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Abstrakt

Chemorezistence je jednou z hlavnich pficin selhani 1écby chemoterapie nadort.
Vakuolarni ATPasa (V-ATPasa) je ATP-dependentni protonova pumpa podilejici se na
regulaci pH bunék, bunéénych organel i1 intracelularniho prostoru. V souvislosti
s metabolismem nadorovych bun¢k (metabolismus glukosy, hypoxie, nedostatecné
prokrveni nddorové tkan€) dochazi k vyrazné acidifikaci extraceluldrniho prostoru
a intracelularnich kompartmentti. Bazicka cytostatika prestupuji na zaklad€ pH gradientu
do kyselych organel, kde jsou nasledné protonovana a akumulovana. Tento mechanismus
se nazyva lysosomalni sekvestrace a je jednim z mechanismi rezistence nadorovych
bun¢k k podavanym léciviim, ktera se v disledku vychytavani nedostanou do mist svého
ucinku. ZvysSend exprese V-ATPas byla popsana v souvislosti s chemorezistenci
a progresi nadort.

Tato prace je zamé&fena na sledovani membranové podjednotky Vod z komplexu
V-ATPasy a zmén rezistence vuci ellipticinu zpisobené umlcenim genu této podjednotky
v lidskych neuroblastomovych liniich UKF-NB-4 (senzitivni) a UKF-NB-4FH
(rezistentni k ellipticinu). Exprese Vod byla nejprve zkoumana na trovni mRNA pomoci
kvantitativni polymerasové fetézové reakce vredlném case (RT-PCR). K umléeni
vybranych geni podjednotek V-ATPasy byla vyuzita transfekce bunék molekulami
siRNA (z angl. small interfering RNA), jejiZz tspeéSnost byla ovéfena na proteinové urovni
metodou Western blot i na irovni mRNA pomoci RT-PCR. Konfokalni mikroskopii byla
sledovéana subceluldrni lokalizace ellipticinu v buné&cnych liniich ovlivnénych transfekci.
Proliferace transfekovanych buné€k a jejich viabilita byly sledovany v realném case
pomoci systému xCELLigence a pomoci ¢inidla PrestoBlue. Bylo prokdzano, Ze exprese
podjednotky Vod V-ATPasy je zvySena v neuroblastomové linii rezistentni vuci
ellipticinu. Po transfekci bunék UKF-NB-4*" molekulami siATP6VODI1 a nésledné
inkubaci s ellipticinem doSlo k vyraznému snizeni jejich prolifera¢nich schopnosti
aviability — podjednotka Vod mlze tedy =zisadné ovlivilovat rezistenci
neuroblastomovych linii vici ellipticinu.  Jiz samotna transfekce bunék molekulami
siRNA meéla negativni vliv na jejich viabilitu. Kombinace transfekce bun¢k molekulami
siRNA a jejich inkubace s ellipticinem zplsobuje vznik vakuol, jejichz pivod nebyl

identifikovan.

Kli¢ova slova: neuroblastom, ellipticin, chemorezistence nadorovych bun¢k, V-ATPasa,

lysosomalni sekvestrace cytostatik



Abstract

Chemoresistance is one of the main causes of failure of anticancer chemotherapy.
Vacuolar-type ATPase (V-ATPase) is an ATP-dependent proton pump involved in the
regulation of the pH in cells, cell organelles and the intracellular space. A significant
acidification of the extracellular space and intracellular compartments occurs in
connection with the metabolism of tumour cells (glucose metabolism, hypoxia,
insufficient blood perfusion of the cancer tissue). Basic drugs are transferred into acidic
organelles based on the pH gradient, where they are then protonated and accumulated.
This mechanism is called lysosomal sequestration and is one of the mechanisms how
tumour cells resist to applied drugs, which then do not reach their target site in cancer
cell. An increased expression of V-ATPases has been described in relation to
chemoresistance and the progression of tumours.

This dissertation is focused on observing the membrane subunit Vod from the
complex of V-ATPase and the changes in resistance to ellipticine caused by the silencing
of this subunit’s gene in human neuroblastoma cell lines UKF-NB-4 (sensitive) and
UKF-NB-4EL (resistant to ellipticine). The expression of the Vod protein was first
examined on mRNA level using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR).
The silencing of selected V-ATPase subunits genes was mediated by cell transfection
with specific siRNA molecules (small interfering RNA) and its success was measured
both on the protein level by using the Western blot method and on the mRNA level by
RT-PCR. Confocal microscopy was used to observe the subcellular localisation of
ellipticine in the transfected cell lines. The proliferation of transfected cells and their
viability were evaluated in real-time using the xCELLigence system and PrestoBlue
agent. It was proven that the expression of the Vod subunit of V-ATPase is increased in

the ellipticine-resistant neuroblastoma cell line. UKF-NB-4FLL

cells transfected by
siATP6VOD1 incubated with ellipticine showed significantly reduced proliferation and
viability — the Vod subunit can therefore significantly influence resistance to ellipticine in
neuroblastoma cells. Vod knock down alone had a negative effect on their viability. The
combination of cells siRNA-mediated transfection and their incubation with ellipticine

leads to the formation of vacuoles, the origin of which was not identified. [IN CZECH]

Keywords: neuroblastoma, ellipticine, cancer cells chemoresistance, V-ATPase,

lisosomal sequestration of cytostatic drugs [IN CZECH]
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1 Uvod

Maligni nadory zahrnuji Sirokou skupinu onemocnéni, které postihuji libovolnou ¢ast
organismu. Jednou z definic pro nador je rychly nekontrolovany riist abnormalnich
bun¢k, ktery neni omezovan hranicemi tkani a které maji navic schopnost opustit misto
vzniku a usadit se kdekoliv v organismu, tedy metastazovat. Pfi¢iny jejich vzniku nejsou
presné zndmé a 1i8i se u riiznych nadorti. Urc€ity vliv maji kombinace faktorti genetickych
a environmentalnich, dale vek, stravovaci navyky a zivotni styl. Nadory se fadi mezi
,heprenosna onemocnéni“ (angl. noncommunicable diseases, NCDs), na ktera roné
zemie az 41 milioni obyvatel (71 % celkové globalni umrtnosti). Mezi nejsmrtelnéjsi
NCD patii kardiovaskuldrni onemocnéni (17,9 mil./rok), nadory (9 mil./rok), respirac¢ni
onemocnéni (3,9 mil./rok) a diabetes (1,6 mil./rok). Tyto nemoci jsou ¢im dal Cast&jsi
a vyskytuji se u lidi vSech v€kovych kategorii na celé zemi. Jejich rostouci vyskyt
v populaci mize byt zpisoben vyS$im v€kem, kterého se lidé dozivaji, nevyvazenou
stravou, klesajici fyzickou aktivitou, Cetnéjs$i expozici tabdkovému koufi a ¢astéjSimu
pozivani alkoholu. Vyznamnym ¢initelem je také stres, ktery je spolu s nékterymi vyse
zminénymi vlivy pfi¢inou vzniku metabolickych rizikovych faktori NCD — vysokého
tlaku, nadvéhy ¢i obezity, hyperglykemie a hyperlipidemie. Pro zlepSeni momentalni
situace a snizeni umrti spojenych s NCDs je v klinické medicin¢ dtlezita predev§im
vCasna detekce, skrining, spravna terapie a pravidelné sledovani pribéhu nemoci.
Bohuzel nejsou ve vSech piipadech jesté zndmé markery, které by pomohly nemoc vcas
zachytit a monitorovat, proto je dilezity védecky vyzkum zabyvajici se vyvojem léCiv

a studiem patologie nemocného organismu [1], [2].
1.1 Nadorova onemocnéni

Nador vznikd jako mnohostupiiovy proces, béhem kterého se normalni buitka méni
v nadorovou, obecné dochazi k vyvoji pies stddia prekanceréz az po vznik maligniho
tumoru. Je to vysledek interakce mnoha vlivil, pfedev§im genetickych faktori a tii
kategorii vnéjsich karcinogent: fyzikalnich (UV zéfeni, radiace, mechanické drazdéni,
termické vlivy), chemickych (tabdkovy kouf, alkohol, arsen, aflatoxin) a biologickych
(infekce urCitymi viry, bakteriemi a parazity, napt. HIV, HBV, HCV, Helicobacter pylori
a schistosoma (krevnicka)) (Obr. 1, str. 10). Velmi vyznamnym faktorem pro vyvoj

nadorového onemocnéni je starnuti. Diky ménicim se Zivotnim podminkam a velkym



pokrokiim mediciny dochazi k prodluzovéni Zivota populace, s timto vSak souvisi
i zdravotni problémy spojené se starnutim organismu vyvolané porusenou efektivni
regeneraci a snizenou schopnosti bunécné reparace, to znamena, ze se v téle hromadi
rizna poskozeni a molekuly toxické pro bunky (peroxid vodiku, aktivni formy kysliku),

které usnadnuji vyvoj nadoru [1].

geneticke faktory

mutace DNA

B
A
"« @ ‘
%

viry, paraziti

&

mutace DNA

g

&

UV zafeni koureni, cigaretovy kouf
chemické latky mutace vzniklé pfi déleni bunék dité dospély senior

Obr. 1: Ukazka vybranych karcinogeni a rizikovych faktorG pro vyvoj nadorového
onemocnéni (A). Postupnéd akumulace genetickych modifikaci ve starnoucim organismu zvysSuje
pravdépodobnost vzniku nadoru (B). Pfevzato a upraveno z [3].

Mezi nejcastéjSi nadory patii karcinomy plic, prsu, prostaty, kolorektalni
karcinom, nadory kliZe a zaludku. VSechny zminéné jsou také nejcast&jsi pricinou smrti
onkologickych pacienti. Rlizné typy nadord byvaji nejcastéji rozliSovany dle organu
¢i tkang, ve které novotvar vznikd, mohou se od sebe ale liSit i piivodem tkané, ze které
vychazi. V takovém piipadé¢ mizeme mluvit o karcinomu, sarkomu, leukémii, lymfomu,
glidlnich nadorech ¢i melanomu. NejcastéjSim druhem jsou karcinomy, nédory
vychézejici z epitelidlnich bunék (vyskyt na vnéj§im 1 vnitinim povrchu téla). Existuji
také mnohé typy epitelidlnich bunék, diky ¢emu se karcinomy déli na specificté;jsi
poddruhy, napt. adenokarcinomy z epitelu Zldzového nebo spinoceluldrni karcinomy
z dlazdicového epitelu. Sarkomy jsou nddory z mesenchymu, které se tvoii v kostech
a mekkych tkanich jako jsou svaly, tukova tkan a cévy, specifickym piikladem mohou
byt osteosarkomy — nejcastéj$i nadory kosti. Nadory z krvetvornych bunék vznikajici
v kostni dfeni se nazyvaji leukémie. Dochézi zde k hromadéni nadorovych leukocytd,
které vytésiiuji ostatni krevni buriky a zhorSuji tak okyslicovani tkani, snizuji srdZeni krve
vedouci ke krvaceni a také snizuji imunitni odpovédi na infekce. Bunky zajistujici

imunitni syst¢ém mohou tvofit dva typy nadori — lymfomy zaklddané z T-buné¢k
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a B-bun¢k nebo mnohocetné myelomy vychéazejici z plasmatickych bunck. DalSim
tumorem je melanom, ktery vznikd pfeménou melanocytl, bun€k, které produkuji
barvivo melanin a vyskytuji se hlavné v pigmentovanych tkanich (kiize, o¢i) [3].
Incidence, tedy pocet novych onkologickych pacientli vztazenych na pocet
obyvatel za ¢asové obdobi (pocet noveé vzniklych nadorti na 100 000 obyvatel za rok),
celosvétove nariistd, mortalita (Gmrtnost) se lehce snizuje, roste ale prevalence, tedy pocet
Zijicich pacientd, kteti prodélali nadorové onemocnéni. V Ceské republice kazdy teti
obyvatel onemocni zhoubnym nadorem a kazdy cCtvrty na toto onemocnéni zemfe.
Umrtnost na zhoubné nadory vak vykazuje stagnaci nebo dokonce mirny pokles, coZ je
vysledkem nejen zlepSovani 1éCby, ale i dislednéjsi prevence, kterou lze délit do Ctyt
druhil (primarni az kvartérni). Podstatou primérni prevence je piedejit vzniku nadoru
pomoci zdravého zZivotniho stylu (vhodné stravovaci navyky, omezeni nadvahy, alkoholu
a cigaret) a kontrola tzv. preventabilnich nadort, tedy onkologickych onemocnéni, které
se vyskytuji opakovan¢ v rodinnych anamnézach, jako kolorektalni karcinom, karcinomy
prsu a délozniho ¢ipku ¢i ORL néadory. Cilem primarni prevence v onkologii je tedy
sniZeni incidence maligniho onemocnéni. Sekundarni prevence ma za tkol skrining, tedy
celoplo$né testovani populace urcité vékové kategorie a pohlavi, vedouci k v€asnému
podchyceni zhoubnych nador v takovém stadiu, ve kterém jsou nejlépe 1écCitelné.
V Ceské republice existuji tii zdkladni screeningové programy — mamologicky (vy3etieni
prsou), cervikalni (vySetfeni délozniho hrdla) a kolorektalni (vySetieni tlustého stfeva
a konecniku). Cilem terciarni prevence je zachytit moznou recidivu, tedy névrat
nadorového onemocnéni po primarnim vyléceni, a to bud’ v bezptiznakovém stadiu nebo
ve fazi, kdy je mozné onemocnéni uspéSné lécit. Onkologicti pacienti jsou z tohoto
divodu dozivotn€ sledovani, v né¢kterych ptipadech vSak nastavd problém v podobé
vzniku druhotnych nadori mimo sledovany organ ¢i hlidanou diagnézu. Kvartérni
prevence se zabyva pacienty s nevyléc¢itelnymi nadory, ptredvidanim dasledki postupujici
nemoci a poskytovanim prostfedkil a sluzeb, které pomohou danym pacientim a jejich
rodindm udrZet co nejlepsi kvalitu zbyvajiciho Zivota (dostupnost analgetické 1écby,

psychologické a sociologicka podpora) [4].

11



1.1.1 Nadorova onemocnéni déti

Zhoubné nadory u déti patfi mezi vzacnd onemocnéni, zahrnuji asi 1 % celkového
mnozstvi v§ech nadord. V priméru onemocni 1 dité z 600, incidence je vSeobecné vyssi
u chlapcti, pro ob¢ pohlavi je nejcastéjsi vyskyt nadoru v obdobi véku do péti let a poté
v obdobi puberty a béhem dospivani. Détské typy nddort jsou znaéné odlisné od malignit
dospélych, a to diky odliSnym vlastnostem pacienta (tedy nemocného ditéte) i nadorti
samotnych. V prubéhu détstvi dochazi k vyvoji organismu a jednotlivych organt, 1é¢ebné
metody tedy musi byt voleny tak, aby nedochézelo k pozdé¢jsim nésledkiim spojenych
s narusenim tohoto rozvoje. Na druhou stranu vsSak v détském véku nedochazi ke
kumulaci mutaci, ani zde tak siln€ neptsobi faktory Zivotniho stylu a vnéjSiho prostredi.
Vznik vétSiny détskych nadort je vysoce sporadicky. Mala ¢ast pacientt (5 — 10 %) je
zatizena genetickymi predispozicemi, urcitou roli mohou sehrat i poruchy imunity.
Epigenetické zmény spojené s tumorigenezi mohou byt na déti pienesené predchozi
generaci, nejvétsi vliv ma matka v prvnim trimestru gravidity (dochédzi k bunétné
diferenciaci pii Casné embryogenezi) a nasledné pii kojeni (budovani imunity) — zivotnim

stylem i stravou ovlivituje riziko nadoru u ditéte [5].

M leukémie, myeloproliferativni choroby a
myelodysplastické choroby

B CNS a ostatni intrakranidlni a intraspindlni
neoplasmata

B lymfomy a retikuloendoteliosa

23,2%

W jiné maligni epitelidIni novotvary a maligni
melanomy

W nddory ze zdrodecnych bunék, nadory
trofoblastu a novotvary pohlavnich orgdnt

m sarkomy mekkych tkdni a jiné mimokostni
sarkomy

M neuroblastom a jiné tumory bunék
perifernich nerv(

W maligni nddory kosti

W tumory ledvin

M jiné a nespecifikované maligni novotvary

Obr. 2: Netastéjsi typy détskych nadori v Ceské republice v letech 1994-2016.
Ptevzato a upraveno z [6].
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Z biologického hlediska jsou nddory v détském veéku vysoce agresivni — hojné
proliferuji a Casné metastazuji. Mezi typické détské typy nadort jsou fazeny néadory
embryonalniho typu, vyrastajici z nediferenciované tkané (neuroblastom, retinoblastom,
nefroblastom, hepatoblastom), a nadory mesenchymalniho typu, vyrtstajici z pojivové
tkané (sarkomy). V Ceské republice je onkologicky nemocnym détem nejéastgji
diagnostikovana leukémie, lymfomy a nadory centradlni nervové soustavy (Obr. 2,
nadort je vysoce chemosenzitivnich a radiosenzitivnich, k tomu je znamo, Ze organismus
v mladém véku rychleji regeneruje a 1épe se adaptuje. Dlouhodobé pteziva zhruba

85 % déti s nadory [5], [6].

1.2 Nadorové bunky

Zdravé bunky v organismu pfirozené prochazeji nckolika etapami, béhem kterych
dochazi k jejich déleni (bunéény cyklus), obnové, opravdm méné zavaznych poskozeni
a nahrazovani starych bunék ¢i bun€k s mutacemi novymi bunikami. VSechny zminéné
procesy jsou piisn€ kontrolovany a fizeny mnoha mechanismy, které dohlizeji na bunéény
cyklus a reguluji apoptosu. Hlavni charakteristikou nadorovych bunék je selhdni
nékterého z kontrolnich krokti vlivem mutaci, které mohou vést ke ztraté regulace mitosy
a celkové akceleraci bunééného cyklu vedouci az k nekontrolovatelnému rastu, dale
ztrata specializace a diferenciace bunck, odolnost vii¢i apoptose, s tim spojend schopnost
bunky opustit misto vzniku nddoru za ucelem nového maligniho ristu v jiné tkani
(tzv. metastazovani) a dale invazivni rast a schopnost znicit tkané t€lu vlastni [4], [7], [8].

Mnohé morfologické znaky malignich bunék (Obr. 3, str. 14) souvisi s rozdilnosti
na urovni metabolismu. Zasadni roli pro vznik nadoru maji zmény v jadre zahrnujici
upravu povrchu, objemu, tvaru, struktury i homogenity, konkrétné naptiklad vyssi pocet
p6ért v jaderné membrané, tvorba inkluzi ¢i redukce heterochromatinu. Dale mohou
nadorové bunky obsahovat atypické formy chromosomt vznikajici v disledku zvyseného
poctu mitos, béhem kterych se objevuji defektni struktury mitotického vieténka tvotici
tzv. ,.trojcipé nebo Ctyicipé hvézdy*. Pro cytoplasmu nadorovych bunék je typicky obsah
novych struktur ¢i absence struktur klasickych, vyskytuje se zde vétsi koncentrace
ribosomalni a messengerové ribonukleové kyseliné (rRNA, mRNA), které zptisobuji
bazické prostiedi. Celkové mnozstvi cytoplasmy je mensi, ale obsahuje velké mnozstvi

vakuol. Hrubé endoplasmatické retikulum (ER) ma jednodussi strukturu, v okoli jadra
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se vSak vyskytuje vEétsi mnozstvi ribosomil a polysomt, a to z divodu zvysené potieby
produkce proteint pro rist a mnozeni bunék. Golgiho aparat byva v malignich bunikach
malo vyvinuty, tento fakt koreluje s nizs$i bunécnou diferenciaci. Pocet mitochondrii
se snizuje s rostouci tumorigenezi, v membranach probiha abnormalni glykolysa znama
jako ,,Warburgtv efekt”, tedy omezeni oxidativniho metabolismu v mitochondriich
asouCasné zvysSeni glykolysy za produkce laktatu i v podminkdch normoxie.
V neposledni fad¢ maji na maligni procesy velky vliv zmény cytoskeletu, které ovliviiuji
schopnost buné¢ného pohybu, a také zmeény bunééné membrany, respektive jejiho obsahu
proteintl a karbohydratl, které plisobi jako enzymy a povrchové receptory zajistujici
ochranu proti imunitnimu systému hostitele, urychlujici transport zivin a zlepsujici pohyb
bungk i jejich proliferaci. Zména morfologie buiiky muze také slouzit jako kritérium pro
charakterizaci nadoru, a to naptiklad sledovanim bazalni membrany (selektivni bariéra
zajistujici pfipojeni epitelu k vazivu a regulujici latkovou vyménu mezi nimi), kterd je
pritomna v buitkach benigniho nddoru, ale u nadorti malignich je fragmentovana,

reduplikovana ¢i dochazi k jeji destrukci pomoci lytickych faktort [7].

ztrata nebo (prava
glykoproteini

Y

it

ztrata nebo Oprava
glykolipida

zména povrchovych iontl nebo

/ povrchového naboje
< :

_ pozménény transport
nebo permeabilita

o, |

odlisna fagocytosa a
endocytosa

sniZena schopnost

adhese, inhibice

kontaktu molekul

integrace vird

Obr. 3: Vybér charakteristickych morfologickych znaki maligni buniky. Pfevzato a upraveno
z[9].
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Proliferace je jednim z hlavnich znakti tumori. Pfi¢inou mize byt bud’ zvysSena
rychlost déleni nadorovych bunck akceleraci bunééného cyklu nebo porucha
v diferenciaci bunék. Zvysené mnozstvi bunék v nadorové tkani mize byt zptisobeno také
potlacenim apoptosy, toto bylo pozorovano u nékterych lymfomi a chronické lymfoidni
leukémie. Na molekularni Grovni je proliferace bunck (zarovein s bunéénym cyklem)
fizena tfemi hlavnimi mechanismy — protoonkogeny (napi. K-Ras, N-Ras, B-Raf),
tumor-supresorovymi geny (napi. 7p53, Rb) a miss-match repair geny. Produkty
protoonkogenti jsou transkrip¢ni a ristové faktory ¢i jejich receptory. Disledkem mutaci
v promotoru nebo zvySenou transkripci podminénou napi. amplifikaci mize dochazet
k preméné protoonkogenti na onkogeny, které¢ podporuji nekontrolovanou a nadmérnou
produkci bunék. Mutace nebo delece tumor-supresorovych geni vedou k potlaceni
apoptosy, uchovavani chyb v deoxyribonukleové kyseliné (DNA) a k potlaceni
antiproliferacnich ucinka. Miss-match repair geny produkuji molekuly, které¢ se podileji
na opravach chybnych part bazi DNA vzniklych pfi replikaci. K maligni transformaci je
potteba vice zminénych mutaci a chromosomadlnich aberaci v jedné buiice. Takovy proces
muze trvat mésice aZ roky a vétSina z nich se diky v€asnym reparaénim mechanismiim
neprojevi. Proliferace a migrace neoplastickych buné¢k, tedy bunék malignich, je
nepredikovatelna, existuje vSak spojitost mezi stupném diferenciace a invazivitou, kdy je
pohyblivost bun¢k inhibovana diferenciacnimi procesy. K aktivnimu pfemistovani,
invazi a infiltraci bunék do okolnich zdravych tkani je zapotiebi enzymatického ptisobeni
(ptedevsim rozklad mezibunécné hmoty) a atrofie zpiisobené tlakem nadorové tkané [4],
[71, [8].

DalSim jiz zminénym faktorem pro maligni transformaci je ztrata diferenciace
bunék. Rozhodujici roli v tomto procesu hraje redukce bunéénych organel, pfedev§im
téch, které se podileji na syntéze a modifikaci proteinil (ER, Golgiho aparat). Vysvétlenim
tohoto jevu muze byt zkraceni postmitotického regeneracniho Casu, jehoz nasledkem
dochéazi k redukci diferencia¢niho ¢asu bunék. VIliv mohou mit 1 defekty genetické
informace, které upravuji strukturu cytoplasmy, méni intermedidty metabolismu
a zpusobuji tvorbu abnormalniho glykogenu. U mnoha typt nadort se proces diferenciace
li§i, vSeobecnou charakteristikou jsou zmény raznych tkanovych struktur (metaplasie
(pteména jedné diferencované tkané€ v jinou diferencovanou tkan), heteroplasie (tvorba
urcité tkané na abnormalnich mistech jiné tkang)), bunéénych struktur a funkei [7].

Nadorové buniky maji schopnost produkovat urc¢ité molekuly, nddorové markery,

které se nachazeji jak v jejich membrang, tak v cytoplasmé. Detekce u pacientii mize byt
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zkrve, mo¢i ¢i mozkomisniho moku a je velice dilezitd pro diagnostiku nadort
¢i sledovani efektu jejich terapie. Mezi markery se fadi rtizné druhy antigenti, enzymu
a hormont (7ab. I), které byvaji specifické pro urit¢ druhy nador, a to jejich
nadprodukci (prolifera¢ni markery) ¢i abnormalni produkci (ektopickda produkce
hormontl, dediferenciaéni markery). Diky poslednimu zminénému jevu se nadorové
onkofetdlni antigeny jako

buniky podobaji embryonalnim, oba typy produkuji

alfa-fetoprotein a karcinoembryonalni antigen. ZvySend hladina téchto antigenii je

pozorovana také fyziologicky u téhotnych zen. [8].

Tab. 1. Ptiklady markerd nddorovych bunek. Pfevzato a upraveno z [8].

MOLEKULARNI MARKER TYP NADORU
TYP
karcinoembryonalni antigen karcinomy phc,’prsu, p’arikreatu a
pohlavnich organt
alfa-fetoprotein karcinomy varlat, vaje¢niku a jater
antigeny tkanovy peptidovy antigen vSechny typy nadori (nespecifické)
komplexni glykokonjugaty —
antigenni determinanty karcinomy prsu, zaludku,
detekovatelné monoklonalnimi pankreatu a vajecniki
protilatkami
choriokarcinom (epitelovy nador
choriovy sonadotropin vychazejici z bunck trofoblastu),
ye p nador varlat, vajecnikt a délozniho
hormony ¢ipku
kalcitonin medularni karcinom
adrenokortikotropni hormon karcinom plic
alkalicka fosfatasa nadory kosti, jater a placenty
prostaticka kysela fosfatasa karcinom prostaty
prostatlcky spf:c1ﬁcky antigen Karcinom prostaty
enzymy (serinova proteasa)
laktatdehydrogenasa leukémie
neuron-specificka enolasa neuroblastom, karcinom plic
thymidinkinasa vSechny typy nadori (nespecifické)
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1.2.1 Neuroblastom

Neuroblastom (NB) je nej€astéjsi extrakranialni solidni nddor u déti, vyskytuje se u 10 %
détskych onkologickych pacientii a je z 15 % pricinou jejich smrti. Tietina pacientli s NB
je diagnostikovana béhem prvniho roku zivota, median diagnostikované¢ho véku je
22 mésict. Vyjimecné se objevuji pacienti s diagnostikovanym NB béhem adolescence
¢i dospélosti. Castéjdi vyskyt NB je pozorovan u chlapci nez u divek
(1,2: 1) [10], [11].

Tento embryonalni nador se vyviji béhem fetdlniho ¢i neonatalniho obdobi
z primitivnich bun¢k sympatického nervstva vznikajicich v neuralni 1iSté, kterd je
zaloZena pfi gastrulaci, tedy asi v tfetim tydnu vyvoje lidského zarodku. Lokalizace NB
je spojena s migraci buné¢k sympatika v oblasti kréni, hrudni a bederni patefe. Nejcastéjsi
je vyskyt v retroperitoneu (prostor za dutinou bfisni) a ve dieni nadledvin [10].
Na umisténi NB ma velky vliv vyvoj a specializace bun¢k neuralni listy, kde je klicové
propojeni signdlnich drah transkripénich faktort kostniho morfogenetického proteinu
(BMP, z angl. bone morphogenetic protein), signalniho glykoproteinu Wnt
(z angl. wingless-related integration site), fibroblastového ristového faktoru (FGF,
z angl. fibroblast growth factor) a dale signalizace Notch/Delta. Protein BMP pochazejici
z rodiny rastovych faktort TGFp (z angl. transforming growth factor beta) aktivuje pies
své receptory transkripcni faktory genii zapojenych do rlstu a diferenciace bunék.
Na zdklad¢ néckolika studii bylo prokazano, ze rana a konstantni exprese BMP je
esencialni pro indukci neurdlni liSty a Ze potlaceni signalnich drah spojenych s timto
proteinem vede ke vzniku multipotentnich NB [12]-[14]. Wnt je ligand fidici signalizaci
B-kateninu — jeho sekrece spousti kaskadu inhibujici komplex degradujici B-katenin. Ten
muze nasledné vstoupit do jadra a v kombinaci s dal$imi transkripénimi faktory ovlivnit
transkripci genil (Obr. 44, str. 19). Wnt signalizace je vyznamné v embryonélnim vyvoji,
kdy reguluje proliferaci bun€k a vytvaii genové vzory, je dllezitd také pro diferenciaci
a specializaci bunék neurdlni listy [13], [15]. U mnoha typd nadord (leukémie,
kolorektalni karcinom, hepatocelularni karcinom) deregulace Wnt signalizace stimuluje
proliferaci a zachovani kmenovych nadorovych bunck. Studie zabyvajici se NB vSak
neprokazaly jednoznanou ulohu této signalizace v tumorigenezi, v ruznych
neuroblastomovych bunéénych liniich dochazelo po stimulaci Wnt signalizace k vys$si
expresi komponent této signalizacni drdhy ¢i dokonce k rezistenci k cytostatiku

in vitro [16]-[18]. FGF je sekretovany protein, ktery predava signal vazbou na receptory
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tyrosin kinas, konkrétn¢ pfes receptory rustovych faktorti fibroblastd (FGRFs,
z angl. fibroblast growth factor receptors), ¢imz se aktivuje né€kolik signalnich drah
zapojenych do proliferace a zachovani bunék (napi. Ras/ERK a Akt/mTOR) [19].
Deregulace drah spojenych s FGF pozitivné ovlivituje vyvoj NB deaktivaci Wnt drahy
a transkripniho faktoru STAT3 (z angl. Signal transducer and activator of
transcription 3) — dalezité molekuly spojené s aktivaci a regulaci genii zapojenych do
proliferace, apoptosy a diferenciace tkani [20]. Notch proteiny jsou transmembranové
signalni molekuly, které se vazbou na své receptory (Delta) Stépi, vdzou transkripcni
faktory a nasledné v jadfe aktivuji transkripci cilovych gent (Obr. 4B, str. 19). Tyto
molekuly kritické pro embryonalni vyvoj jsou také zahrnuty do mnoha drah stimulujicich
bunky k proliferaci se zablokovanou diferenciaci. Studie Notch signalizace u NB
prokazala, Ze inhibice jednoho ze signdlnich krokd vede k diferenciaci bunck a ze
inhibitory Notch vedou u NB k potlaceni progrese nadoru [21]-[23].

Ptic¢iny vzniku NB nejsou plné€ znamy, k jeho vyvoji nebyl pfifazen vliv zadného
z faktori vnéjSiho prostiedi. Onemocnéni je sporadické, byly v§ak popsany i ptipady, kdy
se NB objevuje v rodinach jako dédi¢ny (familidrni NB), v takovych ptipadech byla
zjisténa vysoka biologicka i klinickd heterogenita, pacienti jsou diagnostikovani jiz
kolem 9. mésice Zivota a onemocnéni byva asociovano s viceCetnymi primarnimi nadory
(vice synchronnich a metastazujicich nadori pfitomnych v jednom jedinci) nebo jinymi

vrozenymi vadami (napt. Hirschsprungova nemoc ¢i vrozend hypoventilace) [10], [11].
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Obr. 4: Ukézka signalnich drah vyznamnych pro vyvoj bun¢k neuralni listy, jejichz defekty
mohou mit vliv na vyvoj neuroblastomu. A — signalni draha ligandu Wnt (z angl. wingless-related
integration site); a — pii absenci Wnt ligandu je B-katenin vazan na degradacni komplex a poté
degradovan v proteasomu; b — Wnt ligandy jsou rozpoznavany povrchovymi Frizzled receptory,
které nasledné¢ véazi degradacni komplex p-kateninu, ¢imz ho inhibuji; volny [-katenin
se akumuluje v cytoplasmé a nasledné translokuje do jadra, kde se vaze na specifické receptory
a aktivuje transkripci genti ovliviyjicich rist a diferenciaci bunék. B — Notch/Delta signalni
dréha; transmembranovy Notch protein je rozpoznan Delta receptorem na signdlni burce,
nasledn¢ dochazi k odstépeni extracelularni ¢asti Notch proteinu pomoci ADAM10 a naslednému
Stépeni y-sekretasou, ktera uvoliuje intracelularni doménu Nicd (Notch intracellular domain) —
tato po vstupu do jadra aktivuje transkripéni komplex faktorti podporujicich rtst a diferenciaci
bungk. Pievzato a upraveno z [14], [22].
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V buiikach NB se vyskytuje fada chromosomalnich zmén, a to bud’ hyperploidie,
tedy zmnozeni celych chromosomti (u NB nejc¢astéji zisk chromosomu 17), nebo rizné
chromosomalni aberace, jako napiiklad amplifikace genu MYCN a nabyti ¢i ztrata
urcitych oblasti chromosomi (u NB casty vyskyt delece ¢asti kratkého raménka
chromosomu 1), které jsou spojené s horSi prognoézou. U familidrniho NB byla
pozorovana Castda mutace genu kinasy anaplastického lymfomu (ALK, z angl. anaplastic
lymphoma kinase), jehoz exprese je dilezitd pro neuralni diferenciaci, proliferaci
a preziti. Maligni transformace byva spojena s mutaci ALK, jejimz vysledkem je odlisSna
kinasova aktivita. Na tomto chromosomu je dale amplifikovan protoonkogen MYCN,
biomarker pouzivany pro stratifikaci NB. Amplifikace MYCN je definovéana jako deset
¢i vice kopii tohoto genu na jadro, pfi¢emz nddory s menSim poctem kopii patii mezi
mén¢ agresivni formy NB [24]. Popisovana oblast chromosomu 2 kéduje kromé MYCN
jesté nékolik transkripénich faktort,, jejichz nadmérna exprese vede k proliferaci
a deregulovanému rustu bunék [11], [25].

NB miuze byt klasifikovan dle stupné diferenciace (nediferencovany, slabé
diferencovany, diferencovany) nebo dle stupné MKI (z angl. mitosis-karyorrhexis index),
tedy z méfeni proliferace bunék zahrnujici bunky v mitotickém stavu (délici se) a bunky
ve stavu karyorhexe (rozpad jadra) na 5000 bunék. Histologicky se u NB vyskytuje
omezena produkce Schwannovych buné€k, buniky maji chudé stroma (¢ast nadoru
obsahujici vazivovou tkan a cévy slouzici jako opora nadoru a vyZiva) a jsou bohaté na
neuroblasty. K predikci progndzy se vyuziva systému ,,The International Neuroblastoma
Pathology Classification®, ktery zahrnuje stupeni diferenciace bunck, MKI a piitomnost
Schwannovych buné€k. Dale jsou pacienti s NB déleni do tii rizikovych skupin (nizké,
sttedni a vysoké riziko) v zavislosti na v€ku pacienta pii diagnostikovani nemoci,
histopatologii nadoru, indexu DNA, stadia INSS (z angl. International Neuroblastoma
Staging System) (7ab. 2, str. 21) a stupn¢ amplifikace MYCN [11], [26], [27].

Pacienti s NB mohou vykazovat symptomy jako maléatnost, horecky a ztratu
télesné vahy, dale je mozny rychly nartist nddorové hmoty spojeny s bolesti, pacienti
mohou byt ale také pln¢ asymptomaticti [10]. Diagnostikovani NB zahrnuje vySetfeni
hladiny metaboliti katecholaminii (dopamin, kyselina vanilmandlova a homovanilova —
nadorové biomarkery) v moci, zvySeni nespecifickych biomarkeri jako
laktatdehydrogenasa, ferritin a neuron-specifickd enolasa. K naslednému potvrzeni
diagnosy ¢i k bliz§Simu prozkouméni nadorové masy slouzi zobrazovaci metody jako

ultrasonografie, vypocetni tomografie (CT, z angl. computed tomography) ¢i magneticka
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rezonance pacienta. Definitivné urci diagnosu histopatologické vysetteni vzorku tkané

nadoru [11], [28].

Tab. 2: Rozdéleni pacientdl s neuroblastomem na zaklad€ klinickych a biologickych vlastnosti
nadoru — dle INSS. Ptevzato a upraveno z [10].

STADIUM CHARAKTERISTIKA
tumor lokalizovany, ohrani¢eny na anatomicky utvar, lze jej kompletné
1 odstranit; ipsilateralni a kontralateralni lymfatické uzliny nejsou mikroskopicky
zasazeny nddorem
A unilaterdlni tumor po neradikalni resekci; ipsilateralni a kontralateralni
lymfatické uzliny nejsou mikroskopicky zasazeny nadorem
B unilateralni tumor Castecné ¢i kompletné odstranény; ipsilateralni lymfatické
uzliny s pozitivnim nalezem, kontralateralni lymfatické uzliny nezasazené
tumor infiltrujici pfes stiedni ¢aru s moznym zasazenim mistnich lymfatickych
3 uzlin; lokalizovany unilaterdlni tumor se zasazenymi kontralateralnimi
lymfatickymi uzlinami nebo stfedoCarovy tumor s bilaterdlnim postizenim
lymfatickych uzlin
4 rozsifeni primarniho tumoru do vzdalenych lymfatickych uzlin, kosti, kostni
dfené, jater, klize ¢i jinych organt
4S lokalizovany primarni tumor, omezen¢ se rozsifujici do klize, jater a kostni diené
(pouze u pacientti ve v€ku do 1 roku) a bez amplifikace MYCN

1.3 Protinadorova terapie

V soucasnosti je pii 1€€bé zhoubnych nadort k dispozici vice 1écebnych postupt
(operacni 1écba, chemoterapie, radioterapie, hormonalni terapie, cilena tzv. biologicka
1é¢ba a imunoterapie), které se kombinuji. Pro vybér nejvhodnéjsiho postupu je nezbytné
prvotni vySetfeni vSech charakteristik nddoru — histologicky typ, lokalizace, agresivita,
dediferenciace, proliferace a rozsah nadoru, ale 1 vlastnosti pacienta jako jsou vék, jina
onemocnéni, jeho osobni preference a socidlni faktory. Déle je nutné sledovat pribéh
1é¢by pacienta v pravidelnych intervalech a pokud mozno stale stejnymi metodami a na
stejném pracovisti (kazda laboratof ma urcené referencni meze pro vySetfované faktory,

které se mohou mezi sebou mirn¢ lisit) [5].
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Onkologicka 1écba se skladd ze dvou neoddélitelnych slozek, protinddorové 1€cby
a podpurné péce. Prvni slozka se zabyva pfimo danym nadorem, jeho zmensenim,
odstranénim, zastavenim ristu ¢i metastazovani, ktomuto ucelu byva vyuzito
chirurgickych zakrokl (pouze u solidnich nadora), radioterapie, systémové terapie nebo
jejich kombinaci v zavislosti na stddiu pacienta a vlastnosti nddoru. Druha slozka, tedy
podpiirné péce, se vénuje problémum, které jsou k nadoru ptidruzené, jako bolest, vyziva,
psychika pacienta nebo vedlej$imi ucinky protinddorové 1écby (nevolnost, toxicita, ktera
muze vyvolat az selhani postizenych orgéant, infekce a krvaceni vyvolané poskozenim
krvetvorby) [5].

Radioterapie vyuzivé ionizujiciho zéfeni, tedy zafeni s vysokou energii schopného
vyrazet elektrony z atomového obalu a timto latky ionizovat. Pfi ozafovani nadorovych
bunck je klicovym cilem pfedev§im DNA, kterd mlze byt poskozena piimo fotony nebo
nepiimo vznikajicimi volnymi radikaly z molekul vody. Pfedpokladanym poskozenim je
denaturace DNA, poruseni vodikovych vazeb a zlomy na jednom ¢i obou vlaknech DNA.
Vsechny zminéné defekty jsou pro buiiku ohrozujici, proto musi dojit k bezprostiednimu
zahéjeni opravnych mechanismd, jinak je indukovand apoptosa (programovana bunééna
smrt). Nadorové buiikky maji ¢asto defektni reparacni schopnosti, ozateni je pro né tedy
fatalni. Moznost aplikovat pro nador letalni davku zafeni byvd omezovéana toleranci
zdravych tkani v okoli nadoru —u nich se ale predpoklada funkénost reparacniho aparatu,
tedy schopnost vznikld poskozeni opravit [4].

Jak jiz bylo vySe uvedeno, k postupiim systémové terapie patii cilena 1éCba,
hormonalni terapie, imunoterapie a chemoterapie. Cilena 1é€ba a hormonalni terapie jsou
zalozené na podobnych principech, ob¢ cili na specifické struktury nadorovych bunék.
V prvnim piipadé€ jde o zablokovani urcité signalni kaskady, jejimz koncovym efektem
je bunécna proliferace, dediferenciace, chemorezistence ¢i metastazovani. Do organismu
jsou vpraveny latky (molekuly), které maji vyssi afinitu k cilové struktufe nez molekuly
télu vlastni, a tim dochazi k znemoZnéni bunééné signalizace, povrchové struktury
(receptory) mohou byt blokovany monoklonalni protilatkou. Nejcasteji jsou cilené
receptory epidermalniho rastového faktoru (EGFR, z angl. epidermal grow factor
receptor), cévniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGFR, z angl. vascular endotelial
grow factor receptor), protein kinasy mTOR (z angl. mechanistic/mammalian target of
rapamycin), cyklin dependentni kinasy 4/6, kinasy ALK ¢i kinasy fosfatidylinositol-3
(PI3K). Cilena lécba nebyva vzdy uspésna ze dvou diivodl — cileny receptor nemusi byt

vzdy funkéni nebo dojde k alternativni cesté aktivace cilené signdlni dradhy. Podminkou

22



pro vyuziti hormonalni terapie je pfitomnost hormonalnich receptorii na nadorovych
bunkach (receptord, na které se jako ligandy vazi hormony). Efektivita metody zavisi na
obsazeni ¢i zaslepeni tohoto receptoru nebo na znemoznéni produkce piislusSného
hormonu. Ve vétsing piipadl jsou podavany estrogeny, androgeny, glukokortikoidy ¢i
molekuly s nimi kompetujici o vazné misto na receptoru. Imunoterapie vyuziva ptirozené
se vyskytujicich komponent imunitniho systému pacienta, pifedev$im T-lymfocytt,
kterym jsou v lymfatickych uzlinach prezentovany antigeny spojené s tumorem nebo
tzv. neoantigeny, které jsou specifické pro nadorové bunky, protoze vznikaji genetickymi
mutacemi béhem onkogeneze. Pokud aktivované T-lymfocyty rozpoznaji nadorovou
bunku, navazi se na ni a spusti dalsi kroky, které usmrti buniky a tim vyplavi dalsi
antigeny, které posili imunitni odpovéd’. V klinické praxi se v onkologii vyuziva vice
imunoterapeutickych postupt najednou — vakciny dendritickych bun¢k (slozka vrozené
imunity), upravené¢ T-lymfocyty produkujici specificky receptor pro dany antigen
(tzv. CAR-T lymfocyty), interferony (bilkoviny zprostiedkovavajici imunitni
odpovéd’) a monoklonalni protilatky inhibujici checkpointy imunitni odpovédi
cytotoxického proteinu asociované¢ho s T-lymfocyty (CTL4 A, z angl. cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4 A) a molekuly PD (z angl. programmed cell death),
tedy receptori, které zajist'uji imunitni toleranci [4].

Chemoterapie patii mezi zdkladni postupy pii 1écbé nédord, Casto je kombinovéana
s jinymi lécebnymi postupy, a to pfedevSim pro neselektivitu a toxicitu pouzivanych
cytostatik. Moznost aplikace chemoterapie pacientovi a jeji efektivita zavisi predevsim
na druhu nadoru a stavu pacienta, heterogenité a po¢tu nadorovych bunék, jejich citlivosti
k 1é€bé a schopnosti vzniku sekundarni (ziskané) rezistence. Pouzivani cytostatik
vyzaduje prvotni studium jejich farmakologickych vlastnosti, znalost mechanismu
uc¢inku, vazby na endogenni molekuly, distribuce v organismu, biotransformace v aktivni
¢1 naopak nelCinnou latku, znalost toxicity, cesty vyluCovani a misto mozného
hromadéni. Chemoterapeutika miZeme roziadit do skupin dle mechanismu uGc¢inku
(Obr. 5B, str. 24) na latky inhibujici syntézu (antimetabolity, analoga pyrimidinu, purinu,
cytidinu a kyseliny listové) nebo porusujici strukturu nukleovych kyselin (latky
interkalacni, alkyla¢ni a $tépici molekulu DNA, inhibitory topoisomerasy), latky ménici
strukturu mikrotubult béhem mitosy (inhibitory polymerace a depolymerace), latky
porusujici syntézu bilkovin a latky s kombinovanymi ucinky. Jednotliva cytostatika
pusobi na bunky v riznych fazich bunécného cyklu (Obr. 54, str. 24), z toho vyplyva

jejich pomérné omezend efektivita, kterou nelze kompenzovat vysokou davkou pro
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zvyseni toxicity, ale vhodnym nacasovanim, které zvysSuje pravdépodobnost vyskytu
bun¢k ve vyzadované fazi bunécného cyklu. Jiz vySe zminéna neselektivita chemoterapie
s sebou nese fadu vedlejSich ucink, které jsou spojené predevsim s vlivem cytostatik na
rychle se délici buiky, to mohou byt naptiklad builkky povrchovych epitelt sliznic
a krvetvorné kmenové buniky v kostni dfeni. Kazdé¢ cytostatikum ma i specifické vedle;jsi
ucinky, které mohou byt spojené s jejich metabolismem v organismu (nefrotoxicita,
plicni fibrosa, prijmy, kardiotoxicita, nefrotoxicita, neurotoxicita, sterilita, lokalni reakce

ajiné) [4].

B syntéza DNA

Antimetabolity
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Vinca alkaloidy
, < Alkylaéni Iatky
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Alkylacni latky DNA transkripce DNA duplikace

j ' ~ mitosa
Interkalaéni latky 1?

Mitotické jedy

Obr. 5: Mechanismus ucinku cytostatik. A — ptisobeni jednotlivych skupin cytostatik v priabéhu
bunééného cyklu; B — plisobeni riiznych druhti cytostatik v zavislosti na jednotlivé faze DNA.
Ptevzato a upraveno z [4].

1.3.1 Ellipticin

Ellipticin je alkaloid pfirozen¢ se vyskytujici ve stonku, listech a kofenech rostlin z ¢eledi
tojeStovitych rostoucich v oblasti Indického ocednu [29]. Spolu se svymi derivaty
vykazuje protinadorovou a anti-HIV aktivitu, neni hematotoxicky a jeho celkova toxicita
je nizka, z tohoto diivodu je vhodny pro klinické ucely. Presny mechanismus ucinku
zatim nebyl pfesné popsan, bylo ale prokazano, ze jeho protinddorova aktivita spociva
pfedevsim ve schopnosti interkalace do dvousroubovice DNA (déano strukturné (Obr. 6,
str. 25) — velikost a tvar ellipticinu pfipominé strukturu péaru bazi purinu-pyrymidinu,
proto do dvouSroubovice dobife zapadd, dale jeho aromaticky charakter pfispiva
k hydrofobnim interakcim) a v inhibici aktivity DNA topoisomerasy II (tvorba
kovalentnich vazeb, pfedevSim u hydroxy-derivati ellipticinu) [30]-[32]. U buné¢k
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adenokarcinomu prsu, leukemii, glioblastomu a neuroblastomu dochézi k aktivaci
ellipticinu cytochromy P450 nebo peroxidasami a k nasledné tvorb¢ kovalentnich aduktt
s DNA, které mohou pfispivat k jeho protinddorovym uc¢inktim [33]. Ellipticin in vitro
zastavuje rist bunék prerusenim G2/M faze bunécného cyklu predevsim regulaci exprese
proteinu p53, cyklinu B1 a cyklin-dependentni kinasy 2 [33], [34].

Obsah molekuly chromoforu umoznuje jeho lokalizaci v bufice. Vzhledem
k lipofilné-bazickému charakteru struktury se pfirozen¢ vaze na kyseliny v bunce
(napt. DNA) a také vstupuje do kyselych organel. Prave tento jev — hromadéni ellipticinu

v lysosomech — pfispiva ke vzniku chemorezistence nadorovych bunék vaci tomuto

S

N Z

cytostatiku [35].

Obr. 6: Struktura ellipticinu. Pfevzato a upraveno z [32].

1.4 Rezistence

Nédory jsou tvofeny heterogenni populaci bunék, které jsou rtizné citlivé vici riznym
léktim. Kromé samotnych nadorovych bunék je pro danou populaci dilezité i jejich
mikroprostiedi a cévni zasobeni. Pravé z divodu heterogenity nadorovych bunék
muzeme b&hem lécby pozorovat tzv. primarni rezistenci — zachovani malého procenta
dané populace, kterd je ke zvolené terapii necitlivd. Primérni rezistenci zplsobuji
nejcastéji naddorové kmenové bunky, které se dokdzi mnoha mechanismy brénit
poskozeni. Béhem 1écby dochazi také ke vzniku selekéniho tlaku, kterym jsou citlivé
bunky odstrailovany, rezistentni buiiky jsou vSak zachovany a maji moZznost podléhat
dal§im mutacim, kterymi mohou vznikat agresivnéj$i a vice rezistentni formy nadoru.
Takto vznikd sekundarni rezistence. Pokud nédorové buinky odolavaji vice druhtim

cytostatik, které¢ plisobi riznymi mechanismy a maji odliSnou chemickou strukturu,

25



mluvime o mnohoCetné I1€kové rezistenci (MDR, z angl. multiple drug
resistance) [5], [35].

Bylo odhaleno jiz mnoho mechanismd, které jsou ve vzdjemné spolupréci pfi¢inou
vzniku rezistence (Obr. 7). Mezi obecné znamé patii farmakokinetické zmény (zvySeny
efflux ¢i snizend resorpce 1é¢iva, odlisny metabolismus cytostatik v nddorové bunce),
zmény na molekularni Grovni (deregulace, zvysend exprese ¢i modifikace cilovych
molekul nebo molekul nezbytnych pro mechanismus ucinku cytostatik), zmény
v metabolismu lé¢iva (modifikace kli¢ovych enzymil), zmény v Zivotnim cyklu bunék
(ptechod do GO faze, ve které jsou bunky k cytostatiku nejméné citlivé), omezeni
pristupnosti 1é¢iva do cilovych struktur bunky (nejcastéj§im cilem je jadro)
¢i k samotnym nadorovym builkkdm pies bariéry v organismu a také mikroprostredi
schopné inaktivovat cytostatikum ¢i produkovat faktory podporujici drahy diilezité pro

preziti nadorovych bunék [5], [35], [36].

Snizeny influx cytostatika
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Obr. 7: Schéma vybranych mechanismu rezistence k cytostatikim v nadorové bunce. Pievzato
a upraveno z [37].
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Molekularni  mechanismy  chemorezistence  zahrnuji  funkci  onkogent,
tumor-supresorovych gend, transportnich proteinovych pump, mechanismy oprav DNA
(nezéddouci u chyb v DNA zptsobenych zasahem cytostatika), vlastnosti nadorovych
kmenovych bunék (jiz zminéno vyse), exosomy (mikrovezikuly, kterymi je z donorovych
nadorovych bunék prenaSen urcity obsah do akceptorovych buné€k, timto mechanismem
je kontrolovano a fizeno mnoho drah ovliviiyjicich rist, vyvoj buiiky, metastazovani
a chemorezistenci nadoru), autofagii (degradaci poskozenych organel ¢i partikul,
adaptace vede k vysSimu piezivani bun€k) a epitelidlné-mesenchymalni tranzici (EMT,
proces, bc¢hem kterého epitelidlni bunky ziskdvaji vlastnosti multipotentni
mesenchymalni kmenové bunky s vysokou invazivitou a s rezistenci k apoptose
1 k 1é€b€). Mezi nejvyznamnéjsi onkogeny zapojené¢ do chemorezistence patii receptor
epidermélniho ristového faktoru, ktery aktivuje mnoho drah ovliviiujicich bunécnou
diferenciaci, proliferaci, transformaci a pfezivani (napt. JAK/stat3, PI3K/Akt/mTOR aj.)
a jehoz zvySena exprese vede k aktivaci faktorti podporujicich vznik chemorezistence.
Ptikladem takového faktoru mize byt transkripéni faktor NF-«B, ktery po aktivaci
vstupuje do jadra a spousti transkripci molekul inhibujicich apoptosu bunck. Vliv
tumor-supresorového genu na vznik rezistence byl potvrzen u nadoru varlat 1é¢ené¢ho
cisplatinou, kde jsou apoptické drahy indukované timto cytostatikem zavislé na funkci
proteinu p53. V neposledni fadé jsou ve vyvoji chemorezistence vyznamné ABC
transportéry (z angl. ATP binding cassette), tedy transmembranové proteiny, které
zajiStuji transport riznych substrati (véetné cytostatik) z bunék nebo bunéénych
kompartmentd — jejich vyssi exprese byva prokazana v nadorovych bunkéch a potvrzen
byl i efflux cytostatik z buniky [35]-[37].

DalSim zptsobem, jakym si nadorova burika zajiStuje chemorezistenci, je zapojenim
lysosomu. Lysosomy jsou intraceluldrni organely slouzici k pfenosu a uchovani mnoha
hydrolytickych enzymi a proteini asociovanych s membranou. Jejich struktura, pocet
a funkce se liSi v zavislosti na typu bunck, vyskytuji se ale ve vSech eukaryotickych
buiikkdch vyjma cervenych krvinek. Jsou charakteristické velmi kyselym vnitinim
prostfedim (pH < 5), které je zprostiedkované aktivitou vakuolarni H'-ATPasy
(V-ATPasy). Lysosomy se mimo jiné zapojuji i do mnoha fyziologickych procest
zahrnujicich rozklad makromolekul, endocytosu, opravy plasmatické membrany, udrZeni
homeostasy klicovych metaboliti jako je cholesterol nebo aminokyseliny a také
apoptosu [38], [39]. Bylo zjisténo, ze lysosomy prochdzi zménami asociovanymi

s maligni transformaci bunék, véetné zvySené exprese proteini podporujicich progresi
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a metastazovani nadoru ¢i snizené exprese proteini dulezitych pro apoptickou drahu
zprostiedkovanou lysosomy [40].

Mechanismus, kterym lysosomy pfispivaji k mnohocetné 1ékové rezistenci, je
oznacovan jako lysosomalni sekvestrace, tedy zachyceni a hromadéni hydrofobnich
slabych bazi, které voln€ prochézeji lipidickymi membranami, v lysosomech — zde jsou
latky protonovany, ¢imz je znemoznén jejich dal§i samostatny pohyb, a tak se nedostanou
do mista svého ucinku (Obr. 8, str. 29) [41]. Lysosomalni sekvestrace byla pozorovana
1u nekolika protinddorovych 1é¢iv, jejich cytotoxicky efekt je signifikantné snizeny
a dochazi k rozvoji 1ékové rezistence [42], [43]. Dale bylo zjisténo, Ze po inkubaci
s protinadorovymi 1é¢ivy, které maji schopnost se akumulovat v lysosomech, dochézi
v nddorovych buiikdch ke zmnozeni lysosoml. Tento jev je podminén translokaci
transkripcniho faktoru EB (TFEB) z cytoplasmy do jadra. Aktivita TFEB je fizena
fosforylaci komplexem mTORCI1 (z angl. mammalian target of rapamycin complex 1)
a defosforylaci kalcineurinem (Ca®*-dependentni proteinové fosfatasa): v piipadg, Ze je
TFEB fosforylovan, dochazi k jeho vazbé na protein 14-3-3 a retenci komplexu
v cytoplasmé; pokud se ale uvolni Ca®" ionty z lysosomtl, dojde k aktivaci kalcineurinu,
ktery defosforyluje TFEB, tim ho aktivuje a umozni translokaci do jadra (Obr. 8, str. 29).
Lysosomalni sekvestrace tedy indukuje aktivitu TFEB, a to potla¢enim mTORC] aktivity
nebo zvySenim aktivity kalcineurinu. Néslednad biogenese lysosoml zvysi sekvestraci
1é¢iv a podpoti vyvoj mnohocetné 1ékové rezistence [43], [44].

Pro lysosomalni sekvestraci je velice dulezity pH gradient mezi cytoplasmou
a lysosomy — Iékova rezistence u nadorovych bun€k neni zavisld pouze na jiz zminéné
de novo biogenesi lysosomtl, ale také na jejich dostatecné acidifikaci [45]. Napiiklad
u neuroblastomové linie rezistentni k ellipticinu (UKF-NB-4FH) byla zjisténa zvysena
exprese vakuolarni H'-ATPasy, tedy membranového proteinu dilezitého pro spravnou
acidifikaci lysosomi, se kterou uzce souvisi mechanismus sekvestrace — po inhibici
tohoto proteinového komplexu bafilomycinem dochdzi po ptidavku ellipticinu
ke spusténi apoptickych drah, lysosomalni sekvestrace v této bunécné linii tedy zajistuje
rezistenci k ellipticinu [46]. U dalSich nddorovych linii byla popsdna mnohocetna 1ékova
rezistence zpusobena aktivni lysosomalni sekvestraci, kterd byla zprostiedkovana

ABC transportéry (napf. P-glykoproteinem) v membranéch lysosomi [47].
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Obr. 8: Pasivni lysosomalni sekvestrace hydrofobnich slabych bazi/léciv (vpravo) indukovana
aktivaci transkripcniho faktoru EB (TFEB) a lysosomalni biogenesi (vlevo). Hydrofobni slabé
baze voln¢ difunduji pfes plasmatickou membranu a akumuluji se vlivem protonace
v lysosomech — jejich koncentrace v cytoplasmé i v jadru je redukovand. Zaroven dochazi
k indukci biogenese lysosoml de novo translokaci TFEB do jadra. TFEB je fosforylovan
komplexem mTORCI1 (z angl. mammalian target of rapamycin complex 1) a nasledné
v cytoplasmé udrzovan v inaktivni formé& vazbou na protein 14-3-3. Uvolnénim Ca*" iontd
z lysosomi dochazi k aktivaci kalcineurinu, ktery defosforylaci aktivuje TFEB a umozni jeho
translokaci do jadra. Pfevzato a upraveno z [44].

1.5 Vakuolarni H*-ATPasa

Vakuolarni H'-ATPasa (V-ATPasa) je enzymovy komplex slozeny z vice podjednotek,
ktery se vyskytuje ve vSech eukaryotickych bunkéch. Prvné byl identifikovan
v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae a ve vakuoldch rostlin. Strukturné se ale
v kazdém organismu mirné lisi. Tato rotujici ATP-dependentni protonové pumpa je
zasadni pro acidifikaci mnoha bunéénych organel, udrzovani stalého vnitiniho prostredi
buiikky a funkci nékolika signalnich drah. V ZivociSnych bunkach byva V-ATPasa
lokalizovéna také v plasmatické membrané, kde je zapojena do obnovy kostni tkang,
maturace spermii a acidifikace mo¢i. Abnormalni aktivita V-ATPasy je u lidi moznym
projevem nékterych chorob a u nadorovych bunck mize byt téz pticinou rezistence

k 1€¢bée, proto je tento komplex zkouman jako terapeuticky cil [48], [49].
1.5.1 Struktura vakuolarni H*-ATPasy

Eukaryotickd V-ATPasa je velky enzymovy komplex slozeny ze 13 riznych podjednotek,

které I1ze rozdé€lit do dvou domén (Obr. 9, str. 31). Periferni (cytoplasmatickd) Vi doména
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slozend z osmi podjednotek (znacené velkymi pismeny) ve stechiometrii
A3B3CDE3FGsH slouzi k hydrolytickému Stépeni ATP. Uvolnéna energie je pouzita
k transmembranovému pienosu protonli, ktery je zprostiedkovany integralni
(membranovou) doménou Vj slozené z péti podjednotek (znacené malymi pismeny)
ve stechiometrii acoc"de. Domény jsou vzajemné propojené ,,spojovacimi ¢astmi‘, které
reguluji aktivitu celého komplexu. Rozlisujeme zde centralni stonek (podjednotky D, F,
d), centralni kruh (podjednotky c, ¢") a periferni stonek (podjednotky E, G, C, H, e, a)
[50], [51].

Periferni doména V; je slozena z podjednotek A—H o molekuldrnich hmotnostech
70-100 kDa. Nejvyraznéjsi Casti této domény je hexamer A3zBj3, ktery obsahuje
narozhrani kazdé A a B podjednotky vazebné misto pro nukleotid (ATP), dale
3 katalytickd mista (pfevazné na A podjednotkach) zodpovédna za st€peni ATP a s tim
spjaté uvolnéni energie a 3 ,nekatalytickd“ mista (pfevazné se nachazejici na
B podjednotkach), jejichz funkce je pravdépodobné regulacni [52]. Zbylé podjednotky
(CDEsFG3H) tvofi jednu centralni (ViD, ViF) a tfi periferni casti (heterodimery
V1E-V1G, ViC, ViH) pfipominajici stonky. Jak jiZ bylo zminéno, tyto podjednotky slouZzi
k propojeni Vi a Vo domény — maji tedy dulezitou regulacni funkci (viz kapitola
1.5.3 Regulace vakuolarni H'-ATPasy, str. 34). Podjednotka VC je poloZena paralelné
s Vo doménou a propojuje dva EG heterodimery. Pro sloZeni celého komplexu je velmi
vyznamna podjednotka ViH, kterd svym C-koncem interaguje s Voa podjednotkou,
naopak N-konec ma volny a dobfe ptistupny pro vazbu jinych proteinti. Podjednotky V1D
a ViF tvofi dlouhy centralni stonek, ktery spojuje hexamer A3;B3 s membranovou
doménou pies Vod podjednotku [50], [53].

Membranova doména Vo se sklada z deseticlenného proteolipidického kruhu coc”,
ktery zajiStuje transport protontt — kazda z podjednotek obsahuje glutamovou kyselinu
podstupujici reverzibilni protonaci, ¢imzZ je umoznén zminény transport [54]. Rotace
kruhu v disledku Stépeni ATP je zpusobena rotaci centralniho stonku, v membranové
¢asti predevSim podjednotkou Vod. Transmembranovy protein Voa propojuje svou
N-koncovou ¢asti mnoho podjednotek V-ATPasy (ViC, ViH a heterodimery VE-V1G),
vyznamny je 1 C-konec, ktery obsahuje dva protonové kanaly prochazejici membranou —
protony vstupuji z cytoplasmy do prvniho kanalu a protonuji glutamovou kyselinu
na proteolipidickém kruhu, pomoci rotace dochazi dale k interakci s pozitivné nabitymi

argininy, protony jsou uvolnény do druhého kandlu a transportuji se do lumen
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organel [55]. Urcité typy V-ATPas déle interaguji s mnoha rtznorodymi skupinami
proteinli, napiiklad s proreninovym receptorem (PRR) ¢i s enzymy aldolasou

a fosfofruktokinasou [51], [56], [57].

— ATP
Vi<
—= ADP
+Pi
o
cytoplasma
Vo<

lumen organely

) N I

Obr. 9: Struktura a zakladni mechanismus vakuolarni H'-ATPasy (V-ATPasy). V-ATPasa je
sloZzena ze 13 podjednotek usporadanych do dvou domén — periferni Vi (podjednotky A-H)
hydrolyzujici ATP a integralni Vy (podjednotky a, c, ¢", d, e) zaji$tujici transport protont H".
Hydrolyza ATP probihd na vnitini stran¢ hexameru A3Bs a fidi rotaci centralni ¢asti komplexu
slozené z podjednotek VD, V F a V,d. Nasledna rotace proteolipidického kruhu coc" Vo domény
fidi transport protont z cytoplasmy do lumen organel pies transmembranové kanaly tvoiené
podjednotkou Voa. Katalytickd hlava A3;B; je stabilizovana heterodimery EG V| domény, které
jsou propojené podjednotkami V;C, ViH a Vja. Pievzato a upraveno z [51].

1.5.2 Funkce vakuolarni H*-ATPasy

V-ATPasa je v mnohych bunéénych membranach vyuzivana jako ATP-dependentni
protonova pumpa, kterd okyseluje vnitini prostfedi organel (napt. endosomd, lysosomd,
sekretornich vezikul 1 vezikul pochézejicich z Golgiho aparatu) i cytoplasmu buriky.
Nizké pH v téchto organeldch zplsobuje aktivaci receptori a disociaci vezikul

transportujicich enzymy nebo spousti degradac¢ni drahy aktivaci specifickych enzymi.
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Vznikly pH gradient je vyuzivany také pro translokaci malych molekul a iontd [58].
V plasmatické membrané je V-ATPasa zapojena do fyziologickych i do patologickych
procesi — v distalnim tubulu se podili na sekreci protonii do moci a tim regulaci
pH plasmy, v osteoklastech dodava buiikkdm schopnost degradace kosti, zapojuje se do
udrzovani homeostasy v makrofazich a neutrofilech a pfispiva k invazivité nadorovych
bunc¢k [51], [53], [59]-[61].

V nadorovych bunkach ovliviiuje V-ATPasa bunéénou smrt, signalizaci, vznik
rezistence k cytostatikim i1 metastazovani. Nadorova tkan je mimo jiné specificka
vysokou aciditou, cytosol bunék si vSak musi udrzovat neutralni pH — k tomuto ucelu
byva vtumorech zvySend exprese V-ATPasy, kterd zajistuje alkalizaci cytosolu
a acidifikaci organel. V plasmatické membrané V-ATPasa acidifikuje extracelularni
prostor [62], [63]. Timto zpiisobem se nadorové buniky vyhybaji apoptose, ziskavaji
chemorezistenci, zaroven vice proliferuji, migruji a jsou invazivnéj$i. Viabilita bunék je
zavisla na V-ATPase, jeji pozménéna aktivita nebo zvySena ¢i snizend regulace vede
k apoptické bunécné smrti [62], [64]. Dal§im dilezitym procesem pro piezivani bunck je
autofagie, degradacni proces vyuzivany pii bunééném stresu a hladovéni, béhem kterého
jsou tvofeny autofagosomy transportujici obsah k degradaci do lysosomii. Aktivita
V-ATPasy je vtomto ptipadé potiebna pro funkci degradacnich kyselych hydrolas
v lysosomech [51], [65].

Tumorigeneze a progrese nadoru je zavisla na ztrat€ homeostasy, tedy na poruse sité
bunécéné signalizace, kterou V-ATPasa kontroluje pfimo i nepfimo, a to predevSim
zménou pH vezikul pro aktivaci signaliza¢nich drah Notch a Wnt (Obr. 10, str. 33), dale
mTOR, receptorti spfazenych s G-proteiny a receptort tyrosinovych kinas [51]. Notch
signalizace kontrolujici proliferaci bun¢k béhem jejich vyvoje, kterd je také spojena se
schopnosti tumorli metastazovat, zavisi na endolysosomalni draze [51], [66]. V-ATPasa
acidifikuje jak endosomy, kde je Notch aktivovana, tak lysosomy, kde dochazi
k degradaci této signalni drahy. Regulace aktivity mtize byt vSak i opacna, podanim latek
spoustéjicich degradaci Notch je V-ATPasa pfesmérovana z endoplasmatického retikula
na lysosomy [67], [68]. Signalni drdha Wnt je evolu¢né stard a konzervovana draha, ktera
reguluje dilezité faze Zivotniho cyklu buné€k, jejich migraci, diferenciaci a polaritu.
Castym nasledkem deregulace Wnt drahy je zvrat zdravych bunék v nadorové [69].
V kaskad¢ této drahy dochdzi kjiz zminéné interakci PRR s V-ATPasou, kterd je
pfedposlednim krokem k aktivaci -kateninu, tedy findlniho signalniho mediatoru [70].

Bylo zjisténo, Ze inhibici V-ATPasy je bunécna odpovéd na Wnt signalizaci snizena
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a dale, ze V-ATPasa reguluje tuto drahu i neptimo prostfednictvim B-kateninu [71], [72].
V mTOR signalni draze se vyskytuje nekolik komponent modulujicich bunéény rist na
zakladé¢ mnozstvi aminokyselin. Pfi dostatku a nadbytku dochéazi vlivem aktivity
V-ATPasy k rozkladu aminokyselin v lysosomech a naslednému ristu bunék, v opacném
pripadé¢ bunka hladovi a aktivita V-ATPasy je potlacena. V nadorech mize byt
abnormdlni rist podpofen pravé prostiednictvim této dradhy a nadmérné aktivity

V-ATPasy [73], [74].

Notch Wit
. cilové geny
]
V-ATPasa g —
( Notch signalni draha Wht signalni draha L
Y stepeni
o e
| | receptor
e aktivatorirepresor
e B-katenin () transkripce

Obr. 10: Schématické zobrazeni vybranych signalizacnich drah zavislych na aktivité¢ vakuolarni
H*-ATPasy (V-ATPasy). V-ATPasa (oranzova) okyseluje lumen organel a tim reguluje Notch
a Wnt signalizaci, jejichz funkce je zavisla na endolysosomalnim systému. U Notch signalizace
(rtzové) dochazi ke Stépeni Notch intraceluldrni domény po navazani ligandu (svétle rizova) na
receptor (tmaveé rizova), St€pena ¢ast vstupuje do jadra a tidi transkripci Notch cilovych gent.
Stépeni Notch receptoru je zvyseno jeho internalizaci do ranych endosomii (zabudovanim do
membrany), které jsou acidifikované V-ATPasou. Signaliza¢ni draha Wnt (zluta) zahrnuje mnoho
interakci od vazby ligandu na receptor (svétle zluta) pres interakci PRR s V-ATPasou. Cilem je
aktivace B-kateninu (zluty oval), ktery je pfemistén do jadra a aktivuje transkripci cilovych gent.
Signalni molekuly obou zminénych drah jsou degradovany v lysosomech acidifikovanych
V-ATPasou. Pfevzato a upraveno z [66].
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Zmény pH v mikroprostfedi tumoru mohou mit také vliv na citlivost nddoru k 1é¢bé
a naslednému vzniku mnohocetné 1€kové rezistence [75]. U nékterych typii nadort je
pozorovana jiz vySe zminéna lysosomalni sekvestrace 1€kt (viz kapitola 1.4 Rezistence,
str. 28), kdy je acidifikaci lysosomi V-ATPasou podpofena akumulace 1éciv
v lysosomech. Jiné typy nadorii vyuzivajici aktivitu V-ATPasy lokalizované na
plasmatické membrané vykazuji po inhibici V-ATPasy zmény pH cytosolu vedouci
k bunécné smrti, ale také zvySeny piijem podavanych 1é¢iv. Oba zminéné piiklady tvoii

z V-ATPasy efektivni cil 1é¢by nadort [76], [77].

1.5.3 Regulace vakuolarni H*-ATPasy

Bunééné kompartmenty se lisi hodnotami vnitinitho pH (nejkyselejsi prostfedi maji
lysosomy, dale pozdni endosomy, rané endosomy, nejméné kyselé jsou vezikuly
pochazejici z Golgiho aparatu). Také pii nekterych fyziologickych procesech potiebuji
buiiky zménit translokaci protonti pies plasmatickou membranu bez zvySené acidifikace
bunécnych kompartmentii (napt. udrzeni pH moci). K tomuto ucelu dokédze V-ATPasa
nékolika mechanismy in vivo regulovat svou aktivitu a tim umoznit vyse zminéné rozdily
v pH [78]-[80].

Jeden mozny mechanismus, kterym je aktivita V-ATPasy kontrolovana, je zaloZen na
reverzibilni tvorbé disulfidické vazby mezi dvéma cysteiny v katalytickém misté ViA
podjednotky (Obr. 114, str. 37). Pokud se vazba mezi dvéma vysoce konzervovanymi
cysteiny vytvori, aktivita V-ATPasy je reverzibilné potlacena. Dale je touto vazbou
katalytické misto upravené do uzaviené¢ konformace, kterd znemoziiuje uvolnéni
produktu hydrolytického $tépeni a navazani dalsi molekuly ATP. K naruseni disulfidické
vazby a obnoveni aktivity V-ATPasy dochazi diky thiodisulfidové vymeéné zapojujici
dalsi cystein V1A podjednotky [81], [82].

Druhy mechanismus regulace aktivity V-ATPasy zahrnuje upravu hustoty vyskytu
protonové pumpy na membrané¢ (Obr. 1IB, str. 37). To je vyuZzito v protonovém
transportu pres plasmatickou membranu v epitelovych buiikach. Naptiklad protonovy
transport pres apikdlni membranu bunck distalniho tubulu je fizen reverzibilni fuzi
s apikalni membranou bunéénych kompartmentd husté obsazenych V-ATPasou [80].

Tfeti mechanismus regulace aktivity je specificky pro V-ATPasu, jedna se

o reverzibilni disociaci Vi a Vo domén (Obr. 11D, str. 37), ¢imZ je pteruSena jejich
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aktivita. V kvasinkach je reverzibilni disociace fizena faktory prostfedi jako dostupnost
zivin nebo extracelularni pH, u vyssich zivocicht je disociace ¢i zpétné slozeni komplexu
fizeno nejen Zzivinami, ale i hormony a rastovymi faktory [83]-[87]. Ze studii na
kvasinkach a hmyzu bylo zjisténo nékolik informaci o mechanismu disociace — na
pocatku rozdélovani komplexu dochazi k uvolnéni ViC podjednotky do cytoplasmy
bunky, kterd je az do opétovného slozeni samostatna; dale bylo zjisténo, ze k rozdéleni
domén bez vnéjSiho zasahu dochazi pii vysokoenergetické konformaci katalytického
hexameru, tedy v pfitomnosti nehydrolyzovaného ¢i neupraveného ATP [83], [88].
Vyznamny vliv na regulaci hydrolytické aktivity ma také ViH podjednotka.
Krystalografické snimky disociované Vi domény odhalily konformaéni zmény C-konce
této podjednotky, ktery se vaZze na hexamer A3B3 a tim zcela inhibuje rotorovou aktivitu.
Deleci ViH podjednotky byla zjisténa ATPasova aktivita Vi domény, také stale zlstava
schopnost znovuslozeni V-ATPasy, tento slozeny komplex (bez H podjednotky) vSak
lidi) ale postradaji C-koncovou ¢ast H podjednotky zodpovédnou za popsanou inhibici.
Neni tedy zndmo, zda se H podjednotka do inhibice zapojuje odliSnym mechanismem
nebo ma na autoinhibici domény Vi podil pouze vychytavani ADP [48], [89]. Volna
Vo doména, a¢ zlstava zabudovand v membrané, ztraci disociaci periferni domény svou
proton-transportni aktivitu. Elektronovd mikroskopie ukéazala, ze i na Vo doméné se po
disociaci objevuji nové interakce. Prvni je mezi N-koncem podjednotky Voa
a podjednotkou Vod, u které nékteré experimenty naznacovaly zablokovani protonového
transportu propojenim rotoru a statoru komplexu, dalsi studie vSak ukazaly, Ze deleci Voa
nebo Vod podjednotky se inhibovany transport protonti neobnovi. Druha noveé popsana
interakce je mezi C-koncem Voa podjednotky a proteolipidickym c-kruhem — toto
propojeni jiz bylo prokdzano jako autoinhibi€ni proces aktivity Vodomény [90].
Rozpojené¢ domény jsou konvertovany do urcitych konformaci, diky kterym jsou
stabilizované. Pro znovuslozeni komplexu je dilezita zména do konformace, ktera slozeni
umoziuje. U kvasinek byla navic zjisténa pfitomnost ,,regulatoru H -ATPas vakuolarnich
a endosomalnich membran‘“ (RAVE), chaperonového komplexu, ktery podporuje spojeni
domén V1, Vy a podjednotky VC do uceleného komplexu. Kromé RAVE je pro spravné
slozeni V-ATPasy nutna pfitomnost 1 nékolika enzymi, naptiklad aldolasy
a 1-fosfofruktokinasy. Pfesny mechanismus zapojeni téchto molekul vSak neni znamy

[57], [91]-[93].
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Ctvrty mechanismus Fidici aktivitu V-ATPasy se tyka zmén v propojeni hydrolysy
ATP a protonového transportu (Obr. 11E, str. 37). Vliv na tyto zmény mohou mit rizné
faktory — omezena proteolysa, zvySena koncentrace ATP, mutace ne¢kterych podjednotek
V-ATPasy (napt. ViD a V1A) 1 jednotlivé isoformy podjednotek, které jsou dale dilezité
k cileni V-ATPas do vybranych organel a regulaci znovuslozeni disociované
V-ATPasy [53], [94]-[96].

Posledni mechanismus regulace acidifikace in vivo a zdroven ovlivnéni aktivity
V-ATPasy spociva ve zménach aktivity ostatnich membranovych transportéra (Obr. 11C,
str. 37). V-ATPasa je elektrogenni pumpa, kterd vytvari pozitivni potencial, tento vSak
byva alesponn zcasti kompenzovan transportem castic s opacnym nabojem (primarné
chloridovym kandlem). Findlni pH bunck a organel vSak zdvisi na kombinaci aktivniho
1 pasivniho transportu ¢astic [53].

Vakuolarni ATPasa je svou funkci i regulaci v mnohych fyziologickych procesech
pro organismus diilezitd, mize byt vSak zneuzita i ve prospéch procesti patologickych.
Vzhledem k ¢lenité struktufe existuje mnoho moznosti, jak se aktivita tohoto komplexu
muze ménicim se podminkdm v organismu piizpiisobovat. Zkoumanim, zda je pro rizné
procesy dilezitd pfitomnost a aktivita vybranych podjednotek komplexu nebo urcité
protein-proteinové interakce mezi jednotlivymi podjednotkami, se V-ATPasa mulize stat
novym terapeutickym cilem nejen pro sniZzeni chemorezistence nadord, ale i pro nékolik

dalgich poruch [51], [53], [59]-[61], [76], [77].

36



B

epitelové buriky

apikalni
strana

basolateralni
strana

Ht

intracelularni
vezikula

Reverzibilni tvorba disulfidické vazby Zmény v transportu iontu

D E

ADP + P, ADP + P, ADP 4 P,
ATP ATP ATP
- Ziviny &
— ViC —
EHL R 2Ht—. ——
+ Eviny
spfafeni reakci addéleni reakci
(aktivni stav) (inaktivni stav)
Reverzibilni disociace Zmeény ve sprazeni reakci

Obr. 11: Mechanismy regulace V-ATPasy. A — vznik reverzibilni disulfidické vazby mezi dvéma
cysteiny v podjednotce ViA uzavirajici katalytické misto a tim znemoziujici jeho funkci.
B — zmény v hustoté obsazeni protonové pumpy na membrané fizi s membranami vezikul
bohatych na V-ATPasu. C —zména v aktivit€ jinych transportérii a pfenosu iontil pfes membranu.
D — reverzibilni disociace komplexu na samostatné a inaktivni Vi a Vo domény zplsobend
vngjsimi vlivy. E — zmény ve spfazeni funkci domén V-ATPasy. Pfevzato a upraveno z [53].
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2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo sledovat vybrané podjednotky enzymového komplexu
vakuolarni ATPasy (V-ATPasy) a jejich vliv na vznik rezistence k ellipticinu v lidskych
neuroblastomovych bunkach porovndvanim senzitivni bunécné linie UKF-NB-4
a rezistentni linie vii¢i ellipticinu UKF-NB-45H, Jednim z mechanismi rezistence viici
ellipticinu je i sekvestrace v lysosomech, pii které hraje V-ATPasa vyznamnou roli. Pro

dosaZeni cile byly provedeny nasledujici kroky:

e kultivace lidskych neuroblastomovych bunéénych linii senzitivnich (UKF-NB-4)
a rezistentnich k ellipticinu (UKF-NB-4FLLY;

e stanoveni relativni exprese podjednotky ATP6VODI1 v obou bunéénych liniich

pred a po jejich ovlivnénim ellipticinem metodou kvantitativni RT-PCR;

e umlceni vybranych genti V-ATPasy transfekci bun€k pfislusSnymi siRNA
aoveéfeni UspeéSnosti transfekce bunck stanovenim exprese vybranych c¢asti

V-ATPasy metodou Western blot a kvantitativni RT-PCR;
e subcelularni lokalizace ellipticinu v neuroblastomovych bunéénych liniich
UKF-NB-4 a UKF-NB-4F v ptirozeném stavu bunék a po jejich transfekci

vybranymi siRNA;

e stanoveni proliferace a viability bun¢k neuroblastomovych linii UKF-NB-4

a UKF-NB-45 po transfekei siRNA a po piidani ellipticinu.
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3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie

Abcam (USA): primarni protilatka proti ATP6VOD1; primarni protilatka proti aktinu

BIO-RAD (USA): ,,.DC Protein Assay*“ set ke stanoveni koncentrace izolovanych
proteinti obsahujici: Reagent A, Reagent S, Reagent B; ,,Blotting Grade Non Fat Dry
Milk* susené¢ mléko; ,,Mini-PROTEAN TGX* ptedpfipraveny polyakrylamidovy gel;
nitrocelulosova membrana s pory o velikosti 0,45 um; ,,Precision Plus Protein Dual Color
Standards® standard molekulovych hmotnosti; sekundéarni protilatka proti mySimu

imunoglobulinu

Carl Roth (Némecko): merkaptoethanol

Dharmacon (USA): ,,DharmaFECT* transkfek¢ni ¢inidlo; ,,ON-TARGET plus siRNA*
Fluka (Némecko): Igepal CA 630; Ponceau S

Generi Biotech (CR): ,,gb Easy PCR Master Mix“ ¢inidlo pro RT-PCR obsahujci:
hot-start Taq DNA polymerasu, reakéni pufr, AINTP, MgCl» a aditiva zabranujici inhibici
PCR reakce; ,,gb Reverse Transcription Kit*“ kit pro reverzni transkripci obsahujici: pufr,
dNTP, primery, enzym reverzni transkriptasu; primery a sondy: Assay qPCR hPOLR2A
FAM, Assay qPCR hATP6VODI1 FAM,;

Gibco (USA): ,,Iscove’s modified Dulbecco‘s* médium (IMDM) s glutaminem; sodno-
fosfatovy pufr s obsahem NaCl (PBS); hovézi sérum (fetal bovine serum, FBS); trypsin

Invitrogen (USA): dodecylsulfat sodny (SDS); ,,LysoTracker Red* barvivo pro znaceni

lysosomil a jinych organel s nizkym pH

Penta (CR): bromfenolova modi; methylalkohol

Roche (Némecko): ,,Complete protease inhibitor* proteasovy inhibitor

Sigma-Aldrich  (USA): bafilomycin A; deoxycholat sodny; ellipticin;

glycerol;  polyoxyethylensorbitanmonolaurat  (TWEEN  20); Tris  puftr;
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2'-(4-ethoxyfenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihydrochlorid
trihydrat (Hoechst 33342)

Thermo Fisher Scientific (USA): ,,PrestoBlue* resazurinové barvivo; ,,PureLink™ RNA
Mini Kit*“ kit pro izolaci RNA obsahujici: ,,Lysis Buffer (guanidin-isothiokyanatovy
pufr), ,,Wash Buffer I (obsahujici guanidin-isothiokyanat), ,,Wash Buffer II* (nutno
doplnit 100% ethanolem dle navodu), ,,RNase-Free Water”, ,,Spin cartridges with

collection tubes®, ,,Collection Tubes*, ,,Recovery Tubes®;

vvvvv

Neuroblastomova bunécna linie UKF-NB-4 byla poskytnuta prof. J. Cinatlem z JW
Goethe-Universitdt, Frankfurt nad Mohanem. Pfiprava této linie probchla na détské
onkologii Fakultni nemocnice ve Frankfurtu n. M. z kostni dfen¢ infiltrované nddorovymi
bunikami pii recidivé neuroblastomu vysokého rizika s amplifikaci MYCN. Od linie
UKF-NB-4 byla v laboratoti Kliniky détské hematologie a onkologie 2. 1¢karské fakulty
Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole dlouhodobou kultivaci se vzrilstajici

koncentraci ellipticinu odvozena rezistentni linie UKF-NB-4ELH [97].
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3.2 Pouzité pristroje

Applied Biosystems (USA): QuantStudio 3 Real-Time PCR System — pfistroj pro
RT-PCR;

Agilent (USA): xCELLigence RTCA DP — pfistroj pro sledovani rdstu, invazivity

a migrace bunék v redlném Case
BioAir (Italie): AURA PCR — box;

BIO-RAD (USA): Mini-PROTEAN Tetra Cell — aparatura pro vertikalni elektroforézu,
TC 20 — pocitadlo bungk;

Eppendorf (Némecko): Centrifuge 5415 R — stolni centrifuga;

Hettich (Némecko): UNIVERSAL 320 — stolni centrifuga;

Labnet (USA): Gyro Twiester — laboratorni tfepacka; Labroller II — rotator;
Leica microsystems (Némecko): Leica DMi8 — konfokalni mikroskop

Merck (Némecko): SNAP i.d. 2.0 — vakuova aparatura pro promyvani membran po

Western blotu

Molecular Devices (USA): SpectraMax 13x — destickovy reader méfici absorbanci,

fluorescenci a luminiscenci; VersaMax Microplate Reader — spektrofotometr;
SensoQuest (Némecko): Labcycler — termocykler;

Schoeller (CR): Clean Air — laminarni box;

Techne (UK): Dri-block heater — vyhfevny blok;

Thermo Scientific (USA): HeraCell Vios 1601 — inkubator; Nanodrop 1000 —

spektrofotometr;

VELP SCIENTIFICA (Itilie): Vortex Rw* — vortex;
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3.3 Metody

3.3.1 Rozmrazeni bunék

Hluboko zmrazené suspenze neuroblastomovych bunécnych linii senzitivnich
(UKF-NB4) a rezistentnich viiéi ellipticinu (UKF-NB4FY) v kompletnim médiu (IMDM
médium + 10% fetdlni hovézi sérum (FBS)) s 10% dimethylsulfoxidem (DMSO)
uchovavané v tekutém dusiku o teploté -196 °C byly rozmraZeny ve vodni l4zni o teploté
37 °C. Bunécné suspenze byly nasledné¢ ve sterilnich podminkach pteneseny do
zkumavek s 5 ml kompletniho média o laboratorni teplot¢ a centrifugovany pii
laboratorni teploté¢ 3 minuty pii 300% g ve stolni centrifuze Hettich UNIVERSAL 320
(Némecko). Supernatanty byl odstranény, bunééné pelety byly resuspendovany v 5 ml
kompletniho média o pokojové teploté a suspenze byly nésledné pieneseny do sterilnich

2. Bunky byly

kultivaénich lahvi pro adherentni buiiky o kultivaéni plose 25 cm
kultivovany v inkubatoru Thermo Scientific HeraCell Vios 160i (USA) pfi teploté 37 °C,

5% oxidem uhli¢itym a 95% vlhkosti vzduchu.
3.3.2 Kultivace neuroblastomovych bunéénych linii

Neuroblastomové bunééné linie senzitivni (UKF-NB4) a rezistentni vuci ellipticinu
(UKF-NB4EM) byly kultivovany v IMDM médiu s piidavkem 10% fetalniho hovéziho
séra (FBS) (kompletni médium) ve sterilnich kultivacnich lahvich s adherentnim
povrchem o kultivaéni ploSe 75 ¢cm?. Buiiky ke kultivaci byly uloZeny v inkubdtoru
Thermo Scientific HeraCell Vios 1601 (USA) s prostiedim 37 °C, 5% CO2 a 95% vlhkosti.
Bunééné linie maji zdvojovaci cCas piiblizné 20 hodin (Hrabéta J., nepublikované
vysledky), proto byly pasaZovany pravidelné 2x — 3x tydné. Pfed pasazi byly nejprve
roztoky kompletniho média a 0,05% trypsinu v PBS vytemperovany ve vodni lazni na
37 °C. PasaZovani bun€k probihalo za sterilnich podminek v laminarnim boxu Schoeller
Clean Air (CR). Bunky byly promyty roztokem PBS, nasledn& 0,05% roztokem trypsinu
v PBS a uloZeny na 5 minut do inkubatoru. Po jejich uvolnéni z adherentniho povrchu
kultiva¢ni lahve byly buniky resuspendovany 5 ml kompletniho média. Buné¢na suspenze

byla dostatecné nafedéna a kultivovana dle jiz popsané¢ho postupu na zacatku odstavce.
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3.3.3 Priprava vzorkQ bunéénych extraktii pro analyzu pomoci
kvantitativhi reverzné transkripéni polymerazové retézové

reakce v realném case (RT-PCR) a metody Western blot

Bunky v suspenzi vzniklé po trypsinaci (viz kapitola 3.3.2) byly spocitany na pocitadle
bun¢k BIO-RAD TC 20 (USA) a nasledné pteneseny do Petriho misek o kultivaéni plose
22,1 cm? tak, aby v celkovém objemu 4 ml bylo 4,8 - 10° bunék. Misky byly uloZzeny do
inkubatoru Thermo Scientific HeraCell Vios 1601 (USA) pfi teploté 37 °C, 5% oxidu
uhli¢itém a 95% vlhkosti. Vzorkiim bunék urcenych pouze pro analyzu s cytostatikem
(ellipticinem) bylo po 24 hodinach vyménéno médium bez cytostatika (kontrolni vzorek
pro obé linie) nebo médium s piidavkem 5 umol-dm™ koncentrace ellipticinu a buiiky
byly opét inkubovany 24 hodin v inkubétoru za stejnych podminek. Vzorky bunék
uréenych pro transfekci piisluSnou siRNA a nasledné piidani ellipticinu byly po
24 hodinach transfekovany (viz kapitola 3.3.4), nasledné¢ ulozeny na 48 hodin do
inkubatoru za stejnych podminek, poté jim bylo vyménéno médium bez cytostatik
(kontrolni vzorky obou linii) nebo médium s 5 umol-dm™ koncentraci ellipticinu a opét
24 hodin inkubovany v inkubatoru za stejnych podminek. Oba zminéné typy vzorkl
bunck byly nasledné¢ pomoci pipety uvolnény z kultivaéniho povrchu Petriho misky,
vzniklé suspenze byly preneseny do centrifugacnich zkumavek a centrifugovany 3 minuty
pfi 300x g ve stolni centrifuze Hettich UNIVERSAL 320 (Némecko) pfi laboratorni
teploté. Poté byly supernatanty odstranény, pelety promyty 1 ml roztoku PBS a vzorky
op¢t centrifugovany za stejnych podminek. Vzniklé supernatanty byly odstranény, pelety
resuspendovany v 700 ul roztoku PBS, suspenze pieneseny do mikrozkumavek
a centrifugovany za stejnych podminek. Supernatanty byly odstranény a pelety byly

ulozeny na nejméné 30 minut do -80 °C.
3.3.4 Transfekce bunék molekulami siRNA

Ptipravené vzorky neuroblastomovych bunéénych linii v kultivaénich miskéch nebo
destickach byly po 24-hodinové inkubaci transfekovany roztoky siRNA. DharmaFECT
10 nmol-dm™ siNC, siATP6VOD1 nebo siATP6V1H1 (Dharmacon ON-TARGETplus)
byly za sterilnich podminek nafedény IMDM médiem v poméru 1 : 49 a inkubovany
5 minut pfi laboratorni teploté. K roztokiim siRNA byl néasledné pfidan v poméru 1 : 1

pfipraveny roztok DharmaFECTu a smési byly inkubovany 20 minut pii laboratorni
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teploté. Poté bylo do obou roztokli siRNA piidano v poméru 1 : 4 kompletni médium
(IMDM médium + 10% FBS) o laboratorni teploté. Ptipravenym vzorkiim bunck
v kultiva¢nich miskach nebo destickach bylo odebrano médium, nésledné byl piidan
prislusny objem piipravené¢ho roztoku siRNA v IMDM médiu a vzorky byly inkubovany
48 hodin v inkubatoru Thermo Scientific HeraCell Vios 160i (USA) pii teploté 37 °C,

5% oxidu uhli¢itém a 95% vlhkosti vzduchu.

3.3.5 Izolace RNA ze vzorkd neuroblastomovych bunéénych linii
pro reverzni transkripci a kvantitativni polymerasovou reakci

v realném ¢ase (RT-PCR)

Izolace RNA ze vzorkl bunék ptipravenych dle kapitoly 3.3.2 byla provedena vyuzitim
kitu ,,PureLink RNA Mini Kit* postupem podle ndvodu vyrobce za sterilnich podminek
v boxu BioAir AURA PCR (CR). K bunéénym peletam v mikrozkumavkach bylo piidano
0,6 ml ,,Lysis Buffer s 1% merkaptoethanolem. Pelety byly resuspendovany pomoci
vortexu VELP SCIENTIFICA Rw® (Itdlie). Nasledné byl k suspenzim piidan
70% ethanol vpoméru 1 : 1 a vzorky byly opét homogenizovany na vortexu.
Homogenizaty byly ptfevedeny do ,,spin cartridge® nasazenych na ,,collection tube®
a centrifugovany 15 sekund pti laboratorni teplot¢ a 12000x g ve stolni centrifuze
Eppendorf Centrifuge 5415 R (Némecko). Prefiltrovany objem vzorkl byl odstranén,
zachycena RNA na ,,spin cartridge* byla promyta 700 pl ,,Wash Buffer I a vzorky byly
centrifugovany za stejnych podminek. ,,Spin cartridge* byly vloZeny do novych
,collection tube®, promyty 500 upl ,,Wash Buffer II“ a centrifugovany za stejnych
podminek. Tento krok byl opakovan. Na zavér byly vzorky centrifugovany 2 minuty pfi
laboratorni teploté a 12000x g tak, aby byla membrana ,,spin cartredge* vysuSena. Poté
byly ,spin cartredge* vloZzeny do ,recovery tube* a doprostied membrany bylo
pipetovano 60 ul ,,RNase-free water. Vzorky byly inkubovany 1 minutu pii laboratorni
teploté a na zavér centrifugovany 2 minuty pii laboratorni teploté a 12000x g, ¢imz bylo
dosaZeno ptenosu izolované RNA z membrany do roztoku. Koncentrace izolované RNA

byla zjiSténa na spektrofotometru Thermo Scientific Nanodrop 1000 (USA).
3.3.6 Reverzni transkripce

Vzorky izolované RNA ziskané dle kapitoly 3.3.5 byly pfipraveny pfidanim deionizované
vody tak, aby bylo v roztoku 1000 ng RNA. Za sterilnich podminek v boxu BioAir
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AURA PCR (CR) bylo do mikrozkumavek pipetovano 10 ul roztoku ,,Master Mix* z kitu
gb Reverse Trascription Kit a 10 pl nafedéného roztoku izolované RNA. Vzorky byly
vloZeny do termocykleru SensoQuest Labcycler (Némecko) a zahtivany na 42 °C po dobu

60 minut, poté zchlazeny a udrzovany pti 4 °C.

3.3.7 Kvantitativhi polymerasova retézova reakce v realném
case (Real-time PCR, RT-PCR) genu V-ATPasy ATP6V0D1

Kvantitativni polymerasova fetézové reakce vredlném case (RT-PCR) je metoda
zaloZzena na klasické polymerasové reakci, mnozstvi syntetizované DNA je vSak
kontinudlné¢ zaznamenavéano v pribéhu kazdého cyklu. K detekci mnozstvi DNA je
vyuzito fluorescenc¢nich znacek, a to bud’ navazanych na substratu a detekovatelnych az
po jeho zapojeni do molekuly DNA (SyberGreen), nebo navazanych na molekulach
sondy a detekovatelnych po odStépeni od molekuly zhasece, ke kterému dochazi béhem
syntézy DNA (TagMan sondy). V této praci byla vyuzita metoda s TagMan sondou.
Vzorky pro RT-PCR byly pfipravovany v tripletech do 96-jamkové desticky.
Nejprve byly za sterilnich podminek v boxu BioAir AURA PCR (CR) do zkumavek
pfipraveny roztoky primeri Thermo Fisher Scientific (USA) hATP6VOD1 a hPOLR2A
s FAM znacenymi sondami (6-Carboxyfluorescein) — do 10 ul ,,Universal PCR Master
Mix*“ bylo pipetovano 7 ul ,,RNase-free“ vody a 2 pl roztoku primerti a sondy.
Do mikrodesticky byl nasledné pipetovan 1 pul cDNA syntetizované dle kapitoly 3.3.6
a poté 19 ul pfipravené smési primert a ,,Universal Master Mixu®. Vzorky byly na zavér
vloZeny do pftistroje Applied Biosystems QuantStudio 3 Real-Time PCR System (USA)

a zpracovavany za nasledujicich podminek:

3 minuty: 95 °C
50x opakovani cyklu — 10 sekund: 95 °C; 20 sekund: 60 °C
0: 4 °C

Experimenty vedouci aZ ke kvantitativni polymerasové fetézove reakci v realném
case byly provedeny v nejméné tiech nezévislych opakovanich. Pro analyzu namétenych
hodnot bylo vyuzito relativni kvantifikace, tedy relativni zmény exprese genu vici vnitini
kontrole (gen POLR2A), v softwaru REST-384-beta version [98]. Tento program byl téz
vyuzit ke statistickému vyhodnoceni ziskanych vysledka (viz kapitola 3.3.15 Statistické
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zpracovani dat). Relativni exprese genu (R) je v tomto softwaru vypocitdvana na zaklade
individudlni RT-PCR t¢innosti cilového genového transkriptu (E¢j; geny,) @ hodnoté cyklu
prahu (cycle of treshold) (ACP, geny) v poméru s témito veliCinami pro gen vnitini
kontroly (Exontrs ACProntr), konkrétné:

(Ekontr)ACPkontr

= ACP;
(Ecil.genu) citgenu

3.3.8 lIzolace proteinti ze vzorkl neuroblastomovych bunéénych

linii pro analyzu metodou Western blot

Bunécné pelety neuroblastomovych linii pfipravené podle kapitoly 3.3.3 byly
resuspendovany roztokem pufru RIPA (1% Igepal CA 630 (detergent), 0,5% deoxycholat
sodny a 0,1% SDS v PBS) s proteasovym inhibitorem ,,Complete protease inhibitor*
smisenych v poméru 1 : 24, a to 1-2x objemem bunécné pelety. Bunétné suspenze byly
nasledné 60 minut inkubovany na ledu a poté centrifugovany ve vychlazené stolni
centrifuze Hettich UNIVERSAL 320 (Némecko) po dobu 20 minut pti 4 °C a 20000% g.
Supernatanty s buné¢nymi proteiny byly pfeneseny do mikrozkumavek a uchovany pro

dalsi postup v -80 °C.
3.3.9 Stanoveni koncentrace izolovanych proteinti dle Lowryho

Koncentrace proteind izolovanych z bunéénych lyzata dle kapitoly 3.3.8 byly stanoveny
metodou podle Lowryho. Vzorky byly nejprve 8x fedény deionizovanou vodou. Nésledné
bylo do titracni desticky pipetovano 5 pl vzorku — nejprve duplikat fedici fady sérového
hovéziho albuminu (BSA) jako standardu o koncentracich 0 (deionizovana voda); 0,125;
0,25;0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 2,0 a 2,8 mg/ml a déle triplikaty 8x fedénych vzorkl. Poté bylo
do vSech jamek ptidano 25 pl roztoku A" (roztok S a roztok A v poméru 1 : 50) a 200 ul
roztoku B. Vzorky v titra¢ni desti¢ce byly 15 minut inkubovéany za pomalého michani pii
laboratorni teploté na laboratorni tfepac¢ce Labnet Gyro Twiester (USA). Na zavér byly
vzorky analyzovany spektrofotometrem Molecular Devices VersaMax Microplate
Reader (USA) pfi vinové délce 750 nm a vyhodnoceny programem SoftMax Pro, kde

byly identifikovany koncentrace proteinti ve vzorcich.
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3.3.10 Separace izolovanych proteini elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE)

Izolované proteiny z neuroblastomovych bunéénych linii ziskanych dle kapitoly 3.3.8
byly separovany elektroforeticky v komerénim ptedpfipraveném polyakrylamidovém
gelu Mini-PROTEAN TGX umisténém v elektroforetické aparatute BIO-RAD (USA) se
770 ml ,Running buffer (roztok 25mM pufru Tris, 192 mM glycinu a 0,1% SDS
doplnény deionizovanou vodou v poméru 1 : 10). Vzorky proteini byly nejprve nafedény
tak, aby jejich nanaska odpovidala 40 pg na jamku a poté k nim byl ptidan vzorkovy pufr
(375 mM Tris-HCI pH 6,8; 9% SDS; 50% glycerol; 9% merkaptoethanol a 0,03%
bromfenolova modf) v poméru 1 : 3 (vzorkovy pufr : vzorek proteinli). Vzorky byly
nasledné inkubovany 5 minut pfi teploté ~100 °C ve vyhfevném bloku Techne Dri-block
heater (UK) a zchlazeny na ledu. Do gelu ptipraveného v elektroforetické aparatuie
(vertikalnim usporadani) byl nejprve naneseny 4 pl standardu molekulovych hmotnosti
»Precision Plus Protein Dual Color Standards® a nasledné jednotlivé vzorky. Separace

proteinu probihala pii konstantnim proudu 40 mA piiblizn¢ 30 minut.

3.3.11 Analyza proteinO ze vzorkGi neuroblastomovych

bunéénych linii metodou Western blot

Pfenos separovanych proteini z polyakrylamidového gelu na nitrocelulosovou
membranu metodou Western blot byl uskute¢nén v aparatuie BIO-RAD (USA). Nejprve
byl pfipraven ,.Blotting buffer (roztok 25 mM Tris a 192 mM glycinu doplnény
methanolem a deionizovanou vodou v poméru 1 : 2 : 7), do kterého byla namocena
nitrocelulosovd membrana, filtraéni papiry a ,.fiber”. Poté byla sestavena aparatura
k pfenosu  proteini  postupnym  seskladanim ,fiberu®, filtracniho  papiru,
polyakrylamidového gelu se separovanymi proteiny, nitrocelulosové membrany,
filtratniho papiru a ,,fibru®, ktera byla na zavér ponofena do ,,Blotting buffer*. Pfenos
probihal pii teploté¢ 4 °C, konstantnim proudu 350 mA po dobu 80 minut. Spravnost
pfenosu byla ovéfena obarvenim membrany v roztoku Ponceau S, poté byla membrana
odbarvena roztokem PBS a 1 hodinu blokovéana v 5% roztoku mléka v pufru PBS/Tween
(1 ml 20% Tween ve 400 ml PBS) za mirného michédni na laboratorni tfepacce Labnet

Gyro Twiester (USA). Nasledné byla membréna ptenesena do falkony s ptfipravenou
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primarni protilatkou proti ATP6VOD1 v 5% roztoku mléka v PBS/Tween (v poméru
1 : 500) a inkubovana za stdlého michani na rotatoru Labnet Labroller I (USA) pies noc
pii 4 °C. Druhy den byla membrana promyta ve vakuové aparatuie Merck SNAP 1.d. 2.0
(Némecko) pufrem PBS/Tween, poté byla inkubovana 20 minut pii laboratorni teploté
s roztokem sekundarni protilatky (proti mySimu imunoglobulinu, fedéna 5% mlékem
v PBS/Tween a pufrem PBS/Tween v poméru 1 : 100 : 5000) a opét promyta pufrem
PBS/Tween. Membrana byla pfenesena do folie, vloZzena do kazety a analyzovana
v pfistroji SpectraMax 13x Reader (USA). Nasledné byla membrana ponofena na 8 minut
do misky s odmyvacim roztokem, promyta pufrem PBS, blokovéana 1 hodinu v roztoku
5% mléka v pufru PBS/Tween a nasledn¢ inkubovana s primarni protilatkou proti aktinu
na rotatoru Labnet Labroller II (USA) asi 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté bylo
postupovano dle jiz popsanych krokd.

Experimenty vedouci az k analyze proteinii ze vzorkli metodou Western blot byly
provedeny v nejméné tiech nezavislych méfenich, jednotlivé snimky membran byly

vyhodnoceny kvantifikaci v programu Imagel.

3.3.12 Lokalizace ellipticinu v neuroblastomovych bunéénych
liniich a pozorovani zmén po jejich transfekci siRNA

konfokalnim mikroskopem

Neuroblastomové bunécné linie kultivované podle kapitoly 3.3.2 byly spocitany na
pocitadle bunék BIO-RAD TC 20 (USA) a nasledné pteneseny do dvou-mililitrovych
misek se Ctyfmi komurkami pro konfokalni mikroskopii (35 mm Dish with 10 mm
Bottom Well) tak, aby bylo v 0,5 ml kompletniho média (IMDM médium + 10% FBS)
4,5 - 10* bun&k. Misky byly na 24 hodin uloZeny do inkubatoru Thermo Scientific
HeraCell Vios 1601 (USA) pii teploté 37 °C, 5% oxidu uhli¢itém a 95% vlhkosti. Poté
byly bunky transfekovany pfisluSnou siRNA (kapitola 3.3.4) (kontrolnim liniim bylo
pouze vyménéno médium) a inkubovany 48 hodin za stejnych podminek. Podle
pozadovaného experimentu byly nésledné buiiky 30 minut inkubovany pii 37 °C,
5% oxidu uhli¢itém a 95% vlhkosti s 5 umol-dm™ ellipticinem, p¥ipadné k nim bylo poté

3 LysoTracker Red a 1 pg-ml’!

pfidano barvivo (dle experimentu): 25 nmol-dm
2'-(4-ethoxyfenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihydrochlorid
trihydrat (Hoechst 33342). Buniky byly opét 30 minut inkubovany a poté pozorovany

konfokalnim mikroskopem Leica DMi8 (Némecko) a analyzovany programem Leica
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Application Suite X. Zavéry z popsané¢ho experimentu byly vyvozeny z nejméné tii na

sob¢ nezavislych pozorovani.

3.3.13 Stanoveni proliferace bunék v realném ¢ase technologii
xCELLigence RTCA DP

Neuroblastomové bunécné linie kultivované dle kapitoly 3.3.2 byly spocitany na
pocitadle bunék BIO-RAD TC 20 (USA) a pteneseny do Petriho misek s kultivaéni
plochou 9,2 cm? tak, aby jejich pocet v celkovém objemu 2 ml byl 2 - 10°. Misky byly
preneseny do inkubatoru Thermo Scientific HeraCell Vios 1601 (USA) a byly inkubovany
24 hodin pfi teploté¢ 37 °C, 5% oxidu uhli¢itém a 95% vlhkosti. Poté byly bunky
transfekovany siNC nebo siATP6VODI1 dle kapitoly 3.3.4. a inkubovany za stejnych
podminek 24 hodin. Proliferace bunc¢k byla stanovena pomoci pfistroje Agilent
Technologies xCELLigence RTCA DP (USA) v 16-jamkovych destickdch (RTCA
E-Plate Inserts 16), ktery umoziiuje neinvazivni monitorovani bunéfné proliferace
v redlném case na zakladé meéteni impedance, ktera koreluje s adherenci zivych bunék
bez nutnosti jejich znaceni. Do desticek bylo nejprve pipetovano 50 pl kompletniho média
(IMDM médium + 10% FBS) nebo kompletniho média s 5 pmol-dm™ ellipticinem,
desticky byly vloZeny do pftistroje xCELLigence RTCA DP umisténého v inkubatoru
Thermo Scientific HeraCell Vios 1601 (USA) s nastavenymi podminkami 37 °C,
5% oxidem uhli¢itym a 95% vlhkosti a byla spusténa kalibrace. Poté bylo do desti¢ek
pipetovano 100 pl bunééné suspenze tak, aby bylo v kazdé jamce 1 - 10* bunék a desticky
byly vloZeny zpét do pfistroje. Poté bylo spusténo snimani bun¢k po dobu 88 hodin
v 15-30-minutovych intervalech a jednotlivé hodnoty byly zaznamendvany
a analyzovany v pomoci xCELLigence RTCA softwaru.

Experiment byl proveden ve dvou nezavislych métenich (biologicky duplikat)
a zpracovani ziskanych vysledki bylo provedeno v tabulkovém softwaru Microsoft Excel

vypoctem pruméru namétenych hodnot a smérodatné odchylky.

3.3.14 Stanoveni viability bunék neuroblastomovych linii pomoci

c¢inidla PrestoBlue

Viabilita neuroblastomovych buné&cnych linii po transfekci siRNA pomoci ¢inidla
PrestoBlue byla stanovena ve 24-jamkovych kultivac¢nich destickéach, do kterych bylo
pipetovano 150 pl kompletniho média (IMDM médium + 10% FBS). Neuroblastomové
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bunécné linie kultivované dle kapitoly 3.3.2 byly spocitdny na pocitadle bunék
BIO-RAD TC 20 (USA) a preneseny do 24-jamkovych kultivacnich desticek tak, aby
bylo 4 - 10* bunék v celkovém objemu jamky 350 pl. Desticky byly kultivovany 24 hodin
v inkubatoru Thermo Scientific HeraCell Vios 1601 (USA) pfi teploté 37 °C, 5% oxidu
uhli¢itém a 95% vlhkosti. Poté byly buiky transfekovany siNC, siATP6VOD1 nebo
siATP6V1HI1 dle kapitoly 3.3.4 a inkubovdny 48 hodin v inkubdtoru za stejnych
podminek. Ze vSech jamek bylo odebrano médium, do desticek bylo pipetovano 350 pul
kompletniho média nebo 350 pul kompletniho média s 5 umol-dm™ ellipticinem a desticky
byly inkubovany 48 hodin v inkubatoru za stejnych podminek. Nasledné bylo do kazdé
jamky ptfidano 17,5 ul barviva PrestoBlue (resazurin) a desticky byly inkubovany
30 minut v inkubdtoru za stejnych podminek. Na zavér byly desticky analyzovény
ptistrojem SpectraMax 13x Reader (USA) méfenim absorbance pfi vlnové délce 571 nm
a vyhodnoceny softwarem SoftMax Pro.

Popsany experiment byl proveden ve dvou nezéavislych métenich. Vysledky byly
zpracovany v tabulkovém softwaru Microsoft Excel vypoctem priméru méfeni,
smérodatné odchylky, vyznamnost vysledkii byla vyhodnocena pomoci parového t-testu

(viz dalsi kapitola).
3.3.15 Statistické zpracovani dat

Vysledky ziskané pomoci metody RT-PCR byly statisticky vyhodnoceny softwarem
REST-384-beta version (z angl. relative expression software tool). Tento program
porovnava dve skupiny dat (zvoleny druh vzorki proti zvolené kontrole, ktera je pro dany
experiment vzdy stejnd) a testuje rozdilnost skupin k urceni vyznamnosti vysledkl
pomoci nove vyvinutého randomizacniho testu. Randomizacni test opakované a ndhodné
prerozdé€luje a porovnava pary dat z obou zvolenych skupin a pokazdé zaznamenava miru
exprese. Pomér vSech téchto expresi vyjadiuje signifikanci (vyznamnost) namétenych
vysledk [99]. Pfesnéjsi popis softwaru a navody jsou pfistupné na odkazu [98].

Ciselné vysledky z ostatnich experimentii byly vyhodnocovany v tabulkovém
softwaru Microsoft Excel vypoctem priméri a smérodatnych odchylek zvolenych
hodnot. U metody stanoveni viability bunék c¢inidlem PrestoBlue byla statisticka
vyznamnost namétfenych hodnot vyhodnocena parovym t-testem, ktery se pouziva
k porovnani stfednich hodnot dvou zvolenych populaci. Také pro tento vypocet bylo

vyuzito matematické funkce v tabulkovém softwaru Microsoft Excel [100].
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni exprese genu ATP6VOD1 vakuolarni
H*-ATPasy v lidské neuroblastomové bunécné linii
senzitivhi (UKF-NB-4) a rezistentni k ellipticinu
(UKF-NB-4f') po jejich ovlivnéni ellipticinem metodou
RT-PCR

Nejprve byla stanovena exprese membranové domény V-ATPasy ATP6VODI.
Neuroblastomové bun&ené linie UKF-NB-4 a UKF-NB-45 byly inkubovany 24 hodin
s ellipticinem. Exprese genu ATP6V0D1 v jednotlivych bunéénych vzorcich uvedend na
Obr. 12 byla vztazena ke kontrolni linit UKF-NB-4 (relativni exprese zvolena jako jedna).
Ze ziskanych vysledki je patrné snizeni exprese tohoto genu v senzitivni linii UKF-NB-
4 po inkubaci s ellipticinem, naopak u linie rezistentni k 1é¢bé ellipticinem UKF-NB-4FLL!
byla exprese ATP6V0DI genu zvySena. Po inkubaci rezistentni linie s ellipticinem se

exprese genu vyraznéji nemenila.

Exprese genu ATP6V0D1 v neuroblastomovych
bunécnych liniich
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Obr. 12: Stanoveni exprese genu ATP6VODI v neuroblastomové bunécné linii senzitivni
(UKF-NB-4) a rezistentni (UKF-NB-4F) a po jejich ovlivnéni ellipticinem. K — UKF-NB-4;
1 — UKF-NB-4 + 5 pmol-dm? ellipticin; 2 — UKF-NB-4f; 3 — UKF-NB-45 + 5 pmol-dm’
ellipticin. Signifikance p < 0,5 znacena *, signifikance p < 0,01 znafena **. Hodnoty jsou
primérem dvou nezavislych méteni (biologicky duplikat), data jsou vyhodnocena softwarem
REST-384-beta. Statistické zpracovani dat bylo taktéz provedeno v softwaru REST-348-beta.

[N

Relativni exprese genu
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4.2 Ovéreni uspésnosti transfekce bunéénych linii
UKF-NB-4 a UKF-NB-45'Y siRNA (siATP6V0D1)

Buiiky neuroblastomovych bunéénych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4fMH byly
transfekovany molekulami si RNA (siNC nebo siATP6VODI1) a exprese proteinu
ATP6VODI1 byla stanovena metodou Western blot. Snimek membrany na Obr. 13
(str. 53) zachycuje expresi ATP6VOD1 podjednotky V-ATPasy po transfekci bunck siNC
(slouzi jako kontrola) nebo siATP6VODI1 na proteinové urovni. Z intenzity zbarveni
prouzki v jednotlivych sloupcich je patrné uspésné umlceni genu ATP6V0D]1 v buitkach
transfekovanych siATP6VOD1 —v 1.,2.,5. a 6. sloupci, tedy v pozicich, kam byl nandSen
vzorek netransfekovanych bungk, je intenzita zbarveni vyrazna a mezi sebou bez patrnych
rozdill, naopak ve 3., 4., 7. a 8. sloupci, kam byl nanaSen vzorek buné¢k transfekovanych,
je intenzita zbarveni méné vyrazna a také mezi zminénymi sloupci srovnatelna. Jako
kontrola rovhomérného mnozstvi proteinu ve vSech sloupcich byla zkouména exprese
aktinu na proteinové urovni. Diky nevyraznym rozdilim v intenzité zbarveni
jednotlivych prouzkli se da predpoklddat mnozstvi nanesenych proteini ve vSech
sloupcich pfiblizné stejné.

Uspésnost transfekce bundk byla ovéfena také na urovni nukleovych kyselin
pomoci polymerasové fetézové reakce sledované v redlném Case. Relativni exprese genu
ATP6V0ODI vakuolarni ATPasy (exprese vztazena ke kontrolni linii transfekované siNC,
jejiz exprese byla oznacena jako jednotkovd) v neuroblastomovych liniich
transfekovanych molekulami siRNA je zobrazena na grafech nize (Obr. 14 a Obr. 135,
str. 54). Na prvnim grafu (Obr. 14) je znazorn€na exprese genu ATP6V0ODI v senzitivni
linii — po ovlivnéni kontrolni linie siNC ellipticinem je patrné sniZeni exprese, avSak
pouze s malou statistickou vyznamnosti. Po transfekci bun¢k molekulami siATP6VODI
je pozorovano vyrazné€ snizeni exprese genu ATP6V0ODI, inkubace s ellipticinem
nezpusobila v expresi vyrazné zmény. Druhy graf (Obr. 15) zobrazuje expresi genu
ATP6VODI v bunkach rezistentnich k ellipticinu. Vysledky v této bunécné linii jsou
podobné s vysledky pozorovanymi v senzitivnich buiikach. Po inkubaci kontrolni linie
siNC s ellipticinem bylo pozorovano statisticky vyznamné snizeni exprese genu. U bunék
transfekovanych molekulami siATP6VODI1 byla exprese vyrazn€ snizend, po inkubaci
s ellipticinem nebyla pozorovana vyznamna zména. Vysledek je tedy ve shodé s vysledky
ziskanymi metodou Western blot, tedy Ze umlceni genu ATP6V0DI probéhlo tspésné

v obou neuroblastomovych bunéénych liniich.
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UKF-NB-4 siATP6V0OD1
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Obr. 13: Exprese proteinu ATP6VOD1 z enzymového komplexu V-ATPasy
v neuroblastomovych bunéénych liniich UKF-NB-4 a UKF-NB-4E!  transfekovanych
molekulami siRNA (48 hodin) a inkubovanych s ellipticinem (24 hodin). Jako kontrola
rovnomérného mnozstvi proteinu ve vSech vzorcich byl pouzit aktin. Pofadi vzorkd zleva:
UKF-NB-4 siNC, UKF-NB-4 siNC inkubované s 5 pmol-dm™ ellipticinem,
UKF-NB-4 siATP6VOD1, UKF-NB-4 siATP6VODI1 inkubované s 5 umol-dm ellipticinem,
UKF-NB-4EH 6iNC, UKF-NB-4EFMH giNC  inkubované s 5 upmol-dm™ ellipticinem,
UKF-NB-45 GiATP6VOD1 a UKF-NB-4FY siATP6VODI1 inkubované s 5 pmol-dm™
ellipticinem. Pro zobrazeni vysledku byl vybran reprezentativni snimek jednoho ze tii nezavislych
experimentt (biologického triplikatu).

53



Exprese genu ATP6V0OD1 v neuroblastomové
bunécné linii UKF-NB-4
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Obr. 14: Exprese genu ATP6V0D1 membranové domény enzymu V-ATPasy v neuroblastomové
bunécné linii UKF-NB-4 transfekované molekulami siRNA. K — UKF-NB-4 siNC, zvoleno jako
kontrola; 1 — UKF-NB-4 siNC inkubované 24 hodin s 5 umol-dm™ koncentraci ellipticinu;
2 — UKF-NB-4 siATP6VO0DI1; 3 — UKF-NB-4 siATP6VO0DI inkubované 24 hodin s 5 umol-dm™
koncentraci ellipticinu. Signifikance p < 0,5 znacena *, signifikance p < 0,001 znaCena ***.
Hodnoty jsou primérem dvou nezavislych méteni (biologicky duplikat), data jsou vyhodnocena
softwarem REST-384-beta. Statistické vyhodnoceni vysledu bylo taktéz provedeno v softwaru
REST-384-beta.
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Obr. 15: Exprese genu ATP6V0DI membranové domény enzymu V-ATPasy v neuroblastomové
bun&né linii UKF-NB-4FM! transfekované molekulami siRNA. K — UKF-NB-4EM giNC,
zvoleno jako kontrola; 1 — UKF-NB-4E siNC inkubované 24 hodin s 5 umol-dm™ koncentraci
ellipticinu; 2 — UKF-NB-4FH siATP6VOD1; 3 — UKF-NB-45 siATP6VOD1 inkubované
24 hodin s 5 pmol-dm™ koncentraci ellipticinu. Signifikance p < 0,5 znacena *, signifikance
p < 0,001 znacena ***. Hodnoty jsou pruimérem dvou nezavislych méfeni (biologicky duplikat),
data jsou vyhodnocena softwarem REST-384-beta. Statistické vyhodnoceni vysledt bylo taktéz
provedeno v softwaru REST-384-beta.
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4.3 Sledovani vlivu transfekce bunék vybranymi siRNA na

jejich viabilitu a subcelularni lokalizaci ellipticinu

Cytostatikum ellipticin ma fluorescencni vlastnosti, diky tomu Ize sledovat jeho
lokalizaci v bunkéch in vivo fluorescenénim mikroskopem. Jak bylo jiz zminéno vyse,
ellipticin se interkaluje do DNA, ale také se hromadi v organelach s nizkym pH, ¢imz
pravdépodobné piispiva k rezistenci bun¢k k 1é¢bé mechanismem lysosomalni
sekvestrace, do které se zapojuje 1 zvySena funkce V-ATPasy.

Transfekované bunky byly 24 hodin inkubovéany s ellipticinem a nasledné
vySetfeny fluorescencnim konfokalnim mikroskopem. Ve vzorcich byl sledovan pocet
bungk, ktery se jevil u obou bunéénych linii UKF-NB-4 i UKF-NB-4EM po transfekci
molekulami siATP6VOD1 mensi nez u kontrolnich vzorkt transfekovanych molekulami
siNC. Tento jev byl nasledné ovéfen dal§imi metodami (viz kapitoly 4.4-4.5).

Pozorovany byly i zmény v bunécné morfologii a viabilit¢ neuroblastomové
bunééné linie UKF-NB-4 transfekované riznymi molekulami siRNA a nasledné
ovlivnéné ellipticinem (Obr. 16, str. 56). U vzorkl transfekovanych molekulami siNC
nebo siATP6V1H1 byla po ovlivnéni ellipticinu pozorovana ¢etna tvorba vakuol, zatimco
u buné¢k transfekovanych molekulami siATP6VODI1 byla tvorba vakuol mensi. Déle byl
také ve vzorku bun¢k ovlivnénych molekulou siATP6VOD1 pozorovan mens$i pocet
zivych bun€k neZ ve zbylych dvou vzorcich. Po inkubaci bun¢k UKF-NB-4 siNC nebo
siATP6VODI pouze se specifickymi markery (Hoechst 33342 a LysoTracker Red) nebyla
ve vzorcich indukovana vakuolizace (Obr. 17, str. 57) Ptitomnost ellipticinu
v lysosomech byla konfokdlnim mikroskopem zkoumana oznafenim lysosomil
specifickym markerem LysoTracker Red (Obr. 18, str. 57). Zluta barva znadici
kolokalizaci ellipticinu a LysoTrackeru Red v lysosomech se nevyskytuje v

pozorovanych vakuoléch, coz sv&dci pro jejich nelysosomalni ptivod.
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Obr. 16: Snimky bunék neuroblastomové linie UKF-NB-4 inkubovanych s molekulami siRNA
anasledné 24 hodin s 5 pmol-dm™ koncentraci ellipticinu pofizené konfokalnim mikroskopem.
A — UKF-NB-4 siNC + 5 pmol-dm? ellipticin, zvétSeni 630x; B — UKF-NB-4 siNC +
5 umol-dm ellipticin, zvétSeni 200%; C — UKF-NB-4 siATP6VODI + 5 pumol-dm™ ellipticin,
zvétSeni 630x; D — UKF-NB-4 siATP6VOD1 + 5 umol-dm™ ellipticin, zvétSeni 200x;
E — UKF-NB-4 siATP6VIH1 + 5 pmol-dm? ellipticin, zvétSeni 630x; F — UKF-NB-4
siATP6VIHI1 + 5 pumol-dm™ ellipticin, zv&tSeni 200x. Reprezentativni snimky jednoho ze tfi
nezavislych pozorovani.
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Obr. 17: Snimky bunék neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-4 inkubovanych s siRNA
anasledné oznacenych specifickymi markery Hoechst 33342 (modré zbarveni, znaci jadra)
a LysoTracker Red (Cervené zbarveni, znaci lysosomy). A — UKF-NB-4 siNC, zvétseni 630x;
B — UKF-NB-4 siATP6VODI1, zvétSeni 630x. Reprezentativni snimky ze tfi nezavislych
pozorovani.

Obr. 18: Snimek bunky neuroblastomové linie UKF-NB-4 transfekované molekulami siNC,
nasledné inkubované 24 hodin s ellipticinem o koncentraci 5 umol-dm™ a poté inkubované
s lysosomalnim markerem LysoTracker Red o koncentraci 25 nmol-dm™ pofizeny konfokalnim
mikroskopem. Zluta barva znazoriuje kolokalizaci (piekryv) ellipticinu a LysoTrackeru Red;
modré Sipky upozoriiuji na vakuoly neznamého ptivodu vzniklé transfekci a podanim cytostatik.
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4.4 Stanoveni proliferace neuroblastomovych bunék po

jejich transfekci siRNA a inkubaci s ellipticinem

Po pozorovani zmén v bunétné populaci pomoci konfokalniho mikroskopu byla
proliferace bun¢k neuroblastomovych linii hodnocena v redlném ¢ase pomoci systému
xCELLigence. Vysledky experimentl pro jednotlivé linie jsou shrnuty na Obr. 19 A-B
(str. 59), souhrn obou linii je pak zobrazen na Obr. 20 (str. 60). V senzitivni 1 rezistentni
neuroblastomové linii bylo pozorovano vyrazné snizeni proliferace ve vzorcich bun¢k
siATP6VOD1 v porovnani s piislusSnymi vzorky siNC. Toto potvrzuje jiz popsané
pozorovani z konfokalniho mikroskopu (viz kap. 4.3). Také inkubace transfekovanych
bunék s ellipticinem vyrazné snizila jejich proliferaci, nejnizsi proliferacni schopnost
byla pozorovana u obou buné¢nych linii transfekovanych molekulami siATP6VODI
a nésledné inkubovanych s ellipticinem. Ze souhrnného grafu (Obr. 20, str. 60) je patrné,
ze nejvyssi proliferaci vykazovaly kontrolni butiky ze senzitivni neuroblastomové linie,
které byly transfekované molekulami siNC a nasledné buiiky rezistentni transfekované
transfekované molekulami siATP6VODI a inkubované s ellipticinem, jejich proliferacni
schopnost je ale témér srovnatelnd s proliferaci rezistentnich bunék transfekovanych
siATP6VOD1 a inkubovanych s ellipticinem — toto poukazuje na moZnost zvratu
rezistence bunék UKF-NB-4°' k ellipticinu potladenim exprese Vod podjednotky
vakuolarni ATPasy.
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A Proliferace neuroblastomové bunécné linie UKF-NB-4 po ovlivnéni bunék
transfekci siRNA (siNC, siATP6VO0D1) a po inkubaci s ellipticinem
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B Proliferace neuroblastomové bunécné linie UKF-NB-45 po ovlivnéni bunék
transfekci siRNA (siNC, siATP6V0OD1) a po inkubaci s ellipticinem
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Obr. 19: Vliv transfekce neuroblastomovych bunénych linii UKF-NB-4 (A) a UKF-NB-45H (B)
molekulami siNC nebo siATP6VODI1 a nasledné inkubace vzorku s ellipticinem o koncentraci
5 pumol-dm™ na proliferaéni schopnosti bunék sledovanim jejich poétu v readlném &ase pomoci
systtmu xCELLigence. Reprezentativni experiment ze dvou nezavislych méfeni, ziskané
vysledky byly statisticky zpracovany v tabulkovém softwaru Microsoft Excel.
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Porovnani proliferace neuroblastomovych bunéénych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4! po
jejich ovlivnéni transfekci siRNA (siNC, siATP6V0OD1) a po pridani ellipticinu
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Obr. 20: Souhrnny graf zobrazujici porovnani vlivu transfekce neuroblastomovych bunécnych
linii UKF-NB-4 a UKF-NB-45 molekulami siNC nebo siATP6VODI1 a nésledné inkubace
vzorki s ellipticinem o koncentraci 5 pmol-dm™ na proliferaéni schopnosti bunék sledovanim
jejich poctu v redlném Case pomoci systému xCELLigence. Reprezentativni experiment ze dvou
nezavislych méfeni. Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany v tabulkovém softwaru
Microsoft Excel.

4.5 Stanoveni viability neuroblastomovych bunék po jejich

transfekci siRNA a po inkubaci s ellipticinem

Metoda vyuzivajici systém xCELLigence popsana v pfedchozi kapitole zaznamenava
krom& bunétné proliferace i morfologické zmény bunék, proto byla k potvrzeni
ziskanych vysledkdi zvolena metoda sledujici pouze viabilitu bun¢k pomoci ¢inidla
PrestoBlue. Vysledky experimentu jsou znazornény na Obr. 21 A-B (str. 61). Pro
porovnani vlivu transfekce bun€k na jejich viabilitu byly vtomto experimentu
pozorovany také bunky, které nebyly ovlivnény molekulami siRNA. Ze graft je patrné,
ze samotna transfekce bunék ma vliv na jejich viabilitu, rozdil ve viabilité¢ mezi
transfekovanymi a netransfekovanymi buitkami je vyraznéjSi u senzitivni
neuroblastomové linie (Obr. 214, str. 61). Dale je z obou grafli patrné, Ze vliv transfekce
bun¢k molekulami siNC a siATP6VIHI je vzajemné srovnatelny, nejnizsi schopnost
pfezivani vykazovaly bunky transfekované molekulami siATP6VODI1 a nasledné

inkubované s ellipticinem. Tento vysledek je v souladu s pozorovanim v piedchozi
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kapitole a potvrzuje moznost zvratu rezistence bunék UKF-NB-4FH k ellipticinu

umléenim genu ATP6VOD].
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Obr. 21: Stanoveni viability bun¢k pomoci €inidla PrestoBlue v neuroblastomovych bunéénych
liniich UKF-NB-4 (A) a UKF-NB-4f (B) inkubovanych s molekulami siRNA a nasledné
48 hodin s 5 pmol-dm™ koncentraci ellipticinu. Jako kontrolni linie (K) byly zvoleny bufiky, které
nebyly transfekovany molekulami siRNA, vSechny ostatni hodnoty byly vztazené k této kontrolni
linii. 1 — buniky ovlivnéné transfekci pfislusSnou siRNA; 2 — buiiky transfekované piislusnou
siRNA a nasledné inkubované s 5 umol-dm™ koncentraci ellipticinu. Signifikance p < 0,01
znacena **, signifikance p < 0,001 znacena ***. Hodnoty jsou primérem dvou nezavislych
meéteni a data byla statisticky vyhodnocena v tabulkovém softwaru Microsoft Excel, vyznamnost

vysledkl byla vyhodnocena parovym t-testem.
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5 Diskuze

Nadorova onemocnéni jsou spolu s dal$imi civilizaénimi chorobami celosvétove
nartistajicim problémem, a to i navzdory védeckému pokroku ve studiu nadorovych
bungk, jejich mechanismu a s timto spojenym zlepSenim diagnostiky a Iécebnych postupti
v onkologii. Jednim z davodi, pro¢ jsou nadory stale obtizn¢ 1éCitelné, je vyvoj rezistence
k poddvanym cytostatikiim. Protonova pumpa vakuolarni ATPasa (V-ATPasa) je enzym
slozeny z 13 podjednotek, ktery svou funkci pfispiva k mechanismiim rezistence,
a to predevsim acidifikaci lysosomt, kterd je vyznamna pro sekvestraci podavanych
cytostatik [35].

Cilem této diplomové prace bylo zkoumani pfispévku membranové podjednotky
V-ATPasy Vod k mechanismiim rezistence nadorovych bunék k ellipticinu a moznosti
jejich zvratu ovlivnénim zminéné podjednotky. Experimenty byly provaddény na buiikach
lidskych neuroblastomovych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4F'M (linie senzitivni
a rezistentni vici ellipticinu), které¢ byly transfekovany molekulami siRNA (konkrétné
siNC, siATP6VOD1 nebo siATP6VIHI1) a nasledné¢ inkubovany s ellipticinem

o koncentraci 5 pmol-dm™

. Rotace podjednotky Vod je v komplexu krucialni pro
transmembranovy ptenos protond, proto byl zkoumén mozny vztah mezi timto proteinem
a rezistenci buné€k k ellipticinu. Ellipticin je bazické cytostatikum, které se interkaluje do
DNA, inhibuje topoisomerasy II a vytvati adukty s DNA. Pfi nadmérném okyselovani
vnitiniho prostfedi lysosoml se v nich akumuluje, a tak se nedostane do své cilové
struktury. Podjednotka ViH je zodpovédné za udrzeni V-ATPasy ve slozeném celku,
ktery je enzymaticky funkéni. Studie jiz prokazaly, Ze V-ATPasa postradajici ViH
podjednotku ztraci schopnost transmembranového pienosu protoni [53]. Ovliviiovani
bunék molekulami siATP6V1H]I, tedy uml€eni genu pro ViH podjednotku, bylo vyuzito
k porovnani vlastnosti bun€k postradajicich aktivitu V-ATPasy a bun¢k s uml¢enym
genem podjednotky Vod.

Metodou kvantitativni RT-PCR byla nejprve zkoumana exprese podjednotky Vod
na urovni mRNA. Buiiky neuroblastomovych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4F' byly
vystaveny pusobeni ellipticinu o koncentraci 5 umol-dm™. Zatimco v senzitivni linii
UKF-NB-4 byla po plsobeni ellipticinu exprese genu ATP6V0DI snizena, v buiikach
rezistentnich (UKF-NB-4EMH) byla pozorovana zvysena exprese sledovaného genu, kterd

se po inkubaci s ellipticinem prakticky neménila (Obr. 12, str. 51). Tento vysledek
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podporuje ptedpoklad, ze Vod podjednotka V-ATPasy hraje dilezitou roli v mechanismu
rezistence neuroblastomovych bunék k ellipticinu.

V dalsim experimentu byla provedena transfekce bunék molekulami siRNA
a oveiena uspéSnost umlceni ptislusnych gend, a to jak na proteinové trovni metodou
Western blot, tak na uUrovni mRNA pomoci kvantitativni RT-PCR. U obou
neuroblastomovych linii (UKF-NB-4 i UKF-NB-45) ovlivnénych siNC nebyly po
inkubaci s 5 pmol-dm™ koncentraci ellipticinu pozorovany zmény na proteinové trovni,
na urovni mRNA byly pozorované zmeény vyznamné. AvSak po transfekci téchto
bun¢k molekulami siATP6VOD1 a po ovlivnéni transfekovanych bunék ellipticinem byla
exprese Vod proteinu a prislusné mRNA oproti buitkam transfekovanym siNC vyrazné
snizena (Obr. 13—15, str. 53-54). Z danych vysledkl je tedy prokazatelné uspéSné
umlcéeni genu ATP6VODI.

Nésledné byl vliv transfekce molekulami siRNA a ellipticinu sledovan
v neuroblastomovych bun&énych liniich UKF-NB-4 a UKF-NB-4EM pomoci konfokalni
mikroskopie. Cytostatikum ellipticin mé fluorescenéni vlastnosti, proto ho Ize v buitkach
lokalizovat. Pozorovanim bunék UKF-NB-4 a UKF-NB-4'! po umléeni genu
ATP6VODI aovlivnénych ellipticinem byly objeveny zmény v Cetnosti bunécné
populace — u obou linii byl po transfekci siATP6VOD1 pocet bunék mensi v porovnani
s poctem bunck transfekovanych siNC. Ztohoto miiZeme usuzovat, Ze snizena
proliferace bun¢k, zména viability a také potlaeni chemorezistence mohou souviset
se ztratou funkce V-ATPasy umlcenim genu ATP6V0D]. Dale byly porovnavany vzorky
bunék UKF-NB-4 ovlivnéné molekulami siNC, siATP6VOD1 nebo siATP6V1HI.
Vzorky s uml¢enym genem ATP6VIHI byly pfidany pro porovnani vlivu dysfunkce
celého komplexu V-ATPasy vlivem chybéjici ViH podjednotky s vlivem komplexu
postradajiciho pouze Vod podjednotku. Po inkubaci téchto vzorki s ellipticinem byla
pozorovana tvorba vakuol v obou bunéCnych liniich. Prekvapivym zjisténim bylo, Ze
vakuolizace byla cetn€j$i v bunikdch transfekovanych molekulami siNC nebo
siATP6V1HI1 nez v bunkéch transfekovanych siATP6VODI1 (Obr. 16, str. 56). Pro
identifikaci distribuce ellipticinu v organelach a identifikaci vakuol byly buiiky obarveny
specifickym markerem lysosomii a dalSich kyselych organel LysoTracker Red.
Konfokalni mikroskopii byl ellipticin kolokalizovan se zminénym specifickym markerem
v lysosomech, vzniklé vakuoly vSak nevykazovaly Zadnou fluorescenci — ani ellipticinu
ani LysoTrackeru (Obr. 18, str. 57). Pivod vakuol tedy nebyl objasnén. Pro ovéfeni, zda

dochézi k vakuolizaci vlivem kombinace transfekce bunék a jejich nasledné inkubaci
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s ellipticinem, byly buiiky po transfekci siRNA obarveny specifickym markerem jader
Hoechst 33342 a markerem LysoTracker Red. V téchto vzorcich nebyla tvorba vakuol
pozorovana (Obr. 17, str. 57), ¢imz jsme potvrdili, Ze pozorovand vakuolizace opravdu
vznikala duasledkem transfekce bunék a jejich nasledné inkubaci s ellipticinem.
V nékolika studiich byly popsany cytoplasmické vakuoly vzniklé¢ z mitochondrii ¢i
endoplasmatického retikula v ramci ,,paraptosy*, pomérn¢ noveé objeveného mechanismu
programované bunécné smrti. Paraptosa je odliSnd od apoptosy i1 nekrosy a je
charakterizovana ztritou proteostasy a zménami v homeostase Ca>" iontli zpiisobujici
stres ER a mitochondrii ¢i akumulaci Spatné¢ sbalenych proteinti v lumen ER [101], [102].
Zda nami pozorované vakuoly vznikly v disledku paraptosy bude predmétem dal§iho
badani.

Na zakladé zmén v mnozstvi bunck po jejich transfekci riznymi siRNA
pozorovanych konfokélni mikroskopii byl v dal$im experimentu sledovén vliv transfekce
linii UKF-NB-4 a UKF-NB-45H molekulami siRNA na jejich proliferaci. Proliferace
obou bunéénych linii ovlivnénych molekulami siNC, siATP6VODI a ellipticinem byla
hodnocena v redlném €ase pomoci systému xCELLigence. Jiz po 12 hodinach inkubace
vzorkd s ellipticinem muzeme zaznamenat rozdily v prolifera¢nich schopnostech
jednotlivych bunéénych modelt (Obr. 20, str. 60). Nejvyssi index bunék s linedrnim
rustem vykazovala linie UKF-NB-4 transfekovana molekulami siNC, po inkubaci tohoto
vzorku s ellipticinem byla vSak proliferace bun€k vyrazné¢ redukovani. U linie
UKF-NB-4 transfekované¢ molekulami siATP6VODI1 byla v porovnani s linii
transfekovanou siNC proliferatni  schopnost polovi¢ni, inkubaci UKF-NB-4
métenych vzorkll (Obr. 194, str. 59). Tento vysledek potvrzuje vySe zminéné zmény
v ¢etnosti  bunééné populace pozorované mikroskopicky u bunc€k senzitivnich
k ellipticinu a transfekovanych siNC nebo siATP6VODI a také hypotézu, Ze umlceni
genu ATP6VODI mize zefektivnit vliv ellipticinu na tyto buiiky. Linie UKF-NB-4FLL!
ovlivnénd molekulami siNC vykazovala nizsi proliferacni schopnosti oproti senzitivni
linii. Vzorky rezistentni linie transfekované molekulami siNC a ty samé vzorky
inkubované s ellipticinem vykazovaly nejprve stejny narist, rozdil zpiisobeny
pfitomnosti ellipticinu byl zaznamenan az po 24 hodinach, kdy se zpomalil riist buné¢k

ovlivnénych ellipticinem. Mira proliferace linie UKF-NB-4F-H

po transfekci molekulami
siATP6VODI1 byla pomémé nizkd a po inkubaci s ellipticinem byla jes$t€ snizena

(Obr. 19B, str. 59). Ziskané vysledky naznacuji, ze samotna transfekce rezistentnich
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bun¢k ma vliv na jejich proliferacni schopnosti, a podobné jako u senzitivni linie,
i u téchto bunck se zdd, ze umléenim genu ATP6VODI je potencovana U¢innost
ellipticinu, a tedy pravdépodobné zvracena chemorezistence k danému cytostatiku.
Protoze systém xCELLigence zaznamendva morfologické zmény bunék spojené
nejen s bunéénou smrti, ale i s ristem a vyvojem bunék, bylo pro ovéfeni pifedchozich
zavéri a ke sledovani bunécné viability vyuzito hodnoceni poctu Zzivych bunék
transfekovanych molekulami siNC, siATP6VOD1 nebo siATP6VIHI1 a ovlivnénych
ellipticinem jejich znatenim PrestoBlue (obsah resazurinu). Cinidlo PrestoBlue je
v pfitomnosti zivych bun€k redukovdno na fluorescen¢ni barvivo (modré barvivo
resazurin je pfeménéno na ¢ervené fluoreskujici resofurin), které je detekovano mefenim
absorbance pifi vlnové délce 571 nm [103]. Tento experiment byl proveden nejen
na transfekovanych buiikach neuroblastomovych linii, ale 1 na liniich netransfekovanych.
Z vysledkii vyplyva, Ze samotna transfekce buné¢k molekulami siRNA pomérné vyrazné
ovliviiuje jejich zivotaschopnost. Nejvyrazngj$i snizeni bunééné viability bylo
pozorovano po transfekci bunék molekulami siATP6VOD1 v kombinaci s ellipticinem,
a to jak vsenzitivni linii UKF-NB-4, tak v linii rezistentni k ellipticinu
UKF-NB-45H (Obr. 214-B, str. 61). Timto se nam opét potvrzuje hypotéza, Ze absence
podjednotky Vod v komplexu V-ATPasy mize zvratit chemorezistenci bunék
k ellipticinu. Efekt ellipticinu na viabilitu bun€k byl v liniich ovlivnénych molekulami
siATP6VOD1 vyraznéjsi nez v liniich transfekovanych molekulami siATP6V1HI.
Je tedy mozné, Ze 1pfes dysfunkci V-ATPasy jsou mechanismy chemorezistence
k cytostatikim urc¢itym zplsobem (napf. n¢jakymi protein-proteinovymi interakcemi)

zachovany. To bude predmétem dals$iho zkoumani.
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6 Zaver

Diplomova prace byla zaméfena na sledovani vlivu vybrané podjednotky Vod z komplexu
V-ATPasy na vznik rezistence lidskych neuroblastomovych linii senzitivni UKF-NB-4

-4FLLL 4 to predev$im vyuzitim umléeni genu pro

a rezistentni vici ellipticinu UKF-NB
prislusnou podjednotku transfekci bun¢k molekulami siRNA. Experimenty bylo

dosazeno nasledujicich vysledk.

e V rezistentni linii UKF-NB-45H neovlivnéné ellipticinem i po 24-hodinové
inkubaci s ellipticinem byla metodou RT-PCR pozorovana zvysend exprese

genu ATP6VODI.

e Uspésné umléeni genu ATP6VODI pomoci siRNA v neuroblastomovych
bun&nych liniich UKF-NB-4 a UKF-NB-4 bylo prokdzdno metodami
Western blot a RT-PCR.

e Kombinace transfekce neuroblastomovych bunécnych linii spolu s pisobenim
ellipticinu indukuje vakuolizaci bun¢k, kterd byla v senzitivni linii UKF-NB-4
vyrazng€j$i po ovlivnéni bunék molekulami siNC nebo siATP6VIHI1 nez po
ovlivnéni molekulami siATP6VODI. Pfi¢ina vzniku vakuol nebyla odhalena,
nebyl ale prokazan jejich lysosomalni ptivod. Usuzujeme, Ze se jedna o paraptosu,

tato hypotéza vSak nebyla z ¢asovych divodi provéiena.

e Transfekce neuroblastomovych bunéénych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-45 mg
vliv na sniZeni prolifera¢nich schopnosti buné¢né populace. Nejvyraznéjsi snizeni
bunécné proliferace a viability bylo pozorovano u obou linii po umléeni genu
ATP6VODI a nasledné inkubaci bun¢k s ellipticinem. Z tohoto lze usuzovat,
ze chemorezistenci neuroblastomovych bun¢k k ellipticinu lze potlacit

ovlivnénim Vod podjednotky v komplexu V-ATPasy.
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