —
hedgehog, PTC — patched, SMO — smoothened, NICD — intracelularna doména Notch.
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Identifikdcia CSC v nédoroch je mozna vdaka expresii tzv. markerov kmenovych
buniek. Vhodnym markerom na detekciu CSC v nadoroch sa zda byt molekula CD133, ktorej
pritomnost’ bola zistend na membranach ako normalnych, tak aj nadorovych kmenovych
buniek. Byva tieZ oznacovana ako AC133 alebo Prominin 1, a je kdédovana génom PROM1
na chromozome 4 (4p15.32) (http://www.genecards.org). Expresia tohto povrchového
antigénu, ¢lena rodiny pentaspanovych membranovych proteinov, bola prvykrat pozorovana
v hematopoetickych kmefiovych bunkach [65], neskor i v solidnych nadoroch (napr. v mozgu,
peceni, pankrease, oblickach, hrubom c¢reve, prostate, plicach ¢i melanémoch) [66-73].
CD133" bunky maju aktivované drahy zodpovedné za sebaobnovu a diferenciaciu, podporuju
neovaskularizaciu, a po oziareni aktivuji DDR mechanizmy zodpovedné za radiorezistenciu
[69, 72, 74, 75].

V NSCLC bola pozorovana rozna frekvencia vyskytu CD133" buniek (0,3 — 22%).
Zistilo sa viak, Ze nie vietky CD133" bunky majii schopnost’ vyvolat’ vznik nadoru [76],
a preto je nutné sledovat’ spolocnu expresiu viacerych markerov CSC.

Kvoli ¢astému metastdzovaniu NSCLC do mozgu sa ako d’al§i vhodny marker CSC
javi Nestin, ktorého spolo¢na expresia s CD133 je charakteristicka pre CSC nadorov mozgu
[77].

Intermedidlny filament Nestin je kodovany génom NES, lokalizovanym
na chromozéme 1 (1q23.1) (http://www.genecards.org). Je zapojeny do proliferacie,
bunkového delenia a transportu latok v cytoplazme. Nestin je exprimovany v kmeniovych
av  prekurzorovych  bunkach  vyvijajicich sa  aregenerujicich sa  tkaniv
(napr. v neuroepitelovych kmenovych bunkach a v endotelovych bunkach novo-vznikajucich
ciev, v semennikoch) [78, 79], ako aj v mnohych nadoroch (napr. v gliomoch,
melanomoch, gastro-intestinalnych stromalnych nadoroch a plticach) [80, 81]. Expresia
Nestinu koreluje s agresivitou a metastatickym potencidlom nadorov, atiez byva spajana
s vlastnostami  charakteristickymi  pre  kmenové bunky (,stemness®) [80-82].
V diferencovanych bunkach byva Nestin spravidla nahradeny Vimentinom alebo v glialnych
bunkach GFAP (kyslym glialnym fibrilarnym proteinom) [83].

Spolo¢na expresia CDI133 a Nestinu v CSC pacientov s glioblastomom bola
pozorovana hlavne Vv blizkosti kapilar. Endotelové bunky s tymito CD133*/Nestin® bunkami
selektivne interaguji a dodavaju im faktory, ktoré im umoziiuji sebaobnovu a udrzovanie

v nediferencovanom stave [84].
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Pritomnost’ CSC v nadoroch je teda jednym z mechanizmov MDR. Na zaklade ich
schopnosti chranit’ sa pred G¢inkami protinddorovej terapie pomocou prirodzene aktivovanych
mechanizmov MDR je zaistené ich preZitie i po podani ,,a¢innej* (nador zmensujucej) terapii.
Vdaka ich klonogénnemu potencidlu vSak na opidtovny rast nadoru staci vel'mi mala
populacia CSC, ktoré moézu dat’ vzniknut’ eSte agresivnejSiemu, a na terapiu rezistentnejSiemu
nadoru. Preto sa testuju lieCiva schopné zacielit CSC, napr. tariquidar (cieli MDR protein),
iniparib (cieli PARP) alebo GV1001 (inhibuje telomerazu) [85].

2.3  MIKRORNA

Od objavu DNA sa verilo, ze vSetko, €o sa v zivote organizmu udeje, je zakddované
Vjej Struktare. Relativne neddvno sa vSak zistilo, ze toto tvrdenie neplati, pretoze gény
kodujice proteiny (funkéné jednotky buniek, ateda i organizmu) zaberaji menej nez 2%
genému. Predpokladalo sa, ze zvySnych takmer 99% gendému sluzi ako tzv. balastna DNA.
Postupom c¢asu sa vsak zistilo, Ze i nekddujuce oblasti maju svoju funkciu. Boli objavené
rozne regulacné oblasti, ako promotory alebo enhancery, a tiezZ gény pre nekoédujuce RNA
molekuly. Tieto poznatky dali novy smer vyskumu l'udského genému a na ich zéklade bolo
ustanovené konzorcium ENCODE (encyklopédia DNA elementov). Vysledky tohto projektu
ukazuju, Ze viac nez 80% gendomu ma nejaktl biochemicku funkciu, a Ze priblizne 62%
genému predstavuju  oblasti s RNA aktivitou [86]. V stasnosti st jednymi
z najstudovanejSich nekodujucich RNA molektl prave mikroRNA (miRNA). Informacie
onich st zhrnuté v najpouZzivanejSej databdze miRBase. Posledna verzia miRBase 21,
uvolnend v juni 2014, sumarizuje dolezité informacie o 35828 znamych zrelych miRNA
z 223 roznych druhov organizmov. U ¢loveka je zatial’ znamych 2588 zrelych miRNA, avSak

ich pocet neustale narasta (http://www.mirbase.org) [87].

2.3.1 OBJAV MIKRORNA A RNA INTERFERENCIE

Prvykrat boli miRNA pozorované v roku 1993 v hlistici Caenorhabditis elegans.
Dr. Lee so spolupracovnikmi identifikovali kratku RNA oznafenu lin-4, ktord pomocou
antisense RNA-RNA interakcie reguluje translaciu lin-14 [88]. Niekol’ko rokov sa ale

molekuldam miRNA nevenovala pozornost, az kym v roku 2000 nebola identifikovana let-7,
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prva miRNA, ktora ma svoj homolog aj u ¢loveka [89]. Odvtedy sa miRNA stali predmetom
intenzivneho skumania. Zistilo sa, Ze miRNA maji nezastupitelni ulohu v regulécii
biologickych procesov, a tiez, ze sa podielajii na vzniku a vyvoji réznych ochoreni. V roku
2002 bola pozorovana deregulacia miR-15 a miR-16 u chronickej myeloidnej leukémie (CLL)
[90] a v roku 2005 bol onkogén RAS identifikovany ako ciel let-7 u karcindmov pl'ac [91].

Samotny princip RNA interferencie (RNAi1) popisali v roku 1998 dr. Andrew Fire
adr. Craig Mello. Zistili, ze dvojvlaknova RNA (dsRNA) dokaze na zaklade homologie
interferovatt s mediadtorovou RNA (mRNA), ¢im dojde kinhibicii translacie
na post-transkrip¢énej urovni [92].

Objav miRNA a mechanizmu RNAi umoznil ziskat’ novy pohl'ad na regulaciu génovej

expresie a otvoril tak priestor pre d’al$ie Stidium biologickych procesov a réznych ochoreni.

2.3.2 BIOGENEZA A FUNKCIA MIRNA

Gény kodujuce miRNA lezia bud’ medzi génmi kodujacimi proteiny (intergénové
miRNA), alebo priamo v nich (intrénové a exéonové miRNA) [93]. St transkribované RNA
polymerazou Il za vzniku primarneho transkriptu (pri-miRNA) dlhého niekol'ko kb.
Po pdsobeni mikroprocesorového komplexu Drosha, zlozeného z RNaza-III endonukleazy
Drosha a z DiGeorge syndrom kritickej oblasti génu 8 (DGCRS), vznika, vo forme vlasenky,
priblizne 70 nt dlha prekurzorova miRNA (pre-miRNA). V pripade mirtronov (intron
predstavuje priamo sekvenciu pre-miRNA) méze dochadzat’ k vynechaniu kroku spracovania
pomocou mikroprocesoru Drosha tak, ze pre-miRNA vznikaju priamo ako vedl'ajsi produkt
zostrihu intronov [94]. Tato pre-miRNA je potom komplexom Exportin-5/Ran-GTP
transportovana z jadra do cytoplazmy, kde prebieha jej Stiepenie na dvojvlaknovi RNA dlhu
priblizne 22 nt pomocou endonukleazy Dicer a jej ko-faktora TAR RNA vézobného proteinu
(TRBP). Nasledne je jedno vlakno miRNA (oznacované miRNA*) odburané, a druhé vlakno,
tzv. zreld miRNA, je zabudované do ribonukleoproteinového RNA-indukovaného
uml¢ovacieho komplexu (RISC). Tento komplex je zloZeny z proteinov rodiny Argonaut
(AGO) ajeho ulohou je, na zéaklade homoldgie so zabudovanou miRNA, rozpoznat
komplementarne miesto vacSinou V 3" netranslatovanej oblasti (3 UTR) mRNA a nasadntt’
nail. Nasledne dochadza bud’ k degradacii mRNA (v pripade plnej homologie s 3" UTR
koncom mRNA) alebo k zastaveniu translacie (v pripade neuplnej homoldgie s 3” UTR

koncom mRNA) (Obr. 6) [88, 92, 95]. Vd’aka tomu, ze aktivicia RNAi mechanizmov
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nevyzaduje kompletni homoldgiu miRNA s 3'UTR koncom mRNA, moéze jedna miRNA
cielit nickol’ko mRNA a naopak, jedna mRNA moze byt cielend viacerymi miRNA [96].
K tejto regulacii dochadza na post-transkripénej trovni, ¢o umoznuje vysvetlit' rozdielne

hladiny mRNA a proteinov v bunkach.
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Obr. 6: Schématické znazornenie biogenézy miRNA [97].
DGCRS8 — DiGeorge syndrom kritickej oblasti génu 8.

Vdaka schopnosti inhibovat’ translaciu mRNA mechanizmom RNAI si miRNA
vyznamnymi regulatormi expresie proteinov. Su zapojené do réznych biologickych procesov,
ako napr. vyvoj organizmu a diferencidcia buniek, proliferdcia a apoptdza, ale taktiez

do vzniku avyvoja mnozstva ochoreni. Medzi ne patri aj rakovina. Oproti nenadorovym
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tkanivdm byva hladina miRNA Vv naddoroch zmenena [98, 99]. Kvoéli tomu, atiez, ked’ze
vdaka svojej Struktire su miRNA pomerne stabilné molekuly, si mIRNA vhodnymi
kandidatmi na biomarkery. Vyuzitic miRNA ako nadorovych biomarkerov sa testuje
v roznych biologickych materialoch, ako napr. v tkanivach zaliatych do parafinu, v Krvi,

Vv sére, v spute, v moci a v inych telesnych tekutinach [100-106].

2.3.3 ULOHA MIRNA vV NADOROCH

Nadory su vysledkom nekontrolovanej proliferacie a prezivania poSkodenych buniek.
Pocas karcinogenézy dochadza k inaktivacii tumor-supresorovych (TS) génov a k aktivacii
onkogénov. Bolo dokazané, Ze charakter TS (negativna regulacia onkogénov)
a/alebo onkogénov (negativna regulacia TS) maju aj miRNA [99].

Prvykrat bola tumor-Supresorova uloha miRNA pozorovana u pacientov s CLL.
Jednalo sa o c¢asti deléciu lokusu 13ql4, v ktorom su lokalizované gény pre miR-15a
amiR-16 [90]. Tieto miRNA cielia, okrem iného, anti-apoptoticky protein BCL2, a teda
ich strata alebo znizena expresia vedu k zvySenému prezivaniu nadorovych buniek [107].
Dalgimi miRNA, ktorych hladiny byvaji v nddoroch &asto zniZené, st miRNA patriace
do rodiny let-7. Ich gény st lokalizované vo fragilnych miestach chromozémov, ktoré byvaju
v nadoroch (napr. nadory pluc, prsnikov, ovarii alebo kr¢ka maternice) vel'mi Ccasto
deletované. Cielia rozne onkogény, napr. RAS ¢i Cyklin D2 (CCND2) [91, 108].

Na rozdiel od TS miRNA, byvaju gény pre onkogénne miRNA lokalizované
Vv oblastiach, ktoré byvaji bud’ transkribované onkogénnymi transkripénymi faktormi
(napr. c-MYC amiR-155) [109], alebo st v nadoroch casto amplifikované (napr. lokus
17923.2 a miR-21) [110]. Cielia hlavne TS, ako napr. protein programovanej bunkovej smrti 4
(PDCD4) [111] alebo tkanivové inhibitory metaloproteinaz (TIMP3) [112]. ZvySena expresia
miR-155 byva pozorovana hlavne v lymfomoch, miR-21 takmer vo vsetkych Studovanych
nadoroch (napr. nadory prsnikov, hrubého Creva, zaltidka, pankreasu, prostaty alebo pltc)
[113].

Niektoré miRNA sa spravaji ako TS, ale zaroven aj ako onkogénny. Prikladom
sa miR-23b, miR-26a, rodina miR-29, ¢i klaster miR-17-92. To, ako sa budu chovat’, zavisi
od tkaniva, v ktorom su exprimované, bunkového stimulu a $tadia ochorenia. Tieto faktory

pravdepodobne urcia, ¢i dané miRNA budu rakovinu potlacat’ alebo podporovat’ [114, 115].
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Nezastupitel'ni ulohu maju miRNA aj v procesoch metastazovania. Mézu slazit’ ako
aktivatory (napr. miR-10b, miR-373 a miR-520c) [116, 117] alebo supresory (napr. miR-335
a miR-126) metastazovania [118]. MIiR-23b cicli ako aktivatory, tak aj supresory
metastazovania, a to Vv zavislosti od toho, v akom tkanive je exprimovana [119, 120]. Medzi
ciele aktivatorov patria proteiny braniace vzniku metastaz (napr. Nischarin alebo povrchovy
receptor pre hyaluronan CD44) [117, 119], zatial’ ¢o supresorové miRNA cielia proteiny
zapojené do procesov metastazovania (napr. represor E-kadherinu ZEB1, transkripény faktor
obsahujtci SRY-box (SOX4) alebo Tenascin C (TNC)) [118, 120].

Okrem uz spominanych tuloh, majui miRNA vyznam aj pri vzniku chemo-
aradiorezistencie. Podielaju sa na aktivacii anti-apoptotickych mechanizmov, na DDR,
¢i na regulacii signalnych drah charakteristickych pre kmeniové bunky (Wnt, Notch,
Hedgehog signalizacia) [121, 122].

Vdaka takto Sirokému spektru pdsobenia miRNA je ich Stadium nevyhnutné
pre pochopenie procesov prebiehajucich v bunkach. Porozumenie mechanizmom ich u¢inku

V nddoroch umozni aplikdciu miRNA do klinickej praxe.

2.3.4 MIRNA AKO BIOMARKERY NSCLC

Kratke molekuly miRNA su ovela stabilnejSie neZ mnoho proteinov a mRNA.
Unikaji dokonca aj endogénnej aktivite RNdaz, apreto si detegovatelné v telesnych
tekutinach. Zaroven je mozné ich sledovat’ iV parafinovych vzorkach, ¢o ich predurcuje
K tomu, aby mohli byt’ vyuzivané ako biomarkery [102, 123, 124].

V minulosti sa mnohi vedci pokusali urcit’ histogeneticky povod nadoru na zaklade
expresného profilu mRNA, avSak tieto vysledky nebolo mozné aplikovat’ na vsetky typy
nadorov. Po objave miRNA sa zistilo, ze kazdy jeden nador vykazuje unikatny miRNA profil,
na zaklade ktorého je mozné nielen urcit’ histogeneticky pdvod nadoru i v nediferencovanych
a metastatickych loziskach, ale tiez sa daju rozlisit' jednotlivé histologické podtypy [125,
126].

V pripade NSCLC je nutné spravne odlisit ADC od SCC, pretoze V zavislosti
od prislusnosti k danym histologickym podtypom pacienti odpovedaji na podavant liecbu.
V sti¢asnosti pouzivané imunohistochemické markery nevykazuji vo vsetkych pripadoch

jednoznaéné vysledky. Zato ako vel'mi sI'ubny marker, vyuZite'ny i v parafinovych vzorkach
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a v peroperacnych biopsach, sa ukazuje miR-205. Viaceré Stadie ukazuju, ze hladina
miR-205 je zvy$ena u SCC, a naopak znizena u ADC [127, 128].

Niektoré miRNA sa zdaji byt ivhodnymi prognostickymi markerami. Pacienti
S NSCLC so znizenou expresiou let-7, ¢i zvySenou expresiou miR-21, mali horSiu prognézu
nez ostatni pacienti [100, 129]. Vyznamnt Glohu v tom zohrava i fakt, Ze medzi ciele rodiny
let-7 patri skupina RAS proteinov zodpovednych za nadmernti proliferaciu nadorovych
buniek [91], a ze miR-21 negativne reguluje hladinu TS PTEN [130]. Okrem toho miR-21
aktivuje drahu RAS/MEK/ERK a inhibuje apoptdzu. Takto aktivovana EGFR signalna draha
d’alej zvySuje expresiu miR-21, ¢im sa zvyraziuje jej pdsobenie v nadoroch pl'ic [131, 132].
V stadii dr. Markou bola zvySena expresia miR-21 navrhnutd za nezavisly negativny
prognosticky faktor prezivania pacientov s NSCLC [129].

V poslednej dobe sa ako dalsi slubny prognosticky marker javi miR-23b.
Jej deregulacia bola pozorovana vo viacerych nadoroch, kde v zavislosti od typu tkaniva,
byva jej zvySena expresia spajand bud s dobrou alebo s horSou prognoézou. Konkrétne,
pacienti so zvySenou hladinou miR-23b v nadoroch prostaty, mocového mechura ¢i Stitnej
7lazy mali lepSiu prognézu nez pacienti so znizenou hladinou miR-23b [120, 133, 134].
Naopak, pacienti so zvySenou hladinou miR-23b v nadoroch obliciek, prsnikov a pacienti
s glioblastdmom, mali prognozu hors$iu nez pacienti so znizenou hladinou miR-23b [119, 135,
136]. Jej tloha v nadoroch pluc zatial’ nebola studovana.

Okrem spominanych miRNA su s prezivanim pacientov s NSCLC spajané i hladiny
d’alsich miRNA. Medzi nimi si napr. zvySena hladina klastra miR-17-92 inaktivujuceho
protein retinoblastomu (pRB) [137], ¢i znizené hladiny miR-126 rozpoznavajucej 3" UTR
VEGF mRNA [138] alebo rodiny miR-34 zapojenej do apoptdzy v ulohe ¢lena p53 drahy
aktivovanej v odpovedi na DDR a onkogénny stres [139].

Na zaklade expresie niektorych miRNA je mozné predpovedat’ odpoved’ pacientov
s NSCLC na terapiu. Bolo pozorované, ze zvySena hladina miR-135a je spojena s rezistenciou
na paclitaxel [140], a Ze miR-181b a miR-497 dokazu senzitizovat’ bunky A549 k G¢inkom
cisplatiny vd’aka redukcii hladiny anti-apoptotického proteinu BCL2 [141, 142]. Tieto
priklady ukazuju, ze miRNA zohravaji ulohu v chemosenzitivite av rezistencii, atiez,
ze dokazu modulovat’ odpoved na chemoterapiu.

V stcasnosti je snahou vedcov najst biomarkery, ktoré by bolo mozné vyuZzivat
| z neinvazivne ziskanych vzoriek (krv alebo sputum pacientov s NSCLC). Bolo

identifikovanych viacero miRNA, ktoré sa zdaju mat’ diagnosticky, prognosticky, ¢i dokonca
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prediktivny vyznam (napr. miR-25, miR-1 alebo miR-152) [102, 143, 144]. KedZe su ale
miRNA uvoliiované i z normélnych buniek, a nie je objasneny mechanizmus ich transportu
a prezivania v telesnych tekutinach, je nevyhnutné pokracovat’ vo vyskume, ktory by umoznil
ich uvedenie do klinickej praxe [145].

Na zaklade doterajSich vyskumov sa miRNA javia ako vhodné biomarkery
pre identifikaciu rizikovych skupin, skoru diagnostiku, predpovedanie prognézy pacientov
aich odpovede na liecbu. Okrem toho sa zda, ze vd’aka moznosti regulacie hladin miRNA

mozu tieto molekuly najst’ uplatnenie i v samotnej terapii pacientov s NSCLC [106, 146].

2.3.5 VyYUZITIE MIRNA V TERAPII NSCLC

Terapeuticky potencial miRNA je dany ich vyznamnou tulohou v nédoroch, atiez
moznostou reguldcie ich hladin v biologickych systémoch. Preto sa vedci sustreduju
na aplikaciu analogov TS-ovych miRNA, resp. inhibitorov onkogénnych miRNA, pacientom
trpiacim réznymi ochoreniami. Téato snaha je sprevadzana viacerymi problémami, z ktorych
najvyznamnejsSie su nestabilita RNA molekul, ich transport do cielovych orgénov/buniek,
¢i aktivacia imunitnej odpovede alebo vysoka toxicita [147]. Preto sa vyvijaji rozne chemicky
modifikované molekuly a ich transportné systémy.

Ako najstabilnejSie anajmenej toxické RNA molekuly sa javia ,anti-sense
oligonukleotidy uzamknutych nukleovych kyselin (LNA), ktoré st vd’aka svojej Struktire
rezistentné vo¢i endonukledzovej aktivite, vykazujii nizku toxicitu a adekvatnu distribtciu
v organizme [148, 149]. Okrem nich sa na inhibiciu miRNA vyuZzivaja i ,,antagomir [150],
¢i Spongie miR (,,miR sponges®) [151]. Na zvysenie hladin vybranych miRNA v bunkach
sa vyuzivaju napodobeniny miRNA (,miRNA mimics®) [152] alebo expresné vektory
miRNA [153]. Pre terapeutické vyuzitie st najvhodnej$imi inhibitormi miRNA
jednovlaknové LNA ,anti-miR®, zatial ¢o najvyhovujucejSimi molekulami zvySujicimi
hladiny miRNA st dvojvlaknové ,,miRNA mimics* [147].

Prijem modifikovanych inemodifikovanych moduldtorov miRNA je zabezpefeny
pomocou virusovych alebo nevirusovych transportnych systémov. Ako virusové vektory,
ktoré koduju ,,miRNA mimics®, sa vyuzivaju napr. lentivirusy [154], adenovirusy [155] alebo

adeno-asociované virusy [156]. Ich nevyhodou vsak je, Ze su potencialne imunogénne a mozu
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bud’ aktivovat' onkogény alebo inaktivovat’ TS gény [149]. Preto sa castejSie vyuZzivaju
nevirusové transportné systémy, ako lipozomy [157], biodegradovateI'né polyméry [158]
alebo atelokolagén [159].

Prvou miRNA spojenou so solidnymi nadormi (konkrétne s NSCLC) je let-7, preto
je pochopitel'né, Ze po zisteni jej znizenej expresic v nadoroch a objasneni jej TS-ovej
funkcie, je navrhnuté jej terapeutické vyuzitie u pacientov s NSCLC. Bolo zistené,
7e¢ intratrachealna, intranazalna i intratumoralna aplikacia let-7 zastavuje rast nadoru
v plucach [154, 155, 160]. Podobné¢ ucinky malo aj systémové podanie dalSej znamej
TS-ove] mIRNA, ato miR-34a [161]. Intratumoralne podanie napodobeniny miR-145, okrem
spomenutého zastavenia rastu nadoru, tiez inhibovalo metastazovanie a zvysilo citlivost
k chemo- a radioterapii [158].

Cesta k vyuzitiu modulatorov miRNA na liecbu pacientov s NSCLC je este dlha, ale
neustale snahy vedcov o prekonanie prekazok spojenych s podavanim RNA molektl davajt
nadej, ze Coskoro bude najdeny ucinny a bezpecny sposob liecby tymito latkami. Mnoho
z nich sa v stcasnosti testuje na preklinickej urovni, no nedavno prvé miRNA modulatory
postipili aj do klinickych sktsok. Konkrétne sa jedna o inhibitor LNA-anti-miR-122
(Miravirsen, Santaris Pharma) na lie¢bu hepatitidy C, ktory postupil do II. fazy klinickych
skusok (http://clinicaltrials.gov; identifikator NCT01200420), a prvy protinadorovy miRNA
liek ,,miR-34 mimic* (MRX34, Mirna Therapeutics) na liecbu pacientov s hepatocelularnym
karcinomom, ktory v aprili 2013 vstapil do 1. fazy klinickych skasok (http://clinicaltrials.gov;
identifikator NCT01829971).
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CIELE PRACE

Identifikacia buniek nestcich znaky nadorovych kmenovych buniek v NSCLC

na zaklade spolo¢nej expresie znamych markerov kmenovych buniek CD133

a Nestinu

a) Priprava tkanivovych mikroereji (TMA) z parafinovych blo¢kov pacientov
s NSCLC

b) Imunohistochemicka detekcia CD133 a Nestinu v parafinovych rezoch z TMA

c) Imunofluorescenéna  detekcia spolocnej expresie CD133  a Nestinu

Vv parafinovych rezoch z TMA

d) Analyza prezivania pacientov s NSCLC sohladom na expresiu CD133
a Nestinu.

MoZna uloha vybranych miRNA ako biomarkerov NSCLC

Nepublikované udaje
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4  MATERIAL A METODIKA

4.1 BIOLOGICKY MATERIAL A CHARAKTERISTIKA PACIENTOV

V ramci tejto prace boli pouzité fixované a do parafinu zaliate (FFPE) vzorky
pacientov s NSCLC, ziskané v rokoch 1996-2000 z 1. chirurgickej kliniky, auchovavané
v archive Ustavu klinické a molekularni patologie, ktoré su su¢astou Fakultni nemocnice
Olomouc (FN) a Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (LF UP). Ich pouzitie
pre vyskumné ucely bolo schvalené etickou komisiou FN a LF UP Olomouc. Kazda vzorka
bola hodnotena podla klasifikicie WHO nezavisle dvoma patologmi [4, 162]. Podla
doporucenia medzinarodnej organizacie pre Studium nadorov pl'ic (IASLC) bola v roku 2012
vykonana reklasifikacia vzoriek [163]. Z tychto vzoriek boli pripravené tkanivové mikroereje.
V ramci $tadie zameranej na identifikdciu CSC, bol pre imunohistochemickt (IHC)
a imunofluorescen¢nu (IF) detekciu Nestinu a CD133 analyzovany stubor 121 pacientov
s NSCLC (95 muzov a 26 zien), z toho 82 SCC a 39 ADC. Prognosticky vyznam Nestinu bol
sledovany u 114 pacientov s NSCLC (92 muzov a22 zien), ztoho 79 SCC a35 ADC.
Vybrané miRNA boli kvantifikované vo vzorkach od 62 pacientov (55 muzov a7 zien),
z toho 26 SCC, 30 ADC a 6 LCC. Niekol'’ko pacientov podstupilo chemoterapeuticku liecbu,
viacSina  znich absolvovala liecbu derivatmi  platiny v kombinacii s d’alSimi
chemoterapeutikami. Zvysni pacienti obdrzali kombinacie inych lieciv, napr. taxany,
doxorubicin, ¢i fluorouracyl. Vzorky od pacientov, u ktorych bol analyzovany prognosticky
vyznam nestinu, boli odobraté pred zaciatkom podavania chemoterapie (s Vynimkou vzoriek
mozgovych metastaz). Charakteristika pacientov je zhrnuta v tabul’ke 3. Klinicko-patologické
parametre, ako ¢as do progresie (PFS) a celkové prezivanie (OS) pacientov, boli sledované

maximalne po dobu 175 mesiacov.
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Stiadia CD133 | Studia prognostického | Stidia expresie
Charakteristika | Podskupina + Nestin vyznamu Nestinu MiRNA
Pocet % Pocet % Pocet %
_ Muzi 95 78,5 92 80,7 55 88,7
Pohlavie ]
Zeny 26 21,5 22 19,3 7 11,3
<60 60 49,6 57 50 31 50
Vek v rokoch
> 60 61 50,4 57 50 31 50
_ ADC 39 32,2 35 30,7 30 48,4
Histologicky
SCC 82 67,8 79 69,3 26 41,9
podtyp
LCC 0 0 0 0 6 9,7
I 29 24 31 27,2 13 21
I 10 8,3 27 23,7 5 8,1
. A 45 37,2 56 49,1 20 32,3
Stadium
1B 11 9,1 0 0 5 8,1
(V4 11 9,1 0 0 8 12,9
Neuréené 15 12,4 0 0 11 17,7
Metastazy Pritomné 66 54,5 68 59,6 32 51,6
v uzlinach Nepritomné 55 455 46 40,4 30 48,4
Vzdialené Pritomné 33 27,3 35 30,7 20 32,3
metastazy Nepritomné 88 12,7 79 69,3 42 67,7
Ano 28 23,1 - - 22 35,5
Chemoterapia | Nie 79 65,3 - - 31 50
Neurcené 14 11,6 - - 9 14,5
Celkom 121 100 114 100 62 100

Tab. 3: Charakteristika pacientov v stidiach CD133/Nestin, prognosticky vyznam Nestinu

a expresia miRNA.

ADC — adenokarcinom, SCC — spinoceluldrny karcindém, LCC — velkobunkovy karcinom.
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4.2  PRIPRAVA TKANIVOVYCH MIKROERE]{

Tkanivové mikroereje (TMA) boli zkonstruované z FFPE vzoriek pacientov s NSCLC
pomocou polo-automatického systému Galileo TMA CK 3500 (Integrated Systems
Engineering S.r.l., Taliansko) (Obr. 7). Oblasti, z ktorych boli do TMA vybrané valceky
tkaniva, boli oznacené patologom na mikroskopickych preparatoch ofarbenych zakladnym
farbenim hematoxylin-eozin. Zvlast' bola vyznacend nadorova Cast, a zvlast nenadorova.
Z kazdej vyznacenej oblasti donorového bloku boli od kazdého pacienta zobrané 2 valéeky
tkaniva 0 priemere 2 mm a prenesené do ¢istého, recipientného parafinového bloku, podla
vopred zadanych koordinat. Pre kontrolu boli do recipientych blokov zabudované
I nenadorové oblasti, a pre urCenie spravnej orientacie rezu pri vyhodnocovani boli vyuzité
val¢eky tkaniv inych, nez pl'ica (lymfaticka uzlina, Slezina, peceti, oblicka a srdce). Aby sa
novo-vlozené val€eky tkaniv spojili s parafinom z recipientnych blokov, boli takto pripravené
recipientné bloky, podlozené podloznymi sklickami, vlozené do termostatu na cca. 30 min pri
56 °C. Vysledny recipientny blok obsahoval spolu 24 valcekov tkaniv, ¢ize vzorky z 12
roznych donorovych blokov (resp. oblasti). Vzorky pacientov s NSCLC pritom predstavovali
20 valc¢ekov a dve odlisné, orientaéné vzorky boli umiestnené vo zvyS$nych Styroch poziciach
(Obr. 8). Pre imunohistochemicku a imunofluorescenént analyzu boli z tychto blokov

narezané 4 um hrubé rezy.

Obr. 7: Galileo TMA CK 3500 systém.
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Donor2 Donor7

Vzorka 1 Vzorka 5

Donor9 Donor10 Donorill

Vzorka 7 Vzorka 8 Vzorka 9

Donor12 Donor2 Donor7 Donor10

Vzorka 10 Vzorka 1 Vzorka 5 Vzorka 8
Donor9 Donorll Donorl12
Vzorka 7 Vzorka 9 Vzorka 10

Obr. 8: Priklad usporiadania vzoriek v TMA blokoch.

4.3 IMUNOHISTOCHEMICKE FARBENIE

Rezy z TMA blokov, hrubé 4 pum, boli natiahnuté na podlozné skla Superfrost Plus®
(Thermo Scientific, MA, USA). Nasledne boli vlozené do termostatu a pri 56 °C tam boli
ponechané do druhého dna. Takto pripravené prepardty boli potom farbené pomocou
nepriamej imunohistochemickej metédy. Pouzité primarne protilatky, Sich riedenim

a spoésobom odmaskovania antigénu, si zhrnuté v tabul’ke 4.
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Druh

(Pdvod, Odmaskovanie ) )
Protilatka . Antigén Riedenie| Vyrobca
zdroj) antigénov
protilatky
. Target Retrieval
Rabbit polyclonal i )
Solution, High pH
to CD133 — Stem Cell kralik CD133 1:100 | Abcam, UK
(10x) (Dako, Dansko)
Marker
98 °C, 20 min
Mouse anti-nestin human citratovy pufer Chemicon
specific monoclonal mys Nestin (pH =6) 1:100 | International,
antibody, clone 10C2 120 °C, 15 min USA
ABCBL1/ P Glycoprotein )
. LifeSpan
Mouse anti-Human ) o
mys$ P-gp ziadne [164] 1:200 | Biosciences,
Monoclonal (UIC2)
. Inc., USA
Antibody
) Target Retrieval ]
Monoclonal Antibody i ) Enzo Life
Solution, High pH )
to MRP1 (human) mys$ MRP 1:200 Sciences.
(10x) (Dako, Dansko)
(MRPm5) Inc., USA
98 °C, 20 min
Monoclonal Antibody citratovy pufer Enzo Life
to MVP/LRP (human), mys$ LRP/MVP (pH =6) 1:200 Sciences.
mAb (MVP-37) (LMR5) 120 °C, 15 min Inc., USA

Tab. 4: Zoznam pouzitych primarnych protilatok.

P-gp - P-glykoprotein, MRP — protein mnohopodcetnej lickovej rezistencie 1, MVP/LRP — velky

“vault” protein/protein spojeny s rezistenciou pl'ic.

Postup:

Rezy boli odparafinované v xyléne 2x po 10 min, zavodnené cez zostupnu etanolovu

radu (96%, 80% a70%) po 5 min aoplachnuté v deionizovanej vode 3x po 5 min.

Po odmaskovani antigénov (vid’ Tab. 4) a vychladnuti preparatov (20 min pri izbovej teplote)

boli rezy natravené Proteindazou K 10 min pri 37 °C aoplachnuté v deionizovanej vode.

Nasledne bola pomocou 6% peroxidu vodika, po dobu 15 min, blokovana aktivita endogénne;j

peroxidazy. Rezy potom boli oplachnuté najskor v deionizovanej vode, potom 2x po 5 min
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v 1x TRIS pufri a 5 min v pufri 1x TRIS + Tween-20. Po dokladnom oplachu bola pri izbove;j
teplote, po dobu 1 hodiny, aplikovana primarna protilatka nariedend v Dako REAL™
Antibody diluent (Dako, Dansko) vo vhodnom pomere (vid’ Tab. 4). Preparaty boli znova
oplachnuté 2x po 5 min v 1x TRIS pufri a 5 min v pufri 1x TRIS + Tween-20, a potom bola
pri izbovej teplote, po dobu 1 hodiny, aplikovana sekundarna protilatka znacend peroxidazou
zo systému EnVisionTM+ Dual Link (Dako). Nasledovala vizualizacia pomocou
diaminobenzidinu (DAB) zo syst¢tmu EnVisionTM+ Dual Link (Dako) po dobu maximalne
10 min a oplach pod te¢ticou vodovodnou vodou 3 min. Potom boli pomocou kamencového
hematoxylinu, po dobu priblizne 1 min, dofarbené jadra, a nasledne boli preparaty oplachnuté
najskér vo vodovodnej vode, potom vo vodovodnej vode s par kvapkami ¢pavku, a opat
vo vodovodnej vode. Po odvodneni preparatov vo vzostupnej etanolovej rade (70%, 80%
a 96%), acetone a aceton-xyléne (po 3 min) a prejasneni v xyléne (3 min), boli preparaty
zamontované do média nerozpustného vo vode (kanadsky balzam alebo pertex).

Vysledné preparaty boli pozorované pomocou optického mikroskopu (Olympus,
Japonsko). Vyhodnotenie bolo prevedené nezavisle dvoma patolégmi a boli uréené intenzita
farbenia, resp. tzv. H-skore (percento pozitivnych buniek x intenzita farbenia). Intenzita
expresie sledovanych proteinov bola hodnotena ako O - vel'mi nizka (< 0,1), 1 - nizka (< 0,3),
2 - stredna (< 0,6) a3 - vysoka (> 0,6). Ako negativne kontroly boli pouzité nafarbené

preparaty, na ktoré neboli aplikované primarne protilatky.

Priprava roztokov:

0,001 M Citratovy pufer, pH = 6.0

Bolo zmiesanych 9 ml roztoku A (21,01 g kyseliny citrénovej v 1 | deionizovanej vody)
a4l ml roztoku B (29,41 g citratu sodného v 1 | deionizovanej vody), a doplnenych

do 500 ml deionizovanou vodou. pH bolo upravené na hodnotu 6,0 pomocou roztokov A a B.

EDTA, pH =80
0,37 g Chelatonu Il bolo rozpustenych v 1 | deionizovanej vody apH bolo upravené
na hodnotu 8,0 pomocou 0,1N NaOH.
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TRIS pufer,pH=7.,6

Zasobny  10x  koncentrovany = TRIS  bol  pripraveny  rozpustenim 61 g
TRIS—(hydroxymetyl)aminometanu v 1 1 deionizovanej vody. pH bolo upravené na hodnotu
7,6 pomocou koncentrovanej HCI.

Roztok 1x TRIS + Tween-20 bol pripraveny zmiesanim 1 1 1x TRIS pufru a 500 pul Tween-20.

4.4  DVOJITE IMUNOFLUORESCENCNE FARBENIE

Aby rezy z TMA blokov leps$ie prilnuli k povrchu, boli nanesené na podlozné skla
Superfrost Plus® (Thermo Scientific) potreté poly-L-lyzinom (Sigma Aldrich, MO, USA).
Tato kombinacia bola zvolend z dévodu, Ze pri pouZiti samotnych skiel Superfrost Plus® bola
pri naslednom spracovavani preparatov véac¢Sina vzoriek tkaniv z TMA odplavena. Rovnako,
ako v pripade THC, boli rezy ponechané v termostate pri 56 °C do druhého dna. Z dovodu
vysokej autofluorescencie FFPE rezov bolo nutné najst’ sposob ,,zhasnutia* autofluorescencie.
Vhodny pre tieto Gcely sa ukazal byt filtrovany 0,5% roztok sudanovej ¢iernej (Sudan Black)

v 70% etanole.

Postup dvojitej IF:

Po odparafinovani, zavodneni a oplachu v deionizovanej vode (rovnaky postup ako
v pripade THC) boli antigény odmaskované 20 min pri 98 °C v Target Retrieval Solution,
High pH (10x) (Dako). Po vychladnuti preparatov miniméalne 20 min pri izbovej teplote
a oplachu 5 min v deionizovanej vode bol, kvoli ,,zhasnutiu“ autofluorescencie, na preparaty
aplikovany 0,5% roztok sudanovej ¢iernej v 70% etanole po dobu 5 min. Nasledne boli
preparaty oplachnuté 3 min pod teciicou vodovodnou vodou a umiestnené do pufru
1x PBS + Tween-20. Nespecificka vizba sekundarnych protilatok Alexa-Fluor bola
blokovana pomocou Image-iT'™ FX Signal Enhancer (Invitrogen, CA, USA) vo vihkej
komoérke po dobu 30 min. Po oplachu v 1x PBS + Tween-20 (4x 5 min) bola na preparaty
aplikovana zmes primarnych protilatok rabbit polyclonal to CD133 — Stem Cell Marker
(Ab16518, Abcam) a mouse antinestin human specific monoclonal antibody (MAB5326,
Chemicon International) nariedenych v Dako REAL™ Antibody diluent (Dako) v pomere
1:100. Po inkubacii 1 hod pri izbovej teplote nasledoval opit” oplach v 1x PBS + Tween-20
4x po 5 min. Nasledne bola aplikovana zmes sekundarnych protilatok Alexa Fluor® 488 goat
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anti-rabbit IgG (H+L) (A11034, Invitrogen) a Alexa Fluor® 594 goat anti-mouse 19gG (H+L)
(A11032, Invitrogen) nariedenych v Dako REAL™ Antibody diluente (Dako) v pomere
1:200 (od tohto kroku boli preparaty spracovavané v tme). Po 30min inkubAcii pri izbovej
teplote boli preparaty oplachnuté v 1x PBS + Tween-20 (4x 5 min) a montované do
Fluorecence Mounting Medium (Dako) obsahujiaceho 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI).
Vysledné preparaty boli hodnotené pomocou fluorescenéného mikroskopu a obrazky
boli vyfotené pomocou fotoaparatu DP71 (Olympus, Japonsko). Ako negativne kontroly boli

pouzité nafarbené preparaty, na ktoré¢ neboli aplikované primarne protilatky.

Priprava roztoku:
1x PBS + Tween-20, pH=7,4
V 800 ml deionizovanej vody bolo rozpustenych 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na;HPO,

a 0,24 g Na;HPO,. pH bolo upravené na hodnotu 7,4 pomocou koncentrovanej HCI. Pufer bol

doplneny do 1 I deionizovanou vodou a nésledne bolo pridanych 500 pul Tween-20.

4.5 RELATiVNA KVANTIFIKACIA VYBRANYCH MIRNA

Vybrané miRNA boli kvantifikované s vyuzitim kitov a reagencii k tomu urcenych
od firmy Applied Biosystems (Life Technologies, Applied Biosystems, CA, USA) a systému
LightCycler® 480 (Roche, CT, USA) podla nasledujiicej schémy (Obr. 9).
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Obr. 9: Schéma zakladného pracovného postupu relativnej kvantifikacie miRNA s vyuzitim
TagMan® MicroRNA Assay (http://www.lifetechnologies.com).

4.5.1 170LACIA CELKOVE] RNA

Nepublikované udaje
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Nepublikované udaje

4.5.2 REVERZNA TRANSKRIPCIA

Nepublikované udaje
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Nepublikované udaje
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4.5.3 PREAMPLIFIKACIA

Nepublikované udaje

4.5.4 KVANTITATIVNA POLYMERAZOVA RETAZOVA REAKCIA V REALNOM CASE (QPCR)

Nepublikované udaje
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Nepublikované udaje
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4.6  STATISTICKA ANALYZA

V ramci S$tatistickej analyzy boli pouzité softvéry SPSS (verzia 20.0) a program R
(analyza CD133 a Nestinu). Pre urCenie vztahov medzi dvoma premennymi bol pouzity
Pearsonov Chi-kvadrat test, zatial' ¢o pre hodnotenie rozdielov medzi skupinami bol pouzity
Mann-Whitneyho test. Pre analyzu prezivania pacientov bola pouzitd Kaplan-Meierova
metoda, vysledné krivky boli porovnané pomocou log-rank testu. Hodnotilo sa celkové
prezitie pacientov (OS) a ¢as do progresie ochorenia (PFS), resp. v pripade CD133 a Nestinu,
diZka bezpriznakového obdobia (DFS). Nasledne bol pre hodnotenie rizika amrtia pacientov
a/alebo relapsu ochorenia vytvoreny Coxov regresny model. Statisticka hladina vyznamnosti

bola ur¢ena hodnotou P < 0,05, resp. P < 0,1 v pripade CD133 a Nestinu.
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5 VYSLEDKY

5.1 IDENTIFIKACIA BUNIEK NESUCICH ZNAKY NADOROVYCH KMENOVYCH BUNIEK

v NSCLC

5.1.1 IMUNOHISTOCHEMIA

Pomocou dvojstupiiovej imunohistochemickej metédy boli na rezoch ziskanych
z TMA detegované proteiny CD133 a Nestin, ktoré¢ byvaju spajané s CSC. Celkovo bolo
analyzovanych 19 TMA blokov, pozostavajucich zo vzoriek ziskanych od 121 pacientov
s NSCLC. Kwvdli strate materidlu pocas spracovania TMA bola expresia CD133 hodnotena
u 116 pacientov, a expresia Nestinu len u 112 pacientov. Prognosticky vyznam Nestinu bol
hodnoteny z inych 18 TMA blokov, pripravenych zo vzoriek ziskanych od 114 pacientov.

Expresia CD133 bola pozorovana u22 pacientov (19 %). U vetSiny znich
(17 pacientov) bola molekula CD133 exprimovana len v ojedinelych bunkéch, avsak
u zvys$nych 5 pacientov bola expresia CD133 podstatne vyssia (> 20 % pozitivnych buniek)
(Obr. 11). Vzhladom k $pecifickému ,,vzoru“ expresie molekuly CD133 vo vzorkach, nebolo

V tomto pripade stanovované histoskore.

A - | B

s

Obr. 11: Imunohistochemicka detekcia CD133 vo vzorkach NSCLC. A — priklad pozitivneho
farbenia v ADC, B — priklad negativneho farbenia v SCC. Zvicsenie 400x.

NSCLC — nemalobunkovy karciném pl'ac, ADC — adenokarciném, SCC — spinocelularny karcinom.
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Pri sledovani ulohy Nestinu, ako markera CSC, bola jeho expresia hodnotend zvlast
Vv epitelovych bunkach, a zvlast’ v bunkach endotelovych. V epitelovych bunkach bol Nestin
detegovany u 74 pacientov (66 %), z toho u 33 pacientov (29 %) bola jeho expresia vysoka.
U 78 pacientov (70 %) bola expresia Nestinu pozorovana Vv endotele ciev, ztoho
u 53 pacientov (47 %) bola jeho expresia vysoka (Obr. 12). Expresia Nestinu v jednotlivych

vzorkach pacientov je zhrnuta v tabul'ke 8.
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Obr. 12: Imunohistochemicka detekcia Nestinu vo vzorkach NSCLC. A - priklad
pozitivneho farbenia epitelovych buniek v ADC, B — priklad pozitivheho farbenia endotelu
ciev v SCC. Zvicsenie 200x.

NSCLC — nemalobunkovy karcinom pl'ic, ADC — adenokarcinom, SCC — spinocelularny karciném.

Nestin
Epitelové bunky Cievny endotel
Intenzita expresie | Pocet pacientov | % |Pocet pacientov | %
Vel'mi nizka (< 0,1) 38 34 34 30
Nizka (< 0,3) 26 23 12 11
Stredna (< 0,6) 15 13 13 12
Vysoka (> 0,6) 33 29 53 47
Celkom 112 100 112 100

Tab. 8: Expresia Nestinu v epitelovych bunkach a v bunkach endotelu ciev NSCLC.
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Pri urCovani prognostického vyznamu Nestinu bola jeho expresia V primarnych
nadoroch detegovana u 40 pacientov (35,1 %), pricom u 9 pacientov (7,9 %) bola pozorovana
pritomnost’ Nestinu v bunkach endotelu ciev. Expresia nestinu bola castejSie pozorovana
vo vzorkach metastaz (85,7 % pripadov), nez vo vzorkach primarnych nadorov (35,1 %

pripadov) (Obr. 13). V tabulke 9 je zhrnuta expresia Nestinu v jednotlivych histologickych

podtypoch a stadiach, a v mozgovych metastazach.

Obr. 13: Imunohistochemickd detekcia Nestinu vo vzorkdch z primarnych NSCLC
a z mozgovych metastaz. Priklad pozitivneho farbenia endotelu ciev v primarnom nadore (A)
a v metastaze (B). Priklad pozitivneho farbenia Nestinu v metastaze z SCC (C) az ADC (D).
Zviacsenie 200x (A), 400x (B-D).

ADC — adenokarciném, SCC — spinocelularny karciném.
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Celkovy Nestin+
pocet Celkova Cievny endotel
Charakteristika |pacientov| Poéet pacientov | % | Pocet pacientov | %
Histologicky | ADC 35 15 42,8 3 8,6
podtyp SCC 79 25 31,6 6 7,6
Celkom 114 40 35,1 9 7,9
I 31 7 22,6 1 3,2
Stadium I 27 9 3,3 1 3,7
Ila 56 24 42,9 7 12,5
Celkom 114 40 35,1 9 7,9
Mozgové ADC 24 19 79,2 1 4,2
metastazy | SCC 11 11 100 1 9,1
Celkom 35 30 85,7 2 57

Tab. 9: Expresia Nestinu v jednotlivych histologickych podtypoch a Stadiach NSCLC,
a v mozgovych metastazach.

ADC — adenokarcindm, SCC — spinocelularny karciném.

5.1.2 IMUNOFLUORESCENCIA

Dvojité IF farbenie bolo pouzité pre detekciu spoloc¢nej expresie CD133 a Nestinu
Vv nadorovych bunkach NSCLC. Tieto bunky st povazované za bunky majuce charakter
kmenovych buniek. IF analyza bola vykonand na rovnakom subore pacientov ako IHC
analyza.

Spolo¢na expresia CD133 a Nestinu bola zaznamenana u 21 pacientov (17 %)
(Obr. 14). Tieto bunky sa vyskytovali vel'mi sporadicky (1 — 5 buniek/rez) (< 1 %), ¢o by

mohlo nasved¢ovat’ tomu, Ze sa skutoc¢ne jedna o CSC.
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Obr. 14: Imunofluorescenéna detekcia CD133*/Nestin® buniek vo vzorkach NSCLC.
A — priklad pozitivneho farbenia CD133 (zelend), B — priklad pozitivneho farbenia Nestinu
(¢ervena), C — priklad prekryvu CD133 a Nestinu (ZItd). ZvacSenie 400x.

NSCLC — nemalobunkovy karcinom plic

5.1.3 STATISTICKA ANALYZA

Na zaklade THC expresie CD133 a Nestinu, vo vzorkach analyzovanych z dovodu
identifikacie buniek nestucich znaky CSC, bola urobend analyza prezivania pacientov
S NSCLC (statistickd hladina vyznamnosti bola ur¢ena hodnotou P < 0,1). Pomocou Kaplan-
Meierovej analyzy bolo zistené, Ze ako expresia CD133, tak ani expresia Nestinu
v epitelovych bunkéach, nema vplyv na dizku bezpriznakového obdobia a celkové prezivanie
pacientov s NSCLC (DFScpiss < 0,82, OScpiss < 0,76; DFSpestin < 0,28, OSnesiin < 0,54)
(Obr. 15).
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Obr. 15: Kaplan-Meierova analyza na zaklade IHC expresie CD133 (A a B) u 116 pacientov
s NSCLC a Nestinu (C a D) u 112 pacientov s NSCLC.
NSCLC - nemalobunkovy karciném plic, DFS — dizka bezpriznakového obdobia, OS — celkové

prezitie.

Na d’alSom stbore pacientov bol urcovany vzt'ah expresie Nestinu k jednotlivym
histologickym podtypom astadiam NSCLC. Bolo zistené, Ze expresia Nestinu
je signifikantne vysSia v mozgovych metastazach povodom z SCC, nez v metastazach z ADC
(P <0,003), avSak u primarnych nadorov nebol zisteny rozdiel v jeho expresii u jednotlivych
histologickych podtypov (P = 0,30). Taktiez bolo pozorované, ze expresia Nestinu
a pritomnost’ Nestin® endotelu ciev boli Gastejsie detegované u pacientov v §tadiu IIIA, nez
u pacientov v stadiach T a Il (P <0,04; P <0,02).

50



5.2 MOZNA ULOHA VYBRANYCH MIRNA AKO BIOMARKEROV NSCLC

5.2.1 RELATIVNA KVANTIFIKACIA VYBRANYCH MIRNA

Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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6  DISKUSIA

Identifikacia novych biomarkerov u pacientov s nemalobunkovym karcindmom pltc
predstavuje Vv stcasnosti velki vyzvu. Napriek ziskavaniu novych poznatkov z oblasti
biomarkerov anovych slubnych terapeutickych moznosti na poli NSCLC, podla udajov
z roku 2010, 5 rokov od stanovenia diagndzy sa dozije menej nez 11 % pacientov [4]. Toto
zlepsené prezivanie sa dosiahlo aj vdaka pouZzivaniu cielenej terapie, najmi erlotinibu,
gefitinibu a crizotinibu. Véc¢sina pacientov je vSak i nad’alej lieCenych konvencnou terapiou.
Aj napriek intenzivhym S$tididm novych potencialnych prognostickych a prediktivnych
markerov NSCLC, sa nedari tychto pacientov uspokojivo stratifikovat’ do efektivnejSich
chemoterapeutickych rezimov. Zaroven je nutné brat do uvahy, ze pacienti byvaji
diagnostikovany az v pokrocilejSich stadiach (hlavne IIT a IV), kedy dochadza k vyraznému
rozvoju nadorovej heterogenity. Okrem uvedeného, U tychto pacientov vel'mi ¢asto dochadza
k rozvoju liekovej rezistencie, ¢im sa podavana terapia stava neti¢innou. Doteraz tieZ neboli
identifikované ziadne markery, ktoré by jednoznac¢ne dokazali u pacientov s NSCLC ur¢it
nastup aktivacie MDR mechanizmov, a tak umoznit’ v spravnom c¢ase upravit’ a optimalizovat’
liecbu postihnutych pacientov. Preto som sa v tejto dizertaénej praci zamerala na identifikaciu
novych moznych biomarkerov u pacientov s NSCLC, ato hlavne na identifikaciu buniek
nestcich znaky nadorovych kmerniovych buniek s predpokladanym vztahom k vzniku
rezistencie a k rekurencii ochorenia, a tiezZ na molekuly miRNA, ktorych vyznam v oblasti
biomarkerov stale stipa, a ktoré sa javia ako vel'mi sl'ubné molekuly umoziujiace ako urcenie

spravnej diagndzy, tak aj stanovenie prognozy pacientov s nadorovymi ochoreniami.

6.1 IDENTIFIKACIA BUNIEK NESUCICH ZNAKY NADOROVYCH KMENOVYCH BUNIEK
v NSCLC

Identifikdcia CSC v jednotlivych typoch nadorov je dnes pomerne rozsirena.
Predpoklada sa, Ze tieto bunky stoja za vyvojom nadorového ochorenia, a tiez za vznikom
metastaz, a za rekurenciou nadorov. CSC maju vel'a spolo¢nych vlastnosti s normalnymi
tkanivovymi kmenovymi bunkami. Vdaka tymto ich vlastnostiam, a tieZz preto, Ze CSC

sa vacSinou vyskytuji v dormantnom stave asucasna protinadorova terapia je zamerana
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hlavne proti rychlo proliferujicim bunkam, byva problém ich zacielit' a zlikvidovat’. Preto
sa skusaju aplikovat' rézne stratégie, ktoré by dokazali zacielit ako proliferujuce, tak
aj dormantné CSC [170]. Ked'Ze sa predpoklada, Ze tieto bunky mézu stat’ aj za vznikom
vzdialenych metastdaz, ma ich Stadium znaény vyznam. Z dovodu najcastejSicho
metastdzovania NSCLC do mozgu sme sa rozhodli identifikovat’ bunky nestice markery
charakteristické pre CSC glioblastomov (CD133 a Nestin), ktoré, vd’aka ich agresivnosti, st
Vv stcasnosti pravdepodobne najpreskiimanej$imi CSC vébec. Samozrejme, okrem nich CSC
exprimuju aj d’alSie molekuly charakteristické pre kmenové bunky, ako napr. transkripcné
faktory podiel'ajuce sa na udrzovani fenotypu kmenovych buniek (tzv. ,,stemness®) Okt4/3
a homeoboxovy protein Nanog, detoxifikacny enzym glutation S-transferazu (GST), efluxné
transportéry ABCB1 a ABCG2, atiez protein CXCR4 zodpovedny za motilitu kmenovych
buniek. Viaceré s$tadie naznacuju, ze tieto molekuly prispievaju k zlyhaniu protinadorove;j
terapie a k vzniku liekovej rezistencie a vzdialenych metastaz [171-173].

Ked’Ze molekuly CD133 a Nestin st v sOcasnosti vo vSeobecnosti povazované
za markery CSC, aich spolo¢na expresia byva vyuzivana k identifikacii a k separacii CSC
z r1éznych typov nadorov [174-177], priklonili sme sa Kk stanoveniu ich expresie
Vv parafinovych vzorkach ziskanych od 121 pacientov s NSCLC. K detekcii ich samostatnej
expresie sme vyuzili metédu dvojstupnovej imunohistochémie. Z dovodu straty materialu
pri spracovavani sme expresiu CD133 urcovali len u 116 pacientov, aexpresiu Nestinu
u 112 pacientov.

Molekulu CD133 sme detegovali u 22 pacientov. U5 z nich bola expresia CD133
pozorovana vo viac nez 20 % nadorovych buniek, u zvysku pacientov len v ojedinelych
bunkach. Podobne, vel'mi nizku expresiu CD133 vo vzorkach NSCLC, az na par vynimiek,
pozorovali i dr. Eramo s kolektivom [76]. Zistili viak, Ze len 5 az 30 % CD133" buniek mé
tzv. tumorogénny potencidl, ¢ize dokaZe vyvolat’ tvorbu nového nadoru. Preto populaciu
CD133" buniek rozdelili na dve skupiny: na populaciu buniek podobnych kmefiovym bunkam
s ,.tumorogénnym® potencidlom a na populéaciu prekurzorovych, ¢i progenitorovych buniek,
ktoré novy nador nevytvéraju. Autori tiez zistili, ze ¢ast CD133" buniek exprimuje epitelovy
antigén Ep-CAM. Na zaklade toho usudili, ze populacia CD133" buniek v karcinémoch plic
obsahuje zna¢né mnozstvo nediferencovanych epitelovych buniek. Aby sa teda zabrénilo
kontaminécii populdcie CD133" plucnych buniek  hematopoetickymi a endotelovymi
prekurzormi, viaceri autori na izolaciu plicnych buniek s ,,tumorogénnym* potencialom

vyuzili dvojité znacenie pomocou molektl CD133 a Ep-CAM. Populacie takto vyizolovanych
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CD133" buniek mali schopnost tvorby nadorovych sfér, apo subkutdnnom podani
imunokompetentnym mysSiam dokézali iniciovat vyvoj nadoru, vykazujiceho rovnaké
morfologické vlastnosti ako povodny nador pacientov [76, 178]. Dr. Bertolini s kolektivom
tiez zistili, z2 CD133" bunky su rezistentné k cisplatine. Po aplikacii cisplatinovej liecby
mysiam s xenograftami nadorov u nich doslo k vyraznému zvicseniu podielu CD133" buniek.
Vdaka tomu, e po terapii dochadzalo kselekcii chemorezistentnych CD133" klonov
majucich vlastnosti kmenovych buniek, zvySovala sa aj expresia génov zapojenych
do metastdzovania, liekovej rezistencie, proliferacie ¢i sebaobnovy, ako napr. ABCG2,
CXCR4, Nanog, Okt4/3 a a-6 integrinu [171]. Okrem toho bolo zistené, ze CD133" bunky
maju vztah aj kK radiorezistencii, takZe bezne pouZzivanou liecbou je tazké ich eradikovat
[179].

Naopak, Dr. Cui s kolektivom tvrdia, ze na zéaklade ich experimentov vykonanych
na bunkovych liniach odvodenych z roznych typov karcindmov plic, molekula CD133 nie je
markerom CSC u NSCLC, ale len u SCLC. Kedze z linii odvodenych z NSCLC neziskali
CD133" frakciu, in vivo experimenty na mysiach vykonali len s CD133" frakciou ziskanou
z linie predstavujucej SCLC [180]. Avsak, v d’alsich stadiach bola molekula CD133 vyuzita
k identifikacii a k separacii CSC z bunkovych populacii ziskanych z NSCLC, a tieto CD133"
bunky sa ukazali mat pomerne vysoky ,,tumorogénny* potencial [171, 181]. Preto sme sa
aj my priklonili k nazoru, ze povrchovy antigén CD133 by mohol byt povazovany za vhodny
marker CSC u NSCLC.

Kedze CD133" frakcia, nezavisle od expresie Ep-CAM, stale obsahuje bunky, ktoré
nemaju schopnost’ vytvorit’ novy nador [76], na identifikaciu CSC u réznych typov solidnych
nadorov sa vyuZziva expresia d’alSich proteinov charakteristickych pre kmenové bunky. St to
hlavne molekuly diferenciacnych signalnych drah aktivnych v kmenovych bunkach
(napr. Sox2, Oct4, Nanog), detoxyfika¢né enzymy (napr. ABCG2, ALDH1), alebo molekuly
tvoriace Struktiry nediferencovanych buniek (napr. Nestin, ktory je v diferencovanych
bunkach nahradeny Vimentinom, resp. GFAP) [83, 175, 182, 183]. Preto sme aj my vybrali
d’alsi, vSeobecne vyuzivany marker — Nestin, a ako prvi sme sledovali jeho spolo¢nu expresiu
s CD133 u pacientov s NSCLC.

Expresia Nestinu bola u vysetrovanych pacientov s NSCLC vyrazne vyssia nez
expresia CD133. Preto sme zvIast' hodnotili imunohistochemickll expresiu v nddorovych
cievach, azvlast v epitele. Epitelové bunky vykazovali pozitivne farbenie na Nestin

u 74 pacientov (66 %), zatial' ¢o 78 pacientov (70 %) malo Nestin® cievny endotel. Podobne,
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expresiu Nestinu u polovice, ¢i dokonca u vicsiny pacientov s NSCLC, pozorovali aj ini
autori [81, 82, 184]. Avsak, vysledky tejto naSej Stidie nenaznacili ziadny vztah expresie
Nestinu, adokonca ani molekuly CD133, k prezivaniu pacientov s NSCLC. Vzhl'adom
k tomu, Ze cielom tejto $tidie bola identifikicia CD133"/Nestin® buniek, nebol na tomto
stibore pacientov analyzovany vzt'ah expresie danych proteinov k jednotlivym histologickym
podtypom ¢i $tadiam. Napriek tomu, niektoré s$tadie naznacuju, ze expresia Nestinu ma
pre pacientov prognosticky vyznam. Jeho expresia bola spojena s vyskytom metastiaz
do lymfatickych wuzlin apleury, atiez so zvySenou proliferaciou a novotvorbou ciev
ako krvného, tak aj lymfatického systému [81, 184, 185]. Tieto tvrdenia podporuju aj nase
vysledky, ziskané na odliSnom subore pacientov, u ktorych bol zistovany prognosticky
vyznam expresie Nestinu. Ukazali, ze expresia Nestinu a novotvorba Nestin® ciev su ¢astejsie
pritomné U pacientov vo vyssom §tadiu ochorenia (IIIA), nez u pacientov v skorsich stadiach
(lall) (P <0,003), a teda mdze byt spojena s horSou prognézou pacientov. K podobnému
zaveru dosla aj skupina dr. Ahmeda, ktora na vzorkéach pacientov s ADC detegovala vyrazne
zvySenu expresiu Nestinu u pacientov v pokrocilejsich Stadiach ochorenia [186]. Nasa studia
tieZ poukazovala na podstatne vysSiu expresiu Nestinu vo vzorkach ziskanych z metastaz, nez
vo vzorkach z primarnych nadorov (85,7 % vs. 35,1% pripadov), a jeho expresia bola
signifikantne vysSia v metastazach z SCC, nez z ADC (P < 0,003). Tieto pozorovania su tiez
v zhode s uz spomenutymi pracami [81, 184, 185].

Horsia prognodza pacientov s Nestin® nadormi je pravdepodobne zapricinena jeho
vztahom k proteinom riadiacim proliferaciu a zastavenie bunkového cyklu. Dr. Chen
s kolektivom dokazali, Ze umlCanie expresie Nestinu vedie K inhibicii aktivacie AKT
a GSK3pB, ¢im moze byt inhibovana proliferacia nadorovych buniek [82]. Okrem toho,
dr. Narita skolektivom zistili, Ze inhibicia expresie Nestinu Vv bunkach odvodenych
od plicnych adenokarcindmov zniZuje proliferaciu, migraciu, invaziu a zabrafuje tvorbe sfér.
Tiez prisli na to, Zze AKT inhibitor IV, vd’aka deregulacii SOX2, efektivne zniZzuje expresiu
Nestinu. Tieto ich vysledky teda naznacuju, Ze agresivnost’ a vlastnosti charakteristické
pre kmenové bunky, spojené s expresiou Nestinu, mdézu byt zacielené cez inhibiciu
AKT/SOX2, ¢im by sa mohla dosiahnut eradikacia CSC v pl'uicnych ADC [81]. Preto vyznam
Stadia Nestinu, ako markera CSC u NSCLC, stale stipa, a na§ zamer identifikovat’ bunky
vykazujuce spolocnu expresiu dvoch vyznamych uznavanych markerov CSC, sa javi ako

vel'mi vhodny.
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Na urcenie spoloc¢nej expresie CD133 a Nestinu u pacientov s NSCLC sme vyuzili
metddu dvojitej imunofluorescencie. Pritomnost CD133*/Nestin® buniek sme detegovali
u2l pacientov (17 %), avSak tieto bunky boli pozorované len vel'mi ojedinele
areprezentovali < 1 % buniek v reze. KedZze doteraz nebola publikovana Ziadna préca,
Vv ktorej by bola sledovana spolo¢na expresia CD133 a Nestinu v NSCLC, mdézeme nase
vysledky porovnavat’ len s vysledkami ziskanymi z inych typov solidnych nadorov.

Ako uz bolo spomenuté vyssie, pravdepodobne najlepSie preskimané CSC, a teda aj
spolo¢na expresia CD133 a Nestinu, je u glioblastomov. K rovnakému zaveru ako my V nasej
prvej stadii o CSC, Ze ani expresia CD133, ani expresia Nestinu nemd vztah k progndze
pacientov s glioblastdmom, dosla i skupina dr. Kima. Napriek tomu, ze vo v§eobecnosti byva
expresia markerov CSC, pre ktoré je charakteristickd prirodzend rezistencia vo¢i chemo-
i radioterapii, spajana s horSou progndézou pacientov, autori tejto Studie dokonca pozorovali
0 nie¢o dlhsie prezitie CD133" pacientov, vV porovnani s CD133" pacientami. Tento nestilad
expresie markerov CSC s prezivanim pacientov vysvetl'uju tym, ze ako CD133, tak aj Nestin,
moézu byt samostatne exprimované aj v niektorych menej diferencovanych nadorovych
bunkach. Vd’aka tomu, ze nadory mézu vznikat’ nie len z progenitorovych, ale i z tkanivovych
kmenovych buniek, tato fenotypovi diverzitu nadorovych buniek, podla autorov, nejde
vystihnut' jednotlivymi markerami CSC, ale je nutnd kombinacia viacerych molekul [187].
Naopak, iné stadie vykonané na pacientoch s touto diagnozou tvrdia, ze pacienti exprimujuci
tieto molekuly (obzvlast Nestin) maju horSiu prognozu, nez pacienti nevykazujuci ich
expresiu [77, 188]. Pomocou experimentov na bunkovych liniach odvodenych
z glioblastomov bolo tiez zistené, ze CD133"/Nestin® bunky vykazujt charakter kmefiovych
buniek, ¢ize maji aktivované diferenciatné signalne drahy Wnt, Notch a Hedgehog,
podielajiice sa na udrzovani ich ,,stemness™ potencialu a na riadeni diferenciacie [189-191].
Okrem toho, su tieto bunky rezistentné vo¢i chemoterapii a radioterapii, maji angiogénny
potencial, a po ich implantacii experimentalnym mysiam st U nich schopné vyvolat’ vznik
nového nadoru [192, 193]. Dalsi autori prisli na to, e expresia CD133 a Nestinu sa zvysuje
za hypoxickych podmienok [194, 195], ¢o podporuje tedriu o CSC schopnych prezit
nepriaznivé podmienky v dormantnom $tadiu [170].

Doteraz ziskané informacie o charakteristike molekal CD133 a Nestinu, zhrnuté
v predchadzajticich odstavcoch, boli potvrdené aj na mnohych d’alSich typoch nadorov. Jedna

sa hlavne o retinoblastom [196], osteosarkom [197], melanom [198-201], rhabdomyosarkom
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[202], kostny sarkom [203], karcinom Zl¢nika [204], duktalny adenokarcinom pankreasu [177,
205, 206] a karcinom ovaria [183, 207].

6.2 MOZNA ULOHA VYBRANYCH MIRNA AKO BIOMARKEROV NSCLC

Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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Nepublikované vysledky
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ZAVER

e Podarilo sa nam identifikovat CD133"/Nestin® bunky v rezoch ziskanych z TMA
blokov. Tieto bunky boli zastiipené s podstatne niz$ou frekvenciou nez bunky CD133"
&i Nestin®, o by mohlo sved¢it’ 0 ich moznej ulohe nadorovych kmetiovych buniek.

e Nepodarilo sa nam V tejto praci potvrdit, Ze by expresia sledovanych proteinov
vyznamne ovplyviovala prezivanie vySetrovanych pacientov.

e Podarilo sa nam potvrdit’ pravdepodobny prognosticky vyznam expresie Nestinu,

spojenej s vyssim Stadiom ochorenia a S tvorbou metastaz.

Nepublikované vysledky

Perspektivy do buducnosti:
Tato dizertacna praca v sebe zhfiia vysledky pilotnych Studii zameranych na identifikaciu
buniek nestucich znaky CSC a novych biomarkerov u pacientov s NSCLC. Vd’aka tomu

by mohla byt napomocna pri uréovani spravnej diagnozy, a tiez pri urCovani prognozy
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pacientov s NSCLC. Stava sa tak podkladom pre d’alsi vyskum, ktory by mohol prispiet’
k individualizovanému pristupu k pacientom s NSCLC. Jej vysledky je vSak nutné overit’

na va¢Som subore pacientov.
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8  ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABC
ADC
ADP
AGO
AKT

ALDH1
APC
ATP
BAK
BAX
BCL2
BCRP

CCND2
CD
cDNA
Cl

CLL
c-MYC

CNS
CsA
CSC

Ct
CXCR4

Da
DAB
DDR

ATP-vizobna kazeta (ATP-binding cassette)
adenokarcindm (adenocarcinoma)
adenozindifosfat (adenosine diphosphate)
argonaut (argonaut)
v-akt homolog onkogénu virusu mysieho tymému (v-akt murine thymoma viral
oncogene homolog 1)
aldehyd dehydrogenaza 1 (aldehyde dehydrogenase 1 family, member Al)
adenomatdzna polypdza ¢reva (adenomatous polyposis coli)
adenozintrifosfat (adenosine triphosphate)
homolog antagonistu/zabijaka BCL2 (BCL2 homologous antagonist/killer)
X protein asociovany s BCL2 (BCL2-associated X protein)
B-bunkovy lymfom 2 (B-cell lymphoma 2)
protein spojeny s rezistenciou karcinomu prsnika (breast cancer resistance
protein)
cyklin D2 (cyclin D2)
diferencia¢ny klaster (cluster of differentiation)
komplementarna DNA (complementary DNA)
konfiden¢ny interval (confidence interval)
chronicka lymfocytova leukémia (chronic lymphocytic leukemia)
v-myc homoldég onkogénu virusu vtaéej myelocytomatozy (V-myc avian
myelocytomatosis viral oncogene homolog)
centralny nervovy systém (central nervous system)
cyklosporin A (cyclosporine A)
nadorova kmetiova bunka (cancer stem cell)
prahovy cyklus (cycle threshold)
chemokinovy receptor s C-X-C motivom 4 (chemokine (C-X-C motif)
receptor 4)
dalton (dalton)
3, 3'-diamobenzidin (3, 3'-diaminobenzidine)
odpoved’ na poskodenie DNA (DNA damage response)
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DEPC
DFS
DGCRS8

DNA

dNTP

DSC

Dsh

dsRNA
EDTA
EGFR
EML4-ALK

ENCODE
Ep-CAM
FFPE

Fz

G

GFAP
GSK3p
GST
GTP

HH

HR
IASLC

IF

IHC

LCC

LNA
LRP/MVP

dietylpyrokarbonat (diethylpyrocarbonate)

bezpriznakové obdobie (disease-free survival)

DiGeorge syndrom kritickej oblasti génu 8 (DiGeorge syndrome critical region
gene 8)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
deoxyribonukleozidtrifosfat (deoxyribonucleoside triphosphate)

bunka prezivajuca liecbu (drug surviving cell)

dishevelled (dishevelled)

dvojvlaknova RNA (double-stranded RNA)

kyselina etyléndiamin tetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)

receptor pre epidermalny rastovy faktor (epidermal growth factor receptor)
protein podobny proteinu asociovanému s mikrotubulmi ostnantokozcov 4 —
kindza anaplastického lymfému (echinoderm microtubule-associated protein-
like 4 - anaplastic lymphoma kinase)

encyklopédia DNA elementov (encyclopedia of DNA elements)

adhézna molekula epitelovej bunky (epithelial cell adhesion molecule)

vo formaline fixované, do parafinu zaliate (formalin-fixed, paraffin-embedded)
frizzled (frizzled)

stupeni (grade)

kysly glidlny fibrilarny protein (glial fibrillary acidic protein)

glykogén syntaza kinaza-3p (glycogen synthase kinase 3 beta)

glutation S-transferaza (glutathione S-transferase)

guanozintrifosfat (guanosine triphosphate)

hedgehog (hedgehog)

podiel rizika (hazard ratio)

medzinarodna organizacia pre §tadium nadorov pluc (International association
for the study of lung cancer)

imunofluorescencia (immunofluorescence)

imunohistochémia (immunohistochemistry)

vel'kobunkovy karcindm (large cell carcinoma)

uzamknuta nukleova kyselina (locked nucleid acid)

protein spojeny s rezistenciou pluc/velky “vault” protein (lung resistance-

related protein/major vault protein)
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LRP5/6

LTC4

M

MDR
miRNA/miR
MM

mMRNA
MRP

NBD
NES
NICD
NSCLC
(0N

PARP
PBS
PCR
PDCD4
PFS
P-gp
pRB
PTC
PTEN
gPCR
RAS

RISC
RNA
RNAI
RR

lipoproteiny podobné receptoru o nizkej denzite 5 a 6 (low-density lipoprotein-
related receptors 5 and 6)

leukotrién C4 (leukotrien C4)

metastazy (metastasis)

mnohopocetna lickova rezistencia (multidrug resistance)

mikroRNA (microRNA)

master mix (master mix)

mediatorova RNA (messenger RNA)

protein mnohopocetnej liekovej rezistencie 1 (multidrug resistance-associated
protein 1)

lymfatické uzliny (lymph nodes)

doména viazuca nukleotidy (nucleotide binding domain)

nestin (nestin)

intracelularna doména Notch (Notch intracellular domain)

nemalobunkovy karciném pl'tic (non-small cell lung cancer)

celkové prezitie (overall survival)

hladina pravdepodobnosti (probability level)

poly ADP-riboza polymeraza (poly ADP-ribose polymerase)

fosfatovy pufer (phosphate-buffered saline)

polymerédzova retazovéa reakcia (polymerase chain reaction)

protein programovanej bunkovej smrti 4 (programmed cell death protein 4)
Cas do progresie (progression-free survival)

P-glykoprotein (P-glycoprotein)

protein retinoblastomu (retinoblastoma protein)

patched (patched)

homolog fosfatazy a tenzinu (phosphatase and tensin homolog)
kvantitativna PCR (quantitative PCR)

homolog onkogénu virusu krysicho sarkomu (rat sarcoma viral oncogene
homolog)

RNA-indukovany umléovaci komplex (RNA-induce silencing complex)
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RNA interferencia (RNA interference)

relativne riziko (relative risk)
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RT
RTK
S
SCC
SCLS
SMO
SOX4
SRY
T
TIMP3
TMA
TMD
TNC
TOPOII
TRBP
TRIS
TS
UTR
VEGF
WHO
ZEB1

B-Cat

reverzna transkripcia (reverse transcription)

tyrozin-kinazovy receptor (receptor tyrosine kinase)

Stadium (stage)

skvamozny (spinocelularny) karciném (squamous cell carcinoma)
malobunkovy karciném plic (small cell lung cancer)

smoothened (smoothened)

SRY-box 4 (SRY-box 4)

pohlavie urcujuci region Y (sex determining region Y)

tumor (tumour)

TIMP inhibitor metalopeptidaz 3 (TIMP metallopeptidase inhibitor 3)
tkanivova mikroerej (tissue microarray)
transmembranova doména (transmembrane domain)

tenascin C (tenascin C)

topoizomeraza typ II (type Il topoisomerase)

TAR RNA vizobny protein (TAR RNA binding protein)
tris(hydroxymetyl)aminometan (tris(hydroxymethyl)aminomethane)
tumor-supresor (tumour-supressor)

netranslatovana oblast’ (untranslated region)

vaskularny endotelovy rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)
svetova zdravotnicka organizicia (world health organisation)
zinkovy prst E-box viazici homeobox 1 (zinc finger E-box binding
homeobox 1)

B-katenin (B-catenin)
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