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SÚHRN 

 

Mnohopočetná lieková rezistencia (MDR) predstavuje v liečbe karcinómov pľúc 

veľký problém. Preto pre pacientov s nemalobunkovým karcinómom pľúc (NSCLC)  

má mimoriadny význam cielená terapia. Táto terapia im dokáţe významne zlepšiť zdravotný 

stav, avšak je finančne náročná, a je vhodná len pre vybranú skupinu pacientov, majúcich  

vo svojom genóme určité zmeny. Preto väčšina pacientov s NSCLC stále podstupuje liečbu 

klasickými postupmi, a to hlavne rádioterapiou a chemoterapiou. Práve aktivácia MDR 

mechanizmov umoţňuje nádorovým bunkám odolávať účinkom protinádorovej terapie. 

Medzi základné mechanizmy MDR patria napr. aktìvny transport liečiva z bunky pomocou 

transportérových proteìnov (napr. P-gp, MRP a LRP/MVP), podpora proliferácie a únik 

apoptóze, či aktivácia molekúl podieľajúcich sa na opravách poškodenej DNA (DDR). Preto, 

identifikácia molekúl schopných rozpoznať aktiváciu týchto MDR mechanizmov v ich 

počiatku by mohla pomôcť pri určovanì prognózy a odpovede pacientov na podávanú terapiu. 

V prvom rade je však nevyhnutné určenie správnej diagnózy a rozčlenenie do jednotlivých 

histologických podtypov (hlavne spinocelulárny karcinóm a adenokarcinóm), pretoţe od toho 

závisì nastavenie terapeutického reţimu.  

Jedným z cieľov tejto dizertačnej práce bola identifikácia nádorových kmeňových 

buniek (CSC), ktoré, podobne ako normálne kmeňové bunky, majú aktivované dráhy 

chrániace ich pred toxickými účinkami rôznych xenobiotìk (teda aj pred chemoterapiou). CSC 

teda predstavujú skupinu buniek s prirodzene aktivovanými mechanizmami MDR. Navyše, 

tieto bunky bývajú väčšinou v dormantnom štádiu, a vďaka tomu dokáţu odolávať účinkom 

beţne pouţìvanej protinádorovej terapie, účinkujúcej hlavne proti rýchlo sa deliacim bunkám. 

Pomocou imunohistochémie a dvojitej imunofluorescencie sme v tkanivách zìskaných  

od pacientov s NSCLC, a zaliatych do parafìnu (FFPE), identifikovali bunky exprimujúce 

markery charakteristické pre nádorové kmeňové bunky – CD133 a Nestin. Ich výskyt svedčì 

o prìtomnosti buniek, ktoré dokáţu odolávať účinkom chemoterapie. To teda môţe viesť 

k rekurencii ochorenia, resp. k zaloţeniu metastáz.  

Ďalšìm cieľom tejto práce bolo určiť význam novo-navrhovaných biomarkerov na poli 

mikroRNA (miRNA) u našich pacientov s NSCLC. MiRNA sú krátke, pribliţne  

22 nukleotidov dlhé, jednovláknové molekuly RNA. Slúţia ako post-transkripčné regulátory 
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proteosyntézy, čìm sa podieľajú na mnohých biologických procesoch a ich deregulácia býva 

spojená s rôznymi ochoreniami. Dôleţitú úlohu zohrávajú pri vzniku a vývoji nádorov, a tieţ 

bývajú spájané s odpoveďou na terapiu. Na základe informáciì zìskaných z dostupnej 

literatúry, sme sa rozhodli určiť hladiny relatìvnej expresie vybraných miRNA (miR-21,  

miR-126, miR-205 a miR-23b) oproti nenádorovým kontrolám. Tieto miRNA boli pôvodne 

navrhnuté za prognostické a diagnostické markery u rôznych typov solidných nádorov, 

vrátane nádorov pľúc. Výsledky našej práce ukazujú na ich význam pre pacientov s NSCLC.  

Hladina expresie miR-205 bola signifikantne zvýšená u pacientov so spinocelulárnym 

karcinómom, v porovnanì s ostatnými histologickými podtypmi. Preto sa miR-205 javì ako 

vhodný biomarker na odlìšenie histologického podtypu u pacientov, u ktorých je určenie 

presnej diagnózy, pomocou beţne pouţìvaných imunohistochemických markerov, obtiaţne. 

Pokiaľ je nám známe, ako prvì sme zistili, ţe u pacientov s NSCLC býva hladina miR-23b 

prevaţne znìţená, čo svedčì pre jej tumor-supresorový charakter. Zároveň sme pozorovali,  

ţe zvýšená expresia miR-23b býva spojená s lepšìm preţìvanìm pacientov. Podľa modelu, 

ktorý sme vytvorili na hodnotenie rizika úmrtia a relapsu ochorenia, sme si všimli, ţe riziká 

u pacientov so znìţenou hladinou miR-23b narastajú spolu s expresiou LRP/MVP (proteìnu 

zapojeného do MDR), a klesajú so zvyšovanìm hladiny miR-23b.  

Záverom, naše výsledky poukazujú na to, ţe identifikácia CD133
+
/Nestin

+
 buniek  

by mohla byť vyuţitá k potenciálnej detekcii CSC vo FFPE vzorkách pacientov s NSCLC. 

Tieto bunky môţu prispievať k rekurencii a k šìreniu ochorenia, resp. k odolávaniu účinkom 

chemoterapie. Taktieţ bolo zistené, ţe molekula miR-205 by mohla slúţiť ako vhodný 

diagnostický marker, a molekula miR-23b, obzvlášť v kombinácii s LRP/MVP, by mohla 

prispieť k určovaniu prognózy pacientov s NSCLC. Tieto výsledky je však nutné overiť 

v ďalšìch štúdiách.  

 

Kľúčové slová: nemalobunkový karcinóm pľúc (NSCLC), mnohopočetná lieková rezistencia 

(MDR), nádorové kmeňové bunky (CSC), mikroRNA (miRNA) 

Nepublikované výsledky 
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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 



5 

 

play an important role in the tumours formation and development and they are probably 

associated with response to the therapy. Based on information obtained from available 

literature, we decided to measure the relative expression levels of selected miRNAs (miR-21, 

miR-126, miR-205 and miR-23b) compared to non-tumour controls. These miRNAs were 

originally proposed to be prognostic and diagnostic markers in different types of solid 

tumours, including lung cancer. Results of our studies prove their importance for patients with 

NSCLC. 

The expression level of miR-205 was significantly increased in patients with 

squamous cell carcinoma compared to other histological subtypes. Therefore, miR-205 seems 

to be an appropriate biomarker for distinguishing histological subtypes in cases where is not 

possible to set appropriate diagnosis by common immunohistochemical markers. To the best 

of our knowledge, we are the first, who have found out that miR-23b is predominantly 

downregulated in patients with NSCLC, suggesting its role as tumour suppressor. We also 

observed that overexpression of miR-23b has been associated with better patient survival. 

According to our model for assessing the risk of cancer-related death and relapse of disease, 

the risks for patient with downregulation of miR-23b increase with increasing expression  

of LRP/MVP (protein associated with MDR). On the other hand, these risks decrease with 

increasing level of miR-23b.  

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. It was also found out that molecule of miR-205 could serve as a useful 

diagnostic marker and miR-23b, particularly in combination with the LRP/MVP, could 

contribute to the determination of the prognosis of NSCLC patients. These results need  

to be validated in further studies. 

 

Key words: non-small cell lung cancer (NSCLC), multidrug resistance (MDR), cancer stem 

cell (CSC), microRNA (miRNA) 

Nepublikované výsledky 
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1 ÚVOD 

 

Nádorové ochorenia v súčasnosti predstavujú celospoločenský problém. Vďaka  

ich stúpajúcej incidencii je vyvìjaná obrovská snaha pomôcť takto trpiacim pacientom. 

V terapii solidných nádorov sa hľadajú nové moţnosti vylepšenia diagnostiky, sledovania 

pacientov a účinnosti terapie, a samozrejme, i nové liečivá. 

Kvalitná diagnostika umoţňuje určiť konkrétny typ rakoviny, čo je podmienkou  

pre správny výber vhodného terapeutického reţimu. Účinná terapia skvalitňuje a predlţuje 

ţivot pacienta, a v niektorých prìpadoch ho dokonca aj celkom zachráni. U niektorých 

pacientov však po určitom čase dôjde k relapsu ochorenia – hovorìme, ţe nádor sa stal 

rezistentný na danú terapiu. V prìpade, ţe nemáme k dispozìcii inú účinnú terapiu, pacient 

ochoreniu podľahne. 

Na to, aby sme mohli sledovať vývoj a rast nádoru, účinnosť terapie a následný vznik 

rezistencie, potrebujeme poznať faktory, ktoré nám to umoţnia. Označujú sa ako  

tzv. biomarkery. Diagnostické markery slúţia k presnej typizácii nádorov. Prognostické 

markery hovoria, ako sa bude ochorenie ďalej vyvìjať. Prediktìvne markery predpovedajú 

odpoveď pacienta na určitú terapiu.  

V biológii sú najčastejšie pouţìvané dva typy biomarkerov: proteìnové a genetické. 

Ako proteìnové markery sú označované rôzne molekuly (napr. enzýmy, štruktúrne 

a transportné proteìny, receptory alebo povrchové molekuly charakterizujúce jednotlivé 

bunkové typy). Medzi genetické markery zaraďujeme napr. informácie o sekvencii DNA.  

V súčasnosti zaznamenal veľký rozmach výskum na poli nekódujúcich RNA. V rámci 

tejto rôznorodej skupiny molekúl sa ako vhodné biomarkery javia hlavne mikroRNA 

(miRNA). Ich funkciou je regulácia hladìn proteìnov v bunkách, vďaka čomu sú tieţ 

navrhnuté za kandidátne molekuly pre vyuţitie v cielenej terapii. Po určenì molekulárneho 

profilu pacienta by teda bolo moţné „ušiť mu terapiu na mieru“, a tým mu zachrániť jeho 

ţivot.  

V tejto práci som sa zamerala na vyhľadávanie a identifikáciu nových markerov 

u pacientov s nemalobunkovým karcinómom pľúc. Ak by sa ich podarilo zaviesť do praxe, 

bolo by moţné roztriediť pacientov do jednotlivých skupìn, a tak vybrať vhodný liečebný 

reţim, ktorý by umoţnil predìsť vzniku liekovej rezistencie.  
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2 SÚČASNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY 

 

2.1  NEMALOBUNKOVÝ KARCINÓM PĽÚC  

 

Karcinóm pľúc je najčastejšou prìčinou úmrtia na rakovinu vo svete i u nás [1, 2]. 

Základom pre výber vhodnej liečby je určenie presného histologického podtypu. V klinickej 

praxi sa ešte stále pouţìva rozdelenie na dva základné typy, a to malobunkový (SCLC) 

a nemalobunkový karcinóm pľúc (NSCLC) [3]. NSCLC sa vyskytuje častejšie, predstavuje 

pribliţne 80-85% prìpadov karcinómov pľúc [4]. V závislosti od prìslušnosti karcinómu  

do jednej z týchto dvoch skupìn bola pacientom podávaná prìslušná terapia. Pacienti so SCLC 

sú v prvých mesiacoch obzvlášť citlivý ako na rádio-, tak aj na chemoterapiu, no po krátkom 

čase dochádza k relapsu ochorenia a k šìreniu metastáz zaloţených uţ v skorých štádiách 

ochorenia. U pacientov s NSCLC má rádio- a chemoterapia niţšiu účinnosť [5]. 

V nedávnej dobe spôsobila revolúciu v liečbe rakoviny tzv. biologická (cielená) 

liečba. V prìpade NSCLC sa vyuţìvajú buď monoklonálne protilátky alebo nìzkomolekulárne 

tyrozìn-kinázové inhibìtory [6]. Táto liečba je drahá a účinná iba u určitej skupiny pacientov. 

Na ich identifikáciu je nutná presnejšia klasifikácia nádorov do jednotlivých podtypov.  

2.1.1 KLASIFIKÁCIA NSCLC 

 

Do skupiny NSCLC sa zaraďujú tieto histologické podtypy: skvamózny 

(spinocelulárny) karcinóm (SCC), adenokarcinóm (ADC), veľkobunkový karcinóm (LCC), 

adenoskvamózny karcinóm a sarkomatoidný karcinóm [7].  

Navyše, podľa svetovej zdravotnìckej organizácie (WHO), sa pre presnú typizáciu 

nádoru vyuţìva stanovenie stupňa („grading“) a štádia („staging“) ochorenia [8].  

 

„Grading“ 

 

„Grading“ určuje stupeň diferenciácie nádoru a má prognostický význam. Rozoznáva sa: 

G1 – dobre diferencovaný  

G2 – stredne diferencovaný 

G3 – zle diferencovaný 

G4 – nediferencovaný [8] 
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„Staging „ 

 

„Staging“ určuje štádium ochorenia na základe tzv. TNM klasifikácie. „T“ označuje 

veľkosť nádoru, „N“ postihnutie lymfatických uzlìn a „M“ prìtomnosť/neprìtomnosť 

vzdialených metastáz (Tab. 1) [4]. Podľa parametrov TNM vyjadrujúcich rozsah ochorenia  

sú jednoznačne definované klinické štádiá ochorenia (Tab. 2). Tieto sú rozhodujúce  

pre následnú liečbu (chirurgická terapia/rádioterapia/chemoterapia) [3, 9]. 

 

Tx Pozitìvna iba cytológia 

T1 Nádor ≤ 3 cm 

  T1a Nádor ≤ 2 cm 

  T1b Nádor > 2-3 cm 

T2 
Nádor v hlavnom bronchu ≥ 2 cm od kariny, invadujúci do viscerálnej pleury, 

parciálna atelektáza 

  T2a Nádor > 3-5 cm 

  T2b Nádor > 5-7 cm 

T3 

Nádor > 7 cm; postihuje hrudnú stenu, bránicu, perikard, mediastinálnu pleuru, 

hlavný bronchus < 2 cm od kariny, kompletná atelektáza, satelitný(é) nodulus(y) 

v tom istom laloku 

T4 
Postihnutie mediastina, srdca, veľkých ciev, kariny, trachey, paţeráka, stavcov; 

satelitný(é) nádorový(é) nodulus(y) v inom ipsilaterálnom laloku 

N1 Uzliny ipsilaterálne peribronchiálne, ipsilaterálne hilové 

N2 Uzliny subkarinálne, ipsilaterálne mediastinálne 

N3 Uzliny kontralaterálne mediastinálne alebo hilové, skalenové alebo supraklavikulárne 

M1 Vzdialené metastázy 

  M1a 
Samostatný(é) nádorový(é) nodulus(y) v kontralaterálnom laloku; pleurálne noduly 

alebo malìgny pleurálny alebo perikardiálny výpotok 

  M1b Vzdialené metastázy 

 

Tab. 1: TNM klasifikácia [4]. 

T – tumor, N – lymfatické uzliny, M – metastázy.  
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Okultný karcinóm TX N0 M0 

Štádium 0 Tis N0 M0 

Štádium IA T1a, b N0 M0 

Štádium IB T2a N0 M0 

Štádium IIA T2a N0 M0 

 T1a, b N1 M0 

 T2a N1 M0 

Štádium IIB T2b N1 M0 

 T3 N0 M0 

Štádium IIIA T1a, b, T2a, b N2 M0 

 T3 N1, N2 M0 

 T4 N0, N1 M0 

Štádium IIIB T4 N2 M0 

 Akékoľvek T N3 M0 

Štádium IV Akékoľvek T Akékoľvek N M1 

 

Tab. 2: Klinické štádiá [4]. 

T – tumor, N – lymfatické uzliny, M – metastázy.  

 

2.1.2 LIEČBA NSCLC 

 

Na základe prìslušnosti pacientov s NSCLC do jednotlivých klinických štádiì  

sa rozhoduje o následnej terapii. U pacientov v klinických štádiách I a II je primárne 

indikovaná chirurgická resekcia nádoru s moţnou následnou chemo- a rádioterapiou. 

Pacientom v klinickom štádiu IIIA sa, navyše, pred operáciou zvykne podávať neoadjuvantná 

liečba. Pacienti v klinickom štádiu IIIB dostávajú primárne chemoterapiu kombinovanú 

s rádioterapiou, chirurgické odstránenie nádoru býva indikované len vo výnimočných 

prìpadoch. Pacientom s generalizovaným NSCLC v štádiu IV býva na základe ich klinického 

stavu podávaná rádio- a/alebo chemoterapia, avšak vo väčšine prìpadov iba ako paliatìvna 

metóda zmierňujúca symptómy ochorenia. Okrem spomìnaných klasických liečebných 

postupov sa v súčasnosti rozšìrilo pouţìvanie tzv. biologickej liečby [3, 5, 9].  
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Klasické chemoterapeutiká sú toxické látky účinkujúce systémovo na celý 

organizmus. Ich toxicita pre nenádorové bunky zaprìčiňuje vznik neprìjemných, a často 

i nebezpečných vedľajšìch účinkov (napr. vypadávanie vlasov, zvracanie, hnačky, krvácanie, 

trombóza). Práve z tohto dôvodu sú vyvìjané stále nové chemoterapeutiká s vysokým 

účinkom a menšìmi neţiadúcimi účinkami. V súčasnosti sa pre liečbu NSCLC pouţìvajú 

látky radené do tretej generácie liečiv. Tieto poškodzujú DNA (cisplatina, karboplatina), 

zabraňujú syntéze nukleových kyselìn (gemcitabin) alebo pôsobia ako mikrotubulárne jedy 

(paklitaxel, docetaxel, vinorelbin) [2, 10, 11]. 

Za štvrtú generáciu liečiv sa povaţuje tzv. biologická liečba, ktorá, na rozdiel  

od klasickej chemoterapie, neúčinkuje systémovo, ale jej účinok je namierený priamo proti 

nádorovým bunkám charakterizovaným prìtomnosťou molekuly, proti ktorej je táto liečba 

cielená. V prìpade NSCLC sa vyuţìvajú nìzkomolekulárne inhibìtory tyrozìn-kinázových 

receptorov (RTK) erlotinib (Tarceva), gefitinib (Iressa) a crizotinib (Xalkori), alebo 

monoklonálna protilátka bevacizumab (Avastin). Erlotinib a gefitinib inhibujú aktivovaný 

EGFR (receptor pre epidermálny rastový faktor), crizotinib je účinný u pacientov 

s chromozomálnymi prestavbami spojenými s translokáciou EML4-ALK (proteìn podobný 

proteìnu asociovanému s mikrotubulmi ostnantokoţcov 4 – kináza anaplastického lymfómu) 

a zabraňujú tak proliferácii nádorových buniek. Bevacizumab inaktivuje VEGF (vaskulárny 

endotelový rastový faktor), čìm blokuje angiogenézu [2, 6, 11].  

Spomìnaná terapia je veľmi efektìvna, avšak postupom času, vo väčšine prìpadov 

NSCLC, prestane účinkovať. Jav, kedy pacient neodpovedá na podávané liečivá s rôznymi 

mechanizmami účinku sa označuje ako mnohopočetná lieková rezistencia (MDR). Práve 

výskyt MDR je hlavnou prìčinou zlyhania terapie s následným úmrtìm pacientov s NSCLC 

[12].  

 

2.2 MNOHOPOČETNÁ LIEKOVÁ REZISTENCIA  

 

Jedným z najväčšìch problémov pri liečbe NSCLC je často pozorovaná MDR. Preto  

sú vyvìjané snahy o čo najskoršiu detekciu tohto javu, aby sa zabránilo úplnému zlyhaniu 

dostupnej terapie. Môţe byť primárna (prirodzená) alebo sekundárna (zìskaná v priebehu 

liečby) [12, 13].  
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MDR je zaprìčinená viacerými mechanizmami podieľajúcimi sa na transporte liečiv, 

na ich metabolizme, na podpore proliferácie, na zabraňovanì apoptózy, na opravách 

poškodenej DNA, atď. (Obr. 1) [13]. Určité mechanizmy MDR bývajú aktivované  

vo zvýšenej miere u tzv. nádorových kmeňových buniek (CSC), označovaných tieţ ako bunky 

preţìvajúce liečbu (DSC). Majú nezastupiteľný význam v procesoch karcinogenézy, 

metastázovania, a tieţ v MDR [14, 15].  

 

 

 

Obr. 1: Schématické znázornenie prìkladov mechanizmov liekovej rezistencie [16]. 

P-gp – P-glykoproteìn, MRP – proteìn mnohopočetnej liekovej rezistencie 1, LRP/MVP – proteìn 

spojený s rezistenciou pľúc/veľký “vault” protein, BCRP – proteìn spojený s rezistenciou karcinómu 

prsnìka, BCL2 – B-bunkový lymfóm 2, BAX/BAK – X proteìn asociovaný s BCL2/homológ 

antagonistu/zabijaka BCL2, TOPOII – topoizomeráza typ II. 
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2.2.1 TRANSPORT LIEČIV 

 

Pri podávanì akýchkoľvek liečiv je najdôleţitejšie zabezpečiť ich dostupnosť  

pre bunky, ktorým je toto liečivo určené. Najjednoduchšou a najrýchlejšou cestou je krvné 

riečisko, preto sa väčšina chemoterapeutìk podáva intravenózne. Tento spôsob zabezpečì 

transport liečiva do celého tela, čìm je zaručené, ţe určitá dávka bude poskytnutá  

aj nádorovým bunkám. Z dôvodu vychytávania liečiv plazmatickými proteìnmi  

(napr. albumìny, glykoproteìny a lipoproteìny), ako aj zdravými bunkami, je nutné podávať 

vyššie neţ účinné dávky chemoterapeutìk. Ak dôjde k aktivácii mechanizmov MDR,  

je potrebné dávku dokonca eskalovať. Následkom býva zvýšená toxicita chemoterapie. Preto 

je treba jednotlivé dávky prispôsobovať stavu pacientov a v prìpadoch, kedy by podaná dávka 

mohla ohroziť ţivot pacienta, radšej sa jej vyhnúť [10, 17].  

Transport liečiv do bunky závisì od ich polarity. Nepolárne zlúčeniny prechádzajú 

cytoplazmatickou membránou cez fosfolipidovú dvojvrstvu difúziou, polárne látky  

sú transportované pomocou kanálových prenášačov [18]. Bunka má však k dispozìcii  

aj proteìny podieľajúce sa na transporte liečiv a xenobiotìk z bunky von. Medzi hlavné 

transportéry podieľajúce sa na MDR u NSCLC patria ABC (ATP-väzobná kazeta) 

transportéry P-glykoproteìn (P-gp), proteìn mnohopočetnej liekovej rezistencie 1 (MRP) 

a proteìn spojený s rezistenciou pľúc/veľký “vault” protein (LRP/MVP) [12, 13, 19].  

 

P-glykoproteín (P-gp) 

 

 P-gp, označovaný tieţ ako MDR1 proteìn, je zodpovedný za vznik tzv. typickej MDR, 

ktorá, na rozdiel od atypickej MDR, zahŕňa aj rezistenciu na vinca alkaloidy (vinorelbin) [12, 

20]. Názov P-gp je odvodený od jeho pôvodne predpokladanej funkcie, a to zvýšenia 

permeability bunkovej membrány (P) [21]. Patrì do rodiny ABC-transportérových proteìnov 

podieľajúcich sa na aktìvnom transporte látok cez membránu [22]. 

P-gp o molekulovej hmotnosti 170 kDa je  kódovaný génom ABCB1, lokalizovaným 

na chromozóme 7 (7q21.12) [21, 23]. Je zloţený z dvoch homológnych jednotiek tvorených 

transmembránovou doménou (TMD) so šiestimi α-helixami a doménou viaţúcou nukleotidy 

(NBD) (ABC doména), ktoré sú navzájom spojené tzv. spojovačom (obr. 2).  

V cytoplazmatickej membráne vytvára kanály (póry), ktorými sú z bunky exportované 

hydrofóbne, pozitìvne nabité alebo neutrálne liečivá a xenobiotiká. Okrem transportu 
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spomìnaných exogénnych látok sa P-gp podieľa aj na transporte endogénnych lipidov,  

na regulácii apoptózy a diferenciácie, a na imunitnej odpovedi [12, 24-27]. 

 

 

 

Obr. 2: Znázornenie štruktúry P-gp [28]. 

NBD – doména viaţúca nukleotidy. 

 

Prirodzene je P-gp exprimovaný v miestach, ktoré bývajú vystavené prìtomnosti liečiv 

a xenobiotìk. V črevnom a pľúcnom epiteli limituje absorpciu týchto látok do krvi, podieľa  

sa na ich vylučovanì z krvi (v pečeni do ţlče a v obličkách do moču), a tieţ ako súčasť 

hemato-encefalickej bariéry zabraňuje ich penetrácii do centrálneho nervového systému 

(CNS). Rovnako býva exprimovaný v placente, kde sa podieľa na ochrane plodu pred toxìnmi 

[29-31]. Jeho expresia bola detegovaná aj v rôznych nádoroch, napr. v karcinómoch čreva, 

pľúc, pankreasu, pečene, obličiek, a tieţ v hematologických malignitách [12, 32, 33]. 

Liečivá vyuţìvané v terapii NSCLC, ktoré sú exportované z nádorových buniek 

pomocou P-gp, sú paklitaxel, docetaxel, vinorelbin a gefitinib [34, 35]. V súčasnosti sú známe 

aj inhibìtory P-gp, ktoré sú schopné senzitizovať k chemoterapii bunky exprimujúce P-gp. 

Najznámejšie sú cyklosporìn A (CsA), verapamil, chinìn a chinidìn. Ich pouţitie však býva 

spojené so zvýšenou toxicitou, a preto sa vyvìjajú nové generácie ich derivátov, ktorých 

kombinácia s chemoterapeutikami pacientom prinesie poţadovaný účinok bez zvýšeného 

rizika intoxikácie [35, 36]. 
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MRP 

 

 Rovnako ako P-gp, aj MRP patrì do rodiny tzv. ABC-transportérových proteìnov.  

Je kódovaný génom ABCC1 lokalizovaným na chromozóme 16 (16p13.1) [37]. Exprimovaný 

190 kDa proteìn vytvára v membráne póry, a podobne ako P-gp, je zloţený z dvoch TMD  

so šiestimi α-helixami a z dvoch ABC domén vzájomne spojených tzv. spojovačom.  

Na rozdiel od neho má však na N-konci ďalšiu doménu tvorenú piatimi α-helixami  

(N-terminálna doména) (obr. 3) [38]. Slúţi ako jednosmerná ATP-dependentná pumpa, ktorá 

sa podieľa na transporte záporne nabitých zlúčenìn, hlavne glutatión-S-konjugátov [39]. 

 

 

 

Obr. 3: Znázornenie štruktúry MRP [28]. 

NBD – doména viaţúca nukleotidy. 

 

 Prirodzene je MRP exprimovaný hlavne v pľúcach, čreve, nadobličkách, svaloch, 

semennìkoch, placente, a je tieţ súčasťou hemato-encefalickej bariéry [40, 41], čo dokladá 

jeho významnú úlohu pri ochrane buniek pred exotoxìnmi. Medzi jeho substráty patria  

napr. leukotrién C4 (LTC4), steroidné hormóny, soli ţlčových kyselìn a aktivovaný aflatoxìn 

B1 [42- 44]. Jeho prìtomnosť bola detegovaná vo viacerých nádoroch, napr. v karcinómoch 

pľúc (NSCLC) či štìtnej ţľazy, v neuroblastómoch, a tieţ u rôznych foriem leukémiì [33, 45, 

46]. 
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 Z liečiv vyuţìvaných v terapii NSCLC sú pomocou MRP exportované vinorelbin 

a gefitinib [35]. Inhibìtory MRP sa v praxi nepouţìvajú, pretoţe ich podanie býva spojené 

s vysokou toxicitou [47]. 

 

LRP/MVP 

 

 Na rozdiel od predchádzajúcich proteìnov, LRP/MVP nepatrì medzi  

ABC-transportéry, a ani nevytvára v membránach póry. Má molekulovú hmotnosť 110 kDa  

a je kódovaný génom MVP leţiacim na chromozóme 16 (16p11.2) [48, 49]. LRP/MVP  

je hlavnou zloţkou subcelulárnych organel nazývaných „vaults“ (predstavuje viac neţ 70%). 

Vaults sú veľké ribonukleoproteìnové častice vytvárajúce dutú, súmernú organelu v tvare 

súdka o molekulovej hmotnosti 13 MDa (obr. 4) [50-52]. Sú lokalizované na jadrovej 

membráne a v jadrových póroch, kde sa zúčastňujú na transporte rôznych substrátov medzi 

jadrom a cytoplazmou [50, 53]. 

 

 

Obr. 4: Znázornenie otvárania častice „vault“. Pri nìzkom pH dochádza k neutralizácii 

acidických zvyškov na povrchu molekuly a k vzniku kladného náboja na rozhranì 

jednotlivých polovìc. Tým dôjde k „rozbaleniu“ častice a k vzniku tzv. kvetinovej štruktúry 

[54]. 

 

 Prirodzený výskyt LRP/MVP bol pozorovaný v tkanivách vystavených účinkom 

toxických látok a metabolitov, napr. v pľúcach, tráviacom trakte, obličkách a nadobličkách 
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[55, 56]. Býva tieţ exprimovaný v rôznych nádoroch, napr. v karcinómoch pľúc, čreva, 

obličiek, pankreasu a vaječnìkov, ako aj v niektorých hematologických malignitách [55, 57].  

 Vzhľadom na lokalizáciu LRP/MVP v bunkách sa predpokladá, ţe vaults častice  

sa podieľajú na exporte liečiv účinkujúcich v jadre. V prìpade chemoterapeutìk uţìvaných 

v liečbe NSCLC sa teda jedná hlavne o platinové deriváty poškodzujúce štruktúru DNA 

(cisplatina a karboplatina) [50, 58].  

 

2.2.2  NÁDOROVÉ KMEŇOVÉ BUNKY (CSC) 

 

V roku 1994 bola prvýkrát pozorovaná existencia buniek, ktoré sú schopné iniciovať 

vznik leukémie [59]. Dá sa povedať, ţe vtedy sa začala éra štúdia kmeňových buniek 

v nádoroch.  V súčasnosti uţ prevláda názor, ţe nádory vznikajú z nádorových kmeňových 

buniek, ktoré majú podobné vlastnosti ako progenitorové bunky. Konkrétne sa jedná  

o ich schopnosť diferenciácie a sebaobnovy, majú neobmedzený proliferačný potenciál, 

a taktieţ majú aktivované mechanizmy podieľajúce sa na detoxikácii buniek (napr. únik 

apoptóze, opravy poškodenej DNA (DDR), či prirodzená expresia efluxných transportérov). 

Vďaka týmto vlastnostiam, a tieţ vďaka ich existencii v dormantnom stave, sú CSC chránené 

pred účinkami vyuţìvanej protinádorovej terapie, ktorá je primárne zameraná proti rýchlo  

sa deliacim bunkám [60]. Ďalšìm mechanizmom, ktorý CSC vyuţìvajú ako ochranu voči 

účinkom protinádorovej terapie, je produkcia rastových a angiogénnych faktorov. 

Angiogenéza a tvorba metastáz sú, aspoň z časti, riadené nikou [61]. Rádioterapia modifikuje 

nádorovú niku, čo vedie k zvýšeniu expresie alebo k aktivácii mnohých anti-apoptotických 

proteìnov, pro-zápalových cytokìnov, či faktorov podporujúcich rast nádoru [62]. Vďaka 

zmenám niky za hypoxických podmienok, ktoré bývajú indukované ako rádioterapiou,  

tak aj chemoterapiou, dochádza v CSC k aktivácii signálnej dráhy HIF1 a k zvýšenej expresii 

VEGFR. Dochádza k stimulácii proliferácie a angiogenézy, čo týmto bunkám umoţňuje 

preţiť. Preto bývajú označované aj ako bunky preţìvajúce liečbu (DSC) [14, 63].  

V CSC sú aktivované signálne dráhy charakteristické pre kmeňové bunky, ako sú 

napr. Wnt, Notch a Hedgehog. Ich aktivácia vedie k expresii génov zodpovedných za rast, 

sebaobnovu, apoptózu, rezistenciu, metastázovanie, diferenciáciu či dediferenciáciu buniek 

(Obr. 5). Okrem toho, ţe tieto dráhy navzájom spolupracujú, a tak zabezpečujú udrţovanie 

fenotypu CSC, sú tieţ prepojené s ďalšìmi signálnymi dráhami podporujúcimi proliferáciu 

a únik apoptóze. Tým napomáhajú odolávaniu účinkom protinádorovej terapie [15]. 
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Obr. 5: Schématické znázornenie aktivácie diferenciačných signálnych dráh Wnt, Hedgehog 

a Notch. Wnt – kanonická dráha je aktivovaná po naviazanì Wnt ligandov na receptor Fz 

a ko-receptor LRP5/6. Dochádza k fosforylácii Dsh, čo vedie k inaktivácii deštrukčného 

komplexu β-Cat, zloţeného z Axinu, APC a  GSK3β. β-Cat je translokovaný do jadra, kde  

po asociácii s transkripčnými faktormi riadi transkripciu cieľových génov. V neprìtomnosti 

Wnt ligandov GSK3β fosforyluje β-Cat, čìm ho predurčuje k ubiquitinylácii, a teda  

k následnej degradácii v proteazóme. Hedgehog – PTC inhibuje aktivitu SMO. Po naviazanì 

HH ligandu je táto inhibìcia zrušená a SMO riadi uvoľnenie transkripčných faktorov Gli, 

ktoré po translokácii do jadra riadia transkripciu cieľových génov. Notch – po interakcii 

Notch receptora s ligandami Delta/Jagged dochádza k odštiepeniu intracelulárnej domény 

NICD, ktorá je endocytózou transportovaná do jadra. Tu NICD asociuje s transkripčnými 

faktormi a dochádza k transkripcii cieľových génov [64]. 

Fz – frizzled, LRP5/6 – lipoproteìny podobné receptoru o nìzkej denzite 5 a 6, Dsh – dishevelled, 

GSK3β – glykogén syntáza kináza-3β, APC – adenomatózna polypóza čreva, β-Cat – β-katenìn, HH – 

hedgehog, PTC – patched, SMO – smoothened, NICD – intracelulárna doména Notch. 



21 

 

 Identifikácia CSC v nádoroch je moţná vďaka expresii tzv. markerov kmeňových 

buniek. Vhodným markerom na detekciu CSC v nádoroch sa zdá byť molekula CD133, ktorej 

prìtomnosť bola zistená na membránach ako normálnych, tak aj nádorových kmeňových 

buniek. Býva tieţ označovaná ako AC133 alebo Prominin 1, a je kódovaná génom PROM1  

na chromozóme 4 (4p15.32) (http://www.genecards.org). Expresia tohto povrchového 

antigénu, člena rodiny pentaspanových membránových proteìnov, bola prvýkrát pozorovaná 

v hematopoetických kmeňových bunkách [65], neskôr i v solidných nádoroch (napr. v mozgu, 

pečeni, pankrease, obličkách, hrubom čreve, prostate, pľúcach či melanómoch) [66-73]. 

CD133
+
 bunky majú aktivované dráhy zodpovedné za sebaobnovu a diferenciáciu, podporujú 

neovaskularizáciu, a po oţiarenì aktivujú DDR mechanizmy zodpovedné za rádiorezistenciu 

[69, 72, 74, 75].  

V NSCLC bola pozorovaná rôzna frekvencia výskytu CD133
+
 buniek (0,3 – 22%). 

Zistilo sa však, ţe nie všetky CD133
+
 bunky majú schopnosť vyvolať vznik nádoru [76], 

a preto je nutné sledovať spoločnú expresiu viacerých markerov CSC.  

Kvôli častému metastázovaniu NSCLC do mozgu sa ako ďalšì vhodný marker CSC 

javì Nestin, ktorého spoločná expresia s CD133 je charakteristická pre CSC nádorov mozgu 

[77].   

Intermediálny filament Nestin je kódovaný génom NES, lokalizovaným  

na chromozóme 1 (1q23.1) (http://www.genecards.org). Je zapojený do proliferácie, 

bunkového delenia a transportu látok v cytoplazme. Nestin je exprimovaný v kmeňových  

a v prekurzorových bunkách vyvìjajúcich sa a regenerujúcich sa tkanìv  

(napr. v neuroepitelových kmeňových bunkách a v endotelových bunkách novo-vznikajúcich 

ciev, v semennìkoch) [78, 79], ako aj v mnohých nádoroch (napr. v gliómoch, 

melanómoch, gastro-intestinálnych stromálnych nádoroch a pľúcach) [80, 81]. Expresia 

Nestinu koreluje s agresivitou a metastatickým potenciálom nádorov, a tieţ býva spájaná 

s vlastnosťami charakteristickými pre kmeňové bunky („stemness“) [80-82]. 

V diferencovaných bunkách býva Nestin spravidla nahradený Vimentinom alebo v gliálnych 

bunkách GFAP (kyslým gliálnym fibrilárnym proteìnom) [83].  

Spoločná expresia CD133 a Nestinu v CSC pacientov s glioblastómom bola 

pozorovaná hlavne v blìzkosti kapilár. Endotelové bunky s týmito CD133
+
/Nestin

+
 bunkami 

selektìvne interagujú a dodávajú im faktory, ktoré im umoţňujú sebaobnovu a udrţovanie 

v nediferencovanom stave [84].  



22 

 

Prìtomnosť CSC v nádoroch je teda jedným z mechanizmov MDR. Na základe ich 

schopnosti chrániť sa pred účinkami protinádorovej terapie pomocou prirodzene aktivovaných 

mechanizmov MDR je zaistené ich preţitie i po podanì „účinnej“ (nádor zmenšujúcej) terapii. 

Vďaka ich klonogénnemu potenciálu však na opätovný rast nádoru stačì veľmi malá 

populácia CSC, ktoré môţu dať vzniknúť ešte agresìvnejšiemu, a na terapiu rezistentnejšiemu 

nádoru. Preto sa testujú liečivá schopné zacieliť CSC, napr. tariquidar (cieli MDR proteìn),  

iniparib (cieli PARP) alebo GV1001 (inhibuje telomerázu) [85]. 

 

2.3 MIKRORNA   

 

Od objavu DNA sa verilo, ţe všetko, čo sa v ţivote organizmu udeje, je zakódované 

v jej štruktúre. Relatìvne nedávno sa však zistilo, ţe toto tvrdenie neplatì, pretoţe gény 

kódujúce proteìny (funkčné jednotky buniek, a teda i organizmu) zaberajú menej neţ 2% 

genómu. Predpokladalo sa, ţe zvyšných takmer 99% genómu slúţi ako tzv. balastná DNA. 

Postupom času sa však zistilo, ţe i nekódujúce oblasti majú svoju funkciu. Boli objavené 

rôzne regulačné oblasti, ako promotory alebo enhancery, a tieţ gény pre nekódujúce RNA 

molekuly. Tieto poznatky dali nový smer výskumu ľudského genómu a na ich základe bolo 

ustanovené konzorcium ENCODE (encyklopédia DNA elementov). Výsledky tohto projektu 

ukazujú, ţe viac neţ 80% genómu má nejakú biochemickú funkciu, a ţe pribliţne 62% 

genómu predstavujú oblasti s RNA aktivitou [86]. V súčasnosti sú jednými 

z najštudovanejšìch nekódujúcich RNA molekúl práve mikroRNA (miRNA). Informácie 

o nich sú zhrnuté v najpouţìvanejšej databáze miRBase. Posledná verzia miRBase 21, 

uvoľnená v júni 2014, sumarizuje dôleţité informácie o 35828 známych zrelých miRNA 

z 223 rôznych druhov organizmov. U človeka je zatiaľ známych 2588 zrelých miRNA, avšak 

ich počet neustále narastá (http://www.mirbase.org) [87].  

 

2.3.1  OBJAV MIKRORNA A RNA INTERFERENCIE 

 

Prvýkrát boli miRNA pozorované v roku 1993 v hlìstici Caenorhabditis elegans.  

Dr. Lee so spolupracovnìkmi identifikovali krátku RNA označenú lin-4, ktorá pomocou 

antisense RNA-RNA interakcie reguluje transláciu lin-14 [88]. Niekoľko rokov sa ale 

molekulám miRNA nevenovala pozornosť, aţ kým v roku 2000 nebola identifikovaná let-7, 
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prvá miRNA, ktorá má svoj homológ aj u človeka [89]. Odvtedy sa miRNA stali predmetom 

intenzìvneho skúmania. Zistilo sa, ţe miRNA majú nezastupiteľnú úlohu v regulácii 

biologických procesov, a tieţ, ţe sa podieľajú na vzniku a vývoji rôznych ochorenì. V roku 

2002 bola pozorovaná deregulácia miR-15 a miR-16 u chronickej myeloidnej leukémie (CLL) 

[90] a v roku 2005 bol onkogén RAS identifikovaný ako cieľ let-7 u karcinómov pľúc [91].  

Samotný princìp RNA interferencie (RNAi) popìsali v roku 1998 dr. Andrew Fire  

a dr. Craig Mello. Zistili, ţe dvojvláknová RNA (dsRNA) dokáţe na základe homológie 

interferovať s mediátorovou RNA (mRNA), čìm dôjde k inhibìcii translácie  

na post-transkripčnej úrovni [92].  

Objav miRNA a mechanizmu RNAi umoţnil zìskať nový pohľad na reguláciu génovej 

expresie a otvoril tak priestor pre ďalšie štúdium biologických procesov a rôznych ochorenì.  

 

2.3.2 BIOGENÉZA A FUNKCIA MIRNA 

 

Gény kódujúce miRNA leţia buď medzi génmi kódujúcimi proteìny (intergénové 

miRNA), alebo priamo v nich (intrónové a exónové miRNA) [93]. Sú transkribované RNA 

polymerázou II za vzniku primárneho transkriptu (pri-miRNA) dlhého niekoľko kb.  

Po pôsobenì mikroprocesorového komplexu Drosha, zloţeného z RNáza-III endonukleázy 

Drosha a z DiGeorge syndróm kritickej oblasti génu 8 (DGCR8), vzniká, vo forme vlásenky, 

pribliţne 70 nt dlhá prekurzorová miRNA (pre-miRNA). V prìpade mirtrónov (intrón 

predstavuje priamo sekvenciu pre-miRNA) môţe dochádzať k vynechaniu kroku spracovania 

pomocou mikroprocesoru Drosha tak, ţe pre-miRNA vznikajú priamo ako vedľajšì produkt 

zostrihu intrónov [94]. Táto pre-miRNA je potom komplexom Exportin-5/Ran-GTP 

transportovaná z jadra do cytoplazmy, kde prebieha jej štiepenie na dvojvláknovú RNA dlhú 

pribliţne 22 nt pomocou endonukleázy Dicer a jej ko-faktora TAR RNA väzobného proteìnu 

(TRBP). Následne je jedno vlákno miRNA (označované miRNA*) odbúrané, a druhé vlákno, 

tzv. zrelá miRNA, je zabudované do ribonukleoproteìnového RNA-indukovaného 

umlčovacieho komplexu (RISC). Tento komplex je zloţený z proteìnov rodiny Argonaut 

(AGO) a jeho úlohou je, na základe homológie so zabudovanou miRNA, rozpoznať 

komplementárne miesto väčšinou v 3´ netranslatovanej oblasti (3´ UTR) mRNA a nasadnúť 

naň. Následne dochádza buď k degradácii mRNA (v prìpade úplnej homológie s 3´ UTR 

koncom mRNA) alebo k zastaveniu translácie (v prìpade neúplnej homológie s 3´ UTR 

koncom mRNA) (Obr. 6) [88, 92, 95]. Vďaka tomu, ţe aktivácia RNAi mechanizmov 
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nevyţaduje kompletnú homológiu miRNA s 3´UTR koncom mRNA, môţe jedna miRNA 

cieliť niekoľko mRNA a naopak, jedna mRNA môţe byť cielená viacerými miRNA [96]. 

K tejto regulácii dochádza na post-transkripčnej úrovni, čo umoţňuje vysvetliť rozdielne 

hladiny mRNA a proteìnov v bunkách.   

 

Obr. 6: Schématické znázornenie biogenézy miRNA [97]. 

DGCR8 – DiGeorge syndróm kritickej oblasti génu 8. 

 

Vďaka schopnosti inhibovať transláciu mRNA mechanizmom RNAi sú miRNA 

významnými regulátormi expresie proteìnov. Sú zapojené do rôznych biologických procesov, 

ako napr. vývoj organizmu a diferenciácia buniek, proliferácia a apoptóza, ale taktieţ  

do vzniku a vývoja mnoţstva ochorenì. Medzi ne patrì aj rakovina. Oproti nenádorovým 
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tkanivám býva hladina miRNA v nádoroch zmenená [98, 99]. Kvôli tomu, a tieţ, keďţe 

vďaka svojej štruktúre sú miRNA pomerne stabilné molekuly, sú miRNA vhodnými 

kandidátmi na biomarkery. Vyuţitie miRNA ako nádorových biomarkerov sa testuje 

v rôznych biologických materiáloch, ako napr. v tkanivách zaliatych do parafìnu, v krvi,  

v sére, v spúte, v moči a v iných telesných tekutinách [100-106].  

  

2.3.3 ÚLOHA MIRNA V NÁDOROCH 

 

Nádory sú výsledkom nekontrolovanej proliferácie a preţìvania poškodených buniek. 

Počas karcinogenézy dochádza k inaktivácii tumor-supresorových (TS) génov a k aktivácii 

onkogénov. Bolo dokázané, ţe charakter TS (negatìvna regulácia onkogénov) 

a/alebo onkogénov (negatìvna regulácia TS) majú aj miRNA [99].  

Prvýkrát bola tumor-supresorová úloha miRNA pozorovaná u pacientov s CLL. 

Jednalo sa o častú deléciu lokusu 13q14, v ktorom sú lokalizované gény pre miR-15a  

a miR-16 [90]. Tieto miRNA cielia, okrem iného, anti-apoptotický proteìn BCL2, a teda  

ich strata alebo znìţená expresia vedú k zvýšenému preţìvaniu nádorových buniek [107]. 

Ďalšìmi miRNA, ktorých hladiny bývajú v nádoroch často znìţené, sú miRNA patriace  

do rodiny let-7. Ich gény sú lokalizované vo fragilných miestach chromozómov, ktoré bývajú 

v nádoroch (napr. nádory pľúc, prsnìkov, ováriì alebo krčka maternice) veľmi často 

deletované. Cielia rôzne onkogény, napr. RAS či Cyklìn D2 (CCND2) [91, 108]. 

Na rozdiel od TS miRNA, bývajú gény pre onkogénne miRNA lokalizované 

v oblastiach, ktoré bývajú buď transkribované onkogénnymi transkripčnými faktormi  

(napr. c-MYC a miR-155) [109], alebo sú v nádoroch často amplifikované (napr. lokus 

17q23.2 a miR-21) [110]. Cielia hlavne TS, ako napr. proteìn programovanej bunkovej smrti 4 

(PDCD4) [111] alebo tkanivové inhibìtory metaloproteináz (TIMP3) [112]. Zvýšená expresia 

miR-155 býva pozorovaná hlavne v lymfómoch, miR-21 takmer vo všetkých študovaných 

nádoroch (napr. nádory prsnìkov, hrubého čreva, ţalúdka, pankreasu, prostaty alebo pľúc) 

[113]. 

Niektoré miRNA sa správajú ako TS, ale zároveň aj ako onkogénny. Prìkladom  

sú miR-23b, miR-26a, rodina miR-29, či klaster miR-17-92. To, ako sa budú chovať, závisì 

od tkaniva, v ktorom sú exprimované, bunkového stimulu a štádia ochorenia. Tieto faktory 

pravdepodobne určia, či dané miRNA budú rakovinu potláčať alebo podporovať [114, 115].  
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Nezastupiteľnú úlohu majú miRNA aj v procesoch metastázovania. Môţu slúţiť ako 

aktivátory (napr. miR-10b, miR-373 a miR-520c) [116, 117] alebo supresory (napr. miR-335 

a miR-126) metastázovania [118]. MiR-23b cieli ako aktivátory, tak aj supresory 

metastázovania, a to v závislosti od toho, v akom tkanive je exprimovaná [119, 120]. Medzi 

ciele aktivátorov patria proteìny brániace vzniku metastáz (napr. Nischarin alebo povrchový 

receptor pre hyaluronan CD44) [117, 119], zatiaľ čo supresorové miRNA cielia proteìny 

zapojené do procesov metastázovania (napr. represor E-kadherìnu ZEB1, transkripčný faktor 

obsahujúci SRY-box (SOX4) alebo Tenascin C (TNC)) [118, 120]. 

Okrem uţ spomìnaných úloh, majú miRNA význam aj pri vzniku chemo- 

a rádiorezistencie. Podieľajú sa na aktivácii anti-apoptotických mechanizmov, na DDR,  

či na regulácii signálnych dráh charakteristických pre kmeňové bunky (Wnt, Notch, 

Hedgehog signalizácia) [121, 122].  

Vďaka takto širokému spektru pôsobenia miRNA je ich štúdium nevyhnutné  

pre pochopenie procesov prebiehajúcich v bunkách. Porozumenie mechanizmom ich účinku 

v nádoroch umoţnì aplikáciu miRNA do klinickej praxe. 

 

2.3.4 MIRNA AKO BIOMARKERY NSCLC 

 

Krátke molekuly miRNA sú oveľa stabilnejšie neţ mnoho proteìnov a mRNA. 

Unikajú dokonca aj endogénnej aktivite RNáz, a preto sú detegovateľné v telesných 

tekutinách. Zároveň je moţné ich sledovať i v parafìnových vzorkách, čo ich predurčuje 

k tomu, aby mohli byť vyuţìvané ako biomarkery [102, 123, 124]. 

V minulosti sa mnohì vedci pokúšali určiť histogenetický pôvod nádoru na základe 

expresného profilu mRNA, avšak tieto výsledky nebolo moţné aplikovať na všetky typy 

nádorov. Po objave miRNA sa zistilo, ţe kaţdý jeden nádor vykazuje unikátny miRNA profil, 

na základe ktorého je moţné nielen určiť histogenetický pôvod nádoru i v nediferencovaných 

a metastatických loţiskách, ale tieţ sa dajú rozlìšiť jednotlivé histologické podtypy [125, 

126].  

V prìpade NSCLC je nutné správne odlìšiť ADC od SCC, pretoţe v závislosti   

od prìslušnosti k daným histologickým podtypom pacienti odpovedajú na podávanú liečbu. 

V súčasnosti pouţìvané imunohistochemické markery nevykazujú vo všetkých prìpadoch 

jednoznačné výsledky. Zato ako veľmi sľubný marker, vyuţiteľný i v parafìnových vzorkách 
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a v peroperačných biopsách, sa ukazuje miR-205. Viaceré štúdie ukazujú, ţe hladina  

miR-205 je zvýšená u SCC, a naopak znìţená u ADC [127, 128]. 

Niektoré miRNA sa zdajú byť i vhodnými prognostickými markerami. Pacienti 

s NSCLC so znìţenou expresiou let-7, či zvýšenou expresiou miR-21, mali horšiu prognózu 

neţ ostatnì pacienti [100, 129]. Významnú úlohu v tom zohráva i fakt, ţe medzi ciele rodiny 

let-7 patrì skupina RAS proteìnov zodpovedných za nadmernú proliferáciu nádorových 

buniek [91], a ţe miR-21 negatìvne reguluje hladinu TS PTEN [130]. Okrem toho miR-21 

aktivuje dráhu RAS/MEK/ERK a inhibuje apoptózu. Takto aktivovaná EGFR signálna dráha 

ďalej zvyšuje expresiu miR-21, čìm sa zvýrazňuje jej pôsobenie v nádoroch pľúc [131, 132]. 

V štúdii dr. Markou bola zvýšená expresia miR-21 navrhnutá za nezávislý negatìvny 

prognostický faktor preţìvania pacientov s NSCLC [129].  

V poslednej dobe sa ako ďalšì sľubný prognostický marker javì miR-23b.  

Jej deregulácia bola pozorovaná vo viacerých nádoroch, kde v závislosti od typu tkaniva, 

býva jej zvýšená expresia spájaná buď s dobrou alebo s horšou prognózou. Konkrétne, 

pacienti so zvýšenou hladinou miR-23b v nádoroch prostaty, močového mechúra či štìtnej 

ţľazy mali lepšiu prognózu neţ pacienti so znìţenou hladinou miR-23b [120, 133, 134]. 

Naopak, pacienti so zvýšenou hladinou miR-23b v nádoroch obličiek, prsnìkov a pacienti 

s glioblastómom, mali prognózu horšiu neţ pacienti so znìţenou hladinou miR-23b [119, 135, 

136].  Jej úloha v nádoroch pľúc zatiaľ nebola študovaná. 

Okrem spomìnaných miRNA sú s preţìvanìm pacientov s NSCLC spájané i hladiny 

ďalšìch miRNA. Medzi nimi sú napr. zvýšená hladina klastra miR-17-92 inaktivujúceho 

proteìn retinoblastómu (pRB) [137], či znìţené hladiny miR-126 rozpoznávajúcej 3´ UTR 

VEGF mRNA [138] alebo rodiny miR-34 zapojenej do apoptózy v úlohe člena p53 dráhy 

aktivovanej v odpovedi na DDR a onkogénny stres [139]. 

Na základe expresie niektorých miRNA je moţné predpovedať odpoveď pacientov 

s NSCLC na terapiu. Bolo pozorované, ţe zvýšená hladina miR-135a je spojená s rezistenciou 

na paclitaxel [140], a ţe miR-181b a miR-497 dokáţu senzitizovať bunky A549 k účinkom 

cisplatiny vďaka redukcii hladiny anti-apoptotického proteìnu BCL2 [141, 142]. Tieto 

prìklady ukazujú, ţe miRNA zohrávajú úlohu v chemosenzitivite a v rezistencii, a tieţ,  

ţe dokáţu modulovať odpoveď na chemoterapiu.  

V súčasnosti je snahou vedcov nájsť biomarkery, ktoré by bolo moţné vyuţìvať 

i z neinvazìvne zìskaných vzoriek (krv alebo spútum pacientov s NSCLC). Bolo 

identifikovaných viacero miRNA, ktoré sa zdajú mať diagnostický, prognostický, či dokonca 
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prediktìvny význam (napr. miR-25, miR-1 alebo miR-152) [102, 143, 144]. Keďţe sú ale 

miRNA uvoľňované i z normálnych buniek, a  nie je objasnený mechanizmus ich transportu 

a preţìvania v telesných tekutinách, je nevyhnutné pokračovať vo výskume, ktorý by umoţnil 

ich uvedenie do klinickej praxe [145]. 

Na základe doterajšìch výskumov sa miRNA javia ako vhodné biomarkery  

pre identifikáciu rizikových skupìn, skorú diagnostiku, predpovedanie prognózy pacientov 

a ich odpovede na liečbu. Okrem toho sa zdá, ţe vďaka moţnosti regulácie hladìn miRNA 

môţu tieto molekuly nájsť uplatnenie i v samotnej terapii pacientov s NSCLC [106, 146].  

 

2.3.5 VYUŽITIE MIRNA V TERAPII NSCLC 

 

Terapeutický potenciál miRNA je daný ich významnou úlohou v nádoroch, a tieţ 

moţnosťou regulácie ich hladìn v biologických systémoch. Preto sa vedci sústreďujú  

na aplikáciu analógov TS-ových miRNA, resp. inhibìtorov onkogénnych miRNA, pacientom 

trpiacim rôznymi ochoreniami. Táto snaha je sprevádzaná viacerými problémami, z ktorých 

najvýznamnejšie sú nestabilita RNA molekúl, ich transport do cieľových orgánov/buniek,  

či aktivácia imunitnej odpovede alebo vysoká toxicita [147]. Preto sa vyvìjajú rôzne chemicky 

modifikované molekuly a ich transportné systémy. 

Ako najstabilnejšie a najmenej toxické RNA molekuly sa javia „anti-sense“ 

oligonukleotidy uzamknutých nukleových kyselìn (LNA), ktoré sú vďaka svojej štruktúre 

rezistentné voči endonukleázovej aktivite, vykazujú nìzku toxicitu a adekvátnu distribúciu 

v organizme [148, 149]. Okrem nich sa na inhibìciu miRNA vyuţìvajú i „antagomir“ [150],  

či špongie miR („miR sponges“) [151]. Na zvýšenie hladìn vybraných miRNA v bunkách  

sa vyuţìvajú napodobeniny miRNA („miRNA mimics“) [152] alebo expresné vektory 

miRNA [153]. Pre terapeutické vyuţitie sú najvhodnejšìmi inhibìtormi miRNA 

jednovláknové LNA „anti-miR“, zatiaľ čo najvyhovujúcejšìmi molekulami zvyšujúcimi 

hladiny miRNA sú dvojvláknové „miRNA mimics“ [147]. 

Prìjem modifikovaných i nemodifikovaných modulátorov miRNA je zabezpečený 

pomocou vìrusových alebo nevìrusových transportných systémov. Ako vìrusové vektory, 

ktoré kódujú „miRNA mimics“, sa vyuţìvajú napr. lentivìrusy [154], adenovìrusy [155] alebo 

adeno-asociované vìrusy [156]. Ich nevýhodou však je, ţe sú potenciálne imunogénne a môţu  
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buď aktivovať onkogény alebo inaktivovať TS gény [149]. Preto sa častejšie vyuţìvajú 

nevìrusové transportné systémy, ako lipozómy [157], biodegradovateľné polyméry [158] 

alebo atelokolagén [159]. 

Prvou miRNA spojenou so solidnými nádormi (konkrétne s NSCLC) je let-7, preto  

je pochopiteľné, ţe po zistenì jej znìţenej expresie v nádoroch a objasnenì jej TS-ovej 

funkcie, je navrhnuté jej terapeutické vyuţitie u pacientov s NSCLC. Bolo zistené,  

ţe intratracheálna, intranazálna i intratumorálna aplikácia let-7 zastavuje rast nádoru 

v pľúcach [154, 155, 160]. Podobné účinky malo aj systémové podanie ďalšej známej  

TS-ovej miRNA, a to miR-34a [161]. Intratumorálne podanie napodobeniny miR-145, okrem 

spomenutého zastavenia rastu nádoru, tieţ inhibovalo metastázovanie a zvýšilo citlivosť 

k chemo- a rádioterapii [158]. 

Cesta k vyuţitiu modulátorov miRNA na liečbu pacientov s NSCLC je ešte dlhá, ale 

neustále snahy vedcov o prekonanie prekáţok spojených s podávanìm RNA molekúl dávajú 

nádej, ţe čoskoro bude nájdený účinný a bezpečný spôsob liečby týmito látkami. Mnoho 

z nich sa v súčasnosti testuje na preklinickej úrovni, no nedávno prvé miRNA modulátory 

postúpili aj do klinických skúšok. Konkrétne sa jedná o inhibìtor LNA-anti-miR-122 

(Miravirsen, Santaris Pharma) na liečbu hepatitìdy C, ktorý postúpil do II. fázy klinických 

skúšok (http://clinicaltrials.gov; identifikátor NCT01200420), a prvý  protinádorový miRNA 

liek  „miR-34 mimic“ (MRX34, Mirna Therapeutics) na liečbu pacientov s hepatocelulárnym 

karcinómom, ktorý v aprìli 2013 vstúpil do I. fázy klinických skúšok (http://clinicaltrials.gov; 

identifikátor NCT01829971).  
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3  CIELE PRÁCE 

 

I. Identifikácia buniek nesúcich znaky nádorových kmeňových buniek v NSCLC  

na základe spoločnej expresie známych markerov kmeňových buniek CD133 

a Nestinu 

a) Prìprava tkanivových mikroerejì (TMA) z parafìnových bločkov pacientov  

s NSCLC 

b) Imunohistochemická detekcia CD133 a Nestinu v parafìnových rezoch z TMA  

c) Imunofluorescenčná detekcia spoločnej expresie CD133 a Nestinu 

v parafìnových rezoch z TMA 

d) Analýza preţìvania pacientov s NSCLC s ohľadom na expresiu CD133 

a Nestinu. 

 

II. Možná úloha vybraných miRNA ako biomarkerov NSCLC 

a) Prìprava TMA z parafìnových bločkov pacientov s NSCLC 

b) Imunohistochemická detekcia proteìnov P-gp, MRP a LRP/MVP 

v parafìnových rezoch z TMA  

c) Izolácia celkovej RNA, obohatenej o krátke RNA, z jednotlivých valčekov 

tkaniva zìskaných pomocou TMA techniky 

d) Stanovenie relatìvnej expresie vybraných miRNA  

e) Analýza preţìvania pacientov s NSCLC na základe expresie sledovaných 

proteìnov a miRNA, a určenie moţnej úlohy miRNA na poli nádorových 

biomarkerov 

f) Prìprava regresného modelu na hodnotenie rizìk pacientov s NSCLC 

 

Nepublikované údaje 
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4 MATERIÁL A METODIKA 

 

4.1 BIOLOGICKÝ MATERIÁL A CHARAKTERISTIKA PACIENTOV 

 

V rámci tejto práce boli pouţité fixované a do parafìnu zaliate (FFPE) vzorky 

pacientov s NSCLC, zìskané v rokoch 1996-2000 z 1. chirurgickej kliniky, a uchovávané 

v archìve Ústavu klinické a molekulárnì patologie, ktoré sú súčasťou Fakultnì nemocnice 

Olomouc (FN) a Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (LF UP). Ich pouţitie 

pre výskumné účely bolo schválené etickou komisiou FN a LF UP Olomouc. Kaţdá vzorka 

bola hodnotená podľa klasifikácie WHO nezávisle dvoma patológmi [4, 162]. Podľa 

doporučenia medzinárodnej organizácie pre štúdium nádorov pľúc (IASLC) bola v roku 2012 

vykonaná reklasifikácia vzoriek [163]. Z týchto vzoriek boli pripravené tkanivové mikroereje. 

V rámci štúdie zameranej na identifikáciu CSC, bol pre imunohistochemickú (IHC)  

a imunofluorescenčnú (IF) detekciu Nestinu a CD133 analyzovaný súbor 121 pacientov  

s NSCLC (95 muţov a 26 ţien), z toho 82 SCC a 39 ADC. Prognostický význam Nestinu bol 

sledovaný u 114 pacientov s NSCLC (92 muţov a 22 ţien), z toho 79 SCC a 35 ADC. 

Vybrané miRNA boli kvantifikované vo vzorkách od 62 pacientov (55 muţov a 7 ţien), 

z toho 26 SCC, 30 ADC a 6 LCC. Niekoľko pacientov podstúpilo chemoterapeutickú liečbu, 

väčšina z nich absolvovala liečbu derivátmi platiny v kombinácii s ďalšìmi 

chemoterapeutikami. Zvyšnì pacienti obdrţali kombinácie iných liečiv, napr. taxany, 

doxorubicin, či fluorouracyl. Vzorky od pacientov, u ktorých bol analyzovaný prognostický 

význam nestinu, boli odobraté pred začiatkom podávania chemoterapie (s výnimkou vzoriek 

mozgových metastáz). Charakteristika pacientov je zhrnutá v tabuľke 3. Klinicko-patologické 

parametre, ako čas do progresie (PFS) a celkové preţìvanie (OS) pacientov, boli sledované 

maximálne po dobu 175 mesiacov.  
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Charakteristika Podskupina 

Štúdia CD133  

+ Nestin 

Štúdia prognostického 

významu Nestinu 

Štúdia expresie 

miRNA 

Počet % Počet % Počet % 

Pohlavie 
Muţi 95 78,5 92 80,7 55 88,7 

Ţeny 26 21,5 22 19,3 7 11,3 

Vek v rokoch 
< 60 60 49,6 57 50 31 50 

≥ 60 61 50,4 57 50 31 50 

Histologický 

podtyp 

ADC 39 32,2 35 30,7 30 48,4 

SCC 82 67,8 79 69,3 26 41,9 

LCC 0 0 0 0 6 9,7 

Štádium 

I 29 24 31 27,2 13 21 

II 10 8,3 27 23,7 5 8,1 

IIIA 45 37,2 56 49,1 20 32,3 

IIIB 11 9,1 0 0 5 8,1 

IV 11 9,1 0 0 8 12,9 

Neurčené 15 12,4 0 0 11 17,7 

Metastázy  

v uzlinách 

Prìtomné 66 54,5 68 59,6 32 51,6 

Neprìtomné 55 45,5 46 40,4 30 48,4 

Vzdialené 

metastázy 

Prìtomné 33 27,3 35 30,7 20 32,3 

Neprìtomné 88 72,7 79 69,3 42 67,7 

Chemoterapia 

Áno 28 23,1 - - 22 35,5 

Nie 79 65,3 - - 31 50 

Neurčené 14 11,6 - - 9 14,5 

Celkom   121 100 114 100 62 100 

 

Tab. 3: Charakteristika pacientov v štúdiách CD133/Nestin, prognostický význam Nestinu 

a expresia miRNA. 

ADC – adenokarcinóm, SCC – spinocelulárny karcinóm, LCC – veľkobunkový karcinóm. 
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4.2  PRÍPRAVA TKANIVOVÝCH MIKROEREJÍ  

 

Tkanivové mikroereje (TMA) boli zkonštruované 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 ktorých boli do TMA vybrané valčeky 

tkaniva, boli označené patológom na mikroskopických preparátoch ofarbených základným 

farbenìm hematoxylìn-eozìn. Zvlášť bola vyznačená nádorová časť, a zvlášť nenádorová. 

Z kaţdej vyznačenej oblasti donorového bloku boli od kaţdého pacienta zobrané 2 valčeky 

tkaniva o priemere 2 mm a prenesené do čistého, recipientného parafìnového bloku, podľa 

vopred zadaných koordinát. Pre kontrolu boli do recipientých blokov zabudované 

i nenádorové oblasti, a pre určenie správnej orientácie rezu pri vyhodnocovanì boli vyuţité 

valčeky tkanìv iných, neţ pľúca (lymfatická uzlina, slezina, pečeň, oblička a srdce). Aby sa 

novo-vloţené valčeky tkanìv spojili s parafìnom z recipientných blokov, boli takto pripravené 

recipientné bloky, podloţené podloţnými sklìčkami, vloţené do termostatu na cca. 30 min pri 

56 °C. Výsledný recipientný blok obsahoval spolu 24 valčekov tkanìv, čiţe vzorky z 12 

rôznych donorových blokov (resp. oblastì). Vzorky pacientov s NSCLC pritom predstavovali 

20 valčekov a dve odlišné, orientačné vzorky boli umiestnené vo zvyšných štyroch pozìciách 

(Obr. 8). Pre imunohistochemickú a imunofluorescenčnú analýzu boli z týchto blokov 

narezané 4 μm hrubé rezy.  

 

 

 

Obr. 7: Galileo TMA CK 3500 systém. 
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Donor1 Donor2 Donor3 Donor4 Donor5 Donor7

orient srdce Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3 Vzorka 4 Vzorka 5

Donor8 Donor9 Donor6 Donor10 Donor3 Donor11

Vzorka 6 Vzorka 7 orient slezina Vzorka 8 Vzorka 2 Vzorka 9

Donor12 Donor4 Donor2 Donor7 Donor1 Donor10

Vzorka 10 Vzorka 3 Vzorka 1 Vzorka 5 orient srdce Vzorka 8

Donor9 Donor11 Donor5 Donor8 Donor12 Donor6

Vzorka 7 Vzorka 9 Vzorka 4 Vzorka 6 Vzorka 10 orient slezina

 

 

Obr. 8: Prìklad usporiadania vzoriek v TMA blokoch. 

 

4.3  IMUNOHISTOCHEMICKÉ FARBENIE 

 

Rezy z TMA blokov, hrubé 4 μm, boli natiahnuté na podloţné sklá Superfrost Plus
® 

(Thermo Scientific, MA, USA). Následne boli vloţené do termostatu a pri 56 °C tam boli 

ponechané do druhého dňa. Takto pripravené preparáty boli potom farbené pomocou 

nepriamej imunohistochemickej metódy. Pouţité primárne protilátky, s ich riedenìm 

a spôsobom odmaskovania antigénu, sú zhrnuté v tabuľke 4. 
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Protilátka 

Druh 

(Pôvod, 

zdroj) 

protilátky 

Antigén 
Odmaskovanie 

antigénov 
Riedenie Výrobca 

Rabbit polyclonal  

to CD133 – Stem Cell 

Marker 

králik CD133 

Target Retrieval 

Solution, High pH 

(10x) (Dako, Dánsko) 

98 °C, 20 min 

1:100 Abcam, UK 

Mouse anti-nestin human 

specific monoclonal 

antibody, clone 10C2 

myš Nestin 

citrátový pufer  

(pH = 6)  

120 °C, 15 min 

1:100 

Chemicon 

International, 

USA 

ABCB1 / P Glycoprotein 

Mouse anti-Human 

Monoclonal (UIC2) 

Antibody 

myš P-gp ţiadne [164] 1:200 

LifeSpan 

Biosciences, 

Inc., USA 

Monoclonal Antibody  

to MRP1 (human) 

(MRPm5) 

myš MRP 

Target Retrieval 

Solution, High pH 

(10x) (Dako, Dánsko) 

98 °C, 20 min 

1:200 

Enzo Life 

Sciences. 

Inc., USA 

Monoclonal Antibody  

to MVP/LRP (human), 

mAb (MVP-37) (LMR5) 

myš LRP/MVP 

citrátový pufer  

(pH = 6) 

120 °C, 15 min 

1:200 

Enzo Life 

Sciences. 

Inc., USA 

 

Tab. 4: Zoznam pouţitých primárnych protilátok. 

P-gp - P-glykoproteìn, MRP – proteìn mnohopočetnej liekovej rezistencie 1,  MVP/LRP – veľký 

“vault” protein/proteìn spojený s rezistenciou pľúc. 

 

Postup: 

Rezy boli odparafìnované v xyléne 2x po 10 min, zavodnené cez zostupnú etanolovú 

radu (96%, 80% a 70%) po 5 min a opláchnuté v deionizovanej vode 3x po 5 min.  

Po odmaskovanì antigénov (viď Tab. 4) a vychladnutì preparátov (20 min pri izbovej teplote) 

boli rezy natrávené Proteinázou K 10 min pri 37 °C a opláchnuté v deionizovanej vode. 

Následne bola pomocou 6% peroxidu vodìka, po dobu 15 min, blokovaná aktivita endogénnej 

peroxidázy. Rezy potom boli opláchnuté najskôr 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 dôkladnom oplachu bola pri izbovej 

teplote, po dobu 1 hodiny, aplikovaná primárna protilátka nariedená v Dako REAL
TM

 

Antibody diluent (Dako, Dánsko) vo vhodnom pomere (viď Tab. 4). Preparáty boli znova 

opláchnuté 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, aplikovaná sekundárna protilátka značená peroxidázou 

zo systému EnVisionTM+ Dual Link (Dako). Nasledovala vizualizácia pomocou 

diaminobenzidìnu (DAB) zo systému EnVisionTM+ Dual Link (Dako) po dobu maximálne 

10 min a oplach pod tečúcou vodovodnou vodou 3 min. Potom boli pomocou kamencového 

hematoxylìnu, po dobu pribliţne 1 min, dofarbené jadrá, a následne boli preparáty opláchnuté 

najskôr vo vodovodnej vode, potom vo vodovodnej vode s pár kvapkami čpavku, a opäť  

vo vodovodnej vode. Po odvodnenì preparátov vo vzostupnej etanolovej rade (70%, 80%  

a 96%), acetóne a acetón-xyléne (po 3 min) a prejasnenì v xyléne (3 min), boli preparáty 

zamontované do média nerozpustného vo vode (kanadský balzam alebo pertex). 

Výsledné preparáty boli pozorované pomocou optického mikroskopu (Olympus, 

Japonsko). Vyhodnotenie bolo prevedené nezávisle dvoma patológmi a boli určené intenzita 

farbenia, resp. tzv. H-skóre (percento pozitìvnych buniek x intenzita farbenia). Intenzita 

expresie sledovaných proteìnov bola hodnotená ako 0 - veľmi nìzka (≤ 0,1), 1 - nìzka (≤ 0,3), 

2 - stredná (≤ 0,6) a 3 - vysoká (> 0,6). Ako negatìvne kontroly boli pouţité nafarbené 

preparáty, na ktoré neboli aplikované primárne protilátky. 

 

Príprava roztokov: 

0,001 M Citrátový pufer, pH = 6,0 

Bolo zmiešaných 9 ml roztoku A (21,01 g  kyseliny citrónovej v 1 l deionizovanej vody)  

a 41 ml roztoku B (29,41 g citrátu sodného v 1 l deionizovanej vody), a doplnených  

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

 

EDTA, pH = 8,0 

0,37 g Chelatonu III bolo rozpustených v 1 l deionizovanej vody a pH bolo upravené  

na hodnotu 8,0 pomocou 0,1N NaOH. 

 



37 

 

TRIS pufer, pH = 7,6 

Zásobný 10x koncentrovaný TRIS bol pripravený rozpustenìm 61 g  

TRIS–(hydroxymetyl)aminometánu v 1 l deionizovanej vody. pH bolo upravené na hodnotu 

7,6 pomocou koncentrovanej HCl.  

Roztok 1x TRIS + Tween-20 bol pripravený zmiešanìm 1 l 1x TRIS pufru a 500 μl Tween-20.  

 

4.4  DVOJITÉ IMUNOFLUORESCENČNÉ FARBENIE 

 

Aby rezy z TMA blokov lepšie priľnuli k povrchu, boli nanesené na podloţné sklá 

Superfrost Plus
® 

(Thermo Scientific) potreté poly-L-lyzìnom (Sigma Aldrich, MO, USA). 

Táto kombinácia bola zvolená z dôvodu, ţe pri pouţitì samotných skiel Superfrost Plus
®  

bola 

pri následnom spracovávanì preparátov väčšina vzoriek tkanìv z TMA odplavená. Rovnako, 

ako v prìpade IHC, boli rezy ponechané v termostate pri 56 °C do druhého dňa. Z dôvodu 

vysokej autofluorescencie FFPE rezov bolo nutné nájsť spôsob „zhasnutia“ autofluorescencie. 

Vhodný pre tieto účely sa ukázal byť filtrovaný 0,5% roztok sudanovej čiernej (Sudan Black) 

v 70% etanole.   

 

Postup dvojitej IF: 

Po odparafìnovanì, zavodnenì a oplachu v deionizovanej vode (rovnaký postup ako 

v prìpade IHC) boli antigény odmaskované 20 min pri 98 °C v Target Retrieval Solution, 

High pH (10x) (Dako). Po vychladnutì preparátov minimálne 20 min pri izbovej teplote 

a oplachu 5 min v deionizovanej vode bol, kvôli „zhasnutiu“ autofluorescencie, na preparáty 

aplikovaný 0,5% roztok sudanovej čiernej v 70% etanole po dobu 5 min. Následne boli 

preparáty opláchnuté 3 min pod tečúcou vodovodnou vodou a umiestnené do pufru  

1x PBS + Tween-20. Nešpecifická väzba sekundárnych protilátok Alexa-Fluor bola 

blokovaná pomocou Image-iT
TM

 FX Signal Enhancer (Invitrogen, CA, USA) vo vlhkej 

komôrke po dobu 30 min. Po oplachu v 1x PBS + Tween-20 (4x 5 min) bola na preparáty 

aplikovaná zmes primárnych protilátok rabbit polyclonal to CD133 – Stem Cell Marker 

(Ab16518, Abcam) a mouse antinestin human specific monoclonal antibody (MAB5326, 

Chemicon International) nariedených v Dako REAL
TM

 Antibody diluent (Dako) v pomere 

1:100. Po inkubácii 1 hod pri izbovej teplote nasledoval opäť oplach v 1x PBS + Tween-20  

4x po 5 min. Následne bola aplikovaná zmes sekundárnych protilátok Alexa Fluor
®
 488 goat 
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anti-rabbit IgG (H+L) (A11034, Invitrogen) a Alexa Fluor
®
 594 goat anti-mouse IgG (H+L) 

(A11032, Invitrogen) nariedených v Dako REAL
TM

 Antibody diluente (Dako) v pomere 

1:200 (od tohto kroku boli preparáty spracovávané v tme). Po 30min inkubácii pri  izbovej 

teplote boli preparáty opláchnuté v 1x PBS + Tween-20 (4x 5 min) a montované do 

Fluorecence Mounting Medium (Dako) obsahujúceho 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI).  

Výsledné preparáty boli hodnotené pomocou fluorescenčného mikroskopu a obrázky 

boli vyfotené pomocou fotoaparátu DP71 (Olympus, Japonsko). Ako negatìvne kontroly boli 

pouţité nafarbené preparáty, na ktoré neboli aplikované primárne protilátky.  

 

Príprava roztoku: 

1x PBS + Tween-20, pH = 7,4 

V 800 ml deionizovanej vody bolo rozpustených 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4  

a 0,24 g Na2HPO4. pH bolo upravené na hodnotu 7,4 pomocou koncentrovanej HCl. Pufer bol 

doplnený do 1 l deionizovanou vodou a následne bolo pridaných 500 μl Tween-20. 

 

4.5  RELATÍVNA KVANTIFIKÁCIA VYBRANÝCH MIRNA 

 

Vybrané miRNA boli kvantifikované s vyuţitìm kitov a reagenciì k tomu určených  

od firmy Applied Biosystems (Life Technologies, Applied Biosystems, CA, USA) a systému 

LightCycler
®
 480 (Roche, CT, USA) podľa nasledujúcej schémy (Obr. 9). 
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Obr. 9: Schéma základného pracovného postupu relatìvnej kvantifikácie miRNA s vyuţitìm 

TaqMan
® 

MicroRNA Assay (http://www.lifetechnologies.com).  

 

4.5.1  IZOLÁCIA CELKOVEJ RNA 

 

Celková RNA, obohatená o krátke fragmenty, bola izolovaná zo 62 vzoriek nádorov  

od pacientov s NSCLC, z jednotlivých valčekov pochádzajúcich z TMA. Pre tento účel bol 

pouţitý kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Life Technologies, 

Ambion, CA, USA).  

 

Postup: 

Valček tkaniva z TMA bloku, vloţený do 1,5 ml eppendorfky, bol odparafìnovaný 

pridanìm 1 ml xylénu. Obsah bol krátko zvortexovaný a zcentrifugovaný, inkubovaný 3 min 

pri 50 ºC, a opätovne zcentrifugovaný 2 min pri 20 000 rpm. Po opatrnom odstránenì xylénu 

bol pridaný 1 ml 100% etanolu. Obsah eppendorfky bol zvortexovaný a zcentrifugovaný  

2 min pri 20 000 rpm. Etanol bol následne opatrne odstránený a znova pridaný 1 ml čistého 

100% etanolu. Predchádzajúci postup bol zopakovaný, a po odstránenì etanolu bola vzorka 

tkaniva vysušená na vzduchu. K suchému peletu bolo pridaných 200 μl štiepiaceho pufru 

Nepublikované údaje 
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(Digestion Buffer) a 4 μl proteázy. Po jemnom premiešanì a krátkom zcentrifugovanì bola 

vzorka inkubovaná 30 min pri 50 ºC, a potom ďalšìch 15 min pri 80 ºC. Bol pripravený 

master mix (MM), zloţený z 264 μl izolačného aditiva a 605 μl 100 % etanolu, a po skončenì 

inkubácie, bolo k vzorke pridaných 790 μl tohto MM. Po premiešanì pipetou bolo 700 μl 

zmesi prenesených na kolonku s filtrom umiestnenú v zbernej skúmavke a centrifugovaných 

30 s pri 10 000 rpm. Po odstránenì filtrátu bol na kolonku prenesený zvyšok zmesi a boli 

opakované posledné kroky postupu. Následne bolo na kolonku pridaných 700 μl 

premývanieho roztoku Wash 1 a centrifugovaných 30 s pri 10 000 rpm. Filtrát bol odstránený, 

a potom bolo pridaných 500 μl premývanieho roztoku Wash 2/3 a centrifugovaných 30 s  

pri 10 000 rpm. Po odstránenì filtrátu bola vzorka opätovne centrifugovaná 30 s pri  

10 000 rpm. Následne bol pripravený MM s DNázou, zloţený zo 6,3 μl 10x DNáza pufru,  

4,2 μl DNázy a 52,5 μl DEPC vody. 60 μl tohto MM bolo aplikovaných do stredu filtra 

a vzorka bola inkubovaná 30 min. Potom bolo pridaných 700 μl premývacieho roztoku  

Wash 1, a po 30-60s inkubácii bola vzorka zcentrifugovaná 30 s pri 10 000 rpm.  

Po odstránenì filtrátu bolo na kolonku pridaných 500 μl premývanieho roztoku Wash 2/3  

a centrifugovaných  30 s pri 10 000 rpm. Filtrát bol odstránený, a krok s roztokom Wash 2/3 

bol zopakovaný. Po odstránenì filtrátu bola vzorka opätovne zcentrifugovaná 1 min pri 10 000 

rpm. Následne bola kolonka premiestnená do novej zbernej skúmavky a do stredu filtra bolo 

aplikovaných 60 μl elučného roztoku (Elution Solution). Po inkubácii 1 min a centrifugácii  

1 min pri 20 000 rpm bola zìskaná celková RNA. Táto bola uchovávaná pri teplote -80 ºC.  

Všetky kroky, pokiaľ nie je uvedené inak, prebiehali pri izbovej teplote. Koncentrácia 

a čistota vyizolovanej RNA boli merané spektrofotometricky pomocou prìstroja NanoDrop 

ND-1000 (NanoDrop Technologies, DE, USA).  

 

4.5.2  REVERZNÁ TRANSKRIPCIA 

 

Pomocou reverznej transkripcie (RT) bola z vyizolovanej RNA pripravená 

komplementárna DNA (cDNA). Bol pouţitý kit TaqMan
®

 MicroRNA Reverse Transcription 

Kit (Applied Biosystems, CA, USA), ktorého súčasťou boli pufer pre reverznú transkripciu, 

reverzná transkriptáza, dNTP a inhibìtor RNázy. Do reakcie bola pouţitá zmes špeciálnych 

RT primerov majúcich štruktúru vlásenky (tzv. stem-loop primery) (Obr. 10), ktorá 

obsahovala rovnaký podiel 5x RT primerov od kaţdej sledovanej miRNA (miR-21, miR-126, 

Nepublikované údaje 

Nepublikované údaje 
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miR-205, miR-23b, RNU6B). RT primery boli súčasťou kitu TaqMan
® 

MicroRNA Assays 

(Applied Biosystems, CA, USA). Master mix pre RT bol pripravený podľa tabuľky 5.  

 

Obr. 10: Schematické znázornenie reverznej transkripcie za vyuţitia „stem-loop“ primerov 

(http://www.lifetechnologies.com). 

 

Chemikálie Objem pre 1 reakciu [µl] 

DEPC voda 4,16 

10x pufer pre reverznú transkripciu 1,50 

100 nM dNTP s dTTP 0,15 

MultiScribe
TM

 reverzná transkriptáza, 50 U/μl 1,00 

Inhibìtor RNázy, 20 U/μl 0,19 

 

Tab. 5: Zloţenie MM pre reverznú transkripciu. 

 

Reakčná zmes sa skladala zo 7 μl MM pre RT, 5 μl celkovej RNA o koncentrácii  

2 ng/µl a 3 μl zmesi 5x RT primerov. Celkový objem bol 15 μl. Všetky kroky pri prìprave 

reakčnej zmesi pre RT boli vykonávané “na ľade”. Samotná RT prebiehala  

v termocykléri Mastercycler
®
 gadient (Eppendorf, Nemecko) za podmienok stanovených 

výrobcom (30 min 16 °C, 30 min 42 °C, 5 min 85 °C).  

 

Nepublikované údaje 
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4.5.3  PREAMPLIFIKÁCIA 

 

Keďţe miRNA predstavujú len malú časť z celkovej RNA, bol do pracovného 

postupu, na doporučenie výrobcu, zaradený krok preamplifikácie. K tomu bol vyuţitý kit 

TaqMan
®
 PreAmp Master Mix (2x) (Applied Biosystems, CA, USA), ktorý zachováva 

uniformitu výsledných rozdielov hodnôt Ct (ΔCt) [165].  

Reakčná zmes sa skladala z MM, zmesi 20x miRNA esejì s DEPC vodou (kaţdá esej 

zastúpená rovnakým dielom, vo výsledku riedená 100x) a z cDNA zìskanej 

v predchádzajúcom kroku (Tab. 6). 20x miRNA eseje boli súčasťou kitu TaqMan
® 

MicroRNA Assays (Applied Biosystems).  

 

Chemikálie Objem pre 1 reakciu [µl] 

TaqMan
®
 PreAmp Master Mix (2x) 12,5 

Zmes 20x TaqMan
®
 MicroRNA esejì 

(výsledný podiel kaţdej eseje 0,2x) 
6,25 

cDNA (RT produkt) 6,25 

 

Tab. 6: Zloţenie reakčnej zmesi pre preamplifikáciu. 

 

Celkový objem reakcie bol 25 μl. Preamplifikácia prebiehala v termocykléri 

Mastercycler
®
 gadient (Eppendorf) za podmienok stanovených výrobcom, a to 10 min 95 °C 

(15 s 95 °C, 4 min 60 °C)x14.  

 

4.5.4  KVANTITATÍVNA POLYMERÁZOVÁ REŤAZOVÁ REAKCIA V REÁLNOM ČASE (QPCR) 

 

qPCR bola pouţitá pre kvantifikáciu vybraných miRNA (miR-21, miR-126, miR-205 

a miR-23b), ktorých hladiny boli sledované vo vzorkách NSCLC. Zmeny v expresii týchto 

miRNA boli detegované pomocou metódy relatìvnej kvantifikácie, čiţe hladiny jednotlivých 

miRNA v nádorovom tkanive NSCLC boli porovnávané s ich hladinami v nenádorovom 

pľúcnom tkanive (kontrola). Táto nenádorová kontrolná vzorka bola pripravená zmiešanìm 

rovnakého podielu komerčne dostupných celkových RNA z pľúc, konkrétne Human Lung 

Total RNA (AM7968, Lot. 0904002 and 1203010, Applied Biosystems, CA, USA) a Total 

RNA, Lung, Human (540019, Lot. 0006051745 and 0006079356, Agilent Technologies, CA, 

Nepublikované údaje 

Nepublikované údaje 
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USA). Ako endogénna kontrola bola pouţitá malá jadrová RNA U6B (RNU6B), ktorá bola 

vybraná na základe literárnych údajov [129, 166-169].  

Vybrané miRNA boli kvantifikované pomocou fluorescenčne značených „TaqMan“ 

sond, ktoré boli súčasťou kitu TaqMan
® 

MicroRNA Assays (Applied Biosystems). 

Preamplifikovaný produkt polymerázovej reťazovej reakcie (PCR) bol nariedený do DEPC 

vody v pomere 1:20. Reakčná zmes obsahovala TaqMan
®
 Universal PCR Master Mix,  

no AmpErase® UNG, (Applied Biosystems), sledovanú TaqMan
® 

MicroRNA Assay 

(Applied Biosystems), DEPC vodu a nariedený preamplifikovaný PCR produkt (Tab. 7). 

 

Chemikálie Objem pre 1 reakciu [µl] 

TaqMan
®
 Universal PCR Master Mix (2x) 5 

DEPC voda 2 

TaqMan
®
 MicroRNA esej 0,5 

Preamplifikovaný PCR produkt riedený 1:20 2,5 

 

Tab. 7: Zloţenie reakčnej zmesi pre qPCR. 

 

Celkový objem reakcie bol 10 μl. Všetky reakcie boli prevedené v triplikátoch. 

Samotná qPCR  prebiehala v 96-jamkovom systéme LightCycler
®

 480 Real-Time PCR 

(Roche, CT, USA) za podmienok stanovených výrobcom, a to 10 min 95 °C (15 s 95 °C,  

1 min 60 °C)x45. Na analýzu zìskaných výsledkov bol pouţitý softvér, ktorý je súčasťou 

systému LightCycler
®
 480 Real-Time PCR. Pre určenie relatìvnej hladiny sledovaných 

miRNA boli pouţité priemerné hodnoty Ct, ktoré boli povaţované za “správne” v prìpade,  

ţe štandardná odchýlka medzi jednotlivými reakciami, vykonanými v triplikátoch, bola niţšia 

neţ 0,5 cyklu.  

Pre výpočet zmeny expresie sledovaných miRNA v nádorových tkanivách oproti 

kontrole (normalizovaná relatìvna kvantifikácia) bola pouţitá metóda 2
–ΔΔct

, podľa vzorca: 

 

Relatìvna expresia = 2
–(Δct vzorky –Δct kontroly)

 

(Δct = ct sledovanej cieľovej miRNA – ct endogénnej kontroly) 

 

Výsledné hodnoty ukázali, koľkokrát bola expresia sledovanej miRNA v nádorových 

tkanivách jednotlivých pacientov zvýšená, resp. znìţená.  

Nepublikované údaje 
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4.6  ŠTATISTICKÁ ANALÝZA 

 

V rámci štatistickej analýzy boli pouţité softvéry SPSS (verzia 20.0) a program R 

(analýza CD133 a Nestinu). Pre určenie vzťahov medzi dvoma premennými bol pouţitý 

Pearsonov Chì-kvadrát test, zatiaľ čo pre hodnotenie rozdielov medzi skupinami bol pouţitý 

Mann-Whitneyho test. Pre analýzu preţìvania pacientov bola pouţitá Kaplan-Meierova 

metóda, výsledné krivky boli porovnané pomocou log-rank testu. Hodnotilo sa celkové 

preţitie pacientov (OS) a čas do progresie ochorenia (PFS), resp. v prìpade CD133 a Nestinu, 

dĺţka bezprìznakového obdobia (DFS). Následne bol pre hodnotenie rizika úmrtia pacientov 

a/alebo relapsu ochorenia vytvorený Coxov regresný model. Štatistická hladina významnosti 

bola určená hodnotou P < 0,05, resp. P < 0,1 v prìpade CD133 a Nestinu.  
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5 VÝSLEDKY 

 

5.1 IDENTIFIKÁCIA BUNIEK NESÚCICH ZNAKY NÁDOROVÝCH KMEŇOVÝCH BUNIEK  

V NSCLC 

 

5.1.1 IMUNOHISTOCHÉMIA 

 

Pomocou dvojstupňovej imunohistochemickej metódy boli na rezoch zìskaných  

z TMA detegované proteìny CD133 a Nestin, ktoré bývajú spájané s CSC. Celkovo bolo 

analyzovaných 19 TMA blokov, pozostávajúcich zo vzoriek zìskaných od 121 pacientov 

s NSCLC.  Kvôli strate materiálu počas spracovania TMA bola expresia CD133 hodnotená 

u 116 pacientov, a expresia Nestinu len u 112 pacientov. Prognostický význam Nestinu bol 

hodnotený z iných 18 TMA blokov, pripravených zo vzoriek zìskaných od 114 pacientov. 

Expresia CD133 bola pozorovaná u 22 pacientov (19 %). U vetšiny z nich  

(17 pacientov) bola molekula CD133 exprimovaná len v ojedinelých bunkách, avšak 

u zvyšných 5 pacientov bola expresia CD133 podstatne vyššia (> 20 % pozitìvnych buniek) 

(Obr. 11). Vzhľadom k špecifickému „vzoru“ expresie molekuly CD133 vo vzorkách, nebolo 

v tomto prìpade stanovované histoskóre.  

 

 

Obr. 11: Imunohistochemická detekcia CD133 vo vzorkách NSCLC. A – prìklad pozitìvneho 

farbenia v ADC, B – prìklad negatìvneho farbenia v SCC. Zväčšenie 400x.  

NSCLC – nemalobunkový karcinóm pľúc, ADC – adenokarcinóm, SCC – spinocelulárny karcinóm. 
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Pri sledovanì úlohy Nestinu, ako markera CSC, bola jeho expresia hodnotená zvlášť 

v epitelových bunkách, a zvlášť v bunkách endotelových. V epitelových bunkách bol Nestin 

detegovaný u 74 pacientov (66 %), z toho u 33 pacientov (29 %) bola jeho expresia vysoká. 

U 78 pacientov (70 %) bola expresia Nestinu pozorovaná v endotele ciev, z toho  

u 53 pacientov (47 %) bola jeho expresia vysoká (Obr. 12). Expresia Nestinu v jednotlivých 

vzorkách pacientov je zhrnutá v tabuľke 8.  

 

 

 

Obr. 12: Imunohistochemická detekcia Nestinu vo vzorkách NSCLC. A – prìklad 

pozitìvneho farbenia epitelových buniek v ADC, B – prìklad pozitìvneho farbenia endotelu 

ciev v SCC. Zväčšenie 200x.  

NSCLC – nemalobunkový karcinóm pľúc, ADC – adenokarcinóm, SCC – spinocelulárny karcinóm. 

 

Intenzita expresie 

Nestin  

Epitelové bunky Cievny endotel 

Počet pacientov % Počet pacientov % 

Veľmi nìzka (< 0,1) 38 34 34 30 

Nìzka (< 0,3) 26 23 12 11 

Stredná (< 0,6) 15 13 13 12 

Vysoká (≥ 0,6) 33 29 53 47 

Celkom 112 100 112 100 

 

Tab. 8: Expresia Nestinu v epitelových bunkách a v bunkách endotelu ciev NSCLC. 
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 Pri určovanì prognostického významu Nestinu bola jeho expresia v primárnych 

nádoroch detegovaná u 40 pacientov (35,1 %), pričom u 9 pacientov (7,9 %) bola pozorovaná 

prìtomnosť Nestinu v bunkách endotelu ciev. Expresia nestinu bola častejšie pozorovaná  

vo vzorkách metastáz (85,7 % prìpadov), neţ vo vzorkách primárnych nádorov (35,1 % 

prìpadov) (Obr. 13). V tabuľke 9 je zhrnutá expresia Nestinu v jednotlivých histologických 

podtypoch a štádiách, a v mozgových metastázach. 

 

 

 

Obr. 13: Imunohistochemická detekcia Nestinu vo vzorkách z primárnych NSCLC 

a z mozgových metastáz. Prìklad pozitìvneho farbenia endotelu ciev v primárnom nádore (A) 

a v metastáze (B). Prìklad pozitìvneho farbenia Nestinu v metastáze z SCC (C) a z ADC (D). 

Zväčšenie 200x (A), 400x (B-D). 

ADC – adenokarcinóm, SCC – spinocelulárny karcinóm. 
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Charakteristika 

Celkový 

počet 

pacientov 

Nestin+  

Celková Cievny endotel 

Počet pacientov % Počet pacientov % 

Histologický 

podtyp 

ADC 35 15 42,8 3 8,6 

SCC 79 25 31,6 6 7,6 

Celkom 114 40 35,1 9 7,9 

Štádium 

I 31 7 22,6 1 3,2 

II 27 9 3,3 1 3,7 

IIIa 56 24 42,9 7 12,5 

Celkom 114 40 35,1 9 7,9 

Mozgové 

metastázy 

ADC 24 19 79,2 1 4,2 

SCC 11 11 100 1 9,1 

Celkom 35 30 85,7 2 5,7 

 

Tab. 9: Expresia Nestinu v jednotlivých histologických podtypoch a štádiách NSCLC, 

a v mozgových metastázach.  

ADC – adenokarcinóm, SCC – spinocelulárny karcinóm. 

 

5.1.2 IMUNOFLUORESCENCIA 

 

Dvojité IF farbenie bolo pouţité pre detekciu spoločnej expresie CD133 a Nestinu 

v nádorových bunkách NSCLC. Tieto bunky sú povaţované za bunky majúce charakter 

kmeňových buniek. IF analýza bola vykonaná na rovnakom súbore pacientov ako IHC 

analýza.  

Spoločná expresia CD133 a Nestinu bola zaznamenaná u 21 pacientov (17 %)  

(Obr. 14). Tieto bunky sa vyskytovali veľmi sporadicky (1 – 5 buniek/rez) (< 1 %), čo by 

mohlo nasvedčovať tomu, ţe sa skutočne jedná o CSC.  
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Obr. 14: Imunofluorescenčná detekcia CD133
+
/Nestin

+ 
buniek vo vzorkách NSCLC.  

A – prìklad pozitìvneho farbenia CD133 (zelená), B – prìklad pozitìvneho farbenia Nestinu 

(červená), C – prìklad prekryvu CD133 a Nestinu (ţltá). Zväčšenie 400x. 

NSCLC – nemalobunkový karcinóm pľúc 

 

5.1.3 ŠTATISTICKÁ ANALÝZA 

 

 Na základe IHC expresie CD133 a Nestinu, vo vzorkách analyzovaných z dôvodu 

identifikácie buniek nesúcich znaky CSC, bola urobená analýza preţìvania pacientov 

s NSCLC (štatistická hladina významnosti bola určená hodnotou P < 0,1). Pomocou Kaplan-

Meierovej analýzy bolo zistené, ţe ako expresia CD133, tak ani expresia Nestinu 

v epitelových bunkách, nemá vplyv na dĺţku bezprìznakového obdobia a celkové preţìvanie 

pacientov s NSCLC (DFSCD133 < 0,82, OSCD133 < 0,76; DFSNestin < 0,28, OSNestin < 0,54)  

(Obr. 15).  
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Obr. 15: Kaplan-Meierova analýza na základe IHC expresie CD133 (A a B) u 116 pacientov 

s NSCLC a Nestinu (C a D) u 112 pacientov s NSCLC. 

NSCLC - nemalobunkový karcinóm pľúc, DFS – dĺţka bezprìznakového obdobia, OS – celkové 

preţitie. 

 

 Na ďalšom súbore pacientov bol určovaný vzťah expresie Nestinu k jednotlivým 

histologickým podtypom a štádiám NSCLC. Bolo zistené, ţe expresia Nestinu  

je signifikantne vyššia v mozgových metastázach pôvodom z SCC, neţ v metastázach z ADC  

(P < 0,003), avšak u primárnych nádorov nebol zistený rozdiel v jeho expresii u jednotlivých 

histologických podtypov (P = 0,30). Taktieţ bolo pozorované, ţe expresia Nestinu 

a prìtomnosť Nestin
+
 endotelu ciev boli častejšie detegované u pacientov v štádiu IIIA, neţ 

u pacientov v štádiách I a II (P < 0,04; P < 0,02).  
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5.2 MOŽNÁ ÚLOHA VYBRANÝCH MIRNA AKO BIOMARKEROV NSCLC 

 

5.2.1 RELATÍVNA KVANTIFIKÁCIA VYBRANÝCH MIRNA 

 

Zo 62 vzoriek pacientov s NSCLC bola vyizolovaná celková RNA. Priemerná 

koncentrácia týchto RNA bola 74 ng/μl (medián = 58,7 ng/μl) (minimálne 3 ng/μl, maximálne 

352 ng/μl) a ich priemerná čistota (A260/A280) bola 1,93 (medián = 1,94). Po reverznej 

transkripcii bola zìskaná cDNA preamplifikovaná, a následne kvantifikovaná pomocou  

real-time PCR systému s vyuţitìm fluorescenčne značených sond TaqMan. Pomocou metódy 

relatìvnej kvantifikácie bolo zistené, ţe v porovnanì s nenádorovými vzorkami, bola hladina 

miR-21 zvýšená u 7 pacientov (11,3 %), miR-126 u 3 pacientov (4,8 %), miR-205  

u 30 pacientov (48,4 %) a miR-23b u 5 pacientov (8,1 %) s NSCLC (Obr. 16). Expresia 

sledovaných miRNA v jednotlivých histologických podtypoch je zhrnutá v tabuľke 10.  

Nepublikované výsledky 
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Obr. 16: Relatìvne hladiny expresie vybraných miRNA vo vzorkách pacientov s NSCLC 

oproti nenádorovým kontrolám. Hodnota 2
–ΔΔct 

= 1 predstavuje expresiu miRNA  

v nenádorových vzorkách, hodnoty < 1 znamenajú znìţenú hladinu expresie miRNA  

vo vzorke NSCLC a hodnoty > 1 znamenajú zvýšenú expresiu miRNA. A – relatìvne hladiny 

expresie miR-21, B - relatìvne hladiny expresie miR-126, C - relatìvne hladiny expresie  

miR-205, D - relatìvne hladiny expresie miR-23b. V prìpade miR-126 a miR-205 bola 

upravená maximálna hodnota osi Y na hodnotu 2
–ΔΔct 

= 20.  

2
–ΔΔct 

- normalizovaná relatìvna kvantifikácia 

Nepublikované výsledky 
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miRNA Histologický podtyp Celkom  

ADC SCC LCC Počet % 

miR-21 
↑ expresia 4 3 0 7 11,3 

↓ expresia 26 23 6 55 88,7 

Celkom  30 26 6 62 100 

miR-126 
↑ expresia 2 1 0 3 4,8 

↓ expresia 28 25 6 59 95,2 

Celkom  30 26 6 62 100 

miR-205 
↑ expresia 6 22 2 30 48,4 

↓ expresia 24 4 4 32 51,6 

Celkom  30 26 6 62 100 

miR-23b 
↑ expresia 3 2 0 5 8,1 

↓ expresia 27 24 6 57 91,9 

Celkom 30 26 6 62 100 

 

Tab. 10: Expresia miR-21, miR-126, miR-205 a miR-23b  v jednotlivých histologických 

podtypoch NSCLC.  

↑ expresia - 2
–ΔΔct

 > 1, ↓ expresia - 2
–ΔΔct

 < 1.  

ADC – adenokarcinóm, SCC – spinocelulárny karcinóm, LCC – veľkobunkový karcinóm 

 

5.2.2 IMUNOHISTOCHÉMIA 

 

Pomocou dvojstupňovej imunohistochemickej metódy boli na rezoch zìskaných  

z TMA detegované proteìny P-gp, MRP a LRP/MVP, ktoré bývajú spájané s MDR. Celkovo 

bolo pre účely zisťovania úlohy sledovaných miRNA v NSCLC analyzovaných 62 vzoriek 

pacientov.  

Expresia P-gp bola detegovaná u 40 pacientov (64,5 %) (Obr. 17A), MRP  

u 50 pacientov (80,6 %) (Obr. 17B) a LRP/MVP u 35 pacientov (56,4 %) (Obr. 17C).  

Ich expresia v rôznych histologických podtypoch je zhrnutá v tabuľke 11.  

Nepublikované výsledky 
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Obr. 17: Imunohistochemická detekcia P-gp, MRP a LRP/MVP vo vzorkách NSCLC.  

A – prìklad pozitìvneho farbenia P-gp , B – prìklad pozitìvneho farbenia MRP, C – prìklad 

negatìvneho farbenia LRP/MVP. Zväčšenie 200x.  

NSCLC – nemalobunkový karcinóm pľúc, ADC – adenokarcinóm, SCC – spinocelulárny karcinóm. 

Nepublikované výsledky 
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Proteín 

Histologický podtyp 

Intenzita 

Celkom Veľmi nízka  

(≤ 0.1) 

Nízka  

(≤ 0.3) 

Stredná  

(≤ 0.6) 

Vysoká  

(> 0.6) 

P-gp 

ADC 8 7 3 12 30 

SCC 12 6 2 6 26 

LCC 2 3 0 1 6 

Celkom [Počet (%)] 22 (35,5) 16 (25,8) 5 (8,1) 19 (30,6) 62 (100) 

MRP 

ADC 4 11 4 11 30 

SCC 7 7 1 11 26 

LCC 1 1 0 4 6 

Celkom [Počet (%)] 12 (19,4) 19 (30,6) 5 (8,1) 26 (41,9) 62 (100) 

LRP/MVP 

ADC 11 4 3 12 30 

SCC 15 2 5 4 26 

LCC 1 3 0 2 6 

Celkom [Počet (%)] 27 (43,5) 9 (14,5) 8 (12,9) 18 (29,0) 62 (100) 

 

Tab. 11: Expresia P-gp, MRP a LRP/MVP v jednotlivých histologických podtypoch NSCLC. 

P-gp – P-glykoproteìn, MRP – proteìn mnohopočetnej liekovej rezistencie 1,  LRP/MVP – proteìn 

spojený s rezistenciou pľúc/veľký “vault” proteìn, ADC – adenokarcinóm, SCC – spinocelulárny 

karcinóm, LCC – veľkobunkový karcinóm.  

 

5.2.3 ŠTATISTICKÁ ANALÝZA 

 

Porovnanìm expresie sledovaných proteìnov v jednotlivých histologických podtypoch 

bol zistený štatisticky významný rozdiel v expresii miR-205. U SCC bola hladina jej expresie, 

v porovnanì s ostatnými histologickými podtypmi (ADC a LCC), významne zvýšená  

(p < 10
-6

) (Obr. 18). Tento výsledok teda naznačuje moţné vyuţitie miR-205 ako 

diagnostického markera na rozlìšenie SCC od ostatných histologických podtypov NSCLC. 

Naproti tomu, porovnanìm expresie miR-21, miR-126 a miR-23b nebol zistený štatisticky 

signifikantný rozdiel v ich expresii medzi jednotlivými histologickými podtypmi  

Nepublikované výsledky 
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(PmiR-21 = 0,641, PmiR-126 = 0,749, PmiR-23b = 0,711). Štatisticky nevýznamné výsledky boli 

pozorované aj pri sledovanì expresie P-gp, MRP a LRP/MVP v jednotlivých histologických 

podtypoch (PP-gp = 0,313, PMRP = 0,432, PLRP/MVP = 0,108). 

 

Obr. 18: Porovnanie hladiny expresie miR-205 u jednotlivých histologických podtypov 

NSCLC. 

 

Následne bola pomocou Kaplan-Meierovej analýzy urobená analýza preţìvania 

pacientov s NSCLC. Bolo zistené, ţe zvýšená expresia miR-23b bola spojená s lepšou 

prognózou pacientov. Vykazovala trend dlhšieho času do progresie a bola signifikantne 

spojená s  dlhšìm celkovým preţìvanìm pacientov, neţ expresia znìţená (PPFS = 0,065,  

POS = 0,048) (Obr. 19A, B). Naopak, ako expresia P-gp, MRP a LRP/MVP (Obr. 20), tak ani 

hladiny expresie miR-21, miR-126 a miR-205 (Obr. 19C-H) nesúviseli s preţìvanìm 

pacientov.  

Nepublikované výsledky 
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Obr.19: Kaplan-Meierova analýza na základe hladìn expresie miR-23b (A a B), miR-21  

(C a D), miR-126 (E a F) a miR-205 (G a H) u 62 pacientov s NSCLC. 

↑ - relatìvna expresia 2
–ΔΔct

 > 1, ↓ - relatìvna expresia 2
–ΔΔct

 < 1, PFS – čas do progresie ochorenia,  

OS – celkové preţitie. 

Nepublikované výsledky 
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Obr. 20: Kaplan-Meierova analýza na základe IHC expresie P-gp (A a B), MRP (C a D) 

a LRP/MVP (E a F) u 62 pacientov s NSCLC. 

PFS – čas do progresie ochorenia, OS – celkové preţitie. 

 

Nepublikované výsledky 
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Keďţe miR-23b sa ukázala mať prognostický význam, bol pomocou Coxovej 

regresnej analýzy pripravený model na hodnotenie rizìk pre pacientov s NSCLC v závislosti 

od hladiny jej expresie. Tento model naznačil, ţe existuje určitý trend zvýšeného rizika 

úmrtia, resp. relapsu ochorenia, u pacientov so znìţenou expresiou miR-23b (PFS: P =0,087, 

HR = 3,451, CI (95%) = 0,836-14,246, Wald = 2,932; OS: P = 0,067, HR = 3,765, CI (95%) 

= 0,912-15,552, Wald = 3,357). Preto bol pripravený regresný model kombinovanej expresie 

miR-23b a LRP/MVP, ktorý ako jediný spĺňal kritéria pre modelovanie (PFS: P = 0,020,  

χ
2
 = 5,400; OS: P = 0,013, χ

2
 = 6,185). Výsledný model ukázal zvýšené riziko úmrtia,  

resp. relapsu, u pacientov so znìţenou hladinou miR-23b a súčasnou expresiou LRP/MVP  

(od 0,1 do 1). Toto riziko sa zniţovalo u pacientov so zvýšenou expresiou miR-23b (PFS:  

P = 0,022, HR = 4,342, CI (95%) = 1,231-15,318, Wald = 5,211; OS: P = 0,015, HR = 4,408, 

CI (95%) = 1,356-16,350, Wald = 5,949) (Obr. 21).  

 

Nepublikované výsledky 
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Obr.21: Coxov regresný model hodnotenia rizìk u pacientov s NSCLC v závislosti  

od expresie miR-23b a LRP/MVP. Keď nedochádza k expresii LRP/MVP (expresia je  

rovná 0), riziko úmrtia a relapsu u pacientov so znìţenou, ako aj so zvýšenou expresiou  

miR-23b je rovnaké (A, B).  Keď expresia LRP/MVP dosahuje stredných hodnôt (medián, 

čiţe expresia je rovná 0,2), je riziko vyššie u pacientov so znìţenou expresiou miR-23b neţ 

u pacientov so zvýšenou expresiou miR-23b (C, D). Keď je expresia LRP/MVP maximálna 

(expresia je rovná 1), je rozdiel medzi rizikami u pacientov so znìţenou a zvýšenou expresiou 

miR-23b najvyššì (E, F).  

Nepublikované výsledky 
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Ako uţ bolo spomenuté, kombinovaná expresia miR-23b s P-gp, ani s MRP nespĺňali 

kritéria pre vytvorenie regresného modelu. Avšak bolo zistené, ţe pacienti exprimujúci P-gp 

(od 0,1 do 1) so znìţenou expresiou miR-23b majú vyššie relatìvne riziko úmrtia neţ pacienti 

so zvýšenou expresiou miR-23b (RR = 2,595, CI = 0,521-12,920, χ
2
 = 5,430, P = 0,02)  

(Obr. 22).  

 

 

 

Obr. 22: Relatìvne riziko úmrtia pacientov s NSCLC na základe expresie miR-23b a P-gp. 

U pacientov exprimujúcich P-gp (od 0,1 do 1) so znìţenou expresiou miR-23b je vyššie riziko 

úmrtia neţ u pacientov so zvýšenou expresiou miR-23b. 

 

 

 

Celkovo výsledky týchto štúdiì podtrhujú moţné vyuţitie miR-205 ako diagnostického 

markera na odlìšenie SCC od ostatných histologických podtypov NSCLC, a tieţ naznačujú 

pouţitie miR-23b ako prognostického markera, zvlášť v kombinácii s expresiou LRP/MVP 

a P-gp. 

 

Nepublikované výsledky 
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6 DISKUSIA 

 

Identifikácia nových biomarkerov u pacientov s nemalobunkovým karcinómom pľúc 

predstavuje v súčasnosti veľkú výzvu. Napriek zìskavaniu nových poznatkov z oblasti 

biomarkerov a nových sľubných terapeutických moţnostì na poli NSCLC, podľa údajov 

z roku 2010, 5 rokov od stanovenia diagnózy sa doţije menej neţ 11 % pacientov [4]. Toto 

zlepšené preţìvanie sa dosiahlo aj vďaka pouţìvaniu cielenej terapie, najmä erlotinibu, 

gefitinibu a crizotinibu. Väčšina pacientov je však i naďalej liečených konvenčnou terapiou. 

Aj napriek intenzìvnym štúdiám nových potenciálnych prognostických a prediktìvnych 

markerov NSCLC, sa nedarì týchto pacientov uspokojivo stratifikovať do efektìvnejšìch 

chemoterapeutických reţimov. Zároveň je nutné brať do úvahy, ţe pacienti bývajú 

diagnostikovaný aţ v pokročilejšìch štádiách (hlavne III a IV), kedy dochádza k výraznému 

rozvoju nádorovej heterogenity. Okrem uvedeného, u týchto pacientov veľmi často dochádza 

k rozvoju liekovej rezistencie, čìm sa podávaná terapia stáva neúčinnou. Doteraz tieţ neboli 

identifikované ţiadne markery, ktoré by jednoznačne dokázali u pacientov s NSCLC určiť 

nástup aktivácie MDR mechanizmov, a tak umoţniť v správnom čase upraviť a optimalizovať 

liečbu postihnutých pacientov. Preto som sa v tejto dizertačnej práci zamerala na identifikáciu 

nových moţných biomarkerov u pacientov s NSCLC, a to hlavne na identifikáciu buniek 

nesúcich znaky nádorových kmeňových buniek s predpokladaným vzťahom k vzniku 

rezistencie a k rekurencii ochorenia, a tieţ na molekuly miRNA, ktorých význam v oblasti 

biomarkerov stále stúpa, a ktoré sa javia ako veľmi sľubné molekuly umoţňujúce ako určenie 

správnej diagnózy, tak aj stanovenie prognózy pacientov s nádorovými ochoreniami.  

 

6.1  IDENTIFIKÁCIA BUNIEK NESÚCICH ZNAKY NÁDOROVÝCH KMEŇOVÝCH BUNIEK  

V NSCLC 

 

Identifikácia CSC v jednotlivých typoch nádorov je dnes pomerne rozšìrená. 

Predpokladá sa, ţe tieto bunky stoja za vývojom nádorového ochorenia, a tieţ za vznikom 

metastáz, a za rekurenciou nádorov. CSC majú veľa spoločných vlastnostì s normálnymi 

tkanivovými kmeňovými bunkami. Vďaka týmto ich vlastnostiam, a tieţ preto, ţe CSC  

sa väčšinou vyskytujú v dormantnom stave a súčasná protinádorová terapia je zameraná 
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hlavne proti rýchlo proliferujúcim bunkám, býva problém ich zacieliť a zlikvidovať. Preto  

sa skúšajú aplikovať rôzne stratégie, ktoré by dokázali zacieliť ako proliferujúce, tak  

aj dormantné CSC [170].  Keďţe sa predpokladá, ţe tieto bunky môţu stáť aj za vznikom 

vzdialených metastáz, má ich štúdium značný význam. Z dôvodu najčastejšieho 

metastázovania NSCLC do mozgu sme sa rozhodli identifikovať bunky nesúce markery 

charakteristické pre CSC glioblastómov (CD133 a Nestin), ktoré, vďaka ich agresìvnosti, sú 

v súčasnosti pravdepodobne najpreskúmanejšìmi CSC vôbec. Samozrejme, okrem nich CSC 

exprimujú aj ďalšie molekuly charakteristické pre kmeňové bunky, ako napr. transkripčné 

faktory podieľajúce sa na udrţovanì fenotypu kmeňových buniek (tzv. „stemness“) Okt4/3 

a homeoboxový proteìn Nanog, detoxifikačný enzým glutatión S-transferázu (GST), efluxné 

transportéry ABCB1 a ABCG2, a tieţ proteìn CXCR4 zodpovedný za motilitu kmeňových 

buniek. Viaceré štúdie naznačujú, ţe tieto molekuly prispievajú k zlyhaniu protinádorovej 

terapie a k vzniku liekovej rezistencie a vzdialených metastáz [171-173].  

Keďţe molekuly CD133 a Nestin sú v súčasnosti vo všeobecnosti povaţované  

za markery CSC, a ich spoločná expresia býva vyuţìvaná k identifikácii a k separácii CSC  

z rôznych typov nádorov [174-177], priklonili sme sa k stanoveniu ich expresie 

v parafìnových vzorkách zìskaných od 121 pacientov s NSCLC. K detekcii ich samostatnej 

expresie sme vyuţili metódu dvojstupňovej imunohistochémie. Z dôvodu straty materiálu  

pri spracovávanì sme expresiu CD133 určovali len u 116 pacientov, a expresiu Nestinu  

u 112 pacientov.  

Molekulu CD133 sme detegovali u 22 pacientov. U 5 z nich bola expresia CD133 

pozorovaná vo viac neţ 20 % nádorových buniek, u zvyšku pacientov len v ojedinelých 

bunkách. Podobne, veľmi nìzku expresiu CD133 vo vzorkách NSCLC, aţ na pár výnimiek, 

pozorovali i dr. Eramo s kolektìvom [76].  Zistili však, ţe len 5 aţ 30 % CD133
+
 buniek má 

tzv. tumorogénny potenciál, čiţe dokáţe vyvolať tvorbu nového nádoru. Preto populáciu 

CD133
+
 buniek rozdelili na dve skupiny: na populáciu buniek podobných kmeňovým bunkám 

s „tumorogénnym“ potenciálom a na populáciu prekurzorových, či progenitorových buniek, 

ktoré nový nádor nevytvárajú. Autori tieţ zistili, ţe časť CD133
+
 buniek exprimuje epitelový 

antigén Ep-CAM. Na základe toho usúdili, ţe populácia CD133
+
 buniek v karcinómoch pľúc 

obsahuje značné mnoţstvo nediferencovaných epitelových buniek. Aby sa teda zabránilo 

kontaminácii populácie CD133
+
 pľúcnych buniek  hematopoetickými a endotelovými 

prekurzormi, viacerì autori na izoláciu pľúcnych buniek s „tumorogénnym“ potenciálom 

vyuţili dvojité značenie pomocou molekúl CD133 a Ep-CAM. Populácie takto vyizolovaných 
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CD133
+
 buniek mali schopnosť tvorby nádorových sfér, a po subkutánnom podanì 

imunokompetentným myšiam dokázali iniciovať vývoj nádoru, vykazujúceho rovnaké 

morfologické vlastnosti ako pôvodný nádor pacientov [76, 178]. Dr. Bertolini s kolektìvom 

tieţ zistili, ţe CD133
+
 bunky sú rezistentné k cisplatine. Po aplikácii cisplatinovej liečby 

myšiam s xenograftami nádorov u nich došlo k výraznému zväčšeniu podielu CD133
+
 buniek. 

Vďaka tomu, ţe po terapii dochádzalo k selekcii chemorezistentných CD133
+
 klonov 

majúcich vlastnosti kmeňových buniek, zvyšovala sa aj expresia génov zapojených  

do metastázovania, liekovej rezistencie, proliferácie či sebaobnovy, ako napr.  ABCG2, 

CXCR4, Nanog, Okt4/3 a α-6 integrìnu [171]. Okrem toho bolo zistené, ţe CD133
+
 bunky 

majú vzťah aj k rádiorezistencii, takţe beţne pouţìvanou liečbou je ťaţké ich eradikovať 

[179].  

Naopak, Dr. Cui s kolektìvom tvrdia, ţe na základe ich experimentov vykonaných  

na bunkových lìniách odvodených z rôznych typov karcinómov pľúc, molekula CD133 nie je 

markerom CSC u NSCLC, ale len u SCLC. Keďţe z lìniì odvodených z NSCLC nezìskali 

CD133
+
 frakciu, in vivo experimenty na myšiach vykonali len s CD133

+
 frakciou zìskanou 

z lìnie predstavujúcej SCLC [180]. Avšak, v ďalšìch štúdiách bola molekula CD133 vyuţitá 

k identifikácii a k separácii CSC z bunkových populáciì zìskaných z NSCLC, a tieto CD133
+
 

bunky sa ukázali mať pomerne vysoký „tumorogénny“ potenciál [171, 181]. Preto sme sa  

aj my priklonili k názoru, ţe povrchový antigén CD133 by mohol byť povaţovaný za vhodný 

marker CSC u NSCLC. 

Keďţe CD133
+
 frakcia, nezávisle od expresie Ep-CAM, stále obsahuje bunky, ktoré 

nemajú schopnosť vytvoriť nový nádor [76], na identifikáciu CSC u rôznych typov solidných 

nádorov sa vyuţìva expresia ďalšìch proteìnov charakteristických pre kmeňové bunky. Sú to 

hlavne molekuly diferenciačných signálnych dráh aktìvnych v kmeňových bunkách  

(napr. Sox2, Oct4, Nanog), detoxyfikačné enzýmy (napr. ABCG2, ALDH1), alebo molekuly 

tvoriace štruktúry nediferencovaných buniek (napr. Nestin, ktorý je v diferencovaných 

bunkách nahradený Vimentinom, resp. GFAP) [83, 175, 182, 183]. Preto sme aj my vybrali 

ďalšì, všeobecne vyuţìvaný marker – Nestin, a ako prvì sme sledovali jeho spoločnú expresiu 

s CD133 u pacientov s NSCLC.  

Expresia Nestinu bola u vyšetrovaných pacientov s NSCLC výrazne vyššia neţ 

expresia CD133. Preto sme zvlášť hodnotili imunohistochemickú expresiu v nádorových 

cievach, a zvlášť v epitele. Epitelové bunky vykazovali pozitìvne farbenie na Nestin  

u 74 pacientov (66 %), zatiaľ čo 78 pacientov (70 %) malo Nestin
+
 cievny endotel. Podobne, 
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expresiu Nestinu u polovice, či dokonca u väčšiny pacientov s NSCLC, pozorovali aj inì 

autori [81, 82, 184]. Avšak, výsledky tejto našej štúdie nenaznačili ţiadny vzťah expresie 

Nestinu, a dokonca ani molekuly CD133, k preţìvaniu pacientov s NSCLC. Vzhľadom 

k tomu, ţe cieľom tejto štúdie bola identifikácia CD133
+
/Nestin

+
 buniek, nebol na tomto 

súbore pacientov analyzovaný vzťah expresie daných proteìnov k jednotlivým histologickým 

podtypom či štádiám. Napriek tomu, niektoré štúdie naznačujú, ţe expresia Nestinu má  

pre pacientov prognostický význam. Jeho expresia bola spojená s výskytom metastáz  

do lymfatických uzlìn a pleury, a tieţ so zvýšenou proliferáciou a novotvorbou ciev  

ako krvného, tak aj lymfatického systému [81, 184, 185]. Tieto tvrdenia podporujú aj naše 

výsledky, zìskané na odlišnom súbore pacientov, u ktorých bol zisťovaný prognostický 

význam expresie Nestinu. Ukázali, ţe expresia Nestinu a novotvorba Nestin
+
 ciev sú častejšie 

prìtomné u pacientov vo vyššom štádiu ochorenia (IIIA), neţ u pacientov v skoršìch štádiách 

(I a II) (P < 0,003), a teda môţe byť spojená s horšou prognózou pacientov. K podobnému 

záveru došla aj skupina dr. Ahmeda, ktorá na vzorkách pacientov s ADC detegovala výrazne 

zvýšenú expresiu Nestinu u pacientov v pokročilejšìch štádiách ochorenia [186]. Naša štúdia 

tieţ poukazovala na podstatne vyššiu expresiu Nestinu vo vzorkách zìskaných z metastáz, neţ 

vo vzorkách z primárnych nádorov (85,7 % vs. 35,1% prìpadov), a jeho expresia bola 

signifikantne vyššia v metastázach z SCC, neţ z ADC (P < 0,003). Tieto pozorovania sú tieţ 

v zhode s uţ spomenutými prácami [81, 184, 185]. 

Horšia prognóza pacientov s Nestin
+
 nádormi je pravdepodobne zaprìčinená jeho 

vzťahom k proteìnom riadiacim proliferáciu a zastavenie bunkového cyklu. Dr. Chen 

s kolektìvom dokázali, ţe umlčanie expresie Nestinu vedie k inhibìcii aktivácie AKT 

a GSK3β, čìm môţe byť inhibovaná proliferácia nádorových buniek [82]. Okrem toho,  

dr. Narita s kolektìvom zistili, ţe inhibìcia expresie Nestinu v bunkách odvodených  

od pľúcnych adenokarcinómov zniţuje proliferáciu, migráciu, inváziu a zabraňuje tvorbe sfér. 

Tieţ prišli na to, ţe AKT inhibìtor IV, vďaka deregulácii SOX2, efektìvne zniţuje expresiu 

Nestinu. Tieto ich výsledky teda naznačujú, ţe agresìvnosť a vlastnosti charakteristické  

pre kmeňové bunky, spojené s expresiou Nestinu, môţu byť zacielené cez inhibìciu 

AKT/SOX2, čìm by sa mohla dosiahnuť eradikácia CSC v pľúcnych ADC [81]. Preto význam 

štúdia Nestinu, ako markera CSC u NSCLC, stále stúpa, a náš zámer identifikovať bunky 

vykazujúce spoločnú expresiu dvoch významých uznávaných markerov CSC, sa javì ako 

veľmi vhodný.  



66 

 

Na určenie spoločnej expresie CD133 a Nestinu u pacientov s NSCLC sme vyuţili 

metódu dvojitej imunofluorescencie. Prìtomnosť CD133
+
/Nestin

+
 buniek sme detegovali  

u 21 pacientov (17 %), avšak tieto bunky boli pozorované len veľmi ojedinele 

a reprezentovali ˂ 1 % buniek v reze. Keďţe doteraz nebola publikovaná ţiadna práca, 

v ktorej by bola sledovaná spoločná expresia CD133 a Nestinu v NSCLC, môţeme naše 

výsledky porovnávať len s výsledkami zìskanými z iných typov solidných nádorov.   

Ako uţ bolo spomenuté vyššie, pravdepodobne najlepšie preskúmané CSC, a teda aj 

spoločná expresia CD133 a Nestinu, je u glioblastómov. K rovnakému záveru ako my v našej 

prvej štúdii o CSC, ţe ani expresia CD133, ani expresia Nestinu nemá vzťah k prognóze 

pacientov s glioblastómom, došla i skupina dr. Kima. Napriek tomu, ţe vo všeobecnosti býva 

expresia markerov CSC, pre ktoré je charakteristická prirodzená rezistencia voči chemo- 

i rádioterapii, spájaná s horšou prognózou pacientov, autori tejto štúdie dokonca pozorovali 

o niečo dlhšie preţitie CD133
+
 pacientov, v porovnanì s CD133

-
 pacientami. Tento nesúlad 

expresie markerov CSC s preţìvanìm pacientov vysvetľujú tým, ţe ako CD133, tak aj Nestin, 

môţu byť samostatne exprimované aj v niektorých menej diferencovaných nádorových 

bunkách. Vďaka tomu, ţe nádory môţu vznikať nie len z progenitorových, ale i z tkanivových 

kmeňových buniek, túto fenotypovú diverzitu nádorových buniek, podľa autorov, nejde 

vystihnúť jednotlivými markerami CSC, ale je nutná kombinácia viacerých molekúl [187]. 

Naopak, iné štúdie vykonané na pacientoch s touto diagnózou tvrdia, ţe pacienti exprimujúci 

tieto molekuly (obzvlášť Nestin) majú horšiu prognózu, neţ pacienti nevykazujúci ich 

expresiu [77, 188]. Pomocou experimentov na bunkových lìniách odvodených 

z glioblastómov bolo tieţ zistené, ţe CD133
+
/Nestin

+
  bunky vykazujú charakter kmeňových 

buniek, čiţe majú aktivované diferenciačné signálne dráhy Wnt, Notch a Hedgehog, 

podieľajúce sa na udrţovanì ich „stemness“ potenciálu a na riadenì diferenciácie [189-191]. 

Okrem toho, sú tieto bunky rezistentné voči chemoterapii a rádioterapii, majú angiogénny 

potenciál, a po ich implantácii experimentálnym myšiam sú u nich schopné vyvolať vznik 

nového nádoru [192, 193]. Ďalšì autori prišli na to, ţe expresia CD133 a Nestinu sa zvyšuje  

za hypoxických podmienok [194, 195], čo podporuje teóriu o CSC schopných preţiť  

nepriaznivé podmienky v dormantnom štádiu [170].  

Doteraz zìskané informácie o charakteristike molekúl CD133 a Nestinu, zhrnuté 

v predchádzajúcich odstavcoch, boli potvrdené aj na mnohých ďalšìch typoch nádorov. Jedná 

sa hlavne o retinoblastóm [196], osteosarkóm [197], melanóm [198-201], rhabdomyosarkóm 
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[202], kostný sarkóm [203], karcinóm ţlčnìka [204], duktálny adenokarcinóm pankreasu [177, 

205, 206] a karcinóm ovária [183, 207].  

 

6.2  MOŽNÁ ÚLOHA VYBRANÝCH MIRNA AKO BIOMARKEROV NSCLC 

 

Štúdium miRNA, ako biomarkerov rôznych ochorenì, zaznamenalo v poslednom 

obdobì veľký rozmach. K dnešnému dňu (9.2.2015), najčastejšie pouţìvaná databáza 

vedeckých publikáciì PubMed, pri zadanì slovného spojenia "miRNA" OR "microRNA" 

odkazuje na 31 824 prác, pri vyhľadávanì "microRNA" AND "cancer" nachádza  

9 691 odkazov, a pri vloţenì spojenia "microRNA" AND "biomarker" uvádza 1 210 článkov 

súvisiacich s danými témami (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Vzhľadom k tomu,  

ţe vedci sa týmto molekulám venujú len posledných 13 rokov, tieto čìsla naznačujú,  

ţe miRNA majú významný potenciál.  

Molekuly miRNA sa ako regulátory génovej expresie podieľajú na mnohých 

biologických procesoch. Okrem toho sú zapojené aj do procesov patogenézy rôznych 

ochorenì, rakovinu nevynìmajúc. Keďţe niektoré z nich slúţia ako onkogény a/alebo 

nádorové supresory, detekcia ich deregulácie môţe mať zásadný význam pre určovanie 

prognózy pacientov. Taktieţ, pre ich tkanivovo-špecifický expresný profil, môţu byť 

nápomocné pri stanovovanì diagnózy. Navyše, vďaka ich štruktúre, sú miRNA pomerne 

stabilné molekuly, čo umoţňuje ich sledovanie i vo vzorkách tkanìv uchovávaných v parafìne 

[208]. Na základe týchto informáciì sme sa aj my zapojili ku skupine vedcov zaoberajúcich  

sa týmito molekulami, a rozhodli sme sa overiť, resp. zistiť ich diagnostický a prognostický 

význam na súbore našich pacientov s NSCLC.   

Do našej pilotnej štúdie bolo zahrnutých celkovo 62 pacientov, u ktorých sme,  

vo vzorkách zaliatych do parafìnu, kvantifikovali relatìvne hladiny expresie miR-21,  

miR-126, miR-205 a miR-23b, a tieţ imunohistochemickú expresiu proteìnov zapojených do 

MDR (P-gp, MRP a LRP/MVP). Následne sme analyzovali vzťah medzi jednotlivými 

miRNA a proteìnmi, a zisťovali sme, či súvisia s klinicko-patologickými parametrami, a teda, 

či majú vzťah k určovaniu diagnózy a prognózy vyšetrovaných pacientov.  

V prìpade miR-21 sme jej preferovaný prognostický význam pre pacientov s NSCLC 

nepotvrdili. Zvýšenú hladinu miR-21 sme detegovali u 7 pacientov (11,3 %), avšak táto 

nekorelovala s klinicko-patologickými parametrami PFS a OS (PPFS = 0,236, POS = 0,187). 
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Viaceré štúdie ale podtrhujú negatìvny prognostický význam zvýšenej expresie miR-21 

v rôznych typoch nádorov, nielen v NSCLC (209-213]. No sú dostupné aj práce, v ktorých 

prognostický význam miR-21 v NSCLC nebol potvrdený.  Naprìklad, dr. Wang s kolektìvom, 

rovnako ako my, pozorovali vo väčšine prìpadov znìţené hladiny miR-21. Zistili, ţe expresia 

miR-21 je spojená s citlivosťou na rádioterapiu. Preto porovnali hladiny tejto miRNA 

u rádiosenzitìvnych a rádiorezistentných pacientov, a prišli na to, ţe rádiosenzitìvni pacienti 

majú hladiny miR-21 významne niţšie, neţ pacienti rádiorezistentnì [214]. Údaje 

o rádiosenzitivite, resp. rádiorezistencii našich pacientov nie sú dostupné, avšak na základe 

odberu materiálu prioritne pred podanìm akejkoľvek protinádorovej terapie usudzujeme,  

ţe väčšina pacientov by mala byť na tento druh liečby, v čase operácie, citlivá, a teda naše 

výsledky, ukazujúce znìţené hladiny miR-21, podporujú túto hypotézu. Význam miR-21  

pri ovplyvňovanì citlivosti na ionizačné ţiarenie, na bunkách odvodených od ADC, potvrdila 

i skupina dr. Maa [215]. Okrem toho, Dr. Nielsen s kolektìvom zistili, ţe u pacientov 

s kolorektálnym karcinómom je hladina miR-21 v nádorových stromálnych bunkách  

aţ 6-násobne vyššia neţ v samotných nádorových bunkách [216]. Vzhľadom k podobnému 

charakteru miR-21 v rozličných nádoroch usudzujeme, ţe tento mechanizmus by mohol 

fungovať aj u pacientov s NSCLC. Keďţe my sme k izolácii RNA vyberali pomocou TMA 

lokality obsahujúce najväčšì podiel práve nádorových buniek, znìţené hladiny miR-21  

by mohli súvisieť s nìzkym zastúpenìm stromálnych buniek v našich vzorkách. Na základe 

týchto výsledkov teda nemôţeme potvrdiť vyuţitie miR-21 ako prognostického markera 

u pacientov s NSCLC. Dokonca, ani pravdepodobne najväčšia štúdia, ktorá bola doteraz  

na pacientoch s NSCLC vykonaná (vyšetrovaný súbor zahŕňal skupinu 631 pacientov), 

jednoznačne nepotvrdila prognostický význam miR-21 [217].  

Naše ďalšie výsledky však ukazujú, ţe miR-205 by mohla byť vhodným kandidátom 

na diagnostický marker odlišujúci pacientov s SCC od pacientov s ostatnými histologickými 

podtypmi NSCLC. Toto tvrdenie podporuje fakt, ţe expresia miR-205 bola u pacientov s SCC 

signifikantne vyššia, neţ u pacientov s ADC a LCC (p<10
-6

). Celkovo bola hladina miR-205 

zvýšená u 30 pacientov (48,4 %). K podobnému záveru, ako my, došli viaceré výskumné 

skupiny [127, 128, 209, 218].  

V prìpade kvantifikácie miR-126 sú naše výsledky, ukazujúce znìţenie jej expresie 

u 59 pacientov (95,2 %), v zhode s názormi naznačujúcimi jej moţnú tumor-supresorovú 

úlohu v rôznych nádoroch [118, 219-221]. Jej prognostický význam u pacientov s NSCLC 

sme sìce nepotvrdili, avšak existujú štúdie, ktoré hovoria ako o jej pozitìvnom [222-224], tak 
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aj o jej negatìvnom [225, 226] prognostickom význame. Preto sa jej úloha zdá byť dosť 

kontroverzná a ďalšie štúdie budú potrebné k určeniu jej skutočnej funkcie v nádoroch.   

Na základe rastúceho počtu publikáciì o prognostickom význame miR-23b v rôznych 

typoch nádorov sme sa rozhodli zistiť jej úlohu v NSCLC. Naše výsledky ukázali, ţe hladina 

miR-23b bola vo väčšine vzoriek znìţená (u 57 pacientov; 91,9 %), čo by mohlo svedčiť o jej 

moţnej úlohe ako tumor-supresorovej miRNA. Keďţe jej charakter závisì od typu nádoru, 

môţeme NSCLC zaradiť do skupiny s ďalšìmi nádormi, v ktorých je hladina miR-23b 

primárne znìţená, a to napr. nádory prostaty, obličiek alebo štìtnej ţľazy [120, 133, 136]. 

Navyše bolo u týchto nádorov pozorované, ţe pacienti s vyššìmi hladinami miR-23b 

mávajú lepšiu prognózu ochorenia. K podobným záverom sme došli aj my, keď sme pomocou 

Kaplan-Meierovej analýzy zistili, ţe pacienti so zvýšenou expresiou miR-23b preţìvajú 

lepšie, neţ pacienti s hladinou znìţenou (PPFS = 0,065; POS = 0,048).  

Viacerì autori tieţ poukazujú na vzťah sledovaných miRNA k liekovej rezistencii 

[169, 227-231]. Preto sme sa rozhodli porovnať ich expresiu s expresiou transportérových 

proteìnov P-gp, MRP a LRP/MVP, majúcich svoju nezastupiteľnú úlohu vo vývoji MDR 

u pacientov s NSCLC [19, 232]. Pomocou dvojstupňovej imunohistochémie sme expresiu  

P-gp pozorovali u 40 pacientov (64,5 %), MRP u 50 pacientov (80,6 %) a LRP/MVP  

u 35 pacientov (56,4 %). Na základe výsledkov analýzy preţìvania sme nezistili signifikantný 

rozdiel v preţìvanì pacientov s alebo bez expresie daných proteìnov (P-gp: PPFS = 0,993,  

POS = 0,982; MRP: PPFS = 0,911, POS = 0,945; LRP/MVP: PPFS = 0,908, POS = 0,966). 

Podobné výsledky boli publikované aj inými autormi [233-236], avšak iné štúdie navrhujú 

negatìvny prognostický význam sledovaných MDR proteìnov u pacientov s nádorovými 

ochoreniami [19, 232, 237-239].  

Pomocou Coxovej regresnej analýzy sme pripravili model na hodnotenie rizika úmrtia 

a relapsu ochorenia pre pacientov s NSCLC. Kritéria pre tvorbu tohto modelu spĺňala jedine 

miR-23b, ktorá mohla byť testovaná spoločne s LRP/MVP. Tento model ukázal, ţe riziko 

úmrtia a/alebo relapsu u pacientov so znìţenou hladinou miR-23b narastá spolu s expresiou 

LRP/MVP, a klesá so zvyšovanìm hladiny miR-23b (PFS: P = 0,022, HR = 4,342;  

OS: P = 0,015, HR = 4,408). Naproti tomu, keď sme tento model vytvorili samostatne iba  

pre miR-23b, bol zistený len určitý trend, avšak nebol zistený štatisticky významný vzťah 

k jednotlivým rizikám pacientov (PFS: P = 0,087, HR = 3,451; OS: P = 0,067, HR = 3,765). 

Okrem toho sme pozorovali zvýšené relatìvne riziko úmrtia P-gp
+
 pacientov so znìţenou 

hladinou miR-23b, neţ mali pacienti so zvýšenou hladinou miR-23b (RR = 2,595, P = 0,02). 
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Vzťah miR-23b k liekovej rezistencii pozorovali i dr. Park s kolektìvom. Zistili, ţe ALDH1
+
 

bunky karcinómu ováriì vykazujú charakter CSC, a v porovnanì s ALDH1
-
 bunkami majú 

zvýšenú hladinu miR-23b. Podobne ako my, aj tìto autori pokladajú prìtomnosť CSC v nádore 

za jeden z dôvodov vzniku chemorezistencie. Samotný prognostický význam miR-23b však 

v tejto štúdii zistený nebol [231].    

Nie je nám známe, ţe by v súčasnosti bola publikovaná iná práca zaoberajúca  

sa úlohou miR-23b v NSCLC, a preto sme naše výsledky porovnali s prácami, ktoré boli 

vykonané na pacientoch s inými nádorovými ochoreniami. Vybrali sme však hlavne tie, kde 

autori, podobne ako aj my, pozorovali pozitìvny prognostický význam zvýšenej hladiny  

miR-23b [120, 133, 240]. Nádory, v ktorých miR-23b zohráva opačnú úlohu, čiţe vystupuje 

pravdepodobne v roli onkogénu (napr. nádory prsnìka alebo obličiek), neboli do tejto diskusie 

zahrnuté [119, 136]. Jedinou výnimkou je karcinóm ováriì, u ktorého bol pozorovaný vzťah 

miR-23b k chemorezistencii [231].  
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7  ZÁVER 

 

 Podarilo sa nám identifikovať CD133
+
/Nestin

+
 bunky v rezoch zìskaných z TMA 

blokov. Tieto bunky boli zastúpené s podstatne niţšou frekvenciou neţ bunky CD133
+
 

či Nestin
+
, čo by mohlo svedčiť o ich moţnej úlohe nádorových kmeňových buniek.  

 Nepodarilo sa nám v tejto práci potvrdiť, ţe by expresia sledovaných proteìnov 

významne ovplyvňovala preţìvanie vyšetrovaných pacientov. 

 Podarilo sa nám potvrdiť pravdepodobný prognostický význam expresie Nestinu, 

spojenej s vyššìm štádiom ochorenia a s tvorbou metastáz. 

 Hladiny miR-205 boli signifikantne vyššie u pacientov s SCC neţ u pacientov s inými 

histologickými podtypmi. Preto by miR-205 mohla byť vyuţitá ako pomocný 

diagnostický marker NSCLC.  

 Hladiny miR-21 a miR-126 boli u väčšiny pacientov znìţené. V prìpade miR-21 sme 

teda nepotvrdili jej úlohu onkogénnej miRNA s negatìvnym prognostickým 

významom, avšak v prìpade miR-126 naše výsledky naznačujú jej potenciálnu úlohu 

tumor-supresorovej miRNA. 

 Hladina miR-23b bola u väčšiny pacientov znìţená, čo v tomto prìpade svedčì o jej 

moţnej úlohe ako tumor-supresorovej miRNA. Zároveň, zvýšená expresia miR-23b 

bola spojená s lepšou prognózou, a teda dlhšìm časom do progresie, resp. úmrtia 

našich pacientov. 

 Podarilo sa nám pripraviť Coxov regresný model pre hodnotenie rizika úmrtia a/alebo 

progresie ochorenia na základe kombinovanej expresie miR-23b a LRP/MVP. Tento 

model ukazuje, ţe riziká u pacientov so znìţenou hladinou miR-23b narastajú spolu 

s expresiou LRP/MVP, a klesajú so zvyšovanìm hladiny miR-23b. Preto by miR-23b, 

obzvlášť v kombinácii s expresiou LRP/MVP, mohla slúţiť ako prognostický marker 

u pacientov s NSCLC. 

 

Perspektìvy do budúcnosti: 

Táto dizertačná práca v sebe zhŕňa výsledky pilotných štúdiì zameraných na identifikáciu 

buniek nesúcich znaky CSC a nových biomarkerov u pacientov s NSCLC. Vďaka tomu 

by mohla byť nápomocná pri určovanì správnej diagnózy, a tieţ pri určovanì prognózy 
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pacientov s NSCLC. Stáva sa tak podkladom pre ďalšì výskum, ktorý by mohol prispieť 

k individualizovanému prìstupu k pacientom s NSCLC. Jej výsledky je však nutné overiť 

na väčšom súbore pacientov. 
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8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK 

 

ABC ATP-väzobná kazeta (ATP-binding cassette) 

ADC adenokarcinóm (adenocarcinoma) 

ADP adenozìndifosfát (adenosine diphosphate) 

AGO argonaut (argonaut) 

AKT v-akt homológ onkogénu vìrusu myšieho tymómu (v-akt murine thymoma viral 

oncogene homolog 1) 

ALDH1 aldehyd dehydrogenáza 1 (aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1) 

APC  adenomatózna polypóza čreva (adenomatous polyposis coli) 

ATP adenozìntrifosfát (adenosine triphosphate) 

BAK homológ antagonistu/zabijaka BCL2 (BCL2 homologous antagonist/killer) 

BAX X proteìn asociovaný s BCL2 (BCL2-associated X protein) 

BCL2 B-bunkový lymfóm 2 (B-cell lymphoma 2) 

BCRP  proteìn spojený s rezistenciou karcinómu prsnìka (breast cancer resistance 

protein) 

CCND2 cyklìn D2 (cyclin D2) 

CD diferenciačný klaster (cluster of differentiation) 

cDNA komplementárna DNA (complementary DNA) 

CI konfidenčný interval (confidence interval) 

CLL chronická lymfocytová leukémia (chronic lymphocytic leukemia) 

c-MYC v-myc homológ onkogénu vìrusu vtáčej myelocytomatózy (v-myc avian 

myelocytomatosis viral oncogene homolog) 

CNS centrálny nervový systém (central nervous system) 

CsA cyklosporìn A (cyclosporine A) 

CSC nádorová kmeňová bunka (cancer stem cell) 

Ct prahový cyklus (cycle threshold) 

CXCR4 chemokìnový receptor s C-X-C motìvom 4 (chemokine (C-X-C motif)  

receptor 4) 

Da dalton (dalton) 

DAB 3, 3'-diamobenzidìn (3, 3'-diaminobenzidine) 

DDR odpoveď na poškodenie DNA (DNA damage response) 
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DEPC dietylpyrokarbonát (diethylpyrocarbonate) 

DFS bezprìznakové obdobie (disease-free survival) 

DGCR8 DiGeorge syndróm kritickej oblasti génu 8 (DiGeorge syndrome critical region 

gene 8) 

DNA  deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucleic acid)  

dNTP deoxyribonukleozidtrifosfát (deoxyribonucleoside triphosphate) 

DSC bunka preţìvajúca liečbu (drug surviving cell) 

Dsh    dishevelled (dishevelled) 

dsRNA dvojvláknová RNA (double-stranded RNA) 

EDTA kyselina etyléndiamìn tetraoctová (ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGFR receptor pre epidermálny rastový faktor (epidermal growth factor receptor) 

EML4-ALK proteìn podobný proteìnu asociovanému s mikrotubulmi ostnantokoţcov 4 – 

kináza anaplastického lymfómu (echinoderm microtubule-associated protein-

like 4 - anaplastic lymphoma kinase) 

ENCODE encyklopédia DNA elementov (encyclopedia of DNA elements) 

Ep-CAM adhézna molekula epitelovej bunky (epithelial cell adhesion molecule) 

FFPE vo formalìne fixované, do parafìnu zaliate (formalin-fixed, paraffin-embedded) 

Fz  frizzled (frizzled) 

G stupeň (grade) 

GFAP kyslý gliálny fibrilárny proteìn (glial fibrillary acidic protein) 

GSK3β glykogén syntáza kináza-3β  (glycogen synthase kinase 3 beta) 

GST glutatión S-transferáza (glutathione S-transferase) 

GTP guanozìntrifosfát (guanosine triphosphate) 

HH   hedgehog (hedgehog) 

HR podiel rizika (hazard ratio) 

IASLC  medzinárodná organizácia pre štúdium nádorov pľúc (International association 

for the study of lung cancer) 

IF   imunofluorescencia (immunofluorescence) 

IHC imunohistochémia (immunohistochemistry) 

LCC veľkobunkový karcinóm (large cell carcinoma) 

LNA uzamknutá nukleová kyselina (locked nucleid acid) 

LRP/MVP proteìn spojený s rezistenciou pľúc/veľký “vault” proteìn (lung resistance-

related protein/major vault protein) 
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LRP5/6  lipoproteìny podobné receptoru o nìzkej denzite 5 a 6 (low-density lipoprotein-

related receptors 5 and 6) 

LTC4 leukotrién C4 (leukotrien C4) 

M metastázy (metastasis) 

MDR  mnohopočetná lieková rezistencia (multidrug resistance) 

miRNA/miR mikroRNA (microRNA) 

MM master mix (master mix) 

mRNA mediátorová RNA (messenger RNA) 

MRP  proteìn mnohopočetnej liekovej rezistencie 1 (multidrug resistance-associated 

protein 1) 

N lymfatické uzliny (lymph nodes) 

NBD doména viaţúca nukleotidy (nucleotide binding domain) 

NES nestin (nestin) 

NICD   intracelulárna doména Notch (Notch intracellular domain) 

NSCLC nemalobunkový karcinóm pľúc (non-small cell lung cancer) 

OS celkové preţitie (overall survival) 

P hladina pravdepodobnosti (probability level)  

PARP poly ADP-ribóza polymeráza (poly ADP-ribose polymerase) 

PBS fosfátový pufer (phosphate-buffered saline) 

PCR polymerázová reťazová reakcia (polymerase chain reaction) 

PDCD4  proteìn programovanej bunkovej smrti 4 (programmed cell death protein 4) 

PFS čas do progresie (progression-free survival) 

P-gp  P-glykoproteìn (P-glycoprotein) 

pRB proteìn retinoblastómu (retinoblastoma protein) 

PTC   patched (patched) 

PTEN homológ fosfatázy a tenzìnu (phosphatase and tensin homolog) 

qPCR kvantitatìvna PCR (quantitative PCR) 

RAS homológ onkogénu vìrusu krysieho sarkómu (rat sarcoma viral oncogene 

homolog) 

RISC RNA-indukovaný umlčovacì komplex (RNA-induce silencing complex) 

RNA  ribonukleová kyselina (ribonucleic acid) 

RNAi RNA interferencia (RNA interference) 

RR relatìvne riziko (relative risk) 
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RT reverzná transkripcia (reverse transcription) 

RTK tyrozìn-kinázový receptor (receptor tyrosine kinase) 

S štádium (stage) 

SCC skvamózny (spinocelulárny) karcinóm (squamous cell carcinoma) 

SCLS malobunkový karcinóm pľúc (small cell lung cancer) 

SMO   smoothened (smoothened) 

SOX4 SRY-box 4 (SRY-box 4) 

SRY pohlavie určujúci region Y (sex determining region Y) 

T tumor (tumour) 

TIMP3 TIMP inhibìtor metalopeptidáz 3 (TIMP metallopeptidase inhibitor 3) 

TMA tkanivová mikroerej (tissue microarray) 

TMD transmembránová doména (transmembrane domain) 

TNC tenascin C (tenascin C) 

TOPOII topoizomeráza typ II (type II topoisomerase) 

TRBP TAR RNA väzobný proteìn (TAR RNA binding protein) 

TRIS tris(hydroxymetyl)aminometán (tris(hydroxymethyl)aminomethane) 

TS tumor-supresor (tumour-supressor) 

UTR netranslatovaná oblasť (untranslated region) 

VEGF vaskulárny endotelový rastový faktor (vascular endothelial growth factor) 

WHO svetová zdravotnìcka organizácia (world health organisation) 

ZEB1 zinkový prst E-box viaţúci homeobox 1 (zinc finger E-box binding  

homeobox 1) 

β-Cat   β-katenìn (β-catenin) 
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