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ABSTRAKT

Neuroblastom (NB) je maligni embryonalni nador periferniho sympatického
nervového systému odvozeného od neurdlni listy a nej¢astéjsi nador u déti do jednoho
roku Zivota. Pokud je amplifikovan protoonkogen MYCN u NB vysokého rizika, souc¢asna
protinadorova terapie selhava zejména kvlli vzniku rezistence. Ellipticin (ELLI) je
potencialni kancerostatikum, jehoZ cytotoxicky ucinek je zaloZen predevsim na inhibici
topoisomerasy I, interkalaci do struktury dvojsroubovice DNA a tvorbé aduktl s DNA po
enzymatické aktivaci cytochromy P450, peroxidasami, sulfotransferasami a N,O-
acetyltransferasami.

Dlouhodoba kultivace bunécné linie UKF-NB-4 s ellipticinem vedla ke vzniku
rezistence, ktera je multifaktorialni. (i) Ukazuje se, Ze ELLI neni z linie rezistentni na ELLI
(UKF-NB-4™") vylu¢ovan jako doxorubicin pfi vzniku rezistence v UKF-NB-4, ale je
transportovan zjadra a sekvestrovan v intracelularnich kompartmentech. Cytotoxicitu

ELLI také snizuje (i) nizké intraceluldrni pH v UKF-NB-4™

a (iii) snizend exprese
topoisomerasy Il. (iv) Exprese enzymU aktivujicich ELLI z(istala nezménéna na urovni
MRNA detekované metodou ,,DNA microarray”, pomoci qRT-PCR jiz vSak byla pozorovana
zvySena exprese enzymu aktivujicich ELLI cytochromu P450 3A4 a cyklooxygenasy-1. Navic
exprese cytochromu bs se zvysila, ¢imZ se zvysuje Ucinnost aktivace ELLI pomoci enzymu
cytochromU P450 1A1/2 a 3A4. (v) Exprese protoonkogenu MYCN se sice snizila, po
dlouhodobéjsi kultivaci UKF-NB-4 s ELLI ale doSlo k naruseni zpétnovazebné autoregulace
exprese MYCN a je indukovana translokace proteinu MYCN zpét z cytosolu do jadra. (vi)
Dochazi také ke snizeni apoptdzy indukované ELLI a ke sniZeni proliferace. Zaroven buriky
linie UKF-NB-4%" ¢asteené diferencuiji. (vii) Linie UKF-NB-4"" navic indukuje angiogenezi a
ma vyssi metastaticky potencial nez parentalni linie UKF-NB-4.

Pomoci expresniho profilu linie UKF-NB-4"" va¢&i parentalni linii lze tedy zjistit, ze
pfistup ELLI k cildm svého cytotoxického ucinku je omezen, zdroven je podpofen maligni

fenotyp UKF-NB-4'. Prekvapivé exprese enzymi aktivujicich ellipticin se nesnizila a u

nékterych se dokonce zvysila.

Klicova slova: neuroblastom, ellipticin, mechanismus rezistence, expresni profilovani,

protinddorové lécivo



ABSTRACT

Neuroblastoma (NB) is a malignant embryonal tumor of the peripheral
sympathetic nervous system derived from neural crest and is the most common tumor in
infants. If the protooncogen MYCN is amplified in the case of high risk neuroblastoma, the
current therapy fails. The biggest issue is the development of resistance. Ellipticine (ELLI)
is a potential antineoplastic drug, whose cytotoxic effect is mainly based on the inhibition
of topoisomerase I, its intercalation into the double helix structure of DNA and formation
of adducts with DNA after enzymatic activation by cytochromes P450, peroxidases,
sulfotransferases and N,O-acetyltransferases.

Long-term cultivation of NB cell line UKF-NB-4 with ELLI leads to resistance, which
is multifactorial. (i) It appears that ELLI is not effluxed from cells of the line UKF-NB-4""' as
in the case of doxorubicin resistance in UKF-NB-4, but is transported from the nucleus and
sequestrated in intracellular compartments. Cytotoxicity of ELLI is reduced also by (ii) low
intracellular pH and (iii) decreased expression of topoisomerase Il. (iv) Expression of
enzymes activating ELLI is unchanged on the mRNA level detected by DNA microarray.
However, enhanced expression of enzymes activating ELLI (cytochrome P450 3A4 and
cyclooxygenase-1) is detected by gRT-PCR. Moreover expression of cytochrome bs, which
enhances the efficiency of activation of ELLI with cytochromes P450 1A1/2 and 3A4, is
increased. (v) Expression of MYCN is reduced. However, in the second stage of cultivation
UKF-NB-4 cells with ELLI there is a disruption of self-expression feedback of MYCN and the
translocation of MYCN protein back into the nucleus is induced. (vi) There is reduced
apoptosis induced by ELLI and reduced proliferation. At the same time the cells partially
differentiate. (vii) UKF-NB-4""' cells resistant to ELLI induce angiogenesis and have higher
metastatic potential than the parental line UKF-NB-4.

ELLI

Using gene expression profiling of the cells UKF-NB-4""" (in comparison to parental

line) may therefore determine that access to the targets of cytotoxic action of ELLI is

ELLI

limited and the malignant phenotype of UKF-NB-4""" is supported. Suprisingly, expression

of enzymes activating ELLI has not decreased, and some even increased. (In Czech)

Keywords: neuroblastoma, ellipticine, mechanism of resistance, expression profiling,

anticancer drug
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1. UVOD A PREHLED LITERATURY

vevys

V ekonomicky vyspélych zemich je rakovina jednou z hlavnich pfi¢in umrti. (Jemal 2011)
V Ceské republice postihuje v prabéhu Zivota kaidého tfetiho obcana a je pficinou
kazdého ctvrtého umrti. Nadory se dnes objevuji u jedinct kazdého véku — od narozeni po
SstaFi. (Koutecky 2004) Casty vyskyt nddorovych onemocnéni je zplisoben predeviim deldim
pramérnym vékem Zivota, kontaminaci Zivotniho prostfedi a odliSnym Zivotnim stylem
oproti minulosti (nevhodna strava, stres, koureni). (Stiborovd 2004b a Klener 2010)

Vznik nadorového onemocnéni je slozity, vicestupfiovy proces. PFi iniciaci
karcinogeneze dochdzi k mutacim DNA, které vedou k aktivaci onkogenl a deaktivaci
,tumor supresorovych” genl. Pokud tyto genetické zmény pretrvaji, v promocni fazi
dochazi k porucham diferenciace a k proliferaci bunék, ¢imz vznikd benigni nador.
V progresni fazi je poté dovrsena maligni transformace nadorovych bunék, jejichz rist se
stavd nekontrolovatelnym. Nadorové buriky mohou navic infiltrovat do ostatnich tkani,
kde vytvari dcefinné nadory, metastazy. (Stiborovd 2004b)

Jedinou protinddorovou terapii byla do pocéatku 20. stoleti |écba chirurgicka. S
objevem rentgenovych paprskii doslo k vyvoji radioterapie. Teprve ve 40. letech 20.
stoleti se zacala pomalu uplatfiovat nova strategie protinadorové lécby — chemoterapie,
kterd se v prlibéhu dalSich desetileti stala jednou z hlavnich l1é¢ebnych metod. V soucasné
dobé se vyuzZivd tzv. multimodalni |écba, tedy vzajemna kombinace rlznych metod
protinadorové 1é¢by. (Klener 2010)

Pokroky v biomedicinskych oborech pfispivaji  k objasfiovani  mechanismu
karcinogeneze, coz umoznuje zameéfit terapii vice cilené. Po rozlusténi lidského genomu a
diky rychlému vyvoji voblastech genetiky, makromolekularni chemie nebo
nanotechnologii se oteviraji nové cesty |é¢by — napf. genova terapie nebo enkapsulace

chemoterapeutik do nanocastic. (klener 2010)



1.1. CHARAKTERISTICKE ZNAKY NADOROVE BUNKY

Vznik nadorové burky je vysledkem dlouhého procesu, kdy dochazi k hromadéni
genetickych zmén. Jednda se vétSinou o Ctyfi az jedenact genetickych alteraci. (Koutecky
2004) Maligni bunka se vyznacuje podle Hanahana a Weinberga Sesti zakladnimi
vlastnostmi (obr. 1) (Hanahan 2000): (i) zesileni signal( stiumulujicich proliferaci, (ii) snizeni
citlivosti k signaliim potlacujicim rlst, (iii) rezistence na apoptdzu, (iv) imortalizace, (v)
invazivita a metastazovani a (vi) angiogeneze. Tyto znaky pravdépodobné sdili vSechny
lidské nadory. (Hanahan 2000)

(i) Snizena zavislost na mitogennich podnétech miZe byt u nadorovych bunék
zpUsobena autokrinni stimulaci rdstu pomoci rdstovych faktor(. Dalsi modifikace se tykaji
rastovych receptorll. Dochazi bud' k jejich zmnoZeni na povrchu burky, potom je aktivace
mozna i pri podprahovych koncentracich rlstovych faktor(, nebo dochazi k aktivaci

receptorll nezavisle na vazbé ligandu. (Koutecky 2004, Hanahan 2000)
Zesileni signdld
stimulujicich proliferaci

Snizend citlivostk
protirGstovym signalim

Indukce 5 Invaze
angiogeneze a metastazovdni

Imortalita

Obrdzek 1 — Charakteristické znaky nadorové buriky podle Hanahana a Weinberga.
upraveno podle (Hanahan 2011)

(ii) Signaly potlacujici rast blokuji proliferaci dvéma hlavnimi mechanismy. Bunka
mUze vstoupit do Gg klidové faze nebo do postmitotické faze (termindlné diferencovana
burika). Vétsina nadord ma inaktivované proteiny pRb a p53, cozZ vede k uvolnéni faktor,
které umoznuji vstup bunky do S faze a inhibuji diferenciaci. (Koutecky 2004 a Hanahan 2000)

(iii) K charakteristickym znakim nadorové bunky patfi rezistence na apoptozu,
programovanou bunécnou smrt. Morfologicky se apoptdza projevuje desintegraci

bunééné membrany, fragmentaci jddra a rozpadem chromosomi. Makrofagy a jiné
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fagocyty pak tyto burky rozpoznaji a odstrani je procesem fagocytézy bez zanétlivé
reakce. (Koolman 2005 a Koutecky 2004)

Vnéjsi apoptoticka draha je spusténa vazbou ,death” ligandu s ,death” receptory
Fas (Fas/FasL signalizace) a TNFR (TNFR signalizace). Poté se spusti kaskada déja, ktera
vrcholi aktivaci efektorovych kaspas. Ty Stépi fadu proteind (napf. lamin v jaderné
membrané nebo enzymy Stépici DNA). K aktivaci apoptdézy mulze dojit i na zakladé
vnitinich podnét. PFfi nadmérné produkci cytotoxickych volnych radikdll dojde
k depolarizaci vnéjsi mitochondridlni membrany a uvolnéni cytochromu c, ktery se

navazuje na protein Apaf-1, ¢imZ dochazi opét k aktivaci efektorovych kaspas. (koolman
2005 a Koutecky 2004)

PFfi nevratném pozkozeni DNA se aktivuji proteinkinasy ATM a ATR, sled dalSich
déja aktivuje protein p53, produkt tumor supresorového genu, ktery po vazbé na DNA
indukuje tvorbu bilkovin brzdicich vstup do S faze bunécného cyklu. (Klener 2010) Bunika tim
ziska €as k opravam DNA nebo spusti apoptdzu. (Koolman 2005 a Koutecky 2004)

Mezi hlavni regulatory apoptdzy patfi proteiny rodiny BCL2 (B-cell lymphoma 2) a
IAP/BIRP (inhibitors of apoptosis proteins/baculoviral IAP repeat containing protein).

(Klener 2010)

(iv) Starnuti bunék je provazeno kracenim telomer, koncovych struktur
chromosomd, které zajistuji jejich stabilitu. Pfi kazdé replikaci DNA dojde ke zkraceni
telomer o 50 — 100 pard bazi. Ddvodem limitovaného poctu déleni normalni bunky je
ztrata téchto ochrannych sekvenci. Kolem 85 — 90 % nadorovych bunék ma aktivni enzym
telomerasu, cozZ je reversni transkriptasa, ktera tvoti na koncich chromosom specifické
nukleotidové sekvence. (Hanahan 2000)

(v) Metastazovani je termin, ktery oznacuje migraci nadoru do oblasti anatomicky
vzdalenych od primarniho nadoru. Jedna se o vicestupnovy proces, ktery nejlépe popisuje
metastatickd kaskada: invaze-transport-extravazace-nidace a rdst metastdz. Nddorova
burika musi nejprve proniknout skrze extraceluldrni matrix (ECM) a pres bazdlni
membranu endotelu do lumen cévy. Toho dosahuje snizenou expresi membranového
glykoproteinu E-kadherinu a zvySenou aktivitou metaloproteas. Ztratou kontaktu s ECM
projde bunka vyznamnou preménou z epithelidlniho na mezenchymalni fenotyp (EMT,

epithelial-to-mesenchymal transition), ktery se vyznacuje ztratou diferenciacnich markerd
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a zvySenou expresi mezenchymadlnich marker(i, vimentinu a fibronektinu. Nejsnadnéji
prostupuji nadorové bunky do lymfatickych kapilar, kde tvofi metastdzy zejména
v uzlinach. Tyto burnky pak mohou mirné vaskularizovat a umoznit snadnéjsi prostup
bunék do krevniho tecisté. V systémové cirkulaci prezZije méné nez 0,1 % migrujicich
nadorovych bunék. K eliminaci nadorovych bunék v krevnim fecisti pfispivaji mechanické
faktory krevniho proudéni, ,kyslikovy efekt” (vysoka tenze kysliku v arterialni krvi a
plicnich kapildrach) nebo oxid dusnaty (NO) uvolfiovany z aktivovanych makrofagl. NO ale
na druhou stranu usnadiuje pfichyceni nadorovych bunék k endotelu (plsobi
vazodilatacné a potencuje agregaci trombocyt(). K extravazaci a nidaci dochazi nej¢astéji
v kapilarni siti orgadnu. V cilové tkani pak metastdza roste. Diky vlivu nového prostiedi se
Casto lisi od primarniho nadoru. (Hanahan 2000, Koutecky 2004 a Klener 2010)

(vi) S procesem metastdzovani Uzce souvisi tvorba novych cév (angiogeneze). Ke
svému rastu potrebuje nador plynuly prisun kysliku, proto je pro néj tvorba novych cév
limitujicim faktorem. Schopnost tvofit cévy je ziskanou vlastnosti nadoru v reakci na
hypoxii. Cévy vytvorené de novo nadorovymi burikami jsou nevyzralé, neusporadané a
chaotické, proto zde Casto dochazi ke krvaceni nebo trombdzam. K angiogenezi dochazi
mnoha mechanismy, nejéastéjSim je puceni jiz vytvorenych cév, které je popsano
angiogenni kaskadou. V klidové fazi je integrita cévy udrZovana vlivem angiopoetinu 1
(ANG1). V plastické fazi dochazi k oslabeni integrity mezi endotelovymi burikami vlivem
zvySeného pomeéru exprese ANG2/ANG1, céva je poté citlivéjsi na angiogenni podnéty a
zéroven vylucuje do extravaskularniho prostoru fibrinogen a plazminogen. Sit fibrinovych
vldken vytvari matrici pro rist nové cévy. V aktivni angiogenni fazi se na povrchu cévy
vytvareji pupeny, které narlstaji a zachycuji se ve fibrinové siti. V posledni maturacni fazi
dochazi k prechodu do klidové faze. (Hanahan 2000 a Klener 2010)

Obrazek 2 na ndsledujici strané zaroven poskytuje pohled na nadorové
mikroprostredi. Nenachazeji se zde jen buriky nadoru (redukcionisticky pohled), ale také
dalsi bunky, se kterymi je nador v neustalé interakci (komplexni pohled). Patfi mezi né
napft. fibroblasty, makrofagy, dendritické bunky, lymfocyty, endotelidlni bunky cév a

pericyty (vnéjsi vrstva podplrnych bunék cév) a samoziejmé také ECM. (Hanahan 2000 a

2011, Klener 2010)
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Obrdzek 2 — Charakteristiky nadorové buriky jako cile protinadorové chemoterapie, uvedeny jsou
ilustrativni priklady. upraveno podle (Hanahan 2011)

Hanahan a Weinberg pfrisli v roce 2011 s rozSifenim své prace o charakteristikach
nadorové bunky. (obr. 2) (Hanahan 2011) Jiz zminénych Sest znak( doplnili
»Charakteristikami, které tyto zmény umoznuji“ (enabling hallmarks). Prvni byla nazvana
(vii) nestalosti genomu. Predpokladem pro fixaci a hromadéni genetickych zmén je
nedostatecna vykonnost reparacnich mechanismi. Vyrazem nestability genomu je pak
heterogenita karyotypu v bunécnych populacich jednotlivych nador( a jednotlivych typl
nadord. Dalsi charakteristikou je (viii) zanétliva reakce podporujici nador. Pokud se
vranych fazich neoplastické progrese vyskytuji v okoli prozanétlivé imunitni bunky,
mohou stimulovat maligni vyvoj bunék napf. uvolfiovanim bioaktivnich molekul (rlstové
faktory, faktory podporujici angiogenezi, invazivitu a metastazovani) nebo cytotoxickych
volnych radikald, které jsou pro bunky mutagenni. Dalsi rozsifeni se tyka ,dopliujicich
charakteristik” (emerging hallmarks), mezi které patfi (ix) vymanéni se imunologickému
dozoru a (x) deregulace bunécného metabolismu. Bod (x) se tyka tzv. Warburgova efektu,
typického pro nadorové burnky. V hypoxickych podminkach je potlacena oxidativni
fosforylace, ale glykolyza je naopak velmi aktivni. Glykolyzou bunka sice ziskd méné ATP,

ale je to pro ni rychlejsi zdroj energie. Burika tedy zvysi expresi enzym( glykolyzy a GLUT1,
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v ’

¢imzZ ziska nejen energii, ale i zdroj aminokyselin a nukleosidll, coZ je pro proliferujici
buriku vyhodné. Produktem glykolyzy se stava laktat, ktery snizuje pH nadoru. U
nékterych nador( byla objevena spoluprace dvou subpopulaci. Hypoxicka subpopulace
produkovala laktat a exportovala ho jako odpad, subpopulace Iépe zdsobend kyslikem pak

laktat dokdzala vyuzit. Tyto poznatky vSak zatim nejsou zcela vSeobecné. (Hanahan 2011)

1.2. MECHANISMY REZISTENCE

Castym problémem protinddorové |é¢by je vznik rezistence. Mechanismy rezistence
na léCiva byvaji komplexni povahy. Jednd se (i) o zménu farmakokinetiky cytostatika
(snizend resorpce, zvysené vylucovani) a (i) o zménu cytokinetiky. S rdstem nadoru
pribyva bunék v Gg fazi bunééného cyklu, kdy je citlivost k chemoterapii omezena, dale
vznikaji spontdnni sekundarni mutace bunék. Dochdzi ke sniZeni koncentrace nebo
aktivity enzym( biotransformujicich xenobiotikum na ucéinnou latku nebo ke zvySeni

koncentrace biodegradacnich enzym(. Dalsi pfi¢inou muize byt zvySend intracelularni

sekvestrace napf. do lysosomu nebo porucha mechanismU apoptdzy. (obr. 3) (klener 2010)

FYPSENE VypUZoVANI omezeny prinlk
cytastatiza bunéénou membranou

Zvysend intracelularmi

vazba cytostatika

snizena aktivace
cytostatik

. inaktivni latka

aktivni latka

aktivni létka
zvysera intenzita i
opravy DNA Byl inaktivni litka

zvyiend intracelulamni
vazbz (na lysozomy]

#wyiena metabelicka
aktivita

alterace cilowych
enzymu

Obrazek 3 — Schematické zndzornéni mechanismii rezistence,
prevzato z (Klener 2010)
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1.3. NEUROBLASTOM

Neuroblastom (NB) je maligni embryonalni nador periferniho sympatického
nervového systému odvozeného od neuralni liSty a nejcastéjsi nddor u déti do jednoho
roku Zivota. Primérny vék pacientl v dobé diagndzy je osmnact mésicd, 40 % pripadd se
vyskytuje do jednoho roku Zivota, 75 % do Ctyr let a 98 % do deseti let. (Brodeur 2003)
Incidence se celosvétové pohybuje kolem 10 onemocnéni na milion déti. (Heck 2009)
V Ceské republice je neuroblastom diagnostikovan kazdy rok u 25 — 30 déti. (Mazdnek 2008)
Jednd se o velmi heterogenni nadorové onemocnéni, mlzZe projit spontdnni regresi u
kojencl nebo maturovat v benigni ganglioneurom. Mnoho déti starSich jednoho roku
Zivota vSak ma v Case diagndzy jiz velmi rozvinuté onemocnéni s metastazami. NB se
rozsiruje do lymfatickych uzlin, kosti a kostni dfené. U kojenct v klinickém stadiu 4S také
do jater a kliZe, tyto déti vSak maji dobrou progndézu diky spontdnni regresi. (Brodeur 2003)
Velmi zajimavé je, Ze NB ma nejvyssi miru spontanni regrese ze vsech nadorl (5 — 10 %
pfipadd diagndzy NB). (Heck 2009)

Neuralni lista, nepravidelny embryonalni Gtvar odvozeny od neuroektodermu, se
vytvari na konci tfetiho a zacdtku ctvrtého tydne embryogeneze. Pfi neurulaci ztraci
nékteré z neuroektodermdlnich bunék uloZenych na vrcholu neuralnich vald kontinuitu
s epithelem a oddéluji se od nové vznikajici nervové trubice. Bunky neurdlni listy jsou
pavodné pluripotentni, ale pfi migraci do specifickych oblasti tuto vlastnost ztraci.
Diferenciuji se prevainé v bunky ganglii autonomniho nervového systému a v bunky
periferniho nervového systému, jako jsou buriky kranidlnich a spinalnich ganglii, buriky
oball perifernich nervd (Schwannovy bunky) a mozkomisnich plen. Prispivaji také ke
vzniku pigmentovych bunék, element(i difené nadledvin a skeletdlnich a svalovych
komponent hlavy. (Moore 2002 a Brodeur 2000) NejCastéji se NB vyskytuje v difeni nadledvin
(cca 40 % pripad(l), v ostatnich pfipadech v paraspinalnich gangliich sympatiku hrudniku,
bricha a panve. (Goodman 2008 a Brodeur 2003)

Mezi sérové markery NB patfi sérovy ferritin, neuronalni specifickd enolasa (NSE),
disialogangliosid Gp, a sérova laktatdehydrogenasa (LDH), zadny z téchto marker( se vsak
v soucasnosti nevyuzivd pro urceni progndzy a terapie. Spise se vyuzivaji genetické
markery pro zjisténi zmén v genové expresi, karyotypu nebo v amplifikaci/deleci

genetického materiadlu (vySetieni FISH a CGH). (Brodeur 2003 a Mazdnek 2008) Pomoci
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hmotnostniho skrininku Ize detegovat v moci katecholaminy, které NB produkuje. Tato
metoda vsak detekovala onemocnéni spiSe v asymptomatickych pripadech u kojenct, kdy
vétSinou dochdzelo ke spontanni regresi onemocnéni, nebo postacila mirna Iécba a ke
snizeni mortality nedochdazelo. Vysledky vypovidaly o dvou typech NB, kdy prvni typ
s pfiznivym vyvojem se objevuje u kojencll, zatimco druhy typ s nepfiznivym vyvojem se
objevuje u déti starsSich. Prvni typ jen velmi vzacné prechdzi v druhy. (Brodeur 2003) O

téchto typech pojednava nasledujici kapitola.

1.3.1. GENETICKA CHARAKTERIZACE NEUROBLASTOMU

Jsou popisovany dva genetické typy NB. (obr.4) Prvni typ (typ 1) zacind poruchou
mitdézy, kdy vznikd hyperdiploidni nebo témér triploidni (near-triploid) karyotyp bez

cytogenetickych preskupovani. Tyto bunky vysoce exprimuji TrkA a jsou predurceny bud'

k diferenciaci nebo k apoptdze, e,
- burika
v P vs .y TrkA o
coz zavisi na pfitomnosti (i - _ /-BLH
X perucha |‘/_-','J-\' —» I/ 3 ‘J\I ypl
absenci NGF. Tento typ NB se mitasy _p \_ )/ W~
. . . . 3 /—\/ 2 apoptoticka
vyskytuje u pacientd kojeneckého [, ) bufika
\ . ma
véku, ktefi maji dobrou progndzu. S M :
chromosomainil 2N |—» [ZN/4N] : typ 2A
. 5 ) ) aberace k\ll_l/ '\\_/ :1&
e provazen mnoha ’q+ = Pt
yp e p '/4 \
2N/A

i 3 typ 28 i
AU . 4N) —» | [2N/4N)} i
chromosomalnimi aberacemi a ../ | 5 i
| o= 1
I I[ 17 1
jedna se o témér diploidni (near- | MYCNamp :

diploid) karyotyp. Pro tyto bunky je typicka snizena exprese TrkA, zvySend exprese TrkB,

BDNF a amplifikace dlouhého Obrazek 4 — Genetické typy neuroblastomu. upraveno podie

raménka chromosomu 17 (17q). (Broudeur 2003)

V této skupiné se dale rozliSuji dva podtypy. Podtyp 2A je charakterizovan deleci dlouhych
ramének chromosomu 11 a 14 (11q a 14q). Pacienti s timto typem NB jsou vétsSinou starsi,
dochazi k pomalé progresi nadoru, ale je smrtelny. Podtyp 2B se vyznacuje amplifikaci
MYCN obvykle spojenou s deleci kratkého raménka chromosomu 1 (1p) a postihuje
pacienty ve véku od jednoho do péti let Zivota, onemocnéni je vysoce progresivni. (Brodeur

2003)
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MYCN je protoonkogen exprimovany prevazneé v burikach nervové soustavy, ktery
mUzZe pri zvysené expresi dovést bunku k neregulovanému rlstu a proliferaci. Gen MYCN
se nachazi na kratkém raménku p24 chromosomu 2. Pfi procesu amplifikace je geneticky
material z 2p24 transponovan na DMs (double minutes chromatin bodies), coZ jsou
extrachromosomalni elementy vzniklé nerovnomérnou segregaci béhem mitosy. Tyto
DMs pak mohou byt integrovany do ndhodného chromosomu jako HSRs (homogeneously
staining regions). Vysledkem amplifikace je obvykle 50 — 400 kopii genu MYCN. Pokud se
na jednu haploidni buriku vyskytuje vice jak 10 kopii, jedna se o dllezZity prognosticky
faktor nepftiznivého vyvoje NB. (Maris 1999 a Brodeur 2003) Produkt tohoto genu je jaderny
fosfoprotein, ktery obsahuje N-termindlni transaktivacni doménu (Myc box) a C-
termindlni oblast obsahujici bHLH-LZ motiv. MYCN vytvafi heterodimer s jadernym
proteinem MAX, ktery je stale exprimovan. V Gg fazi bunécného cyklu vytvari homodimer
MAX/MAX, ktery pUsobi jako represor transkripce. Pokud je exprese MYCN vysoka,
dochazi ktvorbé heterodimerd MYCN/MAX, které interaguji s E boxem promotoru
cilovych genl podporujicich rist bunky, ¢imZ dojde k jejich transkripéni aktivaci. MAD a
MXI1 jsou kompetitivnimi inhibitory heterodimeru MYCN/MAX. U nékterych
neuroblastomU byla nalezena vysoka exprese MYCN bez amplifikace, coZ je vysvétlovano
jako selhani cesty proteinové degradace. Koamplifikace byla prokazana ve 40 — 50 %
pfipadd u genu pro RNA helikasu DDX1. (Maris 1999 a Brodeur 2003)

Delece kratkého raménka chromosomu 1 je pozorovana v 19 — 36 % primarnich
neuroblastomU. Kritickd oblast 1p36.2 — 1p36.3, kterd byva nejéastéji deletovdana,
obsahuje ,tumor supresorové” geny NB, transkrip¢ni faktor HKR3 a ¢len TNFR rodiny DR3.
Byla nalezena silnd korelace mezi amplifikaci MYCN a deleci 1p (70 % nadorl s MYCN
amplifikaci ma i deleci 1p). (Davidoff 2012 a Maris 1999)

Nejcastéji deletovana oblast primarniho nadoru je dlouhé raménko chromosomu
11 (11q), kterd se objevuje u jedné tretiny vSech neuroblastom(. U pacientl s NB bez
MYCN amplifikace je delece 11q nepftiznivym prognostickym faktorem. Alelicka ztrata 11q
je asociovana s deleci dlouhého raménka chromosomu 14 (14q), ktera je pfitomnd ve
vsech rizikovych skupinach NB. MUizZe se tedy jednat o abnormalitu vznikajici v raném
vyvoji nadoru. Delece 11q a 14q inverzné koreluji s deleci 1p a amplifikaci MYCN. (Maris

1999) Ve vice neZ poloviné neuroblastomU je pozorovana trisomie dlouhého raménka
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chromosomu 17 (17q). Zvysena exprese |IAP (inhibitor of apoptosis protein) survivinu,
jehoz gen je lokalizovany na dlouhém raménku chromosomu 17, je negativnim

prognostickym faktorem NB. DalSim kritickym genem muzZe byt PPMI1D. (Brodeur 2003 a
Davidoff 2012)

Velmi vyznamna pro maligni transformaci neuroblastl sympatického nervového
systému je neutrofinni signalizace. Mezi neutrofinni receptory patii TrkA (ligand NGF),
TrkB (ligandy BDNF a neutrofin 4) a TrkC (ligand neutrofin 3). TrkA je transmembranovy
receptor, ktery pravdépodobné funguje jako homodimer. Po navazani NGF dojde
k autofosforylaci receptoru, signalni transdukci a indukci genové transkripce. Signalni
cesty vedou k preziti bunky nebo jeji diferenciaci. Pri inhibici TrkA mizZe dojit k apoptdze.
Vysoka exprese TrkA vede u NB k pfiznivé progndze a to dokonce i pfi MYCN amplifikaci.
Aktivace receptoru pomoci NGF vede k diferenciaci neuroblastu na gangliové burky.
Vybrané neuroblasty indukuji proliferaci Schwannovych bunék, ty pak aktivuji
neurotrofické faktory, které vedou k diferenciaci neuroblastll. (Ambros 1996) Spontanni
regrese nemoci u kojencd mulzZe byt zplsobena zpozdénou vyvojovou apoptdzou u
pacientd s NB exprimujicim TrkA v dUsledku nepfitomnosti NGF. (Brodeur 2003)

TrkB a TrkC jsou exprimovany ve zkracené formé bez tyrozinkinasy a v plné formé,
ktera je asociovana s ndadory s MYCN amplifikaci. Tyto nadory také exprimuji ligand
receptoru TrkB BDNF, ¢imZz dochazi k TrkB/BDNF autokrinni nebo parakrinni regulaci
podporujici rist bunky. Tato cesta také podporuje angiogenezi a rezistenci na léciva. TrkC
je exprimovan v nadorech bez MYCN amplifikace.

Transmembranovy receptor p75 je ¢len rodiny TNFR a vaze NGF rodinu s nizkou
afinitou. VSeobecné je vSak p75 spojovan s dobrou progndzou. (Brodeur 2003)

Absence NGF je ve vyvijejicim se nervovém systému hlavnim signdlem pro
apoptézu, dochazi tak k odstranéni prebyteénych bunék. Clenové TNFR rodiny jako napf.
p75 (s nizkou afinitou vaZze NGF) a CD95/Fas (vaze FaslL) a také receptory pro retinovou
kyselinu mohou iniciovat apoptézu. Intracelularni molekuly zprostfedkovavajici apoptdzu
jsou clenové BCL2 rodiny. Inhibitory apoptézy jako Bcl-2 nebo Bcl-X. jsou vysoce
exprimovany v rané ontogenezi a také v NB. Clenové této rodiny mohou byt pfi¢inou
rezistence na léciva. Vysokd exprese kaspas naopak apoptdzu podporuje. Se zvysSenym

efluxem léciv a rezistenci je také spojovan MDR1 a MRP z rodiny ABC transportéru.
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Telomeras je reversni transkriptasa dulezitd pro udrzeni délky telomer, struktur na
koncich chromosomUl. U nadorovych bunék je aktivita telomerasy zvySena. (u NB 96 %
pfipadu).

Gen NME koéduje nukleosiddifosfatkinasu A, inhibitor metastazovani. Snizena
exprese v nadorech znaci zvysenou pravdépodobnost metastazovani. V NB (klinicka stadia
3 a 4) vsak byla nalezena zvysend exprese tohoto genu, kterd je zde negativnim
prognostickym faktorem. Gen MMP9 kdduje metaloproteinasu gelatinasu B, kterd je
dllezita pro lokdlni invazi a metastdzovani. ZvySend exprese tohoto genu se objevuje

primarné u stromalnich bunék obklopujicich nador. (Maris 1999)

1.3.2. KLINICKA STADIA NEUROBLASTOMU A SOUCASNA CHEMOTERAPIE

Prognézu onemocnéni u pacientl s NB urcuje stadium nemoci definované INSS
(International Neuroblastoma Staging System), dale vék pacienta v ¢ase diagndzy a misto
primarniho nadoru. Pro klinické stadium 1, 2, a 4S plati dobra progndza (dlouhodobé
preziti 90 %), u stadia 3 a 4 stfedni progndza (dlouhodobé preZiti 40 %). U kojencu je
prognoza vidy lepsi nez u starSich déti pfi stejném klinickém stadiu nemoci. Nejhorsi
progndzu, co se ty¢e mista primdarniho nddoru, maji pacienti s lokalizaci v nadledvinach.
(Broudeur 2003 a Koutecky 2004) Tyto poznatky o déjich v NB na molekularni drovni (zaroven
s INSS klasifikaci, vékem pacienta a histopatologii) pfispély k zarazeni pacientl do
rizikovych skupin, na jejichz zakladé je pak volena terapie. U pacientl nizkého rizika (low
risk neuroblastoma) postacuje operace, mirna chemoterapie nebo vyckdni spontanni
regrese onemocnéni, zvlasté u kojencll. Pacienti stfedniho rizika (intermediate risk
neuroblastoma) jsou dobre |écitelni chemoterapii. U NB vysokého rizika (high risk
neuroblastoma), ktery se vyskytuje ve 40 % pripadl, vSak chemoterapie Casto selhdva.
Pokud dojde k amplifikaci onkogenu MYCN a deleci kratkého raménka chromosomu 1, je
progndza vidy Spatna bez ohledu na klinické stadium a dlouhodobé preziti je mensi nez
25 %. (obr. 5 na nasledujici strané)

Soucasnd chemoterapie je zaloZena na indukénich reZzimech kombinujicich
inhibitory topoisomerasy | (topotekan, irinotekan), topoisomerasy Il (etoposid),
antracyklinové antibiotikum doxorubicin, alkylacni cinidlo cyklofosfamid, cisplatinu a

inhibitor polymerace mikrotubull vinca alkaloid vinkristin. (Mazdnek 2008, Brodeur 2000)
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Velkym problémem je toxicita mnohych Ilé¢iv jako napf. kardiotoxicita
doxorubicinu, urotoxicita a pneumotoxicita cyklofosfamidu, nefrotoxicita cisplatiny nebo
neurotoxicita vinkristinu. (Koutecky 2004) Proto se vyzkum zaméfuje na studium novych
smérl chemoterapie NB: inhibice ALK receptorové tyrosinkinasy (ALK pfispiva
k malignimu fenotypu neuroblastomu), inhibice aurora A kinasy (vysoce exprimovana
v délici se bunce), pfiprava agonistd TrkA a inhibitord TrkB, inhibice polymerace
mikrotubuld, DNA methylace, modifikace histonl a zdsahy do metabolismu miRNA.
(Davidoff 2012)

Velmi nadéjnym potencionalnim kancerostatikem se zda byt alkylacni (arylaéni)

¢inidlo ellipticin.
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Obrazek 5 — KFivky zdvislosti dlouhodobého preZiti na case od diagnézy u kojencii.
upraveno podle (Brodeur 2003)
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1.4. ELLIPTICIN

Alkaloid ellipticin (C17H14N,,  5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol), poprvé
izolovany vroce 1959 zrostlin Celedi Apocyanaceae (Goodwin 1959), je potencialni
protinddorové lécivo, jehoZ vyhodou je vysoka ucinnost a nizka vedlejsi toxicita. DalSim
kladem je, Ze nezplUsobuje hematologické komplikace. (Auclair 1987) Mechanismus
protinddorového ucCinku ellipticinu je zalozen na jeho interkalaci do struktury
dvojsroubovice DNA, inhibici DNA topoisomerasy |l (Froelich-Ammon 1995) a na kovalentni
modifikaci DNA po enzymové aktivaci cytochromy P450 a peroxidasami,
sulfotransferasami a N,O-acetyltransferasami. Dochazi tak k tvorbé deoxyguanosinovych

aduktd. (Stiborovd 2001, 2004a, 2006 a 2012)

1.4.1. MECHANISMUS CYTOTOXICITY ELLIPTICINU

Ellipticin je v jaternich mikrosomech preménovan na metabolity. Patfi mezi né 7- a 9-
hydroxyellipticin, které byly identifikovany jako detoxifikacni produkty, které organismus
vylucuje. Dalsi produkty 12-, 13-hydroxyellipticin a N(2)-oxid ellipticinu jsou cytotoxické.
Vznikaji z nich karbeniové ionty ellipticin-12-ylium a ellipticin-13-ylium. N(2)-oxid
ellipticinu je neenzymaticky preménovan presmykem Polonowského na 13-
hydroxyellipticin. Reaktivni karbeniové ionty se kovalentné vazi na jedno z nukleofilnich
mist v DNA, na aminoskupinu deoxyguanosinu. Majoritni adukt 1 vznika z13-
hydroxyellipticinu, majoritni adukt 2 z 12-hydroxyellipticinu. (Stiborovd 2001, 2004a, 2011)

Ellipticin je enzymaticky metabolisovan cytochromy P450 (CYP), peroxidasami
cyklooxygenasami (COX-1, COX-2), laktoperoxidasou (LPO) a myeloperoxidasou (MPO),
sulfotransferasami (SULT1A1/2/3, SULT2A1) a N,O-acetyltransferasami (NAT1/2). (Stiborovd
2001, 2004a, 2006, 2012)

Cytochromy P450, hemthiolatové enzymy, jsou soucasti systému oxidas se smiSenou
funkci (MFO) v ER. Tvorbu metabolitd ellipticinu zajistuji rGzné isoformy cytochrom(
P450. CYP1A1, 1A2 a 1B1 oxiduji ellipticin prevdazné na 7- a 9-hydroxyellipticin,
detoxifikacni produkty. CYP3A4 (v mensi mife CYP1A2, 2D6 a 2C9) metabolisuje ellipticin
na 13-hydroxyellipticin a N(2)-oxid ellipticinu. (obr. 6 na nasledujici strané) 12-
hydroxyellipticin vznika enzymatickou oxidaci CYP3A4 a 2C9. V systému MFO se nachazi

jeSté NADPH:cytochrom P450 reduktasa, ktera vytvari aktivni komplex s CYP. (Stiborovd
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2004 a 2011) Fakultativné se v systému MFO objevuje cytochrom bs, ktery moduluje
ucinnost CYP3A4 (Schenkman 2003) a specifitu hydroxylace ellipticinu enzymy CYP3A4

(Stiborovd 2012) a CYP1A1/2 ve prospéch aktivacnich metabolitl. (Kotrbovd 2011)

Obrazek 6 — Ellipticin v aktivnim misté hemthiolatového enzymu CYP3A4. Methyl uhliku C13 ellipticinu je
v blizkosti oxoferrylu, vznika tak metabolit 13-hydroxyellipticin. prevzato z (Stiborovd 2004)

Hlavnim produktem premény ellipticinu pomoci peroxidas je dimer ellipticinu
spojeny pres N® pyrrolového kruhu a uhlik C9 druhé molekuly ellipticinu. V pfitomnosti
DNA klesa mnoizstvi dimeru ellipticinu, coZ koreluje se zvysujicim se po¢tem DNA aduktd.
Za tvorbu aduktu 1 je pravdépodobné zodpovédna dvouelektronova oxidace ellipticinu
peroxidasami na ellipticin methylen-imin, ktery tvofi shodny adukt jako ellipticin-13-
ylium. Minoritnim produktem oxidace ellipticinu peroxidasami je N(2)-oxid ellipticinu, ze
kterého vznika adukt 2. Peroxidasy dale pfispivaji ke tvorbé aduktl 6 a 7. (Stiborova 2006)

V pritomnosti sulfotransferas, N,O-acetyltransferas a jejich kofaktord (PAPS,
acetylCoA) se zvySuje mnoiZstvi aduktl tvofenych 13-hydroxyellipticinem. Jen nékteré
sulfotransferasy podporuji vznik DNA aduktll, nejvice SULT1A3 - 69x. N,O-
acetyltransferasy NAT1 a NAT2 zvysuji pocet adukt(i 33x resp. 188x. Nejpravdépodobnéjsi
mechanismus vzniku 13-hydroxyellipticinu je nasledujici. Po sulfatové nebo acetatové
konjugaci ellipticinu pomoci zminénych enzymu a kofaktor(i dojde ke kyselé hydrolyze.
Oxoniovy ion narusuje vazbu mezi uhlikem C13 a kyslikem sulfatového nebo acetatového
esteru. Vmalém mnozstvi vznikda také 6,13-didehydroellipticin. (Stiborovd 2012)
Metabolismus ellipticinu je zndzornén na obrdzku 7 na nasledujici strané.

Adukty byly potvrzeny in vitro vnadorovych bunéénych kulturach prsniho

adenokarcinomu (MCF-7), leukemie (HL-60, CCRF-CEM), glioblastomu (U87MG) a
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neuroblastomu (IMR-32, UKF-NB-3, UKF-NB-4). (Stiborovd 2011) In vivo byly adukty nalezeny
v bunikach prsniho adenokarcinomu potkan( a také ve zdravych tkanich, kde vsak
nepretrvavaly. (Stiborovd 2007) Ellipticin je diky témto poznatklim nadéjnym potencionalnim

protinddorovym léCivem.

Y599

l

N(2)-oxid ellipticinu B-dernxyelllptmn 7-hydroxyellipticin

presmyk CYPZDG, CYPLALS2
Polonowskeého 3A4, 1A2 + b5 f CYP1AL,
peroxidasy CYPLAZ + b5

ellipticin-12-ylium 13-hydroxyelllipticin

CYP3A4 + b5, l

CYP1A1/2 + b5

6,13-didehydroellipticin

Obrazek 7 — Schéma metabolismu ellipticinu. upraveno podle (Stiborovd 2012)
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1.4.2. MECHANISMUS APOPTOZY INDUKOVANE ELLIPTICINEM

Alkaloid ellipticin, potencionalni protinadorové |éCivo, zastavuje bunécny cyklus a
indukuje apoptézu vznikem cytotoxickych volnych radikdld, zvySenim mitogen-
aktivovanych proteinkinas ERK a JNK, aktivuje Fas/FasL systém, indukuje aktivaci
efektorovych kaspas a Stépeni poly(ADP-ribosa)polymerasy 1 (PARP1), (Kuo 2005 a 2006, Kim
2011), shizuje expresi antiapoptotickych proteinl Bcl-2 a Bcl-X, (Kuo 2005) a zvySuje expresi
proapoptotickych protein Bak, Bax a Bcl-Xs. (kuo 2006) Ellipticin a jeho reaktivnéjsi forma
9-hydroxyellipticin selektivné inhibuje fosforylaci p53. (Ohashi 1995)

Ellipticin také spousti vnitini apoptotickou drahu, (kuo 2005 a 2006, kim 2011),
zpUsobuje depolarizaci mitochondrii a odprahuje oxidativni fosforylaci. (Schwaller 1995) Jako
lipofilni molekula volné prostupuje membranami a diky svému pK, = 7,4 muizZe byt
(de)protonizovan za fyziologického pH v zavislosti na tom, jestli se nachazi v cytosolu
nebo v mitochondriich. (Schwaller 1995) (obr. 8b)

Topoisomerasa Il (TOP2) je enzym, ktery katalyzuje Stépeni a nasledné spojeni
dvojvlaknové DNA, coZz umoznuje ménit topologii DNA a tlumit torzni napéti béhem
transkripce a replikace. (Froelich-Ammon 1995) Ellipticin tvofi stabilni komplex s TOP2 a
posouva tim aktivitu enzymu ve prospéch Stépnych produktl. (obr. 8a) Ellipticin mlze
také interkalovat do struktury DNA (Froelich-Ammon 1995) a tvofrit po enzymové aktivaci DNA
adukty s guanosinem. (Stiborovd 2001) Vysledkem je pozkozeni DNA, které indukuje

apoptozu v neuroblastomové bunécné linii UKF-NB-4. (Poljakovd 2009)
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Obradzek 8 — a) Ellipticin jako inhibitor topoisomerasy Il (TOP2), 1 - v protonované formé interaguje
s DNA, 2 - v neutrdlni interaguje s TOP2, 3 - terndrni komplex TOP2 DNA ellipticin, 4 - pozkozeni DNA .
b) Ellipticin jako ionoforni molekula prendsejici protony.
upraveno podle (Froelich-Ammon 1995 a Schwaller 1995)

24



1.4.3 CYTOTOXICITA ELLIPTICINU VUCI NEUROBLASTOMOVYM BUNECNYM
LINIiIM

Neuroblastomové bunécné linie jsou velmi senzitivni k ellipticinu, coz dokazuji
hodnoty ICsq pro linii IMR-32 0,27 uM, UKF-NB-3 0,44 puM a pro UKF-NB-4 0,49 uM. U linif
IMR-32 a UKF-NB-4 koresponduje cytotoxicita s mnoZstvim deoxyguanosinovych adukt(.
(Obr. 9b) U vsech tfi NB bunécnych linii vznikaji majoritni adukty 1 a 2. (Obr. 9a) P¥i
expozici 10 uM ellipticinu navic vznikaji v DNA isolované z linie UKF-NB-4 minoritni adukty
6 a 7 vzniklé predevsim katalytickou oxidaci peroxidasami. Zaroven bylo zjisténo, Ze
snizeni mnozstvi aduktl v liniich IMR-32 a UKF-NB-4 za hypoxickych podminek (prostredi
typické pro maligni nddory) odpovida snizené cytotoxicité ellipticinu a zpomaleni rlstu
nadoru. Ellipticin inhibuje bunécny cyklus na rozhrani G,/S faze a dochazi k akumulaci
bunék UKF-NB-4 v S fazi. Pravdépodobnym mechanismem cytotoxicity je neschopnost
komplexu DNA polymerasy replikovat pres ellipticinem indukované adukty s DNA. Dale
ellipticin spousti v UKF-NB-4 apoptdzu, coZz bylo prokdazano vznikem DNA fragment(

(Stiborovad 2011 a Poljakovd 2009)
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Obrdzek 9 — a) Autoradiografie DNA aduktii tvorfenych aktivovanym ellipticinem v DNA isolované
z neuroblastomové bunécné linie UKF-NB-4 detekovanych metodou ,,32P-postlabeling”. b) Korelace ICs,
s poctem DNA aduktii v neuroblastomové bunécné linii UKF-NB-4. MnoZstvi aduktii s DNA je vztaZeno na
10 nukleotidd. upraveno podle (Poljakova 2009)

25



1.4.4. NEUROBLASTOMOVA LINIE UKF-NB-4 REZISTENTNI NA ELLIPTICIN

UKF-NB-4 bunécna linie byla zaloZzena z rekurentnich metastaz kostni drené NB
bunécné linie vysokého rizika (high risk neuroblastoma) s MYCN amplifikaci, deleci 1p a
aneuploidii. (Prochdzka 2012) Amplifikace MYCN je spojena s nepfiznivym vyvojem
onemocnéni. (Brodeur 2003) Zakladni vlastnosti této linie je rezistence na Iéciva.
Neuroblastomova bunécna linie rezistentni na ellipticin vznikla inkubaci po dobu 36
mésich za zvysujici se koncentrace ellipticinu (0,2 — 2,5 uM). Burky jsou vieténkovité
protahlé s fenotypem podobnym fibroblastim, maji snizeny pomér cytoplazmy ku jadru a
dochazi ktvorbé neuritd. (obr. 10) Rezistentni linie roste pomaleji a vykazuje nizsi
mnozstvi DNA aduktl oproti parentalni linii UKF-NB-4 pfi vystaveni ellipticinu o stejné
koncentraci. (Prochdzka 2012)

1 ha ellipticin je zptsobena souborem mnoha

Rezistence bunécné linie UKF-NB-4
mechanismul. ZvySenou expresi antiapoptotického Bcl-2, efluxem nebo degradaci
ellipticinu, sniZenou expresi topoisomeras, zvySenou expresi enzymuU oxidativni

fosforylace a bunécéné respirace, vakuolarni ATPasy, aerobni respirace a/nebo spermin

synthetasy a pomalejSim ristem bunék. (Prochdzka 2012)

A

Obrdzek 10 - Fotogrdfie lidskych neuroblastomovych linii a) parentdlni UKF-NB-4, b) dcefind UKF-NB-4
rezistentni na ellipticin (zvétseno 200x). upraveno podle (Poljakovd 2009)

1.5. EXPRESNi PROFILOVANI TECHNIKOU ,,DNA MICROARRAY*

Expresni profilovani je proces ziskavani informaci o expresi genl. Mlze byt zaloZzené
na sekvenovani (cDNA knihovny, SAGE) nebo na hybridizaci. (Lee 2004)

,DNA microarray” je metoda zaloZzena na hybridizaci cilové sekvence (z angl. target)

se specifickymi sondami (z angl. probe) s urcitou nukleotidovou sekvenci na pevném
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povrchu a umoZiuje studovat expresi mnoha tisici genli nebo dokonce cely genom
v rlznych stadiich Zivota organismu, tkané nebo burnky. Ziskand data se nazyvaji
transkripénim/expresnim profilem. (Lee 2004) VyuZivaji se pro odhaleni mechanismu Gcinku
|éCiv, diagnostiku nemoci, identifikaci novych genl a ke komplexnimu porozuméni
biologickym systém0m. (Li 2002)

Sondy lze na pevny povrch nanést ,spotovanim” nebo in situ syntézou. Pfi prvnim
zpUsobu jsou jiz pfipravené sondy roboticky ,spotovany” a imobilizovany na nylonové
membrané nebo specidlné upraveném mikroskopickém sklicku. RozliSuji se dva druhy
sond. Pro cDNA microarray se vyuzivaji cDNA knihovny, coZ jsou sbirky plazmidovych
vektor(i s vloZzenymi mRNA segmenty prepsanymi do cDNA. Ta je amplifikovdna pro
experiment pomoci PCR se specifickymi primery. Vyhodou této metody je, Ze neni treba
znat cilovou sekvenci. DalSim typem sondy je synteticky oligonukleotid. Genové sekvence
jsou vybirany z vefejnych databazi, vétSinou se voli 30-70 mery. Pro in situ syntézu se
vyuZzivaji oligonukleotidy (zpravidla 25 mery), jejichz syntéza probiha teprve na povrchu.
(Lee 2004)

Firma Affymetrix zacala jako prvni vyuZivat in situ syntézy DNA v kombinaci s
fotolitografickou technikou. Sklicko nebo Cip jsou nejprve modifikovany silanem, ktery
obsahuje hydroxyalkylové skupiny rozsitené linkerem se specialni fotolabilni sondou.
V okamziku expozice svétla pres fotolitografickou masku na povrch sklicka nebo Cipu na
urcitd mista je fotolabilni sonda odstranéna a na hydroxyalkylovou skupinu se navaze
monomer nukleosid fosforamidit chranény fotolabilnim 5’-(0-methyl-6-
nitropiperonyloxykarbonylem. Takto se postupuje dale pfipojenim dalSich monomer( na
urcitd mista. (Heller 2002)

Priprava vzorkd pro hybridizaci se sondou probihd nejcastéji podle protokolu
amplifikace RNA. Proces zacind reversni transkripci RNA s oligo(dT) primerem nesouci T7
promotor. ArrayScript reversni transkriptasa (RT) katalyzuje syntézu prvniho cDNA vldkna.
Jednovlaknova cDNA pak projde syntézou druhého vldakna. Nasleduje purifikace cDNA,
kdy se odstrani RNA (pomoci RNasy H), primery, enzymy a soli, které by mohly inhibovat
dalsi proces in vitro transkripce (IVT) s T7 RNA polymerasou, jejiz vysledkem je produkce

stovek a7 tisich antisenseRNA (aRNA) ve vzorku. (Ambion Inc. 2002)
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Pokud by se amplifikovala cDNA pomoci PCR, mohlo by vzniknout zkresleni oproti
realnym uUrovnim exprese. (Lee 2004) IVT je konfigurovana tak, aby zaclenovala upravené
nukleotidy aaUTP do aRNA, které obsahuji reaktivni primarni aminoskupinu na C5 pozici
uracilu. Po purifikaci aRNA, kdy se odstrani neinkorporované nukleotidtrifosfaty, soli,
enzymy a anorganické fosfaty, aby se zlepSila stabilita aRNA, ndasleduje konjugace aRNA
s barvivem. Nejvice se pouzivaji estery N-hydroxysukcinylu oznacované za NHS esterova
barviva (napf. Cy™3 nebo Cy5). Posledni purifikace zahrnuje odstranéni volného barviva a
vyménu pufru za beznukleasovou vodu. (Ambion Inc. 2002) Cistota vzorku je kontrolovéna
spektrofotometricky. Méri se koncentrace fluorescen¢niho barviva pomoci jeho
absorbance a pomér absorbanci pfi 260 a 280 nm, u RNA by tento pomér mél byt
v blizkosti 2,0. (Thermo Fisher Scientific Inc. 2008) Purifikovana a oznacena aRNA je pak vhodna
pro vétSinu komercné dostupnych microarray systému, kde probiha hybridizace vzorku se
specifickymi sondami. (Ambion Inc. 2002)

Hybridizace probiha po urcity ¢as pfi urcité teploté ve tmé na ,microarray
platformé”. Teplota by méla byt nizsi nez T,, sond, ale ne o tolik, aby se zredukovaly
nespecifické hybridizace. Tomu se zabranuje pridanim DNA s repetitivnimi sekvencemi. Ke
kazdému spotu také ndlezi sonda MM (mismatch), ktera na rozdil od pdvodni sondy PM
(perfect match) ma presné uprostred jinou bazi, ¢cimz se kontroluje kfizova hybridizace.
Pro odstranéni nespecificky vdzanych sekvenci se vyuZivda promyvani pufry o rdzné
iontové sile. Vysusena platforma je pak pfipravena ke skenovani. (Lee 2004)

Vazba vzorku se sondou se detekuje pomoci optickych metod. Skenery maji
konfokalni lasery a pro kazdy ,spot” méti relativni mnozstvi fluorescence kazdého barviva.
Obrazova analyza sestava ze tii proces, lokalizace ,spotu”, klasifikace popredi a pozadi a
prevod na numericka data. (Lee 2004) Porovnava se pomeér cerveného (zvysend exprese) a
zeleného (sniZena exprese) signdlu pro kazdy gen. (Heller 2002) Vysledkem je pak FC (fold
change) transkriptu udavajici pomér exprese urcitého genu v jednotlivych vzorcich. Data
pak maji dvé zakladni viastnosti. Biologickou signifikanci, tedy jak moc je exprese genu
ovlivnéna podminkami vyzkumu, a statistickou signifikanci, tedy jak moc je dlvéryhodna

biologicka signifikance. (Lee 2004)
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2. CiL PRACE

V soucasné dobé se |écba nadorovych onemocnéni na zakladé diagnostiky stava
¢im dal tim vice individudlni a diky tomu uUspésnéjsi. AvSak nejvétsi komplikaci
protinadorové |éCby je vznik rezistence, kdy se v prlibéhu IéCby selektuje kmen, ve kterém
urcité cytostatikum ztraci svou ucinnost, nebo je jeho ucinnost potlacena. Ke zlepsSeni
uspésnosti léCby je proto velmi duleZité znat mechanismy rezistence na urcita cytostatika.
V soucasné klinické praxi se vyuziva IéCebnych protokoll kombinujicich vice kancerostatik,
proto je také dlleZité znat zkfizené rezistence mezi |éCivy.

Cilem této bakalarské prace je shrnout mozné mechanismy rezistence k ellipticinu

v neuroblastomové buné&éné linii UKF-NB-4

na zakladé pozménéného genetického a
expresniho profilu parentdlni bunécné linie UKF-NB-4 pomoci technik komparativni
genomové hybridizace a ,,DNA microarray”. Budou vybrany pfedevsim geny ucastnici se
metabolismu ellipticinu, Ucastnici se vyznamnych signalnich drah a také geny, jejichz

funkce v neuroblastomu jiz byla popsana v dostupnych publikacich.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Lidskda neuroblastomova bunécna linie UKF-NB-4 byla dlouhodobé vystavena

flY) Data zmén

ellipticinu a postupné byla navozena rezistence na ellipticin (UKF-NB-4
genové exprese mezi rezistentni a parentalni linii byla poskytnuta prof. MUDr. Tomasem
Eckschlagerem, CSc. z Kliniky détské hematologie a onkologie v prazském Motole. Analyzu
»DNA microarray” provedli PharmDr. Antonin Libra, Ph.D. a RNDr. Martin Buncek, Ph.D.
z Generi Biotech s.r.o.

Velmi Castou zménou v rezistentnich burikach byva vylucovani IéCiva z bunky a
souvisejici mnohocetna lékova rezistence (MDR, multidrug resistance). Cytostatika jsou
vypuzovana pomoci transportérd z rodiny ABC (ATP-binding cassette). Mezi nejznaméjsi
patfi P-glykoprotein, produkt genu MDRI1/ABCB1 a dale proteiny asociované
s mnohocetnou Iékovou rezistenci MRP1/ABCC1, MRP4/ABCC4, MRP5/ABCCS. Transport
xenobiotik z jadra do cytoplazmy zprostiredkovava ,lung resistence-related protein/major
vault protein® (LRP/MVP). (Klener 2010 a Brodeur 2000)

Exprese ABC transportéri je v UKF-NB-4™

oproti parentalni linii snizena (viz kap.
3.2.), takZe zvyseny eflux ellipticinu z bufiky nebude majoritnim mechanismem rezistence
(Prochdzka 2012), jako je tomu u neuroblastomové bunécné linie rezistentni na doxorubicin
(UKF-NB-4"%%°). Doxorubicin je dnes vyzivané kancerostatikum a zvyiend exprese P-gp
v UKF-NB-4P9%° je jednou z hlavnich pficin rezistence na doxorubicin. (Poljakovd 2008)
PfestoZze je mechanismus cytotoxicity ellipticinu i doxorubicinu podobny (oba inhibuji
topoisomerasu 1), nevznikd zde kfiZova rezistence. Cytometrickd analyza vsak prokazala
zvydenou expresi LRP a MRP2 v linii UKF-NB-4%"" vi¢&i parentalini linii. (Prochdzka 2012)
Zajimavy z hlediska rezistence je hlavné protein LRP. Ten je hlavni slozkou molekuldrnich
Jtrezort” (vaults), ribonukleoproteinovych komplext, které se mohou podilet na
transportu xenobiotik zjadra do cytoplazmy, intraceluldarni kompartmentalizaci,
exocytoze, efluxu z buriky a udrZzovani genomové stability, jak je vidét na obrazku 11 na

nasledujici strané. Soucasti komplexu je také poly(ADP-ribosa)polymerasa 4 (PARP4),

protein asociovany s telomerasou (TAP1) a VRNA (vaultRNA). (Mossink 2003)
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Obrdzek 11 — a) Mechanismus ucinku molekuldrnich ,trezori” na xenobiotika. Cerné tecky znaéi
xenobiotikum, které difunfuje do cytosolu a do jddra. Transport xenobiotika 1- a 2- zjadra, 3-
k efluxnim pumpdm, 4- k exocytotickym vdckiim. b) Rekonstrukce ,trezorového” komplexu pomoci
kryoelektronové mikroskopie. upraveno podle (Mossing 2003)

Ellipticin tvofi po enzymatické aktivaci adukty s DNA. DalSim predpokladanym
mechanismem rezistence by tedy mohla byt zvySena exprese protein(i opravujicich DNA
v linii UKF-NB-4®"" v porovnani s parentélni linii, co? se opravdu potvrdilo u proteind
zprostredkovavajici ,,excizni opravy nukleotidd (nucleotide excision repair, NER). (obr. 12)
(Prochdzka 2012) Exprese poly(ADP-ribosa)polymerasy 1 (PARP1), kterd se ucastni
,exciznich” oprav bazi (BER), byla v linii UKF-NB-4" také zvy$ena oproti parentélni linii.
Tento enzym je Casto spojovan s rezistenci na protinadorova |éCiva. (Klener 2010) Exprese se

naopak snizila u proteinl opravujici dvojvlaknové zlomy DNA. (obr. 13) (Prochdzka 2012)
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Obrdzek 13 — Rozdilng exprese genii v UKF-NB-
4 v porovndni s parentdlni linii, jejichZ
produkty se ucastni oprav dvojvidknovych
zlomiG DNA. Vyznaceny jsou jen signifikantni
zmény v expresi.

Obrdzek 12 — Rozdilnd exprese genii
v UKF-NB-4"'v porovndni s parentdini linii,
jejichZ produkty se uc€astni déji NER a BER.

Pro dalsSi objasnéni mechanismu rezistence byly vyhledany publikace o genech, u
kterych byla zaznamenana signifikantni zména exprese v NB linii rezistentni na ellipticin.
Z nich pak byly vybrany jen ty geny, které slouZi jako independentni pfiznivé/nepftiznivé

prognostické faktory neuroblastomu. (obr. 14 a 15 na nasledujici strané)
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Obrdzek 14 — Rozdilng exprese genii v UKF-NB-4""' v porovndni s parentdlni linii, které jsou nepfiznivymi

prognostickymi faktory NB.Vyznaceny jsou jen signifikantni zmény v expresi. Reference: ACP1 (Malentacchi

2005), CCND1 (Molenaar 2008), MMSET (Hudlebush 2011), MYCN (Brodeur 2003), NAG (Kaneko 2007), NOTCH1 (Chang 2010),
PPM1D (Saito-Ohara 2003)
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Obrdzek 15 — Rozdilnd exprese genii v UKF-NB-4""' v porovndni s parentdlni linii, které jsou independentnimi

priznivymi prognostickymi faktory NB. Reference: CADM1 (Nowacki 2008), CALR (Hsu 2005), COL1A1 (Yang 2004), CORT
(Ejeskér 2000), DROSHA (Lin 2010), Hsp47 (Yang 2004), SST (Ejeskér 2000)

3.1. GENETICKY PROFIL LINIE UKF-NB-4""' REZISTENTNi NA ELLIPTICIN

Pomoci komparativni genomové hybridizace (CGH) byl porovnan genom parentdlni
linie UKF-NB-4 a dcefiné linie UKF-NB-4""" viechny zmény jsou popsany na obr. 16 a tab.
2 na str. 34.

Pro NB bunécnou linii UKF-NB-4 je charakteristickda amplifikace oblasti kratkého
raménka p24 chromosomu 2, kde se nachazi protoonkogen MYCN, dale delece kratkého
raménka p32-pter chromosomu 1 a trisomie dlouhého raménka chromosomu 17. V linii
UKF-NB-4 vSak neni pozorovana delece dlouhych ramének chromosomi 11 a 14 (11q a
14q). (Prochdzka 2012) Tyto znaky jsou typické pro vysoce rizikovy neuroblastom (high risk

neuroblastoma), jehoz |écba je zatim velmi nelspésna. (Brodeur 2003)
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Mezi nejvyznamé;jsi zmény vzniklé v prlibéhu vyvoje rezistence na ellipticin v linii UKF-
NB-4 patfi ztrata dlouhého raménka chromosomu 17 a vyslednd disomie 17q, a také
delece oblasti, kde se nachazi gen MYCN (2p24).

V oblastech chromosomd, které byly deletovany v linii UKF-NB-4"

v porovnani
s parentalni linii, se nachazeji geny, které kéduji proteiny ovliviujici ellipticin nebo jsou
ellipticinem ovliviiovany. (tab. 1) Jiz v minulé kapitole byly popsany ABC transportéry (P-
gp, MRP1, MRP5. ABCAS5), v deletovanych oblastech se nachazeji také topoisomerasy
(TOP1, TOP2A/B), jeden zcild cytotoxického ucinku ellipticinu. Dalsi skupinou jsou
proteiny aktivujici ellipticin. Patfi mezi né cytochromy P450 (CYP3A4, CYP2D6), peroxidasy
(LPO, MPO) a sulfotransferasy (SULT1A1/2). U genl pro NADPH:cytochrom P450
reduktasu (POR) a cytochrom bs (CYB5), jejichz proteinové produkty hraji vyznamnou roli
pfi aktivaci ellipticinu pomoci CYP, byla také pozorovana delece. Diky témto zménam snasi

rezistentni linie UKF-NB-4

vyssi davky ellipticinu. V tabulce 3 na nasledujici strané jsou
uvedeny genomové zmény v ,pre-rezistentni” linii UKF-NB-4 porovnané s parentdlni.
Zajimavé je, Ze vétSina amplifikaci/deleci genl probéhla v prvni fazi kultivace UKF-NB-4
s ellipticinem. Jiz v NB linii ,pre-rezistentni” Ize najit delece oblasti s geny, které byly
popsany vyse. Jedinou vyjimkou je jedna z isoforem topoisomerasy Il (TOP2B) a také ABC
transportér MRP5, jejichz geny se nachazeji na termindlni c¢asti dlouhého raménka

chromosomu 3, ktera byla deletovana aZz po dlouhodobéjsi kultivaci UKF-NB-4

s ellipticinem.

Tabulka 1 — Chromosomadini lokalizace gendi, jejichz produkty se podili na metabolismu ellipticinu a u
kterych doslo béhem vyvoje rezistence na ellipticin v UKF-NB-4 k deleci.

ABCA5 17q24.3
ABCB1 ABC transportéry 7g21.12
ABCC1 16p13.1
ABCC5 3q27
CYB5 18923
CYP2D6 cytochromy 22g13.1
CYP3A4 7921.1
LPO peroxidasy 17923.1
MPO 17q23.1
POR NADPH:cytochrom P450 reduktasa 17q11.2
SULT1A1 sulfotransferasy 16p12.1
SULT1A2 16p12.1
TOP1 20q12-q13.1
TOP2A 17921-g22
TOP2B topoisomerasy 3q24
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Tabulka 2 — Amplifikované a deletované oblasti v DNA neuroblastomové bunécné linie rezistentni UKF-

NB- 4ELLI

metabolismus ellipticinu.

amplifikace ' delece

+6ql4-pter
+12p
+17p12-pter

-1p35-pter
-2p21-pter
-3g24-qter
-4p16
-7q11.2-31.3
-7936
-8q11.2-pter

-8q22-qter
-9g34.1-qter
-10p13-pter
-11913.2-14.1
-12g12-21.1
-16p

ve srovndni s linii UKF-NB-4. Tucné jsou vyznaceny oblasti, které kéduji proteiny ovliviiujici

-18qg21.1-qter
-19q

-20

-21
-22q13.1-qter

Tabulka 3 — Amplifikované a deletované oblasti v DNA neuroblastomové bunécné linie“pre- rezistentni“
na ellipticin UKF-NB-4 ve srovnadni s linii UKF-NB-4.

+6pter-6g21 -1p32.3-pter -11913.1-14.1 -18q12.3-qter
+12p -2p21-pter -12912-915 -19
-7911.2-31.3 -16p -20
-8p -17q -22
-8qg21.3-qter
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Obrdzek 16 — Komparativni genomovd hybridizace porovndvajici rezistentni linii UKF-NB-4

ELLI sy r
a parentdlni

linii UKF-NB-4. Pod kaZdym chromosomem je uvedeno jeho Cislo a v zdvorce pocet provérovanych
chromosomii. Jak je vidét porovndnim s tabulkou 2 a 3, vétsina genomovych zmén probéhla v prvni fazi
vyvoje rezistence na ellipticin. prevzato z (Prochdzka 2007)
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3.2. ZMENY EXPRESE GENU OVLIVNUJICH METABOLISMUS ELLIPTICINU
V LINII UKF-NB-4""" VE SROVNANI S PARENTALNI LINIi

Ellipticin je enzymaticky oxidovan cytochromy P450 a peroxidasami. (Stiborovd
2004a a 2006) Exprese cytochroml P450 a peroxidas v rezistentni linii UKF-NB-4"" vagi
parentdlni linii UKF-NB-4 z(stala nezménéna (nesignifikantni zména exprese). (obr. 19,
str. 37) Pomoci gRT-PCR vsak byla zaznamenana zvysena exprese CYP3A4 a COX-1.
(Prochdzka 2012) Exprese NADPH:cytochrom P450 reduktasy (POR), kterda je soucasti
systému oxidas se smiSenou funkci (MFO) a vytvari aktivni komplex s cytochromy P450,
neni v lidské NB linii UKF-NB-4""" ve srovnani s parentélni linii UKF-NB-4 ovlivnéna.
Naproti tomu exprese genu pro NAD(P)H:chinonoxidoreduktasu (NQO1), ktera redukuje

nizkomolekularni xenobiotika, byla v UKF-NB-4™" signifikantné snizena. (obr. 19., str. 37)

Obrazek 17 — Srovndni 3D struktury cytochromu bs (A, C) a apocytochromu bs (B, D). prevzato z
(Kotrbova 2011)

Exprese cytochromu bs se naopak v linii UKF-NB-4"" vii¢i UKF-NB-4 zvysila. (obr.
19, str. 37) Ellipticin zvySuje hladinu cytochromu bs, ale mechanismus tohoto ucinku
zatim nebyl objasnén. (Kotrbovd 2011) Cytochrom bs moduluje Ucinnost CYP3A4 (Schenkman
2003) a specifitu hydroxylace ellipticinu enzymy CYP3A4 ve prospéch aktivacnich
metabolitl. (Stiborovd 2012) a CYP1A1/2. (Kotrbové 2011) CYP1A1/1A2 oxiduje ellipticin

v pfitomnosti POR predevsim na detoxifikacni produkt 9-hydroxyellipticin. Pokud je
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v systému pritomny jesté cytochrom bs, nejéastéjsimi produkty jsou cytotoxické formy 12-
hydroxy, 13-hydroxyellipticin a N(2)-oxid ellipticinu a jeden detoxifikacni, 7-
hydroxyellipticin. Nasledna tvorba DNA aduktd pak vysoce korelovala se zvySenou
tvorbou cytotoxickych metabolitd. Pfitomnost cytochromu bs tedy mulzZe zpUsobit
konformacni zménu v CYP1A1l a ovlivnit tim i misto hydroxylace ellipticinu. Modulace
ucinku CYP1A je mozna jen pomoci holo-cytochromu bs. Hem je dileZity nejen pro prenos
1 elektronu, ale i pro konformaci celého proteinu. (Kotrbovd 2011) (obr. 17, str. 35)

Podobné vysledky byly zjistény pro CYP3A4, majoritnim produktem oxidace za
pfitomnosti cytochromu bs je 13-hydroxyellipticin. Exprese sulfotransferas a N-
acetyltransferas, které zvySuji pocet DNA aduktl tvorfenych 13-hydroxyellipticinem
(Stiborovd 2012), zUstala nezménéna nebo se nesignifikantné snizila v linii rezistentni na
ellipticin v porovnani s parentalni linii UKF-NB-4. (obr. 19, str. 37)

Vysledky tedy naznacuji, Ze pfi zvySené expresi CYP3A4 a cytochromu bs, pfi
nesignifikantné snizené expresi CYP1A1, a pfi nesignifikantné zvySené expresi CYP2C9,
CYP2D6 (obr. 19, str. 37), budou hlavnimi produkty oxidace ellipticinu cytotoxické
metabolity, coZ bude korelovat se zvySenym poctem aduktll s DNA (Kotrbovd 2011 a Stiborovd
2012) v linii UKF-NB-4 " rezistentni na ellipticin.

To je ale vrozporu s pozorovanim in vitro, kdy v NB linii rezistentni na ellipticin
dochazi k poklesu tvorby aduktd s DNA a sniZzeni akumulace ellipticinu v jaddfe. (Prochdzka
2012) S tim také klesa ucinnost ellipticinu jako inhibitoru topoisomerasy Il a interkalacniho
Cinidla. (Froelich-Ammon 1995) Exprese topoisomerasy Il (TOP2A, TOP2B) i topoisomerasy |
(TOP1) byla navic v rezistentni linii UKF-NB-4™" sniZena. (obr. 19, str. 37) Jednou z p¥itin
rezistence muze byt intraceluldrni sekvestrace ellipticinu pomoci vakuolarni (V)-ATPasy,
ATP dependentni protonové pumpy. (Hrabéta 2011) Jednd se o enzymovy komplex, ktery je
nezbytny pro acidifikaci nitrobunéénych kompartment(i a protonované molekuly mohou
byt uvéznény v téchto vakuolach diky své hodnoté pK, a transmembranovému rozdilu pH.
(Spugnini 2010) Ellipticin je slabou kyselinou s pK; = 7,4 a vmirné kyselém prostredi
nadorové bunky se vyskytuje ve své protonované formé. (Froelich-Ammon 1995) Tvorba
vakuol a intravezikuldrni fluorescence ellipticinu klesla po lécbé inhibitorem V-ATPasy
bafilomycinem Al a lysomotropnim |éCivem chlorokvinem, stim stoupla i ucinnost

ellipticinu. (obr. 18 na nasledujici strané) (Hrabéta 2011)
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Obrazek 18 — KFivky bunécné proliferace UKF-NB-4""'. Modrd kfivka — kontrolni medium, ¢ervena

kfivka - UKF-NB-4""' s 1 uM ellipticinem, a) zelend k¥ivka — chlorokvin, riiZovd kfivka — chlorokvin + 1 uM
ellipticin, b) zelena krivka — bafilomycin A1, riiZova krivka — bafilomycin A1 + 1 uM ellipticin. !
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cytochrom bs
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Obrazek 19 — Rozdilndg exprese genii v linii UKF-NB-4""" rezistentni na ellipiticin v porovndni s parentdlini
linii, jejichZ produkty ovliviiuji metabolismus ellipticinu nebo jsou ellipticinem ovliviiovany. (ABC
transportéry — ABCB1 = P-glykoprotein, ABCC1 = MRP1, ABCC4 = MRP4) Vyznamnd je predevsim sniZend
exprese ABC transportéri, topoisomeras a zvysend exprese cytochromu bs. Pod zkratkami ndzvi geni
jsou zminény jen signifikantni hodnoty zmény exprese log (FC).

1
Data bunécné proliferace byla poskytnuta prof. MUDr. Tomasem Eckschlagerem, CSc. z Kliniky détské hematologie a onkologie,
Univerzita Karlova v Praze, 2. Lékarska fakulta.
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3.3. ZMENY EXPRESE GENU V ZAVISLOSTI NA AMPLIFIKACI MYCN V LINII
UKF-NB-4"" VE SROVNANI S PARENTALNI LINIi

Protoonkogen MYCN je negativnim prognostickym faktorem neuroblastomu a
stimuluje proliferaci bunék NB. Byla nalezena korelace mezi poctem kopii genu MYCN a
malignitou onemocnéni. (Brodeur 2003) Metoda ,DNA microarray” prokazala jen
nesignifikantné snizenou expresi MYCN, gRT-PCR poté snizenou expresi MYCN v UKF-NB-
4™ v{1¢i UKF-NB-4 potvrdila. Jiz od 10 kopii tohoto genu v neuroblastomu lze pozorovat
zvySenou agresivitu nadoru. (Marris 1999) V jadre bunék parentalni linie UKF-NB-4 se
nachazi 66 kopii 2p24.3, kde se gen nachazi, v rezistentni linii UKF-NB-4" bylo zjiténo
pomoci metody iFISH uzZ jen 42 kopii. (Prochdzka 2012) Kromé toho CGH prokazala deleci
termindlini oblasti kratkého raménka chromosomu 2 v NB linii rezistentni na ellipticin ve
srovnani s parentdlni UKF-NB-4. Je ale zajimavé, Ze k této zméneé doslo jiz v linii UKF-NB-4
»pre-rezistentni na ellipticin.

Proto byly mezi publikovanymi daty vyhledany geny, jejichz produkty ovliviuji
nebo jsou ovliviiovdny MYCN, a jejichZ exprese v rezistentni NB linii vici parentdlni linii
UKF-NB-4 byla signifikantné zménéna. Celkem bylo nalezeno 14 gen(, z nichz 4 se
nachdzely v oblastech chromosomd, které byly amplifikovany/deletovany v pribéhu 1.

U

faze kultivace UKF-NB-4 s ellipticinem za vzniku linie ,,pre-rezistentni” na ellipticin (FAK,
NAG, PPM1D, P-gp). U téchto genil je pozorovana v linii UKF-NB-4"" snizena exprese
v porovnani s parentdlni linii. (obr. 21 a tab. 4, str. 40) Tyto zmény jsou pro neuroblastom
velmi ptiznivé. Znamenaji lepsi odpovéd na lécbu (NAG) (Kaneko 2007), snizeni viability NB a
podporu apoptdzy (FAK) (Beierle 2007), snizeni bunécného rlistu (PPM1D) (Saito-Ohara 2003)
a snizeni efluxu xenobiotik z NB (P-gp). (De Cremoux 2007) Exprese téchto 4 genl vysoce
souvisi s expresi MYCN. NAG se nachazi, stejné jako MYCN, na kratkém raménku p24
chromosomu 2 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene), kde doslo béhem 1. faze kultivace UKF-NB-
4 s ellipticinem k deleci. (pro srovnani tab. 3, str. 34) MYCN piimo stimuluje expresi FAK
(Beierle 2007) a nepfimo expresi PPM1D. (Saito-Ohara 2003) U P-gp byla nalezena inverzni
korelace s expresi MYCN (Cremoux 2007), takZe delece 7921.12, kde se gen ABCB1 nachazi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), a shizena exprese P-gp, je pravdépodobné nezdvisld na

MYCN.
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vewvs

Pfi dlouhodobéjsi kultivaci ellipticinu v bunécné linii UKF-NB-4, tedy v ¢ase mezi

B - vEak

vznikem ,pre-rezistentni“ NB linie na ellipticin a linie rezistentni (UKF-NB-4
dochazi ke zméndm vice nepfiznivym, k amplifikaci a zvySené expresi MIF a CALR, a
zérovefi kdeleci a sni’ené expresi HDAC2 a NOTCH1 v UKF-NB-4" v porovnani
s parentalni linii. (obr. 21, str. 40) Zejména inhibi¢ni faktor migrace makrofagt (MIF)
mUlZe zpUsobovat vyznamné problémy v NB linii rezistentni na ellipticin. MIF totiZ
indukuje expresi MYCN a zvysuje hladinu proteinu MYCN, pokud je jeho hladina nizka, a
navic indukuje premisténi proteinu MYCN z cytoplazmy do jadra. (Ren 2004) MIF zaroven
zvysuje proliferaci bunék NB. Pfi jeho inhibici in vivo v bunikdch SK-N-DZ, které maiji
vysokou expresi MYCN, se zfetelné snizil objem nadoru. (Fan 2005 a 2006) (obr. 20) MIF
zaroven podporuje angiogenezi a metastazovani. (Ren 2006) Také dochazi k naruseni
zpétnovazebné autoregulace exprese MYCN, kterou fidi histondeacetylasa 2 (HDAC2).

B rezistentni

(Kim 2004) Vysledkem by mohla byt zvysena exprese MYCN v linii UKF-NB-4
na ellipticin v porovnani s , pre-rezistentni linii“. Na druhou stranu je pfi dlouhodobégjsi
kultivaci podpofena neurodiferenciace (Hsu 2006 a Chang 2010) zvySenou expresi
kalretikulinu (CALR) a sniZzenou expresi NOTCH1 v rezistentni linii na ellipticin vici
parentalni linii UKF-NB-4. (obr. 21 na nasledujici strané)

Na zaveér této kapitoly budou jesté zminény geny souvisejici s MYCN, u nichz pfi

vyvoji rezistence na ellipticin v linii UKF-NB-4 nedoslo ke genomovym zménam, ale byla

detekovana jejich snizend exprese v UKF- 1200 1
NB-4™" vii¢i parentalni linii. (obr. 21 na : T
1000 { | : transfekci aMIF | B »
nasledujici strané) Dochazi ke zvyseni pH .4
v 7 E MJ. * i
stresu v NB bunkach (MCT1) (Fang 2006), |E ]
g |
snizeni efluxu xenobiotik zNB (MRP1, |& &% 1
&
g
MRP4) (Norris 2005 a Henderson 2011), ale také |% 400/ -
4
k negativnim  procesim - invazi a ] 1
200 { I
o el .4
metastdzovani (CADM1) (Michels 2008), ! y 2 J—Y .
o e pde— & ¢—f—F—F
zvySeni proliferace (DKK1) (Koppen 2007 a I RRTINE O 0 (- ol | SR

Tringali 2012) a snizeni exprese MIRNA Obrdzek 20 — Ristové krivky bunék SK-N-DZ in

vivo, horni kfivka je kontrolni, spodni kfivky po
transfekci a(,,antisense“)MIF. upraveno
faktorem NB. (Lin 2010) podle (Ren 2006)

(DROSHA), cozi je nepfiznivym prognostickym
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Tabulka 4 — Geny, jejichz exprese souvisi s amplifikaci protoonkogenu MYCN v neuroblastomech.
V pravém sloupci jsou popsdny bunééné linie/nddory neuroblastomu, kde tato spojitost byla popsdna.
Reference jsou popsdny v textu u kaZzdého prislusného genu.

] bun&éné linie/nadory |

CADM1 CHP-134, CHP-901, CLB-GA, GI-C-IN-1, LA-N-1, LA-N-5, NB-13, NB-19,N206, NBL-S, NGP, NLF, SHEP, SINB-1, SINB-6, SINB-8, SINB-10,
SINB-1.2, SK-N-AS, SKN-BE (1n), SK-N-BE (2c), SK-N-FI, SMS-KAN, SMS-KCNR, STA-NB-3, STA-NB-8, STA-NB-9, STA-NB-10, STA-NB-1.2,
TR-14, UHG-NP
CALR 85 pacientu s neuroblastomem
DKK1 IMR-32, SHEP-21N
DROSHA 66 primérnich nadord od pacientt
FAK IMR-32, SK-N-AS
HDAC2 SK-N-SH, NLF, SHEP-21N
MCT1 SK-N-SH, CHP134, IMR-32, NGP
MIF SK-N-DZ, SK-N-SH
MRP1 209 pacientu s neuroblastomem
MRP4 209 pacientl s neuroblastomem
NAG 113 primdrnich nadord od pacientd
NOTCH1 85 pacientl s neuroblastomem
P-gp 29 pacientl s pokrocilym neuroblastomem
PPM1D KP-N-RT, KP-N-SIFA, KP-N-SILA, KP-N-YN, KP-N-YS, KP-N-AYR, KP-N-TK, KP-N-AY, MP-N-TS, KP-N-NY, KP-N-NH, MP-N-MS, SMS-KCN, SJ
N-KP, SK-N-SH, SK-N-DZ, IMR32, SMS-KAN, NB-1, SK-N-AS, CHP134, SMS-KCNR, GOTO, SJ-N-CG, RT-BMV-C6
1 inhibiéni faktor
1 - migrace makrofigh
- histondeacetylasa 2
0 z 1 1 1 L 1 1 1
¥ L] L] L] ¥ L) Ll 1
O A
LL
St
o ]
o
SJCADREI CAIR DEKKT DROSHA FAK HOACZ MACTI AMIF MAEFE MRS MYCN NAS NOTOHI Pgp PPMID

Obrdzek 21 - Rozdilnd exprese genii v UKF-NB-4

-130 +135 -116 167 212 108 202 +117 -162 135 -1.58 357 -203 103

ELLI e sp s e er ,
v porovndni s parentdlni linii, u kterych byla

nalezena spojitost s amplifikaci MYCN. Vyznaceny jsou jen signifikantni zmény log (FC).
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3.4. ZMENY EXPRESE APOPTOTICKYCH GENU VLINII UKF-NB-4*" VE

SROVNANI S PARENTALNI LINIi
V UKF-NB-4%"' jsou narugeny apoptotické drahy, vnéjéi (TNFR a FAS signalizace) a
vnitfni apoptotickd draha, coz bylo zjisténo pomoci analyzy DAVID, kdy byly geny se

' oproti parentalni UKF-NB-4

signifikantni zménou exprese v rezistentni linii UKF-NB-4
rozfazeny podle signalizaci, kterych se Ucastni. (Nature Protocols 2009)

Vnéjsi apoptoticka draha zacind navdzanim ligandu na TNF receptor nebo Fas
receptor. ,,MAP-kinase activating death domain“ (MADD) je adaptorovy protein, ktery
interaguje s TNF receptorem a aktivuje apoptotickou MAPK kaskadu. ,Fas associated
factor 1“ (FAF1) zase interaguje s Fas receptorem a také zprostifedkovava nebo iniciuje

L ve srovnani

apoptdzu. (Nature Protocols 2009) Exprese MADD i FAF1l je v UKF-NB-4
s parentalni linii snizena. Nejvyznaméjsi zmény v expresi byly pozorovany u protein(
Stépenych efektorovou kaspasou 3: ARHGDIB/G4-GDI, pRb, PARP, PRKDC/DNAPK,
DFFB/CAD a PAK2. Pouze exprese ARHGDIB a PARP je v UKF-NB-4®"' zvygena oproti
parentdlni linii, u ostatnich vySe zminénych gen( je sniZzena. (pRb, PRKDC, DFFB, PAK2)
(obr. 22, str. 43) Snizena exprese retinoblastomového proteinu (pRb) podporuje priichod
bunky G; fazi bunécného cyklu. (klener 2010) PARP1 byla jiz zminéna v kapitole 3. Je to
enzym ucastnici se oprav DNA mechanismem BER. ZvySena aktivita PARP je spojovana se
zvySenou rezistenci nadorovych bunék vici genotoxickému stresu. Inhibice PARP je
jednou z protinadorovych Iécebnych strategii a vede vSeobecné k senzitizaci nddorovych

Fy dalgich gend $tépenych

bunék vici terapii. (Klener 2010) Snizena exprese v UKF-NB-4
kaspasou 3 vede k naruseni oprav dvojvlaknovych zlomU v DNA (PRKDC) (Chakravarthy 1999)
a potlaceni fragmentace DNA (DFFB) (Judson 2000) Dale je potlatena apoptoticka

B U mitogen aktivovanych

signalizace sniZzenou expresi v rezistentni linii UKF-NB-4
proteinkinas (MAP3K1/MEKK, MAP3K7/TAK1). (obr. 22, str. 43) (Nature Protocols 2009) a U
ceramidkinasy. (Barth 2012)

Narusena je i vnitini apoptoticka draha. PredevsSim se jednd o proteiny z BCL2
rodiny, IAP/BIRP rodiny a antioxidanty v mitochondriich. ZBCL2 rodiny je vyznamna

'Y oproti parentaélni linii Bcl-2 a BAG1, které blokuji apoptdzu,

zvySena exprese v UKF-NB-4
a snizena exprese proteinu NOXA, ktery je naproti tomu proapoptoticky. Jen exprese

proapoptického proteinu BAD je zvysend. U protein( IAP/BIRP, blokatord kaspas (kKlener
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2010), byla pozorovana snizend exprese (IAP2, NAIP, BIRC6). Zaroven vzrostla exprese
hlavnich antioxidantd v mitochondriich superoxiddismutasy (SOD2) a peroxiredoxinu 5
(PRDXS5) (obr. 23, str. 43), které chrani bunku pred oxidativnim stresem a pfed apoptdzou.

(De Simoni 2008 a Cecere 2010) Bufika NB linie UKF-NB-4"!

je tak odolnéjsi vici oxidacnimu
stresu.
Pfi genotoxickém stresu DNA indukuji apoptdzu proteinkinasy ATM a ATR (Klener

ELLI

2010), jejichz exprese je vSak v rezistentni linii UKF-NB-4 ve srovnani s UKF-NB-4

snizena. (obr. 23, str. 43)

Apoptéza indukovand ellipticinem v linii UKF-NB-4™

je tedy velmi narusena
inhibici proapoptotickych, aktivaci antiapoptotickych faktor( a jiz nevykazuje znaky, které
jsou typické pro apoptdzu indukovanou ellipticinem. (viz kapitola 1.4.2.) Stale je vsSak

mozné v rezistentni linii UKF-NB-4"

najit nékteré proapoptotické faktory se zvysenou
expresi jako je mitogen aktivovana proteinkinasa 1 (MAPK1/ERK), endonukleasa G
(ENDOG), nebo jiz zminény protein BAD, ktery m(iZze aktivovat apoptdzu interakci
s antiapoptotickym Bcl-2. (obr. 23, str. 43)

SniZzena exprese je pozorovana v rezistentni linii ve srovnani s parentalni linii UKF-
NB-4 také u faktorl s antiapoptotickymi ucinky nebo téch, jejichz snizend exprese
podporuje apoptozu. Patfi mezi né SOX11, FAK, MRP1, ITPR1 (Jankowski 2006, Beierle 2007,
Henderson 2011 a Haug 2000) nékteré zvysuji hladinu antiapoptotického Bcl-2 (SNAI2, CAST)
(Vitali 2008 a Chetsawanga 2012) nebo snizuji hladinu proapoptotického Bax (BAXI, TRPC1)
(Dohm 2006 a Bollimunthaa 2006), dalsi chrani pred oxidativnim stresem (NQO1, BAXI, WDR26)
(Hyun 2012, Dohm 2006 a Zhao 2009), inhibuji komplement (MCP) (Ciasque 1996), aktivuji kaspasu
3 pfi inhibici (VPS41, WDR26, TRPC1) (Ruan 2010, Zhao 2009 a Bollimunthaa 2006) nebo snizuji
intracelularni pH pfi inhibici (MCT1) (Fang 2006). Antiapoptoticka funkce protein(
zminénych v tomto odstavci jiz byla popsana v NB bunécnych liniich. (tab. 5, str. 44)

Z protein(, o kterych bylo pojednano v predchozim odstavci, je velmi vyznamny
monokarboxylatovy transportér (MCT1), ktery exportuje zbunky monokarboxylové
kyseliny (napf. pyruvat, laktdt) symportem s protony. (Fang 2006) Pfi jeho 105x snizené

expresi by tedy mélo klesat intraceluldrni pH v UKF-NB-4°

v porovnani s linii UKF-NB-4.
V této linii byla navic zaznamendna zvysena exprese laktatdehydrogenasy (u isoformy

LDHB 15x, u LDHC 17x).
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Pfi nizkém pH vcytosolu klesa schopnost ellipticinu naruSovat oxidativni
fosforylaci v mitochondriich (Schwaller 1995) (exprese enzymU oxidativni fosforylace a

FlYy porovnéni s parentalni linii zvy$ena) (Prochdzka 2012) a hlavné

respirace je v UKF-NB-4
se snizujicim se pH pod fyziologické hodnoty klesa pocet aduktl tvorenych 13-
hydroxyellipticinem, protozZe se snizuje nukleofilita DNA potfebna k vazbé ellipticin-13-ylia

na aminoskupinu guanosinu. (Stiborovd 2012)
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Obrdzek 22 — Rozdilna exprese genii v linii UKF-NB- 4™ rezistentni na ellipticin v porovnadni s parentdlni
linii. Produkty téchto gentii se ucastni vnéjsi apoptotické signalizace. ARHGDIB, pRb, PARP, DNA-PK, DFFB

a PAK2 jsou stépeny kaspasou 3.
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Obrdzek 23 - Rozdilnd exprese genii v linii UKF-NB-4"" rezistentni na ellipticin v porovnani s parentdlni

linii. Produkty téchto geni se ucastni vnitini apoptotické signalizace.



Tabulka 5 — Antiapoptotické geny, jejichZ exprese se sniZila v rezistentni linii UKF-NB-4""' v porovndni

s parentdini linii UKF-NB-4. V pravém sloupci jsou popsdny bunééné linie/nddory neuroblastomu, kde
byla popsdna antiapoptotickd funkce proteini, které jsou kodovdny témito geny. Reference jsou
popsdny v textu u kaZdého prislusného genu.

| ; bunééné linie/nadory |

ABCC1/MRP1 SH-SY5Y, BE(2)-C, SH-EP
BAXI1/TEGT SH-SY5Y
BNIP3L Neuro2a
CAST SH-SY5Y
cD46/McCP IMR-32, SKN-SH
ITPR1 SH-SY5Y
MCT1/SLC16A1 IMR-32, Sk-N-SH, NGP, CHP134
NQO1 SH-SY5Y
PRKDC SH-SY5Y
PTK2/FAK SK-N-AS, SK-N-DZ, IMR-32, SK-N-BE(2)
SNAI2 SK-N-BE2c, SK-N-BE, SK-N-AS, SH-EP, KCNR, ACN, RN-GA, GI-CA-N, LAN-5, HTLA-230
SOX11 Neuro2a
TRPC1 SH-SY5Y
VPS41 SH-SY5Y
WDR26 SH-SY5Y

3.5. ZMENY EXPRESE GENU OVLIVNUJICICH NEURODIFERENCIACI V LINII
UKF-NB-4"" VE SROVNANI S PARENTALNI LINIi

Charakteristickym rysem nadorovych bunék je jejich nezralost/dediferenciace.
Bunécna diferenciace je postupny proces, ktery je zajistén souhrou mnoha signélnich
kaskad, Cinnosti rdznych transkripcnich faktorl a je zdvisly na podnétech z tkanového
mikroprostfedi. Progenitorova bunka, ktera vstoupi do diferenciacniho procesu, ztraci
schopnost automatické sebeobnovy a pocet mitdz je tedy od té doby omezen. V raném
stadiu diferenciace stoupd proliferace bunék, coz zajisti vysoky pocet terminalné

diferencovanych bunék, které se jiz nedéli (bunky v postmitotickém stadiu). (klener 2010 a

Koutecky 2004)

NB bunéind linie rezistentni na ellipticin UKF-NB-4™" vykazuje znaky
neurodiferenciace. Dochazi ke tvorbé neuritl (Prochdzka 2012) a je pozorovdna zvysena
exprese (v porovnani s parentalni linii UKF-NB-4) neurodiferenciacnich markeru (tab. 6 a
obr. 24, str. 45) ,microtubule-associated protein“ (MAP1A, MAP2), ,growth-associated
protein” (GAP43) a tubulinu B3 (TUBB3). (Szebenyi 2005, Chang 2010 a Suzuki 2010) Rust
axonu/neuritd podporuji v NB proteiny ALK4, ARPC3, BM88/CEND1, CADM1, CALR, GEM,
SOX11 a rist dendrita podporuje CLMN (Suzuki 2010, Jankowski 2006, Politis 2008, Michels 2008,
Hsu 2005, Leone 2001, Marzinke 2012 a Haque 2004). Exprese tfi z vySe uvedenych genu se v UKF-

NB-4™" v porovnani s parentalni linii zvydila (ARPC3, BM88, CALR) a u péti daldich se
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exprese naopak snizila (ALK4, CADM1, GEM, SOX11, CLMN). (obr. 24, str. 45) Tvorbu
neuritl v NB inhibuje NOTCH1 a DVL1 (Chang 2010 a Fujimuraa 2009), exprese téchto protein(
byla v UKF-NB-4" sniZena. (obr. 24, str. 45)

Diferenciace v NB vsak neni Uplna, coZ potvrzuji expresni data kolagenu | (COL1A)
a jeho ,chaperonu” Hsp47 a také c-FOS. (obr. 24., str. 45) COL1A a c-FOS jsou totiz
spojovany s diferencovanym stadiem NB. (Yang 2004 a Rudie 2001) Diferenciaci u NB naopak
inhibuji cyklin D1 (CCND1) a ceramidkinasa (CERK) (Molenaar 2008 a Murakami 2010), které

ELLI

vSak maji v rezistentni linii UKF-NB-4" v porovnani s parentalni linii snizenou expresi.

(obr. 24)
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Obrézek 24 — Zménénd exprese genii v linii UKF-NB-4""

jejichZ produkty ovlivriuji neurodiferenciaci.

rezistentni na ellipticin oproti parentdlni linii,

Tabulka 6 — Geny, jejichZ produkty byly popsdny v primdrni literatufe v souvislosti s diferenciaci v
neuroblastomech. V pravém sloupci jsou uvedeny neuroblastomy, kde byla funkce proteinu popsdna.

| . bunééné linie/nadory |

ACVR1B/ SK-N-SH-N
ALK4
ARPC3 Neuro2a
BM88/CEND1 Neuro2a
CADM1/IGSF4 CHP-134, CHP-901, CHP-902R, CLB-GA, GI-C-IN, IMR-32, LA-N-1, LA-N-2, N206, NBL-S, NGP, NLF, NMB, SH-SY5Y, SH-SY5Y TrkA,
SINB-1, SINB-8, SINB-12, SK-NAS, SMS-KAN, SMS-KCNR, STA-NB-1.2.
CALR 68 pacientli s NB
CCND1 88 pacientli s NB, primarni nador
CERK SH-SYSY
CLMN Neuro2a
COL1A1 NBL-W-S
DVL1 C1300
FOS NBP,
GEM SH-SY5Y, N1E-115
Hsp47/SERPINH NBL-W-S
NOTCH1 SH-SY5Y
SOX11 Neuro2a
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Deregulace kaskad jako je signalni drdaha NOTCH, WNT-B-katenin, ,Hedgehog”
(HH) nebo ,transforming growth factor” B (TGFB) se podili na nekonecné sebeobnové a
poruchach diferenciace nadorovych kmenovych bunék. (klener 2010) Pomoci analyzy
,Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery“ (DAVID) byly geny se
signifikantni zménou v expresi v rezistentni linii na ellipticin vici parentalni linii UKF-NB-4
roziazeny podle signalizaci (Nature Protocols 2009) a bylo zji$téno, 7e v UKF-NB-4"' doslo
k snizeni exprese gen( vSech Ctyr vySe zminénych signdlnich kaskad. (obr. 25-28, str. 47)

NOTCH signalizace (obr. 25, str. 47) je nepfiznivym prognostickym znakem NB,
zvlasté pokud se jedna o expresi NOTCH1. Byla dokonce nalezena inverzni korelace mezi
expresi NOTCH1 a CALR, GAP43 a MAP2, podporujicich neurodiferenciaci. (Lahousse 2006)
NOTCH signalizace hraje vyznamnou roli v embryogenezi. Bylo zjisténo, Ze v NB blokuje
neuronalni diferenciaci a tvorbu neurit(. (Chang 2010)

»,Hedgehog” (HH) signalizace (obr. 26, str. 47) hraje vyznamnou roli pfi
embryondlnim vyvoji neuralni listy, ze které NB vznika. (Brodeur 2003) U nador(i dochazi
k aberantni reaktivaci této signalizace. (Klener 2010) Aktivace HH v NB narozdil od jinych
nadord vyvolad diferenciaci a je spojovdna s pfiznivym vyvojem onemocnéni, protoze
exprese gend PTCH a SMO negativné koreluje s MYCN amplifikaci. (Souzaki 2010 a Shahi 2008)

,Transforming growth factor B“ (TGFB) signalizace (obr. 27, str. 47) se podili
nejen na embryogenezi a morfogenezi, ale i na diferenciaci, motilité, proliferaci a
apoptoze. V normalnich tkanich ma tato signalizace silné antiproliferacni uc¢inky, u mnoha
nador( viak vede k agresivnimu a nediferencovanému fenotypu. (klener 2010)

WNT-B-katenin signalizace (obr. 28, str. 47) je nezbytnd pro spravny prabéh
embryogeneze a morfogeneze. Ligandy Wnt se vazi na receptory z rodiny ,frizzled” (FZD),
signal pak prenasi proteiny dishevelled (DVL), poté dojde k transkripci cilovych gent
(MYC, cyklin D1) pomoci transkripénich faktor( regulovanych B-kateninem. Stejné jako

NOTCH signalizace udrzuje WNT-B-katenin signalizace bunky v nediferencovaném stavu.
(Klener 2010)
Inhibitory téchto Ctyr signalnich drah jsou vyuzivany v protinadorové |écbé. (klener

2010) V NB linii rezistentni na ellipticin UKF-NB-4*"

jsou tyto drahy potlaceny, coz
podporuje diferencovany fenotyp. Jedinou vyjimkou je HH signalizace, kterd podporuje

diferenciaci v NB pfi aktivaci. (Souzaki 2010)
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Obrdzek 25 - Rozdilna exprese genii v linii

UKF-NB-4"' v porovndni s parentdini linii.

Produkty téchto gentii se ucastni NOTCH
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Obrdzek 26 — Rozdilnd exprese gent v linii
UKF-NB-4™' v porovndni s parentdlni linii.
Produkty téchto genii se ucastni ,Hedgehog”
signalizace.
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Obrdzek 27 — Rozdilnd exprese genii v linii UKF-NB-4

genii se ucastni TGF-6 signalizace.
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Obrazek 28 — Rozdilnda exprese gend v linii UKF-NB-4
gend se ucastni Wnt-8-katenin signalizace.
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3.6. ZMENY VEXPRESI GENU OVLIVNUJiICiCH BUNECNY CYKLUS A
PROLIFERACI V LINII UKF-NB-4""' VE SROVNANI S PARENTALNI LINIi

V linii UKF-NB-4®"" rezistentni na ellipticin dochazi ke zménam v expresi gend
ovliviujicich bunécny cyklus a proliferaci ve srovnani s parentalni linii UKF-NB-4.

V neuroblastomové linii UKF-NB-4"' byly pozorovany zésadni zmény exprese
cyklinu D1 (CCND1), retinoblastomového proteinu (pRb) a CDC6 (cell division cycle 6).
V porovndni s parentdini linii byly exprese téchto proteinl snizeny. (obr. 29) Cyklin D1 je
nepfiznivym prognostickym faktorem neuroblastomu a jeho exprese byva
v neuroblastomech zvySena. Umoziuje bunce vstup z G; do S faze a v komplexu s cyklin
dependentni kinasou fosforyluje retinoblastomovy protein. (Georgopoulou 2006 a Molenaar
2008) Exprese CDC6 je také obecné v neuroblastomech zvysena, protozZe hraje zasadni roli
pfi iniciaci replikace. (Feng 2008) Exprese téchto proteinu je regulovana BM88 a kalminem
(CLMN), které snizuji expresi cyklinu D1 a zvySuji hladinu nefosforylovaného
retinoblastomového proteinu, ¢imz zastavuji bunécny cyklus a stimuluji diferenciaci
buriky. (Politis 2008 a Marzinke 2012) V NB linii rezistentni na ellipticin byla dale pozorovana
snizena exprese (v porovnani s parentalni linii) u protein( inhibujicich bunécny rast. (obr.
29) Patfi mezi né osteonektin (SPARC) (Chlenski 2002), trombospondin (TSP1) (Yang 2003) a

rastovy faktor fibroblastl (bFGF). (Smits 2000)
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Obrdzek 29 — Zménénd exprese genii v linii UKF-NB-4"" rezistentni na ellipticin v porovnadni s parentdlni

linii UKF-NB-4, jejichZ produkty ovliviiuji bunécny cyklus a proliferaci.
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SniZzend exprese v rezistentni linii na ellipticin proti parentalni linii UKF-NB-4 byla
pozorovana u proteinu, které stimuluji proliferaci a zvysuji tedy i agresivitu nadoru. (obr.
29, str. 48) Mezi né patfi histon (lysin)methyltransferasa (MMSET) (Hudlebusch 2011),
PPM1D (Saito-Ohara 2003), SKP2 (Muth 2010) a centromerovy protein E (CENPE) (Balamuth

2010). MIF stimuluje v NB proliferaci (Ren 2006) a jeho exprese je v UKF-NB-4""

naopak
zvysena.

Wnt-B-katenin signalizace zajistuje rychlejsi prechod bunék zG; do Sfaze
bunécného cyklu a hraje zasadni roli v predmigrac¢nim vyvoji neurdlni listy. (Tringali 2012 a

Y oproti parentalini linii

Koppen 2007) Exprese gen( této signalizace je v linii UKF-NB-4
snizena. (viz kap. 3.5.)

Vyznamna je také zvySend exprese peptidového hormonu somatostatinu
v rezistentni linii UKF-NB-4®""' v porovnani s parentalni linii. (obr. 29, str. 48)
Neuroblastomy vysokého rizika (high risk neuroblastoma) totiz somatostatin neprodukuji.
(Georgantzi 2011)

Funkce vsech protein( v regulaci bunécéného cyklu a proliferace zminénych v této

kapitole byla popséana v rtiznych typech neuroblastomdl. (tab. 7) V linii UKF-NB-4""

podle
uvedenych expresnich dat tedy dochazi k deregulaci exprese proteinl ovliviiujicich
bunécny cyklus, ke snizeni exprese protein( inhibujicich proliferaci, ale také ke snizeni
exprese proteinl stimulujicich bunécny rast. Velmi pfiznivé je, Ze v rezistentni linii dochazi

oproti parentalni linii ke zvySeni exprese somatostatinu, zménéna exprese

Tabulka 7 — Geny, kédujici proteiny, které maji vliv na bunécény cyklus a proliferaci v NB. V druhém
sloupci jsou popsdny bunééné linie/nddory neuroblastomu, kde tato spojitost byla popsdna. Reference
jsou popsdny v textu u kaZzdého pfislusného genu.

somatostatinovych receptort vsak nebyla detekovana.

I Y

bFGF SK-N-MC
BM88 Neuro2a
CCND1 88 pacientu s neuroblastomem
CDC6 LA-N-2, CHLA255
CENPE SK-N-AS, NGP
CLMN Neuro2a
MIF SK-N-DZ, Neuro2a
MMSET SH-SY5Y, SK-N-BE2
PPM1D 32 neuroblastom z pacient(
PRb 88 pacientl s neuroblastomem
SKP2 SK-N-SH, SH-EP, IMR-32, IMR5-75, Kelly, SH-SY5Y, BE(2)-C,SH-EP-E2F1, Tet21N
SPARC SMS-KCNR, NBL-S, NBL-W-N, NBL-W-S, LA1-55N, LA1-5S, SH-SY5Y, SH-EP
TSP1 SK-N-SH, SMS-KCNR, NMB, IMR-5, NBL-S, SK-N-BE(1), SK-N-BE(2), NGP, NBL-W-N, NBL-W-S, LA1-55n, LA1-5s, SH-SY5Y, SH-EP
SST 11 pacientd klinickych stadii Il-IV

49



3.7. ZMENY EXPRESE GENU REGULUJICICH ANGIOGENEZI A
METASTAZOVANI V LINII UKF-NB-4™"' VE SROVNANIi S PARENTALNI LINIi

Procesy angiogeneze, invazivita a metastazovani, které pfispivaji k Siteni nadoru,
jsou typickym znakem pokrocilych malignich nador(. (klener 2010) Lidska neuroblastomova
bunécna linie UKF-NB-4 byla zaloZzena z metastaz v kostni dreni, jedna se tedy o velmi
agresivni nadorovou linii. (Poljakovd 2009) PFi vyvoji rezistence na ellipticin v linii UKF-NB-4
doslo ke zméné v expresi mnoha genl, které ovliviiuji vySe zminéné procesy.

V NB linii rezistentni na ellipticin v porovnani s parentalni linii je pozorovana
snizend exprese inhibitor( angiogeneze (obr. 30, str. 51) trombospondinu (TSP1) (vang
2003), osteonektinu (SPARC) (Chlenski 2002), tkafiového inhibitoru metaloproteasy 2 (TIMP2)
a kolagenu XVIII (COL18A), jehoZz Stépnym produktem je endostatin. (klener 2012)
Vyznamna je zvlasté snizend exprese TSP1, ktery patfi mezi nejdéle znamé pfirozené
inhibitory angiogeneze, a jeho funkce byla potvrzena i v liniich neuroblastomu. (Yang 2003)

ELLI

ZvySenou expresi v UKF-NB-4" vUic¢i UKF-NB-4 ma naopak proangiogenni faktor NB MIF.

(Ren 2004) (obr. 30, str. 51) Pfi vyvoji rezistence tedy dosSlo k podpore angiogeneze
snizenim exprese antiangiogennich faktord a zvy$enim exprese MIF v UKF-NB-4"
v porovnani s parentalni linii. V rezistentni linii ale také dochazi k naruseni mechanism(
funkéniho dozravani cév. Kalretikulin, ktery ma zvySenou expresi v rezistentni vuci
parentalni linii UKF-NB-4 (obr. 30, str. 51), inhibuje rist bunék endotelu (Hsu 2005) a
naopak snizend exprese proangiogennich faktorl (obr. 30, str. 51), mezi které patfi
bazicky rlstovy faktor pro fibroblasty (bFGF) nebo ristovy faktor PDGFC, narusuje

ELLI

integritu cév. (klener 2010) Buriky linie UKF-NB-4""" jsou tedy schopné tvofit de novo velmi

nevyzrdlé cévy, takze populace nadorovych neuroblastomovych bunék bude pfi vyvoji

rezistence na ellipticin v hypoxickych podminkach. Bufiky UKF-NB-4"

maji na druhou
stranu lepsi prilezitost k invazi porusenym endotelem kapilar do krevniho recisté a k
metastazovani v okolnich tkanich.

Jednim z prvnich a nejduleZitéjSich krokl metastatické kaskddy je ztrata
mezibunécné interakce a interakce bunka-ECM. (Lammens 2012) Jiz v préci Prochdzky a kol.
byla prokadzadna sniZzena exprese neuronalni molekuly bunécné adheze (NCAM/CD56)

v UKF-NB-4%"' vii¢i UKF-NB-4, co? podporuje metastazovani a transendotelidlni penetraci.

(Prochdzka 2012) Podle ,,microarray” profilu je v rezistentni linii ve srovnani s parentalni linii

50



snizena exprese dalsi molekuly bunécné adheze (CADM1) (obr. 30), kterd pravé pfti nizké
expresi zvysuje invazivitu neuroblastom( (Michels 2008), a N-kadherin (CDH2). (obr. 30)
Obecné je exprese CDH2 spojovdna s malignéjsim fenotypem nadord, ale neddvno bylo
publikovano, Ze naopak exprese CDH2 v NB znamena lepsi progndzu. Snizend exprese
CDH2 je pozorovana u pacientli s NB s metastdzami. (Lammens 2012) Znovu je tfeba na
tomto misté zminit protein MIF, ktery zvySuje metastaticky potencial u neuroblastomui
(Ren 2006) a jeho exprese je v linii rezistentni k ellipticinu zvySena. (obr. 30) Po ztraté
bunécné adheze projde burika preménou EMT. Exprese mezenchymadlniho markeru

ELLI

vimentinu (VIM) (klener 2010) je vSak v UKF-NB-4""" rezistentni na ellipticin vic¢i UKF-NB-4

snizena. (obr. 30) Vtabulce 8 jsou zminény geny, jejichz funkce v angiogenezi a
metastdzovani jiz byla popsana v neuroblastomech.

Tabulka 8 — Geny, kédujici proteiny, které maji vliv angiogenezi a metastdzovdni v NB. V druhém sloupci
jsou popsdny bunééné linie/nddory neuroblastomu, kde tato spojitost byla popsdna. Reference jsou
popsdny v textu u kaZzdého prislusného genu.

__ bunééné linie/nadory |

CADM1 CHP-134, CHP-901, CLB-GA, GI-C-IN-1, LA-N-1, LA-N-5, NB-13, NB-19,N206, NBL-S, NGP, NLF, SHEP, SINB-1, SINB-6, SINB-8,
SINB-10, SJNB-1.2, SK-N-AS, SKN-BE (1n), SK-N-BE (2c), SK-N-FI, SMS-KAN, SMS-KCNR, STA-NB-3, STA-NB-8, STA-NB-9, STA-NB-10,
STA-NB-1.2, TR-14, UHG-NP
CALR 68 pacientl s neuroblastomem
CDH2 10 bunéénych linii a 356 pacientl
s neuroblastomem
MIF SK-N-DZ, SK-N-SH
SPARC SMS-KCNR, NBL-S, NBL-W-N, NBL-W-S, LA1-55N, LA1-5S, SH-SY5Y, SH-EP
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Obrdzek 30 — Zménénd exprese genii v linii UKF-NB-4 " rezistentni na ellipticin oproti parentdlni linii,
které kdduji proteiny ovliviiujici angiogenezi, invazivitu a metastdzovani.
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4. ZAVER

Z téchto vysledkd vyplyva, Ze rezistence vici ellipticinu neuroblastomové bunécné
linie UKF-NB-4"" je multifaktorialni. Je dileZité poznamenat, 7e predkladand expresni
data se tykaji urovné transkriptu genu, tedy hladiny prislusSné mRNA. Skutecna hladina
proteinu v burice se tak muze signifikantné lisit. Dale se jedna o pozorovani in vitro, takze
nedochazi k interakci s nadorovym mikroprostfedim in vivo. Vysledky bakalarské prace
tedy predkladaji sice schematicky, ale hlavné komplexni pohled na mechanismy

ELLI

rezistence na ellipticin v UKF-NB-4""". Jedna se predevsim o tyto pficiny:

ELLI

Ellipticin neni vyluéovan z bunék linie UKF-NB-4™, ale je transportovan zjadra a

sekvestrovan v intracelularnich kompartmentech.

ELLI

Exprese ABC transportérd se v linii UKF-NB-4""" v porovnani s parentaini linii UKF-

NB-4 snizila, u P-gp dokonce 107x. Eflux ellipticinu z bunék linie UKF-NB-4"

tedy neni
hlavni mechanismem rezistence. Dochazi ale ke zvySeni exprese LRP, hlavni slozky
molekuldrnich ,trezor(”, které mohou transportovat ellipticin zjadra, mista
cytotoxického ucinku. V cytoplazmé dochazi kintraceluldarni kompartmentalizaci a
sekvestraci ellipticinu také pomoci V-ATPas.

Exprese enzymU metabolizujicich ellipticin je v linii UKF-NB-4™" vagi parentalni linii UKF-
NB-4 nezménéna. Exprese cytochromu bs, ktery zvySuje cytotoxicitu ellipticinu, se ale
zvysila 22x.

Hladina transkriptu (detekovand metodou DNA , microarray”) cytochrom( P450,
peroxidas, sulfotransferas, N,O-acetyltransferas a POR zustala v linii UKF-NB-4"
v porovnani s linii UKF-NB-4 nezménéna. Pomoci qRT-PCR vsak byla zaznamenana zvysena
exprese CYP3A4 a COX-1, které aktivuji ellipticin na cytotoxické metabolity. Specifitu
hydroxylace ellipticinu a jeho ucinnost zvySuje cytochrom bs. Velmi dllezité je tedy

' hedochazi k potlageni enzymatické

zjisténi, ze v linii rezistentni na ellipticin UKF-NB-4
aktivace ellipticinu, ktery pak tvofi cytotoxické adukty s DNA. Ty ale mohou byt vystépeny
»exciznimi“ opravnymi mechanismy. Exprese enzymu opravujicich DNA pomoci NER a BER
je v linii UKF-NB-4""" v{¢i linii UKF-NB-4 zvy3ena. S rezistenci na protinadorova lé¢iva je

spojovana hlavné poly(ADP-ribosa)polymerasa 1 (PARP1), jejiz exprese se zvysila 10x.
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Exprese topoisomerasy Il, jednoho z cili cytotoxického ucinku ellipticinu, se v linii UKF-
NB-4"""' v porovnani s linii UKF-NB-4 signifikantné snizila.

Exprese topoisomerasy | (TOP1) se snizila 245x, TOP2A 100x a u TOP2B 19x.
SniZuje se tedy ucinnost ellipticinu jako inhibitoru topoisomerasy Il. Pozitivni vsak je, Ze
exprese enzymil opravujicich dvojvlaknové zlomy v DNA je v rezistentni linii UKF-NB-4%"
oproti linii UKF-NB-4 sniZzena. Stejné tak je snizena exprese enzymu (ATM, ATR), které
upozornuji na genotoxicky stres.

Exprese protoonkogenu MYCN se v linii UKF-NB-4"" viiéi linii UKF-NB-4 sice sniZila, pfi
dlouhodobé kultivaci ellipticinu v linii UKF-NB-4 ale doslo k naruSeni zpétnovazebné
autoregulace exprese MYCN a translokaci proteinu MYCN zpét do jadra.

MYCN je nezavisly nepfiznivy  prognosticky faktor  neuroblastom.

Histondeacetylasa 2 (HDAC2), jejiz exprese v linii UKF-NB-45

v porovnani s linii UKF-NB-4
je snizena, se podili na represi exprese MYCN, pokud je hladina transkriptu MYCN
zvysena. Na druhou stranu pfi nizké hladiné HDAC jsou histony acetylovany — a DNA je
»odkryta” pro reaktivni formy ellipticinu. Inhibi¢ni faktor migrace makrofagld MIF nejen
premistuje protein MYCN zpét do jadra, kde MYCN plsobi jako transkripéni faktor, ale
také indukuje expresi genu MYCN. Exprese MIF je v linii UKF-NB-4%"' va¢i UKF-NB-4

zvySena 15x.

V neuroblastomové linii rezistentni na ellipticin UKF-NB-4""" dochazi ke snizeni
apoptadzy indukované ellipticinem a ke snizeni proliferace. Zaroven bunky linie UKF-NB-
4™ gasteéné diferencuji.

Predevsim se jednd o zvySenou hladinu antiapoptickych protein( Bcl-2 a BAG1

ELLI

v linii rezistentni (UKF-NB-4"") oproti parentalni (UKF-NB-4) a také o zvySenou expresi

superoxiddismutasy (19x) a peroxiredoxinu (19x), hlavnich antioxidantl v mitochondriich.
Proliferace je potlatena snizenou expresi cyklinu D1 (21x) a CDC6 (34x) v linii UKF-NB-4™
vuci linii UKF-NB-4 a zvySenou expresi hormonu somatostatinu — (15136x), ¢imz burky
neuroblastomu ziskavaji prostor pro diferenciaci, coz je prokazano nejen rlstem neurit( a

expresi neurodiferenciacnich markerd, ale i snizenou expresi genu, které kéduji proteiny

signalizaci NOTCH, WNT-B-katenin a TGFp.
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Nizké intracelularni pH v linii UKF-NB-4%"'

sniZuje cytotoxicitu ellipticinu.

Jiz vyslo mnoho praci o dudlni fluorescenci ellipticinu v zavislosti na tom, jestli je
ellipticin na dusiku N(2) protonovan. Stim souvisi cytotoxické mechanismy ucinku
ellipticinu. Pfi nizkém intracelularnim pH se ellipticin stava permanentnim kationtem jako
napf. ellipticinium, ktery je methylovan pravé v poloze N(2). S nizkym pH klesa schopnost
ellipticinu tvofit adukty s DNA, odprahovat oxidativni fosforylaci v mitochondriich a na
schopnosti ellipticinu tvofit neutrdini formu a formu kationtu je pravdépodobné zaloZzena

i interakce ellipticinu s topoisomerasou II. O nizkém pH v linii UKF-NB-4""

svédci nepfimé
dlkazy — jako je 105x sniZzena exprese MCT1 a zvySena exprese LDHB/C v porovnani

s parentalni linii UKF-NB-4.

Linie UKF-NB-4%" rezistentni na ellipticin indukuje angiogenezi, je vice invazivni a ma
vyssi metastaticky potencial nez parentalni linie UKF-NB-4.

Angiogeneze a metastazovani jsou potenciovany jiz zminénym proteinem MIF.
V linii UKF-NB-4™" oproti linii UKF-NB-4 ziroveri dochazi ke snizeni exprese inhibitord
angiogeneze (TSP1, TIMP2, COL18A) a naruseni mechanismi funkéniho dozravani cév.

ELLI

Metastaticky potencial bunék linie UKF-NB-4"" je posilen snizenou expresi adhezivnich

molekul v porovnani s parentalni linii UKF-NB-4 (NCAM/CD56, CADM1 a N-kadherin).
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