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Abstrakt

Neuroblastom je nejcastéjsi extrakranidlni solidni nador u déti. I pres velky pokrok
moderni klinické mediciny, nékteré formy neuroblastomi jsou stale obtizné 1é¢itelné. Tato
prace se zabyva sledovanim mechanismii ptisobeni inhibitord histondeacetylas (HDAC) na
neuroblastomové buné¢né linie. Inhibitory HDAC mohou ptispét k regresi naddorovych
bunék ovlivnénim struktury chromatinu a tim zvySenim exprese dilezitych tumor
supresorovych genu. Tyto geny mimo jiné aktivuji apoptotické drahy, které mohou byt i
nezavislé na caspasach. Uginnost pouzitych inhibitort HDAC jsme sledovali jak za
standardnich podminek, tak i v hypoxii (1 % O,). Neadekvatni z&sobeni nadorového
loZiska kyslikem je pro tumory charakteristické a mizZe se podilet na chemorezistenci. U
hypoxii indukované chemorezistence nadorovych bunék se piedpoklada vliv HIF-la.
Nekteré inhibitory HDAC snizuji v hypoxii mnozstvi HIF-1a a tim aktivitu transkripéniho
faktoru HIF. Prvni ¢ast predkladané prace se zabyvd nalezenim vhodného
experimentalniho  uspotfadani sledovani indukce bunétné smrti u lidskych
neuroblastomovych buné¢nych linii SK-N-AS a UKF-NB-3. Nasleduje studium vlivu
kultivacnich podminek (standardnich; hypoxickych, 1 % O;) na indukci bunééné smrti
cisplatinou, kyselinou valproovou, trichostatinem A a butyratem sodnym u téchto
bunéénych linii. V experimentech bylo zjisténo, ze indukovand bunétna smrt kyselinou
valproovou mize probihat za danych podminek nezavisle na aktivovanych caspasach.
Nebylo zatim jednozna¢né prokazano, Zze takto indukovand apoptéza probihd diky

translokaci AIF do buné¢ného jadra.



Abstract

Neuroblastoma is the most common extracranial solid tumor that occurs during
infancy. Despite the great progress has been made in contemporary clinic medicine some
forms of neuroblastoma disease are still found very difficult to treat . This work focuses on
the effects of histone deacetylase inhibitors (HDAC) in the neuroblastoma cell lines. It is
known that HDAC inhibitors may contribute to recurrence of the tumor cells by affecting
the chromatin structure and thus increase the expression of critical tumor suppressor genes.
These genes activate apoptotic pathways that may even be independent of caspases. We
observed the efficiency of used HDAC inhibitors as under standard conditions an in
hypoxia (1 % O). Inadequate amount of oxygen supply is one of the characteristic features
of tumors and it also may contribute to chemoresistance. With the hypoxia-induced
chemoresistance of tumor cells, the influence of HIF-1a is expected. Some HDAC
inhibitors reduce the amount of HIF-1a in hypoxia and thus HIF transcription factor
activity. Thus, the first part of this study is concerned with the acquisition of suitable
experimental arrangement for the monitoring of induction of cellular death in human
neuroblastoma cell lines SK-N-AS and UKF-NB-3. Secondly, this paper provides the
evaluation of the influence of culture conditions (standard; hypoxic, 1% O,) on the
induction of cell death by cisplatin, valproic acid, trichostatin A and sodium butyrate in
these cell lines. In the following experiments it was found, that cellular death induced by
valproic acid under the given conditions can occur independently of the activated caspases.
However, it was not absolutely proved that this apoptosis is induced by AIF translocation
to the cell nucleus.

(In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

5-FU fluorouracil

AA mix akrylamidovy mix

AlF apoptdzu indukujici faktor

ALK »anaplastic lymphoma“ kinasa
Apaf-1 »apoptotic protease-activating* faktor 1
APO-1 apolipoprotein Al

APS amonium peroxodisulfat

atg 8 »autophagy-related protein 8

ATP adenosintrifosfat

Bak ,,Bcl-2 homologous antagonist/killer
Bax ,,Bcl-2 associated X*

Bcl-2 ,,B cell lymphoma-2

Bid ,,BH3 interacting domain death agonist*
BSA sérovy hovézi albumin

calpain ,calcium-activated neutral* proteasa
CAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CBP CREB vazajici protein

CD 30 ,,cluster of differentiation 30

CD 40 ,,cluster of differentiation 40

CD 95 ,cluster of differentiation 95

CDDP cisplatina

c—FLIP FLICE inhibi¢ni protein

CNS centralni nervova soustava

CREB ,.,CAMP response element-binding* faktor
cyto ¢ cytochrom ¢

DEVD-pNA Ac-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilin
DISC ,»death-inducing® signalni komplex
DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiothreitol

EFG-R endotelidlni ristovy faktor - receptor
EGF epidermalni rlistovy faktor

eNOS endotelialni NO synthasa

-7-


http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_adenosine_monophosphate

erb/B
FADD
FasL
FBS
FGF1
FITC
FLICE
GADPH
HAT
HDAC
HIF

Hoechst

HRP
HtrA2/Omi
| - typ
IAP
1Cso
IMDM
INSS
LC3
LiCl
MDR1
MRP
MTT

N —typ
NaB
NADH
N-myc
NSCLC
PARP
PBS

pH

»erythroblastic leukemia viral* onkogenni homolog
,,Fas-associating death” doména

Fas ligand

fetalni hovézi sérum

fibroblastovy rastovy faktor 1

fluorescein isothiokyanéat

caspasa-8

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
histonacetyltransferasa

histondeacetylasa

,hypoxia-inducible* faktor
2'-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5’-bi-1H-
benzimidazol trihydrochlorid hydrat, bisBenzimid

kfenova peroxidasa

,,Omi/high temperature requirement A2

Lintermediate* prekurzor

»inhibitors of apoptosis* protein

koncentrace latky zptsobujici padesatiprocentni umrtnost bunék
,Iscove’s modified Dulbecco’s* médium

LInternational Neuroblastoma Staging System*
,microtubule-associated* protein 1 lehky fetézec 3

chlorid litny

,multidrug resistance 1 gen
,multidrug-resistance-associated protein
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromid
,heuroblastic* neuroendokrinni prekurzor

butyrat sodny

nikotinamid adenindinukleotid

,,myelocytomatosis viral related, neuroblastoma derived gen
bunécnd linie nemalobunééného karcinomu plic

poly (ADP-ribosa) polymerasa

sodny fosfatovy pufr s obsahem NaCl

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace H* iontd



PHD ,prolyl hydroxylase® doména

Pl propidium jodid

pRb retinoblastomovy protein

pVHL ,von Hippel — Lindau* tumor supresorovy protein

RNA ribonukleovéa kyselina

ROS Lreactive oxygen species™

S—typ »Schwannian® melanoblasticky prekurzor

SDS dodecylsulfat sodny

Smac/DIABLO ,second mitochondria-derived activator of caspases/direct 1AP

binding protein with low PI*

tBid ,transduced* Bid

TEMED 1,2-bis (dimethylamino) ethan

TGFa transformujici rastovy faktor alfa

TGFp transformujici rastovy faktor 3

TNF tumor nekrotizujici faktor

TRADD TNF receptor ,.type 1-associated death domain*

TRAIL ., TNF-related apoptosis-inducing® ligand

Tris 1,1,1-tris (hydroxymethyl) aminomethan

TSA trichostatin A

TUNEL terminalni deoxynukleotidyl transferasa dUTP ,,nick end labeling*
TWEEN 20 polyoxyethylensorbitanmonolaurat

UTP uridintrifosfat

VEGF endotelidlni rastovy faktor

VPA kyselina valproova

Z-VAD-fmk N-benzyloxycarbony-Val-Ala-Asp (O-methyl)-fluoromethylketon
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1. Uvod

NS 24

mediciny. Kazdy tieti obyvatel Ceské republiky onemocni a kazdy &tvrty v dusledku
nadorového onemocnéni umira [1]. Vyznamnymi faktory, které se podileji na vyssi
incidenci nadorovych onemocnéni jsou soucasny zivotni styl (koufeni, konzumace
alkoholu, vyziva - nadbytek kalorii a tukil, nedostatek vlakniny, obezita) a prodluzujici se
délka zivota lidi. Nador, tumor, neoplazma ¢i novotvar je abnormalni tkan, tvofena
buikami, se schopnosti autonomniho riistu a neomezené proliferace. Pies znacnou
heterogenitu nadorovych onemocnéni byl identifikovin pomérné maly pocet
molekuldrnich, biochemickych a bunéénych zmén, které jsou spole¢né pro vétsSinu
nadorovych onemocnéni. Jednd se o sobéstacnost v rustovych signalech, necitlivost
k antiproliferacnim signalim, rezistenci k apoptdze, neomezeny replika¢ni potencial,
angiogenezi, invazivitu a metastazovani.

Aby se znormalni bunky stala bunika nadorova, je potieba souhry postupné
ziskavanych genetickych chyb najednou. Proces onkogenni transformace (kancerogeneze)
je nékolikastupiiovy, zahrnuje faze iniciace, promoce a progrese. Predpoklada se, ze
k rozvoji maligniho fenotypu u lidi je nezbytnd kumulace &ty az osmi rtznych
genetickych ¢i epigenetickych zmén [2].

Mezi faktory, které poskozuji deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a jsou pfic¢inou
vzniku nadort nebo zvysuji riziko jejich vzniku, patii fyzikalni vlivy (mechanické faktory,
ultrafialové zateni, rentgenové a ionizujici zafeni) a chemické kancerogeny. Ty mohou byt
genotoxické (primarné poSkozujici DNA; sekundarné¢ poskozujici DNA - po nasledné
biotransformaci) ¢i epigenetické, které s DNA nereaguji piimo. Existuji i biologicka
infek¢éni agens, ktera se podili na transformaci v nadorové buiiky. Jsou to napiiklad
onkoviry jako lidsky papilomavirus, virus hepatitidy B ¢i virus Epstein — Barrové [2].
Onkoviry mohou narusit sekvenci nékterého bunééného onkogenu, zvysit telomerasovou
aktivitu ¢i produkty virovych genii mohou interagovat s tumor supresorovymi geny a tim
vyznamng piispét k nadorové transformaci bunky [3].

Normalni burika potiebuje k proliferaci mitogenni rustovy podnét, aby se z klidového
stadia aktivovala do prolifera¢niho. Ten miiZze byt zprostfedkovan prostfednictvim ligand
receptorové interakce ¢i vzajemnou komunikaci okolnich bungk. Signél je ptenasen

: ymi receptory (nmapf. ., i ia Vi i
membranovymi ptory (napft. ,.erythroblastic leukemia viral“ onkogenni homolo
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(erb/B), endotelialni rustovy faktor - receptor (EFG-R)). Bylo zjisténo, ze nadorové bunky
jsou nezavislé na exogennich rustovych faktorech, ale produkuji vlastni rustové faktory
(napt. transformujici rtstovy faktor o (TGFa), epidermalni rustovy faktor (EGF)) a tim
naruSuji homeostézu. Protichidny ucinek téchto signalt maji ristové inhibitory (napf.
transformujici rastovy faktor B (TGFp)). Maji schopnost zastavit buné¢ny cyklus v Gy fazi
¢i specificky diferencovat bunku. Zastaveni bunééného cyklu muize probihat pomoci
,wretinoblastoma protein® (pRb) drahy zavislé na rustovych aktivatorech a inhibitorech.
Pokud je pRb hyperfosforylovany, aktivuje transkripéni faktor E2F, ktery reguluje expresi
genti zodpovédnych za prechod z G; fdze bunééného cyklu do S faze. Nadorové buriky
maji Casto pRb drahu disregulovanou. DalSim znakem nadorovych bun€k je schopnost
rezistence k apoptoze. Nadorové transformovana burika miize mit chybné sensory poruch
extracelularniho ¢i intracelularniho prostiedi buiiky (napf. p53) ¢i nefunkéni samotné
efektory apoptézy (napi. caspasy). Nadorova builka muize také ignorovat autonomni
regula¢ni mechanismus ¢etnosti déleni, kdy se zdrava burka dostane do stadia senescence
po tom, co vyCerpa svij proliferaéni potencial [4].

Pro zdravou tkan je charakteristicka odpovidajici vaskularizace vyvinuta v pribéhu
organogeneze, ktera je zodpovédnd za efektivni zasobeni kyslikem a zivinami.
U nadorovych lozisek dochazi k angiogenezi, ktera je iniciovana faktory (napt. vaskularni
endotelialni rastovy faktor (VEGF) ¢i fibroblastovy rastovy faktor 1(FGF1)), které se vazi
na receptory endotelidlnich bunék. Rovnovaha mezi aktivatory a inhibitory angiogeneze je
u nadorovych bunc¢k narusena. Zaroven struktura okolniho cévniho feCist€ souvisi
s invazivitou nadorovych bunék. Ta je, spolu se schopnosti metastazovat, dalsim rysem
nadorovych bun¢k. Dochazi ke zvysené tvorbé a aktivaci extracelularnich proteas, které se
podileji na uvolnéni bunky ze svého okoli. Dale pak dochazi ke zménam v tvorb¢ napft.
E-cadherinu, ktery spojuje bunky a ptenasi dilezité signaly [4].

Na procesu transformace normalni buiiky v nddorovou se tedy podili pozménéné geny,
které patti do skupiny tzv. onkogenl a tumor supresorovych gend. Jsou disregulovany
nasledkem mutaci poskozené DNA. Jejich produkty se podileji na transformac¢nim procesu

akceleraci proliferace a sniZzenim citlivosti bunék k apoptoze.

-11 -



1.1. Nadorova onemocnéni déti

V Ceské republice jsou nadory druhou nejéastdjsi pii¢innou Gmrti u déti (obrazek
¢. 1) [5]. Pro détska nadorova onemocnéni jsou charakteristické rychle rostouci agresivni

nadory s brzkym metastazovanim [6].

Pneumonie

Jiné

o~

a3 = 7z
f 4
v

Sebewaida 4
Kongenitalni m

anomalie
Rsningii Srdeéni
enINgmis 4 nemocnéni

Obrazek ¢. 1. Pri¢iny umrti v détském véku. V Ceské republice jsou nadorova
onemocnéni po trazech druhou nejcastéjsi pricinnou umrti déti. Pfevzato a upraveno z [5].

Nejcastéjsim détskym nadorovym onemocnénim jsou leukémie, dale nadory

centralniho nervového systému, sarkomy a neuroblastomy (tabulka ¢. 1) [7].

Tabulka €. 1. Incidence détskych nadori dle typu malignity. Pocet détskych
pacientt v Ceské republice mezi roky 2007 a 2009. Pievzato a upraveno z [7].

Leukémie 242
Nadory CNS 197
Embryonalni non-CNS nadory 182
(neuroblastom, Wilmstiv nador, hepatoblastom)

Sarkomy 113
Neuroblastom 50
Hodgkinova nemoc 64
Non-Hodgkinovy lymfomy 57
Ewinglv sarkom 28
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1.1.1. Neuroblastom

Neuroblastom je maligni embryondlni nador, ktery patii mezi nejcastéjsi
extrakranialni solidni nadory u déti. U pacienti do jednoho roku Zivota se jednd o
nejcastéj$i malignitu vibec [8].

Klinické piiznaky neuroblastomu jsou ruzné povahy podle lokalizace nadoru
a stadia onemocnéni. Jedna se vétSinou o bolesti v misté nadoru, neurologické ptiznaky
jako motorickou slabost a tfes, chronické prijmy a podobné. Nador vychazi z nezralych
bunék sympatiko-adrenalni linie neuralni listy, je biologicky velmi variabilni a ma rizné
stupn¢ diferenciace. Pribéh onemocnéni je zavisly na klinickém stddiu onemocnéni
(tabulka ¢. 2). U pacientii nizkého rizika a véku do 1,5 roku dochazi ¢asto ke spontanni
regresi. U pacientll vysokého rizika se navzdory multimodalni terapii s transplantaci kostni
dfen¢ nedaii dosahnout uspokojivych vysledki, viz obrazek €. 2 na stan¢ 14. Nejcastéji (40
% ptipad) vychazi z difené¢ nadledvin, déale paraspinalnich ganglii sympatiku Vv raznych

lokalizacich (krk, hrudnik, panev) [6].

Tabulka ¢é. 2. Klinickd stadia neuroblastomu. ,International Neuroblastoma
Staging Systém* (INSS). Pievzato a upraveno z [6].

POPIS

Nador je lokalizovany na vychozi organ nebo strukturu,
makroskopicky je kompletné odstranén, s mikroskopickym
reziduem nebo bez n¢. Lymfatické wuzliny ipsilaterarni a
kontralateralni jsou histologicky negativni.

Unilatelarni nador makroskopicky neradikdlné odstranény,
Stadium 1l A lymfatické uzliny ipsilaterarni a kontralateralni jsou histologicky
negativni.

Unilatelarni nador makroskopicky radikdlné nebo neradikalné
Stadium Il B odstranény, lymfatické wuzliny ipsilaterarni jsou histologicky
pozitivni, kontralateralni jsou histologicky negativni.

-Unilaterarni nador s histologicky pozitivnimi kontralateralnimi
lymfatickymi uzlinami.

-Unilaterarni nador, ktery presahuje pres stfedni caru s postizenim
ipsilaterarnich nebo kontralateralnich lymfatickych uzlin nebo bez
nej.

-Nador stfedocéarovy s bilateralnim postizenim lymfatickych uzlin.
Diseminace nadoru do vzdalenych lymfatickych uzlin, kosti, kostni
Stadium 1V diené, jater nebo jinych organt (s vyjimkou definovanou pro
stadium 1V S).

Pouze u déti mladsich jednoho roku. Primarni nador odpovidajici I.
Stadium IV S nebo Il. klinickému stadiu, ale jsou pfitomny metastazy v kostni
dreni, jatrech a kizi.

Stadium |

Stadium |11
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Obrazek ¢. 2. Vyvoj pieZiti u pacientii s neoroblastomem. Pievzato z [9].

Etiologie neuroblastomu neni dosud zcela objasnéna. Sekvenaci genomu bylo
zjisténo, ze je mozny hereditarni vyskyt neuroblastomd. U vzorkd bunéénych linii byla
nalezena mutace v ,,anaplastic lymphoma kinase* (ALK) genu, ktera mize byt dédicnym
znakem neuroblastomt [10]. Mozny je také vliv nékterych toxickych latek, kterym jsou
zeny vystaveny bcéhem téhotenstvi. Muze se jednat piedevSim o latky obsazené
Vv tabdkovém koufi, marihuan¢ ¢i alkoholickych napojich. Spekuluje se také o mozném
vlivu tézkych kovu v barvach na vlasy [8].

Vyskyt neuroblastomu je asociovan s urcitymi chromosomalnimi amplifikacemi
adelecemi. Ty mohou mit vliv na agresivitu nadoru. Nejpodstatnéjsi genetickou
abnormalitou, souvisejici s horsi prognozou, je amplifikace onkogenu ,,myelocytomatosis
viral related, neuroblastoma derived* (N-myc), jehoZ produktem je transkripéni faktor. Ten

je amplifikovan asi u 30 % vSech neuroblastomt [11, 12].

1.1.2. Lécba nadorovych onemocnéni

Lécba nddorti je namifend proti bunkdm vlastniho téla, které se transformovaly
vV nadorové. Protinddorova lécba vyuzivad prostiedki moderni mediciny, snazi se
maximalné redukovat, ¢i Uplné€ eliminovat nddorové buiky v téle pacienta. Lécba je
uspésna tehdy, pokud je u pacienta navozena kompletni remise onemocnéni, tedy stav, kdy

nejsou v jeho téle detekovatelnymi metodami zjistény nadorové burky. Pacient je ale
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nadale v pravidelnych intervalech sledovan. Kontroly mohou v¢as rozpoznat relaps
nadorového onemocnéni [2].

Lécba samotna probiha nejcastéji kombinaci chirurgického zékroku (odstranénim
nadorové tkané ¢i alespon jeji ¢asti), radioterapie, chemoterapie ¢i biologické 1é¢by. Jejim
cilem je efektivni likvidace nadorového loziska (obrazek ¢. 3). I ptes velky pokrok
Vv soucasné klinické medicing je lé¢ba neuroblastomt vysokého rizika malo uspésna.

Radioterapie vyuziva ionizujiciho zafeni, které predava svou energii molekulam, které
excituje. Tim dojde k zadvaznému poskozeni téchto bunék. Pomoci riznych modelt lze
vypocitat pomérné piesné rozlozeni davky zafeni do postizené tkané pacienta. Usp&snost
radioterapie souvisi se znalosti pfesné lokalizace nadoru a jeho radiosenzitivity, aby

zpusob aplikace a opakovani davek byly co nejefektivnéjsi [2, 13].

10?2

101°

108
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Number of cancer cells

10%

10°

Time
Obrazek ¢. 3. Srovnani poctu detekovanych nadorovych bunék neléceného
pacienta (Cervené), s mnozstvim nadorovych bun¢k pacienta s velkym ¢asovym odstupem

mezi klirami (tmavé modie), pfi vhodné 1é¢bé (svétle modie) a pfi kombinaci v€asného
chirurgického zakroku s naslednou chemoterapii (zelen¢). Prevzato z [14].
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V praxi se pouziva n€kolik riznych druht cytostatik, kterd maji rizné terapeutické

ucinky (obrazek ¢. 4).

Doxorubicin (Adriamycin®)
Mitomycin C

DNA synthesis Antimetabolites
- 5-FU
ﬁ Mercaptopurine
] methotrexate

Alkylating agents
Cyclophosphamide

Melphalan
Carmustine
DNA tfans'?fiption‘\ DNA duplication <=5, Mitosis
Intercalating agents Spindle poisons
Cisplatin, carboplatin, actinomycin D Taxanes, vincristine

Obrazek ¢. 4. Cytotoxické latky pouzivané pri chemoterapii poSkozuji bunky
riznymi zpusoby. Pievzato a upraveno z [15].

Piikladem bézné pouzivaného cytostatika v klinické praxi je cisplatina (CDDP).
Cisplatina (cis—diamindichlorplatinum) je anorganicky metalicky komplex, latka
poskozujici buné¢nou DNA (obrazek ¢. 4). Patii mezi Siroce pouzivana protinadorova
léciva. Uziva se i pfi 1é¢bé neuroblastomi. Podava se formou infuze o koncentraci 20 - 120
mg na m? povrchu téla pacienta. Pfesny mechanismus a¢inku cisplatiny neni dosud znéam,
piedpoklada se, Ze interkaluje do bunééné DNA, coz ve vysledku vede k bunétné smrti.
Dochazi k modifikaci bazi DNA kovalentnimi interakcemi s CDDP s naslednou mutaci
geni. Kovalentni vazby mezi fetézci DNA zabranuji rozpleteni dvouvlaknové DNA
a transkripci. Cisplatina ma ovSem fadu vedlejSich G¢ink, pfedev§im nauzeu a zvraceni

[15-17]. Vaznym problémem lé¢by chemoterapeutiky je mozny vznik rezistence [17].

1.1.3. Vznik rezistence

Uginnost chemoterapie do jisté miry zavisi na mozné rezistenci viiéi podanému Iéku.
Rezistence mize byt primarni, kdy jiZ pfi prvnim podani latky nedochazi k odpovédi na

1é¢ivo, nebo ziskand. Ta vznika az po delsi expozici dané latce [17]. Bunééna membrana
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kazdé bunky téla je vybavena obrannymi mechanismy, jak se zbavovat toxickych latek.
Témito transportnimi mechanismy jsou ¢asto vybaveny i bunky nadorové [2].

Pravé chemorezistence byva nejcastéjsi piekazkou tuspésné 1é¢by. Mohocetna 1ékova
rezistence nastava v piipadé, kdy pacient neodpovida na podavani funkéné nepiibuzného
chemoterapeutika. Pricinnou byva nejcastéji zvySena exprese genu pro ,multidrug-
resistance-associated* protein (MRP) a gen ,,multidrug resistance 1¢“ (MDR1) [18, 19].
MDR1 kéduje transportni P-glykoprotein, ktery funguje jako adenosintrifosfat (ATP)-
zavisla aktivni pumpa chemoterapeutik respektive cizorodych latek [20, 21].

Jako vhodnou skupinou latek, na které by v ur¢itych piipadech nemusela vznikat
rezistence, se ukazuji inhibitory histondeacetylas (HDAC). Bylo zjisténo, Ze v nadorovych
liniich rezistentnich na néktera cytostatika zvySuji miru apoptdzy [22]. OvSem studie V. R.
Fantina a V. M. Richona ukazuje, Ze za ur¢itych podminek miize byt G€inek inhibitora

HDAC snizen napiiklad desenzitizaci ¢i aktivaci antiapoptotickych mechanismi [23].

1.1.4. Hypoxie solidnich nadoru

V porovnani s normalni tkani je nadorova tkan neadekvatné zasobena kyslikem. Je
to dano tim, ze v proliferujicim nddorovém lozisku se vytvari Spatné¢ organizovand
a nedostate¢na vaskularizace. Z pohledu mnozstvi dostupného kysliku z krve je tedy
nadorova tkan velmi nehomogenni (obrazek ¢. 5 na stran¢ 18). Pfedpoklada se, ze hypoxie
u sav¢ich bunék nastava pii < 2% kysliku [24]. Pti kratkodobych, Sokovych hypoxickych
podminkéch ve tkani dochazi ke snizeni tvorby ATP, sniZeni aktivity Ca*" kanald, zvyseni
koncentrace vapenatych iontd uvnitf mitochondrii a nasledné zméné metabolismu
z oxidativni fosforylace na anaerobni glykolyzu. Pokud jsou hypoxické podminky

dlouhodobéjsi, nastavaji zmény v expresi gent rodiny HIF [25].
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Obrazek ¢. 5. Zhoubny nador o velikosti 8 mm. Zelené jsou znafena mista
s nedostatkem kysliku pomoci pimonidazolu - markeru hypoxie. Distribuce kysliku
Vv nadoru je silné nehomogenni. Pfevzato a upraveno z [26].

Do rodiny ,,hypoxia-inducible” faktor (HIF) patti HIF-1, HIF-2 a HIF-3. Nejlépe
prozkoumanym faktorem je heterodimer HIF-1 slozeny ze dvou podjednotek HIF-1a
a HIF-1B. Podjednotka HIF-1a je citlivd na koncentraci kysliku v buiice a determinuje
aktivitu komplexu HIF. Pokud je v bunce dostate¢né mnozstvi kysliku, je polocas Zivota
HIF-1a jen nékolik minut. Dochazi k hydroxylaci prolylovych zbytkti HIF-1a. Tento d¢j
probiha diky dioxygenasam ,,prolyl hydroxylase domain*“ (PHD) rodiny, donorem kysliku
je molekularni kyslik. Poté dochazi k vazb¢ ,,von Hippel — Lindau* tumor supresorového
proteinu (pVHL) a interakci v cytosolu s ubiquitin E3 ligasou a nasledné proteasomalni
degradaci. Pfi nedostatku kysliku k hydroxylaci nedochazi a HIF-1a neni v cytosolu
odbouravan, translokuje se do jadra a dimerizuje s HIF-1B. Vznikly komplex nasledné
interaguje s transkripénimi koaktivatory p300 a CREB vazajicim proteinem (CBP).
Komplex HIF reguluje v jadie vice nez 100 genu dulezitych pro bunéénou proliferaci
a apoptdézu [25, 27, 28]. Muze se také podilet na rezistenci vi¢i konvenénim radio-
i chemoterapeutickym postuptim (obrazek ¢. 6 na strané 19). X. Song a kolektiv ve své
praci uvadi, Ze umlCeni genu pro HIF-lo, vede k vyraznému sniZeni rezistence
v hypoxickych podminkach [29]. Mechanismus pusobeni HIF-1 komplexu a zvySeni
resistence vi¢i chemoterapeutikim neni piesné znam. Predpoklada se, ze HIF-1 se podili

na zvySeni exprese geni MDR1 a MRP1 a tim na tvorbé transportnich kanali. Léciva jsou
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tak z bunky odstranovana. HIF-1 také reguluje nékolik anti-apoptotickych faktorti jako
jsou ,,Bcl-2 homologous antagonist/killer* (Bak), ,,Bcl-2 associated X* (Bax) ¢i p53 [30].

V hypoxickych podminkéch jsou aktivované promotory genli zprostiedované
transkripénim faktorem HIF-1. Bylo zjisténo, ze inhibitory HDAC mohou jeho transkripcni
aktivitu snizit [31].
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Obrazek ¢. 6. Zavislost prezivani bunék na koncentraci cisplatiny (uM).
Bunééna linie nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC) byla kultivovana pii 19%
mnozstvi kysliku (spodni linie grafu) a v hypoxickych podminkach (0,5 % O;). Hypoxické
kultivaéni podminky navozuji rezistenci na CDDP. Pievzato a upraveno z [29].

1.1.5. Inhibitory HDAC

Genetickd informace zapsana ve formé DNA je v jadfe vysoce organizovana.
Nukleosomy jsou tvofeny histonovymi oktamery, kdy 146 part bazi je asociovanych s
histony H2A, H2B, H3 a H4. Postranslacni modifikaci téchto bazickych proteini
(acetylace, deacetylace, metylace, fosforylace, ubiquitinace atd.) dochazi k modulaci
genové exprese [32]. Posttransla¢nich modifikaci acetylaci a deacetylaci histonti se ucastni
dvé skupiny enzymt, histonacetyltransferasy (HAT) a histondeacetylasy (HDAC). Mezi
témito skupinami enzymu existuje reversibilni regulace dynamické rovnovahy. VétSina
inhibitort HDAC je charakteristicka doménou vazici kov, ktera mize zablokovat aktivni
misto enzymu HDAC [33]. HAT acetyluji histony, tim ovliviiuji vazbu histonu na DNA,
respektive dochazi K jejimu uvolnéni a zpfistupnéni DNA. Naopak HDAC odebiraji

acylovou skupinu navazanou na postrannim fetézci aminokyseliny lysinu a tim dojde
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k vytvofeni kladného naboje histonu a pevnéj$i vazbé ke struktuie DNA. Dochazi
K potlaceni genové exprese (napf. dulezitych tumor supresorovych gent) diky
kompaktnéjsi vazbé DNA K histonim. Savéi HDAC jsou rozd€leny do tfi skupin,
inhibitory HDAC pisobi na prvni dvé [32].

Inhibitory HDAC mohou uvolnit deregulované geny dilezité pro regulaci buné¢ného
cyklu, diferenciaci buriky, apoptézu ¢i pro potladeni angiogeneze. Mohou potlacovat rist
nadorového loziska. Céste¢né diky snizeni funkce HIF, zejména diky acetylaci
koaktivatora HIF-1a [27, 32]. Inhibitory HDAC, kyselina valproova (VPA), trichostatin A
(TSA) a butyrat sodny (NaB), snizuji mnozstvi HIF-1o a tak snizuji transkripéni aktivitu
komplexu HIF u nadorovych linii [34].

Neékolik efektivnich inhibitora HDAC je v I/Il fazi klinického testovani jako
protinddorové Iéky [35]. Pfedmétem vyzkumu je také hledani vzajemnych vztahti mezi
inhibitory HDAC a konvencnimi cytostatiky. Bylo zjisténo, Ze preinkubace nddorovych
linii s inhibitory HDAC miize zvysit cytotoxicitu a efektivitu G¢inku nasledné ptidaného
cytostatika dokonce i u rezistentnich bunéénych linii [36]. Pouziti inhibitori HDAC
v kombinaci s cisplatinou a dalSimi cytostatiky je tedy jednim z moznych budoucich
terapeutickych zasahti pti 16¢bé neuroblastomu [19].

Mezi inhibitory HDAC patii kyselina valproova. V Klinické praxi se pouziva pii 1é¢bé
bipolarnich onemocnéni a epilepsie. Zjistilo se, ze Kyselina valproova je G¢inny inhibitor
HDAC a angiogeneze [37]. Kyselina valproovd muze aktivovat drahy, které jsou pro
nadorové bunky fatalni (obrazek ¢. 7 na strané 21). V poptedi vyzkumu vSak zistava jeji

schopnost inhibovat HDAC.

-20 -
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Obrazek €. 7. Nékolik moZnych mechanismi uc¢inku VPA na nadorové buriky.
Podstatna vlastnost VPA je schopnost inhibovat HDAC a tim zvyS$it moznost transkripce
dulezitych apoptotickych gent. Pievzato z [38].

1.2. Bunécna smrt

Bunécna smrt je v naSem organismu zcela piirozeny déj. Podle Lockshina a Zakeriho
lze bunécnou smrt rozdélit do tii kategorii s tim, zZe spojitost mezi apoptdzou a autofagii je
velice Uzka [39].

l. Apoptoza

I. Autofagie

I1l.  Nekroza

Zejména apoptdza je dilezity d¢j pro udrzeni homeostazy organismu. Zajistuje
rovnovahu poméru novych a starych bunck. Je to pfirozeny ndstroj pro zénik bunck

poskozenych ¢i nadbytecnych.
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1.2.1. Apoptdza

Termin apoptéza byl zaveden vroce 1972 J. F. R. Kerrem. Od té doby je
synonymem pro fizenou, programovanou bunécnou smrt. Proces apoptdzy je zodpovédny
za eliminaci bun¢k jak béhem embryonalniho vyvoje, tak i v dospélém organismu [40].

Apoptéza méa ne€kolik charakteristickych morfologickych a biochemickych
vlastnosti. Je to smrsténi buriky, jeji deformace a naslednd ztrata kontaktu s okolnimi
bunkami. Uvnitf apoptotické bunky dochazi ke kondenzaci a degradaci chromatinu,
pyknoéze a rozpadu mitochondrii. Tento proces je doprovazen vylitim dtlezitych mediatori
pro dokonceni bunééné smrti. V kone¢né fazi dojde k rozpadu celého obsahu bunky na
malé membranové fragmenty nazyvané apoptoticka téliska [41, 42].

Cely proces je ukoncen fagocytdozou makrofagy ¢i parenchymalnimi bunkami. Ty
pohlti apoptoticka téliska obsahujici cytoplasmu, organely a jaderné fragmenty. Nedochézi
pii tom k zanétlivé reakci, protoze je zamezeno uvolnéni bunéénych partikuli do okoli
a pohlcujici bunky neprodukuji protizanétlivé cytokiny [43, 44].

Prvotni mechanismus spusténi celé apoptotické kaskady je velmi sofistikovany.
RozliSujeme razné apoptotické drahy, dvé z nich jsou majoritni. A to vnéjsi ¢i ,,death
receptorova“ draha a vnitini neboli mitochondrialni draha.

Vnéj$i signdlni drdha je spuSténa interakci transmembranového receptoru
s extracelularnim ligandem. Signal zprostiedkovany ligandy, piedev$im Fas ligandem
(FasL), ktery patii do velké rodiny tumor nekrotizujicich faktort (TNF). FasL mohou byt
molekuly lymphotoxinu, ,.cluster of differentiation 30 (CD 30) ligand, 4-1 BB ligand,
,cluster of differentiation 40 (CD 40) ligand, ,,TNF-related apoptosis-inducing* ligand
(TRAIL) a dalsi z rodiny TNF. Nejlépe je charakterizovana interakce mezi Fas ligandem
a Fas receptorem (n€kdy také ,,cluster of differentiation 95 (CD 95) ¢i apolipoprotein Al
(APO-1)) a mezi TNF-a ligandem a TNF receptorem. Po vazb& ligandu na
transmembranovy receptor dojde k vazb¢é adaptorového proteinu ,,Fas-associating death
domain“ (FADD) ¢i ,,TNF receptor type 1-associated death domain“ (TRADD). V tomto
moment¢ dochazi také k formovani ,,death-inducing® signalniho komplexu (DISC), ktery
je zodpovédny za aktivaci inicia¢nich caspas. Ty aktivuji efektory bunééné smrti [45, 46].

Tato cesta miize byt inhibovana molekulou sekvenéné homologni s caspasou-8,
tedy tak zvanym bunéénym FLICE inhibi¢nim proteinem (c—FLIP). Ten inhibuje aktivaci

caspasy-8 a tim blokuje spusténi apoptdzy cestou Fas receptoru [47]. Caspasa-8 muze
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zprosttedkovavat spojeni mezi vnéjsi a vnitini apoptotickou drahou. Caspasa-8 aktivovana
vnéjsi cestou $tépi protein ,,BH3 interacting domain death agonist™ (Bid), patiici do rodiny
proteini ,,B cell lymphoma-2*“ (Bcl-2), které kontroluji vétSinu apoptotickych reakci.
Fragmenty ,transduced Bid (tBid) proteinu se pfemistuji nasledné do mitochondrii
a evokuji vnitini apoptotickou cestu [48].

Vniftni apoptotickd cesta je iniciovana nereceptorovymi stimuly, velka cCast
dilezitych podnéti vychazi z mitochondrii. Signaly ke spusténi programované smrti
mohou byt negativni, napiiklad nedostate¢na stimulace hormony, cytokiny ¢i rustovymi
faktory, nebo také pozitivni. Mezi pozitivni faktory patii radiace, toxiny, zvySena teplota,
hypoxie, virova infekce ¢i volné radikaly [46]. VSechny tyto podnéty vyvolavaji zmény
mitochondridlni membrany bunky. Dochazi k otevieni permeabilnich porGt v membrané
a jeji depolarizaci. Tomuto jevu napoméhaji Ca®* ionty, alkalické pH a tzv. ,reactive
oxygen species” (ROS) [49]. Soucasné dochazi k uvolnéni pro-apoptotickych proteind
z mezimembranoveho prostoru do cytosolu. Jsou to cytochrom c, ,,second mitochondria-
derived activator of caspases/direct 1AP binding protein with low PI“ (Smac/DIABLO)
a ,,Omi/high temperature requirement A2 (HtrA2/0Omi), zodpovédné za aktivaci bunécné
smrti. Cytochrom ¢ se vaze nasledné na ,,apoptotic protease-activating* faktor 1 (Apaf-1),
spolu s inaktivni procaspasou-9 a vytvari tak molekularni Gtvar zvany apoptozom, ktery
aktivuje caspasu-9 dulezitou pro spusténi apoptézy. Molekuly Smac/DIABLO
a HtrA2/0Omi jsou zodpovédné za inhibici ,,inhibitors of apoptosis‘ proteint (IAP) [46].

Z mitochondrii se mohou uvolnit také proteiny dilezité pro indukci bunééné smrti,
ktera probiha na caspasach nezavisle (kapitola 1.2.4).

Vnitini a vnéjsi apoptotické drahy se sbihaji a ve vysledku dochazi k aktivaci
exekucnich caspas (pfedevS$im caspasy-3), které interaguji s cytoplasmatickymi

endonukleasami a proteasami a degraduji tak jaderny a cytosolani material [46].

1.2.2. Autofagie

Pii autofagii se degraduji vlastni bunééné kompartmenty lysozomy. V téch se pii
kratkodobém nutri¢nim stresu degraduje cytoplasmaticky material a organely. Ukdzalo se
také, Ze za urCitych podminek, miiZze autofagie napomahat bunééné smrti. A to 1 v pfipad¢,

ze nemuze dojit z néjakého divodu k apoptoze. Otazkou stile ziistdva, zda je proces
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autofagie na caspasach nezavisly. Autofagie je tedy pro bunku dvouse¢na zbran, muze ji
pomoci piezit hladovéni a zaroven ji mize programované usmrtit, pokud je to potieba [50].

Pii autofagii se vytvari tak zvany autofagozoém, ktery flzuje s lysozomem. Pro jeho
formaci jsou dulezité mimo jiné molekuly ,,microtubule-associated* protein 1 lehky fetézec
3 (LC3)-(,,autophagy-related* protein 8 (atg 8)) a Beclin 1 (atg 6) [50]. LC3 je jednim
z molekularnich markerti autofagie. Je produkovan ve dvou formach, LC3 I a LC3 II [51].

Dle genetické analyzy ma Beclin 1 velmi riznorodé vlastnosti. Je to tumor
supresorovy gen, regulator bunécné smrti, podili se na embryondlnim vyvoji a ptsobi
preventivné proti neurodegenerativnim chorobam. Je zastupcem fosfatidylinositol 3-kinas
[52]. Bylo zjisténo, ze pokud je Beclin 1 downregulovan metodou RNA interference, ¢i je
autofagie inhibovana farmakologicky, bufiky béhem nutri¢ni deprivace rapidné umiraji
znemoznénim tvorby autofagozomu. Ve spojitosti s rakovinou bylo zjisténo, Zze gen pro
Beclin 1 je v n¢kterych nadorech deletovany ¢i je jeho exprese snizena [50, 53].

V poslednich letech se vénuje pomérné velka pozornost sledovani vzajemnych
vztahii mezi apoptozou a autofagii (obrazek ¢. 8 na stran¢ 25). Jednozna¢ny mechanismus
jejich kooperace nebyl zatim stanoven. Z nékterych studii vyplyva, Ze selhani procesu
autofagie muze piispét k vyvoji zhoubného bujeni [54].

Naptiklad také radia¢ni 1é€ba muze u nékterych typt nadoru vyvolat autofagii, jak
popisuji S. Paglin a kol. ve své praci [55]. Bylo zjisténo, ze bunééna smrt autofagii mize
byt aktivovana u nékterych nadorovych linii ruznymi chemoterapeutiky. Bylo také
publikovano, ze inhibitor angiogeneze a potenciondlni medikament, endostatin, miize
vyvolat zanik endotelidlnich bun€k pravé autofagii. Respektive, ze builkky exponované
endostatinu vykazuji charakteristické znaky této smrti [54]. To otevird dalSi moznosti

terapeutického zasahu a prostor k dalsimu vyzkumu.
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Obrazek ¢. 8. Schéma popisujici mozny vztah apoptozy a autofagie. A)
autofagie predchdzi navozeni apoptdézy, na rozdil od b), kde autofagie mize mit
antagonistické U€inky vic¢i apoptdze. Tieti mozZnost je znadzornéna na obrazku c), kdy je
apoptdéza a autofagie na sob& nezavisla. MuZe pak pii inhibici apopdzy dochdzet
k autofagii a obracené. Pfevzato a upraveno z [54].

1.2.3. Nekréza

Nekroza je geneticky nekontrolovand bunétna smrt. Posledni vyzkumy ovSem
ukazaly, ze to neni absolutni pravda. Napiiklad pokud jsou inhibovany urcité regulatory
apop6zy Ci autofagie, miize umirajici buiika podlehnout nekréze. Pii ni mize dochazet
k lokalnimu zanétu v okolni tkani diky velkému zvétSeni buniky a mozné nekontrolované
lyze [56]. Obvykle byva spusténa jako odpovéd’ buiiky na vnéjsi podnét jako je styk s jedy

¢1 vystaveni neptiznivym teplotam.

1.2.4. Bunééna smrt nezavisla na caspasach

Bylo zjiSténo, ze programovand bunécnd smrt miiZze nastat za urcitych okolnosti
i bez aktivace caspas, jako hlavnich efektord bunééné smrti. Pfekvapivé muiize byt apoptoza

na caspasach nezavisla spusténa vnitini i vn€jsi cestou. Vnéjsi ,,death receptorova“ draha
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mize po vazbé ligandu na bunécny membranovy receptor signalizovat uvolnéni ROS za
ptispéni fosfolipasy A, ktera muze destabilizovat mitochondrialni membranu. Vnitini
draha probiha primarné v zavislosti na mitochondriich [57, 58]. Mitochondrie se podili na
caspasach zavislé i nezavislé bunééné smrti (obrazek ¢. 9 na strané¢ 27). Po iniciaci pro-
apoptotickymi signaly dochazi k permeabilizaci vnéjsi mitochondrialni membrany
a aktivaci caspas diky uvolnéni cytochromu ¢ a také aktivaci na caspasach nezavislych
efektori bunééné smrti. Mezi né patiéi predev§im apoptdzu indukujici faktor (AIF),
endonukleasa G a HtrA2/0Omi [59]. Otazkou stale zustava, do jaké miry tyto dvé drahy
kooperuji. Zda probihaji zaroven ¢i zda jedna druhou dokéaze plnohodnotné nahradit.
V experimentech, kdy je nutné vyradit aktivitu caspas, se obvykle pouzivaji jejich
specifické inhibitory. Mohou to byt inhibitory jednotlivych caspas, ¢i latky schopné
inhibovat vSechny caspasy soucasné. Mezi takové inhibitory patii N-benzyloxycarbony-
Val-Ala-Asp (O-methyl)-fluoromethylketon (Z-VAD-fmk), kompetitivni irevirsibilni
synteticky inhibitor caspas [60].

Na rozdil od bunétné smrti zavislé na caspasach, kdy dochazi k externalizaci
fosfatidylserinu a ve velké mife kondenzaci chromatinu buiikky, smrt na caspasach
nezavisld tyto vlastnosti jednozna¢né nevykazuje. Pro ni je charakteristickd velka
cytoplasmatickd vakuolizace, kumulace autofagosomii a periferni jaderna kondenzace.

Z hlediska kinetiky reakci je pomalejsi [57].
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Obréazek ¢. 9. Schéma dvou alternativnich drah apoptozy po permeabilizaci
mitochondrialni membrany. Lev4, klasicka, na caspasach zavisla draha. Prava cesta na
caspasach nezavisla, zprostfedkovana efektory AIF, endonukleasou G ¢i Omi/HtrA2.
Pievzato z [61].

Endonukleasa G se v mitochondriich Gc¢astni procest replikace DNA, uvolnéna
Z mitochondrii se translokuje do jadra béhem apoptozy. V jadie pak stépi DNA na
jednotlivé fragmenty. Je povazovana za jeden z dilezitych efektord na caspasach nezavislé
buné¢né smrti [62].

AIF je flavoprotein s nikotinamid adenindinukleotid (NADH) oxidasovou aktivitou,
ktery se translokuje z mitochondrii do cytoplasmy a jadra v pfipadé, ze je indukovana
apoptéza (obrazek ¢. 10 na strané 28). V mitochondriich je AIF inertni molekula.
V bunééném jadie se vaze na DNA diky elektrostatickym interakcim. Pro¢ ptechazi do
jadra a jestli je tento d¢j striktné nezavisly na caspasach je pfedmétem celé tady studii.

C. Candé a kol. ve své praci uvadi, Ze jsou dvé moznosti. Jedna teorie fika, ze se AIF
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uvoliuje z mitochondrii opravdu nezavisle na caspasach. OvSem je-li dogma, Ze apoptdza
se rovna aktivaci caspas, pak mizeme fici, Ze smrt zpusobena translokaci AIF do jadra je
,heapoptoticka®. Priklani se tedy k varianté, ze AIF se mize uvolnit na zdkladé nékolika,
zatim nespecifikovanych, podnéti a piipousti dokonce, Ze to mohou byt v nékterych

piipadech caspasy (obrazek ¢. 11 na stran¢ 29) [61].

AIF DNA prekryv AIF i DNA

Kultivace
bez induktoru

buné¢na smrt
Indukovana 2 pM
staurosporinem

Obrazek ¢. 10. Imunofluorescenéni metoda zobrazujici lokalizaci proteinu AIF
ve fibroblastove linii rat-1. AIF znacCeno Cervené, DNA zelen¢. Na spodnim pravém
obrazku, kdy jsou obrazky piekryty, je vidét, ze AIF je po indukci staurosporinem
lokalizovan v jadie. Doba inkubace s induktorem byla 4 hodiny. Pfevzato a upraveno
z [63].

Bylo zjisténo, ze molekula AIF mé& na svém povrchu velmi silny pozitivni
elektrostaticky potencial. Po translokaci do jadra je elektrostatickd interakce mezi AIF
a DNA nezavisla na sekvenci DNA. Neni zcela jisté jakym mechanismem probiha samotna
kondenzace chromatinu a fragmentace DNA. Teoreticky existuji zatim tfi mozna
vysvétleni. Je mozné, Ze AIF mlze mit sdm o sob¢ nukleasovou aktivitu nebo ze interakce
s DNA zvysi jeho nachylnost k latentnim nukleasam. Ci ze AIF miize indukovat pomoci

,,downstream* nukleas parcialni lyzu chromatinu [59].
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Obrazek ¢. 11. Jedna z moznych teorii, AIF se (spolu s endonukleasou G) uvoliiuje
z mitochondrii az po aktivaci caspas. Jeho translokace do jadra je tedy na caspasach
zavisla. Pievzato a upraveno z [61].

Doposud neni objasnén piesny mechanismus apoptotické bunécné smrti. Vedle drahy
na caspasach zavislé je mozna cesta na téchto proteasach nezavisla. Otazkou ovSem
zustava, do jaké miry ob¢ cesty spolupracuji, zda probihaji paraleln¢ jedna vedle druhé
soucasn¢ a zda jsou redundantni. V souvislosti s nezavislymi cestami na caspasach jsou
zkoumany také inhibitory HDAC. U nékterych nadorovych linii se mohou podilet na

vyrazném zvyseni efektorll caspasové nezavislé smrti, jako je naptiklad AIF [22].
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2. Cil diplomové prace

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo rozsitit soucasné poznatky pusobeni
inhibitord HDAC na neuroblastomové bunéné linie SK-N-AS a UKF-NB-3. Préce
ptispiva k objasnéni indukce buné¢né smrti inhibitory HDAC nezavislé na caspasach.

V ramci této prace byly feseny nasledujici problematiky:

e vhodné experimentalni uspotadani sledovani indukce bunécné smrti cisplatinou,
kyselinou valproovou, trichostatinem A a butyrdtem sodnym u lidskych
neuroblastomovych bunécnych linii SK-N-AS a UKF-NB-3

e vliv kultiva¢nich podminek (standardnich; hypoxickych, 1 % O;) na indukci
bunééné smrti cisplatinou, kyselinou valproovou, trichostatinem A a butyratem
sodnym

e detekce bun&cné smrti s cilem zjistit, zda probiha zavisle na caspasach

e translokace AIF z mitochondrii do jadra bunék u neuroblastomové linie SK-N-AS
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie
Abcam (USA): primérni protilatka proti poly (ADP-ribosa) polymerase (PARP)
BIO-RAD (USA): sekundarni protilatka (kozi proti mysi s HRP konjugéatem), souprava pro
stanoveni koncentrace proteint (DC Protein Assay), susené mléko (Blotting Grade Blocker

Non — Fat Dry Milk)

BioVision (USA): Caspasa-3/CPP32 kolorimetrick& sada, Annexin V-FITC sada detekce
apoptdzy, sada izolace jaderné/cytosolarni frakce

Fluka (Némecko): lgepal CA 630, Ponceau, 1,2-bis (dimethylamino) ethan, amonium
peroxodisulfat (APS), glycin

FOMA BOHEMIA (CR): MEDIX XBU lékatsky x-ray film

Invitrogen (USA): primarni protilatka proti AIF, sekundarni protilatka Alexa Fluor® 488,
L-glutamin, sodny fosfatovy pufr s obsahem NaCl (PBS), trypsin

LACHEMA (CR): 1,1,1-tris (hydroxymethyl) aminomethan (Tris)
Linde (CR): kalibra¢ni plyn (1% O, 5% CO,, zbytek N3), CO, medicinalni
Lonza (USA): ,.Iscove’s modified Dulbecco’s” médium (IMDM) s glutaminem

Millipore Corp. (USA): primarni protilatka proti glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenase
(GADPH)

PAA (Rakousko): fetalni hovézi sérum (FBS)

-31-



Penta (CR): hydrogenuhligitan sodny, methylalkohol, formaldehyd, bromfenolova modt,

pracovni roztok barviva Giemsa-Romanovski

Pliva (CR): cisplatina

Roche (Nemecko): Complete (proteasovy inhibitor)

Serva (Nemecko): t-oktylfluoxypolyetoxyetanol

Sigma (USA): 2'-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol
trihnydrochlorid hydréat, bisBenzimid (Hoechst 33258), deoxycholat sodny, dodecylsulfat
sodny (SDS), chlorid litny (LiCl), AA mix (akrylamid/bis-akrylamid = 29/1),
polyoxyethylensorbitanmonolaurat (TWEEN  20), kyselina  valproova, 1,2-bis
(dimethylamino) ethan (TEMED), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium
bromid (MTT), butyrat sodny, Triton X-100, merkaptoethanol, trichostatin A

Neuroblastomova bunécna linie SK-N-AS s katalogovym ¢islem 94092302 byla
zakoupena od firmy ECACC. Neuroblastomova buné¢na linie UKF-NB-3 byla darem
profesora Jindficha Cinatla, DrSc. z Goetheho univerzity ve Frankfurtu nad Mohanem.

Snimky bunécnych linii byly pofizeny fotoaparatem Olympus C-5050 ptipojenym
k mikroskopu Olympus 1X51. Déale pak fluorescen¢nim mikroskopem Olympus AX70

PROVIS.

Voda pouzivana pti experimentech byla upravena piistrojem Millipore Direct- Q3
UVv.

Vsechny pouzivané chemikalie byly Cistoty p.a. ¢i lepsi.
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3.2.  Kultivace bunéénych linii

Lidské neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS (N-typ) a UKF-NB-3 (S-typ) byly
kultivovany v Iscove's Modified Dulbecco's Medium“ (IMDM) s glutaminem,
doplnéném 10% fetalnim hovézim sérem. Kultivace probihala pii 37°C, 5% CO; a 95%
vihkosti vzduchu v inkubéatoru Jouan 1GO 150. Kultivace v hypoxickych podminkach (1 %
07), byla provadéna v hypoxické komtirce Modular incubator chamber (Billups-
Rothenberg). Bunééné linie byly pasazovany v pravidelnych intervalech. Z povrchu
kultivaénich nadob byly uvoliovany 0,25% roztokem trypsinu v PBS po promyti PBS

a resuspendovany v potfebném mnozstvi ptipraveného média.

3.3. Pocitani bunék

Po trypsinaci a resuspendaci buné€k, bylo odebrano 0,5 ml bunééné suspenze, ktera byla
dale tedéna PBS. Bunky byly pocitany v Birkerové komirce umisténé v mikroskopu
Olympus 1X51. Pocet bunék v jednom mililitru média odpovida poctu bun€k spocitanych

ve 24 &tvercich Biirkerovy komiirky nasobenych fedénim a 10%.

3.4. Test klonogenicity

Rozdil ve viabilit¢ lidskych neuroblastomovych bunéénych kultur SK-N-AS a UKF-
NB-3 kultivovanych pii standardnich podminkach a pii nedostate¢ném mnozstvi kysliku (1
% 0,) byl zjistovan testovanim klonogenicity. Buné¢na suspenze byla fedéna tak, aby
vysledny pocet bungk v5 ml IMDM média byl 300. Po osmidenni kultivaci v 20 cm?
misk&ch v normoxii a hypoxii (1 % O,) bylo kultivaéni médium odstranéno a kolonie
bun€k fixovany methanolem. Kolonie bun€k byly nasledné obarveny dle Giemsy 5x

fedénym pracovnim roztokem v PBS. Pocet kolonii byl spocitan okem.

3.5. Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteintl byla stanovena metodou dle Lowryho a kol. [64]. Ke stanoveni

koncentrace proteini byla pouZita sada DC Protein Assay firmy BIO-RAD. Dle pokynt
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vyrobce bylo vzdy k 5 pl pfipravenych standardii (hovézi sérovy albumin) a 5 pl vzorkl
ptidano 25 pl roztoku A’ ptipraveného smichanim 1000 pl roztoku A s 20 pl roztoku S. Ke
vsem vzorkim bylo nasledné pfiddno 200 pl roztoku B. Po 15 minutové inkubaci za
laboratorni teploty a mirného michani na tfepacce Edmund Bihler Swip KM-2 byla
meétena opticka denzita na spektrofotometru Molecular Devices VERSA max pii vinové

délce 750 nm. Namétena data byla vyhodnocena softwarem SoftMax Pro.

3.6. Testovani viability bunék

Cytotoxicita NaB a LiCl vuci neuroblastomovym bunéénym liniim SK-N-AS a UKF-
NB-3 byla méfena MTT testem. Zivé buiiky metabolizuji 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
difenyltetrazolium bromid (MTT) na barevny produkt formazan.

Do prvniho sloupce 96 jamkové mikrotitra¢ni destiCky bylo pipetovano 100 pl média
IMDM. Do druhého az dvanactého sloupce vzdy 50 ul IMDM média. Poté bylo do tietiho
sloupce pipetovano 50 pl IMDM media se 400mM NaB respektive 800mM LiCl. Latky
byly tzv. ,,dvojkovou fadou* pipetovany do vSech dalSich sloupcti desticky. Dale bylo do
sloupcti dvé az dvanact pipetovano 10 000 bunék v 50 pl média. Mikrotitra¢ni desticka
byla inkubovana 72 hodin v inkubatoru Jouan IGO 150. Kultivace bun¢k v hypoxickych
podminkéch (1 % O;) byla provadéna v hypoxické komtirce Modular incubator chamber
(Billups-Rothenberg). Posledni 4 hodiny experimentu byla mikrotitra¢ni destiCka
inkubovana s 50 pul MTT (2 mg/ml v PBS). Poté bylo pfidano 100 pl 50% N,N-
dimethylformamidu v 20% SDS, pH 4,5. Nasledovala pétiminutova inkubace. Smés byla
nasledné promichana pipetou a vysledné zabarveni bylo méfeno spektrofotometrem
Molecular Devices VERSA max pii vinové delce 570 nm. Opticka denzita meédia byla
odeétena jako pozadi a hodnota optické denzity Zivych kontrolnich bunék v druhém
sloupci byla brana jako 100 %. Koncentrace latky zpusobujici padesatiprocentni imrtnost

bunek (1Csp) pro jednotlivé latky byla vypoétena programem SoftMax Pro.
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3.7. Detekce bunécné smrti

3.7.1. Vizualizace bunécénych jader

Hoechst je latka, kterd interkaluje do A-T oblasti DNA a vizualizuje tak jadra bunék.
Do IMDM média narostlych buné¢nych kultur byl ptidan 1pug/ml Hoechst 33258. Inkubace
probihala 5 minut ve tmé pti laboratorni teploté. Nasledné bylo IMDM médium odstranéno
a prisedlé obarvené buiky oplachnuty 2x 1 ml PBS a poté uvolnény trypsinizaci. Smés
byla centrifugovana pfi 250 g po dobu 2 minut v centrifuze Hettich Universal 320.
Ptiblizné 90 % supernatantu bylo odstranéno a peleta bunék byla rozsuspendovana. Ze
smési bylo odebrano 15 ul pro analyzu fluorescen¢nim mikroskopem Olympus AX70

PROVIS. V kazdém experimentu bylo pocitano vzdy 100 bunéénych jader.

3.7.2. Kolorimetrické stanoveni aktivity caspasy-3

Stanoveni aktivity caspasy-3 bylo provedeno soupravou Caspasa-3/CPP32
kolorimetricka sada od firmy BioVision. Neuroblastomoveé bunétné linie SK-N-AS
a UKF-NB-3 byly 48 hodin vystaveny standardnich podminek a v hypoxii (1 % O,)
5ug/ml respektive 2pug/ml CDDP, 5mM respektive 2mM VPA, 200nM respektive 200 nM
TSA, 5mM respektive 2mM NaB a 20uM Z-VAD-fmk. Poté byly buiiky mechanicky
sklizeny a promyty 2x 1 ml PBS. Lyza bunék byla provedena piidavkem 100 pl
vychlazeného lyza¢niho pufru k peleté bunék. Bunky byly resuspendovany a 10 minut
inkubovany na ledu. Nasledn¢ byla smés 1 minutu centrifugovana pii 10 000 g a 4°C
v centrifuze Eppendorf Centrifuge 5415 R. Odebrany supernatant byl pro dalsi pouziti
skladovan pii  -80°C.

Koncentrace proteinit v jednotlivych vzorcich byla stanovena soupravou DC Protein
Assay, jak je uvedeno v kapitole 3.5 na strané 33. Stanoveni aktivity caspasy-3 bylo
provedeno Vv tripletech. Na ledu bylo k 150 pg proteini jednotlivych vzorkt ptidano
ptislusné mnozstvi lyza¢niho pufru tak, aby vysledny objem smési byl 150 pl. Nasledné
bylo ptfidano ke kazdému vzorku 150 pl 2x reakéniho pufru s 10mM dithiothreitolem
(DTT) a 5 pl 4mM Ac-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilin  (DEVD-pNA). Dale byla

mikrotitra¢ni desticka se vzorky inkubovana pii 37°C po dobu 2 hodin. Optickéd denzita
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jednotlivych vzorki byla métena na spektrofotometru Molecular Devices VERSA max pti

vinové délce 400 nm.

3.7.3. Annexin V-FITC

Fosfatidylserin, soucast bunééné membrany, ptechazi pii apoptdze z vnitini strany
bunééné membrany na vné&jsi. Fluorescenéné znaceny Annexin V (Annexin V-FITC) ma
vysokou afinitu pravé k fosfatidylserinu. Apoptdza je od nekrdzy odliSena piidavkem
propidium jodidu (PI). Propidium jodid pozitivni bunky podléhaji nekroze.

Neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS a UKF-NB-3 byly kultivovany 48 hodin za
standardnich podminek a v hypoxii (1 % O,) s20uM Z-VAD-fmk; 5ug/ml respektive
21g/ml CDDP; 5ug/ml respektive 2ug/ml CDDP v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk; 5mM
respektive 2mM VPA; 5mM respektive 2mM VPA v kombinaci s 20uM ZVAD-fmk.
Bunky byly sklizeny trypsinem a promyty 2x 1 ml PBS. Dle instrukci vyrobce soupravy
Annexin V-FITC detekce apoptdzy (BioVision) byla peleta resuspendovana v 500 pl 1x
vazebného pufru. Poté bylo ke smési pfidano 5 pl Annexinu V-FITC a 5 pl propidium
jodidu. Bunky byly inkubovany 5 minut ve tmé pii pokojové teploté a nasledné

analyzovany priatokovym cytometrem Becton Dickinson FACS Calibur.

3.8. Translokace AIF

Translokace AIF z mitochondrii do bunétného jadra je dalSim znakem probihajici
apoptozy. Neuroblastomova bunééna linie SK-N-AS byla kultivovana jak za standardnich
podminek, tak v hypoxii (1 % O) s 5, 10 a 15mM VPA respektive 5ug/ml CDDP riznou
dobu (1-48 hodin) ve 24 jamkové desti¢ce. Na dné kazdé z jamek bylo umisténo sterilni
kryci sklicko, na které buiiky adherovaly. Fixace na sklicka byla provedena nasledovné.
Buiky byly promyty 2x 1 ml PBS, 2 minuty prefixovany 500 pl 4% roztokem
formaldehydu v PBS. Poté bylo pfidano 300 ul 2% roztoku formaldehydu v PBS na 20
minut. Fixace probihala za laboratorni teploty. Buiiky byly promyty 2x 1 ml PBS a 2x 1 ml
odmyvaciho pufru o sloZeni 0,1% fetalni hovézi sérum v PBS. Dale bylo do kazdé jamky
ptidano 400 pl blokovaciho pufru o slozeni 10% fetalni hovézisérum 0,3% Triton® X-100
v PBS. Desti¢ka byla inkubovana 45 minut za laboratorni teploty. Blokovaci pufr byl
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odebran a do jamek bylo ptfidano 200 pl fediciho roztoku, ktery obsahoval 3% fetalni
hovézi sérum a 0,3% Triton® X-100 v PBS) a 1 pl primarni mysi monoklonalni protilatky
proti AIF. Vzorky byly inkubovany pies noc ve 4°C. Roztok protilatky byl odebran
a bunky promyty 2x 1 ml odmyvaciho pufru. Do 200 pl fediciho pufru o slozeni 2% fetalni
hovézi sérum, 0,3% Triton® v PBS byl pfidan 1 pl sekundarni protilatky (kufeci anti-
mys$i) znacené Alexa Fluor® 488. VVzorky byly inkubovany 1 hodinu za tmy pii laboratorni
teploté. Poté byly promyty 2x 1 ml promyvaciho pufru. Podle potfeby byla barvena
i buné¢na jadra barvivem Hoechst 33258 (1pg/ml) v PBS. Inkubace probihala 5 minut za
tmy pfi laboratorni teploté. Bunky byly nasledné promyty 1 ml PBS a 1 ml destilovanou
vodou. Sklicka s fixovanymi obarvenymi buiikami byla pfeklopena na podloZni sklicko
S malym mnoZstvim ,,anti-fade* zpeviujiciho roztoku. Okraj krycich sklicek byl fixovan
lakem, pro delsi konzervaci vzorki. AIF bylo nasledné vizualizovano fluorescenénim

mikroskopem Olympus AX70 PROVIS.

3.9. lzolace jaderné frakce

K oddéleni cytosolarni a jaderné frakce byla pouzita souprava chemikalii firmy
Biovision. 4 x 10° bungk bylo centrifugovano pii 600 g a 4°C v centrifuze Eppendorf
Centrifuge 5415 R. Nasledn¢ k nim bylo pfidano 200 ul roztoku CEB-A mix (CEB-A mix
= 1ml roztoku CEB-A, 2 ul proteasoveho inhibitoru, 1 pul DTT). Vzorek byl 15 sekund
vortexovan (Scientific Industries Vortex Genie 2) pii maximalnich otackach a dale
inkubovan 10 minut na ledu. Poté bylo pfidano 11 ul vychlazeného CEB-B roztoku a smés
vortexovana 5 sekund. Nésledovala inkubace na ledu po dobu 1 minuty. Déale byl vzorek
znovu 5 sekund vortexovan a 5 minut centrifugovan pii 16 000 g a teploté 4°C.
Supernatant (cytosolarni frakce) byl odebran do vychlazené zkumavky eppendorf a peleta
resuspendovana ve 100 ul vychlazeného NEB mix (NEB mix = 1 ml roztoku NEB, 2 pl
proteasového inhibitoru, 1 pl DTT). Vzorek byl vortexovan 15 sekund a dale inkubovan
10 minut na ledu. Poté opét vortexovan 15 sekund a inkubovan 10 minut, takto celkem po
dobu 40 minut. Poté byl vzorek centrifugovan 10 minut pii 16 000 g a teploté 4°C.
Supernatant byl odebran do vychlazené zkumavky eppendorf jako jaderna frakce. Vzorky

byly do dalSiho pouziti skladovany pti -80°C.

-37-



3.10. Elektroforesa

Proteiny cytosoldrni a nuklearni frakce byly -elektroforeticky rozdéleny na
polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného. Rozdé€lovaci 11% gel
0 objemu 10 ml obsahoval: 2,5 ml 1,5M Tris pH 8,8; 2,5 ml 40% AA mix (akrylamid/bis—
akrylamid = 29/1); 100 pl 10% SDS; 10 pl TEMED; 100 pl 10% APS a destilovanou
vodu. Zaosttovaci 6,6% gel o objemu 5 ml byl ptipraven smichanim 1,25 ml 1M Tris pH
6,8; 750 ul 40% AA mix; 50 pl 10% SDS; 10 ul TEMED; 50 ul 10% APS a destilovanou
vodou. Elektrodovy pufr byl ptipraven rozpusténim 1,51g Tris; 9,4g glycinu; 0,5g SDS
ve 450 ml destilované vody. K jednotlivym vzorkam (1-5 pig proteinu na jamku) byl ptidan
vzorkovy pufr (o slozeni: Tris-HCI pH 6,8 375mM; SDS 9%; glycerol 50%;
merkaptonethanol 9% a bromfenolova modi 0,03%) v poméru 1:5. Vzorky byly dale 5
minut inkubovany pii teploté 95°C. Na zaostfovaci gel bylo nandSeno vzdy 1 — 5 ug
proteinu na jamku. Rozdéleni proteinti probihalo v elektroforetické aparatute firmy Sigma,
elektromigrace probihala ve vertikalnim uspotfadani 80 minut pii pH 8,5 a konstantnim
proudu 20mA na jednu elektroforetickou desku. Po elektroforetickém rozdéleni byly

proteiny preneseny metodou Western blot na nitrocelulosovou membréanu.

3.11. Western blot

Pro ptenos proteinli na nitrocelulosovou membranu byla pouzita aparatura firmy BIO-
RAD (Mini Trans-Blot Cell). Do ni byly postupné navrstveny ,,fiber®, filtra¢ni papir,
nitrocelulosova membrana (0,45um), elektroforeticky gel, opét filtracni papir a ,,fiber®.
Membrany spolu s ,.fibery* a filtratnimi papiry byly ponofeny do pienosového pufru
(3,059 Tris 14,59 glycinu v 10% methanolu). Pfenos proteinii probihal 80 minut pfi
konstantnim proudu 350mA. Poté byly membrany obarveny 0,2% roztokem Ponceau pro
kontrolu spravného pifenosu a nasledné roztokem PBS odbarveny. Poté byly membrany
1 hodinu blokovany v blokovacim pufru (5% mléko BIO-RAD a 0,25% TWEEN 20
v PBS) za laboratorni teploty. Néasledovala inkubace se specifickou primarni protilatkou
(GADPH: 1:500; PARP: 1:500; AIF: 1:250) pies noc pii 4°C za stalého michani pomoci
GYROTWISTER (Labnet). Membrany byly promyty pufrem C (1 ml 20% TWEEN 20 do
400 ml PBS) ve vakuové aparatuie SNAP id. (Millipore) a inkubovany 10 minut se

sekundarni protilatkou (kozi proti mysi s HRP konjugatem 1:2000) fedéna v 0,1% mléku
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vpufru C a mebrana opét promyta 4x 15 ml roztoku pufru C. Poté byly membrany
inkubovany 4 minuty s reagenciemi soupravy Immun-Star HRP Chemiluminescence Kit
(BIO-RAD) smichanymi v poméru 1:1. Membrana umisténa do kazety firmy CAWO byla
vyvolana na filmy MEDIX XBU v pfistroji FOMA Optimax dle tidaji vyrobce.
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4. Vysledky

Neuroblastomové nadorové buiiky mizeme rozdélit do tifi skupin: N — typ
(,,neuroblastic neuroendokrinni prekurzor), I — typ (,intermediate), S — typ
(,,Schwannian“ melanoblasticky prekurzor) [65]. Experimenty byly provadéné na dvou
lidskych neuroblastomovych bunéénych liniich vysokého rizika SK-N-AS (S-typ) a UKF-
NB-3 (N-typ). Snimky jednotlivych linii jsou na obrazku ¢. 12. Pouzité bunééné linie se od
sebe lisi nejen bunécnym typem (S- a N-typ), ale také amplifikaci genu N-myc, ktery je
negativnim prognostickym znakem tohoto nadorového onemocnéni. Bunécna linie UKF-
NB-3 pochdzi z metasaz v kostni dieni od pacienta ve IV stadiu neuroblastomu a mé
amplifikaci genu N-myc [66]. Bunétna linie SK-N-AS pochazi z kostni diené pacienta

také ve IV stadiu. Tato bun&¢na linie ma pouze zmnozeni genu N-myc [67].

o) AN (BASHIA Y { NURZCh e
Obrazek €. 12. Snimky lidskych neuroblastomovych bunéénych linii SK-N-AS (S-
typ), (A), UKF-NB-3 (N-typ), (B), pofizené mikroskopem Olympus IX51. SK-N-AS
zvétseno 200x, UKF-NB-3 zvétieno 400x. Cernd Sipka na obrizku B naznaduje
charakteristické vyb&zky.

Obe¢ studované neuroblastomové bunééné linie se od sebe morfologicky 1isi (obrazek ¢.
12). Linii UKF-NB-3 (N-typ) tvofi malé buiky s malym obsahem cytoplazmy. Naproti
tomu linie SK-N-AS (S-typ) je charakteristicka velkymi plochymi buiikami. Dale je pro ni
typickd tvorba pomérné dlouhych vybézkl (naznaceno Cernou Sipkou na obrazku &. 12
(B)). Ob& bunécné linie byly kultivovany v normoxii, tedy za standardnich podminek a pii
nedostatku kysliku - v hypoxii (1 % O;). Solidni nadory nejsou obvykle dostate¢né

zasobeny kyslikem, jsou v nich patrné hypoxické ostrivky také v dusledku nedostateéné
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vaskularizace. Pravé snizenim dostupnosti kysliku pii kultivaci neuroblastomovych

bunécnych linii jsme se snazili pfiblizit biologickym podminkam.

4.1.  Vliv kultivaénich podminek na rist bunék

Do jaké miry zavisi schopnost bunék tvotit kolonie v zavislosti na dostupnosti kysliku
bylo zjistovano testem klonogenicity. Neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS a UKF-
NB-3 byly kultivovany za standardnich, normoxickych, a hypoxickych (1 % Oy)
podminek. Bunétné kultury byly nafedény tak, aby v kazdé kultiva¢ni misce bylo v 5 ml
kultivatniho média pouze 300 bunék. Po osmidenni kultivaci v odliSnych kultiva¢nich
podminkach byly bunky fixovany a pocet kolonii, které vyrostly z jednotlivych bunék,
vyhodnocen (tabulka ¢ 3). Z obrazku ¢. 13 je ziejmé, Ze u obou linii, SK-N-AS a UKF-NB-
3 byla po =zafixovani bun€k zvySend klonogenicita v hypoxickych kultiva¢nich
podminkéach. Naopak v normoxii byl rist kolonii snizen. Celkové byla vice klonogenni

neuroblastomova bunééna linie SK-N-AS.

Tabulka €. 3. Pocet kloni bunék po osmidenni kultivaci v normoxii a hypoxii (1 %
O_) neuroblastomovych linii SK-N-AS a UKF-NB-3.

pocet klond bunék

V normoxii
SK-N-AS 71 167
UKF-NB-3 0 96
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Obriazek ¢. 13. Kolonie bunék linii SK-N-AS a UKF-NB-3 kultivované v normoxii
a hypoxii (1 % O,). Obarvené dle Giemsy po 8 denni kultivaci.

4.2. Cytotoxicita NaB a LiCl

Cytotoxicita butyratu sodného a chloridu litného vuéi lidskym neuroblastomovym
liniim SK-N-AS a UKF-NB-3 byla studovana MTT testem. Bunééné linie byly
kultivovany 72 hodin se vzrastajicimi koncentracemi jednotlivych latek. Pro porovnani
a zjisténi jejich Gcinnosti, byly bunééné linie kultivovany v normoxii a hypoxii (1 % O,).
Absorbance jednotlivych vzorkii byla méfena ¢teCkou mikrodesticek VERSA max pfi
vinové delce 570 nm. ICso, tedy koncentrace latky pifi niz prezije 50% bunéek, byly
vyhodnoceny programem SoftMax Pro. Z obrazku ¢. 14 je patrné, Ze neuroblastomova
bunééna linie UKF-NB-3 (B) kultivovana v normoxii je k LiCl senzitivnéjs$i nez linie SK-

N-AS (A) kultivovana za stejnych standardnich podminek.
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Obrazek ¢. 14. Reprezentativni grafické srovnani cytotoxicity LiCl vuci
lidskym neuroblastomovym bunéénym liniim SK-N-AS (A) a UKF-NB-3 (B)
kultivovanych za standardnich podminek generované programem SoftMax Pro.
Hodnota ICsp, byla vypoc¢itana programem SoftMax Pro. Graf zavislosti procentualniho
preziti bunck na koncentraci LiCL

Naméiené hodnoty ICsp pro bunécnou linii SK-N-AS a UKF-NB-3 jsou uvedeny
v tabulce ¢. 4. Zajimavé hodnoty koncentraci NaB byly zjistény v hypoxické kultivaci
U bunécné linie SK-N-AS. Hodnota koncentrace NaB vyrazné nizsi a NaB tedy uc¢innéjsi

v hypoxickych podminkach.

Tabulka ¢. 4. Hodnoty ICsy jednotlivych studovanych latek v normoxii
a hypoxii (1 % O;) u bunéénych linii SK-N-AS a UKF-NB-3. Smérodatné odchylky

byly pocitany ze tii nezavislych experimentt.
UKF-NB-3
normoxie

SK-N-AS
normoxie

ICso (mM) ICso (mM) IC50 (mM) ICso (mM)
NaB (mM) 2,08 +0,34 1,33+0,22 0,71+0,11 0,75+0,21
LiCl (mM) 10,95+ 1,64 18,41 +1,83 8,62 +0,75 10,27 £ 1,56
4.3. Detekce programované bunééné smrti

Bunky mohou byt z lidského organismu odstraiiovany nckolika typy programovanych
bunéénych smrti (kapitola 1.2). V této diplomové praci byl kladen diraz na detekci
nejéastéjsi programované bunééné smrti — apoptdzy. Programovana bunééna smrt byla
U neuroblastomovych bunéénych linii SK-N-AS a UKF-NB-3 detekovana nékolika

riznymi metodami.
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4.3.1. Casova zavislost indukce bunééné smrti

kyselinou valproovou

Nejprve bylo nutné zjistit, po jak dlouhé dobé je v bufikach zahajen proces
programované bunééné smrti. Prvotnim experimentem byla detekce bunécné smrti
indukovana inhibitorem HDAC - kyselinou valproovou. Buné¢na smrt byla v tomto
experimentu sledovana na Grovni zmény aktivity caspasy-3, jejiz zvySena aktivita je
charakteristickym rysem apopt6zy. Lidské neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS
a UKF-NB-3 byly kultivovany s 5mM respektive 2mM kyselinou valproovou 6 — 48 hodin.
Vystaveni bunécnych linii inhitoraim HDAC, v tomto pfipadé¢ VPA, zptsobuje, ze buiky
po urcité dobé podstupuji programované bunééné smrti. Aktivivita caspasy-3 byla méfena
Vv lyzatech bun€k kultivovanych jak za standardnich podminek, tak v hypoxii (1 % O,).
Kontrolni vzorek byl kultivovan po dobu 24 hodin.

Vliv kultivaénich podminek na aktivitu caspasy-3 byl patrny az pii dlouhodobé;jsi
kultivaci (24 a 48 hodin) neuroblastomovych buné¢nych linii SK-N-AS (obrazek 15 na
strané 45) a UKF-NB-3 (obrazek 16 na strané 45) vystavenych 5mM respektive 2mM
VPA. Aktivita caspasy-3 nebyla pii kratSi dob¢ inkubace s kyselinou valproovou (6 a 12
hodin) ve srovnani s kontrolnim vzorkem ovlivnéna. Nejvyssi aktivita caspasy-3 byla
detekovana po 48 hodinové kultivaci u obou studovanych bunéénych linii za nedostatku
kysliku (1 % O,).
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Obrazek ¢. 15. Aktivita caspasy-3 detekovana po ruzné dlouhém vystaveni
neuroblastomové bunécéné linie SK-N-AS 5mM VPA.

1 normoxie

Aktivita caspasy-3 1 hypoxie
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Obrazek ¢. 16 Aktivita caspasy-3 detekovana po rizné dlouhém vystaveni
neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-3 2mM VPA.
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4.3.2. Fragmentace jader

V dasim kroku, pro navrhnuti rozsahlejSich experimentti, byla sledovana fragmentace
bunéénych jader. Fragmentované jadro bunky je charakteristickym znakem pozdni
apoptotické smrti. Programovana buné¢na smrt byla u neuroblastomovych bunéénych linii
SK-N-AS a UKF-NB-3 indukovana 48 hodinovou kultivaci s cisplatinou nebo kyselinou
valproovou v normoxii i hypoxii (1 % O,). CDDP byla pouzita jako konven¢ni
cytostatikum, o kterém je znamo, Ze je jeji i¢innost v hypoxii snizena. Kyselina valproova
byla pouzita jako zastupce inhibitord HDAC.

Po 48 hodinové kultivaci bun¢k v normoxii a hypoxiii (1 % O3) byly burnky barveny
Hoechstem 33258 a bunééné suspenze pozorovany mikroskopem Olympus AX70
PROVIS. Vizualizovand jadra byla pocitana okem a rozliSena na normalni

a fragmentovana (obrazek ¢. 17).

Obrazek ¢. 17. Fragmentovana versus neporuSena bunééna jadra
neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-3 vizualizovana barvivem Hoechst 33258
pozorovana fluorescenénim mikroskopem. Cervena Sipka zna¢i fragmentované jadro,
tedy jadro zanikajici butiky, bilé Sipky znaci neporusend jadra.

-46 -



Pozorovanim ve fluorescencnim mikroskopu bylo zjisténo, Ze u obou studovanych
neuroblastomovych linii, SK-N-AS a UKF-NB-3, jsou nejvice bunééna jadra poskozena po
48 hodinové kultivaci s 5ug/ml respektive 2pug/ml CDDP za standardnich podminek. 48
hodinova kultivace neuroblastmovovych bunéénych linii SK-N-AS a UKF-NB-3 s 5mM
respektive 2mM VPA v normoxii a hypoxii (1 % O,) nevedla k tak pocetné fragmentaci
bunéénych jader jako po 48 hodinové kultivaci s CDDP. Fragmentace bunécnych jader po
kultivaci s kyselinou valproovou nebyla vyrazné ovlivnéna kultivaénimi podminkami na
rozdil od 48 hodinové kultivace s CDDP (obrazek ¢. 18).

A B
SK-N-AS UKF-NB-3

50

40

30

M normoxie
20

m hypoxie
10 yp

% fragmentovanych jader

K CDDP VPA

% fragmentovanych jader

K CDDP VPA

Obrazek ¢ 18.  Zastoupeni fragmentovanych  bunéénych jader
u neuroblastomovych linii SK-N-AS (A) a UKF-NB-3 (B) po 48 hodinové inkubaci
s 5ug/ml respektive 2ug/ml CDDP nebo 5mM respektive 2mM VPA v normoxii
a hypoxii (1 % Oy).

4.3.1. Indukce bunééné smrti cisplatinou,
kyselinou valproovou, trichostatinem A a

butyratem sodnym

Z predchozich experimentl byla jako vhodnd doba pro studium bunééné smrti zvolena
48 hodinova inkubace neuroblastomovych bunéenych linii SK-N-AS a UKF-NB-3
s konvenéné pouzivanym cytostatikem cisplatinou a inhibitory histondeacetylas kyselinou
valproovou, trichostatinem A a butyratem sodnym. Bunééna smrt byla v lyzatech bunck
detekovana zménou aktivity caspasy-3, ktera koreluje s rozsahem programované bunécné

smrti. Déle byl sledovan vliv kultivacnich podminek na indukci bunééné smrti. Lidské
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neuroblastomové bunééné linie linie SK-N-AS a UKF-NB-3 byly 48 hodin vystaveny
studovanym latkam: 5ug/ml respektive 2ug/ml CDDP, 5mM respektive 2mM VPA,
200nM respektive 200nM TSA a 5mM respektive 2mM NaB nejen za standardnich
kultiva¢nich podminek, ale také v hypoxii (1 % Oy).

Aktivita caspasy-3, (obrazek ¢. 19), je po kultivaci neuroblastomové buné¢né linie
SK-N-AS se vsemi studovanymi inhibitory histondeacetylasy (VPA, TSA a NaB)
v hypoxii (1 % O,) jednozna¢né vyssi. Naopak kultivace této bunééné linie s cisplatinou za
nedostatku kysliku (1 % O) snizila aktivitu caspasy-3 ve srovnani s kultivaci za
standardnich podminek. To odpovida skuteCnosti, Ze bunky jsou pii nedostate¢ném

zésobeni kyslikem k cisplatiné méné citlivé.

Aktivita caspasy-3 indukovana [__Jnormoxie
094 CDDP, VPA, TSA, NaB == hypoxie

0,8 I
0,71
0,61 i
0,51
0,41

o

H

opticka denzita
HH

0,3-
0,21
0,11
0,04

HH

H

K CDDP VPA TSA NaB

Obrazek ¢. 19. Aktivita caspasy-3 neuroblastomove linie SK-N-AS indukovana
48 hodinovou inkubaci s 5ug/ml CDDP, 5mM VPA, 200nM TSA a 5mM NaB
v normoxii a hypoxii.

Druha neuroblastomova bunééna linie UKF-NB-3 se v obdobném experimentu
chovala odlisné (obrazek ¢. 20 na stran¢ 49). Obecné je tato linie k podavanym latkdm
citlivéjsi ve srovnani s neuroblastomovou linii SK-N-AS, proto byla bunééna kultura UKF-
NB-3 48 hodin vystavena niz§im koncentracim sledovanych latek: 2pug/ml CDDP, 2mM
VPA, 200nM TSA a 2mM NaB. Nedostatek kysliku (1 % O,) snizoval aktivitu caspasy-3
nejen po 48 hodinové kultivaci UKF-NB-3 s 2ug/ml konven¢niho cytostatika CDDP, ale

i po kultivaci s inhibitorem histondeacetylas butyratem sodnym. Kultiva¢ni podminky
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nemély téméf zadny vliv na aktivitu caspasy-3 po 48 hodinovem vystaveni UKF-NB-
3 dalsim inhibitoram histondeacetylas (VPA a TSA).

Aktivita caspasy-3 indukovana L normoxie
061 CDDP, VPA, TSA, NaB [ hypoxie

0,54

HH

HH

0,4 -

H

0,31

0,21

opticka denzita
1

0,14

0,0

K CDDP VPA TSA NaB

Obrazek ¢. 20. Aktivita caspasy-3 neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-3
indukovana 48 hodinovou inkubaci s 2pg/ml CDDP, 2mM VPA, 200nM TSA a 2mM
NaB v normoxii a hypoxii (1 % O,).

4.3.1. Vliv pan-caspasového inhibitoru Z-VAD-

fmk na aktivitu caspasy-3

Pan-caspasovy inhibitor Z-VAD-fmk v dostatetné koncentraci v buiikach
ireversibilné inhibuje aktivitu vSech caspas. Nejprve jsme experimentalné zjistovali, zda
20uM koncentrace Z-VAD-fmk dostate¢né inhibuje aktivitu caspasy-3. Neuroblastomové
bunééné linie SK-N-AS a UKF-NB-3 byly kultivovany za standardnich podminek 48
hodin s konvenéné pouzivanym cytostatikem cisplatinou o koncentraci 5 pg/ml respektive
2 pg/ml, ktera aktivitu caspasy-3 vyrazné zvysuje. Z obrazku ¢. 21 na strané 50 je patrné,
7e 20uM Z-VAD-fmk snizuje aktivitu caspasy-3 obou neuroblastomovych bunécnych linii
na troven kontrolnich vzorkd po 48 hodinovém vystaveni buné&tnych kultur Spg/ml

respektive 2ug/ml CDDP v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk.
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Obrazek ¢&. 21. Aktivita caspasy-3 neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS (A)
a UKF-NB-3 (B) po po 48 hodinové kultivaci za standardnich podminek. Aktivita
caspasy-3 byla u bunénych linii indukovana 5ug/ml respektive 2pug/ml CDDP. Aktivit
caspasy-3 byla snizena na urovent kontrolniho vzorku u bunék vystavenych 48 hodin
kombinaci 5pug/ml respektive 2ug/ml CDDP v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk.

4.3.2. Detekce apoptdzy po pan-caspasové

inhibici

Pro rozliSeni bunéné smrti na caspasach zavislé od smrti na caspacach nezavislé byl
pouzit pan-caspasovy inhibitor Z-VAD-fmk. Ten ireversibiln¢ inhibuje vSechny caspasy
V bunice. V této Casti diplomové prace byla apoptoza detekovana pritokovym cytometrem
Becton Dickinson FACS Calibur pomoci zna¢eni membranového proteinu fosfatidylserinu
Annexinem V s fluorescen¢ni znackou FITC. Pro rozpoznani casnych a pozdnich
apoptotickych procesit v bufice se pouziva soucasné znaceni propidium jodidem.
V Casnych stadiich apoptozy dochazi k externalizaci fosfatidylserinu z cytosolarni do
extracelularni ¢asti membrany, kde je vizualizovdn fluorescenéné znaCenym Annexinem
V. V pokrocilém stadiu apoptdzy propidium jodid vstupuje do buiiky, jejiZ membrana je
permeabilizovana a je interkalovan do DNA, kde jej 1ze vizualizovat. Plati tedy, Ze bunky
Annexin V s FITC negativni i propidium jodid negativni, jsou Zivé. Buriky ve stadiu ¢asné
apoptozy jsou Annexin Vs FITC pozitivni ale propidium jodid negativni. Pokud jsou
buiiky Annnexin Vs FITC pozitivni a zaroveil propidium jodid pozitivni, jsou ve

fazi pozdni apoptdzy nebo nekrotické [68]. Pti vyhodnoceni prutokovym cytometrem bylo
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sledovano procentualni zastoupeni jednotlivych populaci bunék neuroblastomovych
bunécnych linii SK-N-AS a UKF-NB-3.

Lidské neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS a UKF-NB-3 byly kultivovany jak za
standardnich kultivaénich podminek, tak v hypoxii (1 % O,). Jednotlivé vzorky obou
bunécnych linii SK-N-AS a UKF-NB-3 byly piipraveny 48 hodinovou kultivaci s 20uM Z-
VAD-fmk; 5upg/ml respektive 2pg/ml CDDP; 5ug/ml  respektive 2pg/ml CDDP
vV kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk; 5mM respektive 2mM VPA a 5mM respektive 2mM
VPA v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk.

Samotny pan-caspasovy inhibitor Z-VAD-fmk v koncentraci 20uM, s nimz byly
neuroblastomové bunécné linie SK-N-AS a UKF-NB-3 48 hodin kultivovany, nemél na
viabilitu bun¢k vliv (obrazek ¢. 22 na strané 52). Naopak 48 hodinova kultivace s 5ug/ml
respektive 2ug/ml CDDP vyvolala masivni umirani bunék, zvlast u bunééné linie UKF-
NB-3 v normoxii. Buiky neuroblastomové linie SK-N-AS, které byly 48 hodin vystavené
kombinaci 5pug/ml CDDP a 20uM Z-VAD-fmk, ptezivaly ptiblizné o 14 % respektive 26
% vice, nez bunky vystavené samotné cisplatiné v normoxii ¢i v hypoxii (1 % O,) (obrazek
¢. 22 (A) na stran¢ 52). Vliv pan-caspasového inhibitoru Z-VAD-fmk v kombinaci
s cisplatinou (2ug/ml) na kultivaci druhé neuroblastomové bunécéné linie UKF-NB-3 nebyl
vV normoxii statisticky vyznamny a pii kultivaci v nedostatku kysliku (1 % O3) byla
viabilita bunék stejna jako pii kultivaci UKF-NB-3 pouze s cisplatinou (obrazek ¢. 22 (B)
na strané 52). 48 hodinova kultivace neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS za
standardnich podminek s 5mM VPA v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk vedla k pfiblizné
9% narustu viability ve srovnani s vystavenim pouze 5mM VPA. Rozdil ve viabilité
neuroblastomové buné¢né linie SK-N-AS kultivované s 5mM VPA, respektive s 5mM
VPA v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk v normoxii a za snizené dostupnosti kysliku (1 %
0,) nebyl nestatisticky vyznamny (obrazek ¢. 22 (A) na stran¢ 52). Obdobnych vysledka
bylo dosaZeno kultivaci neuroblastomové bunétné linie UKF-NB-3 s2mM VPA
respektive 2mM VPA v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk stim rozdilem, Ze celkova

bunééna viabilita byla vyssi (obrazek ¢. 22 (B) na strané 52).
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Obrazek ¢. 22. Viabilita neuroblastomové bunécné linie SK-N-AS (A) a UKF-
NB-3 (B) po 48 hodinové kultivaci v normoxii a hypoxii (1 % O) s 20uM Z-VAD-
fmk; 5ug/ml respektive 2ug/ml CDDP; 5ug/ml respektive 2ug/ml CDDP v kombinaci
s 20uM Z-VAD-fmk; 5mM respektive 2mM VPA a 5mM respektive 2mM VPA
v kombinaci s 20pM Z-VAD-fmk.

Procentudlni zastoupeni bunck lidskych neuroblastomovych bunéénych linii SK-N-
AS a UKF-NB-3 Annexin V FITC pozitivnich a zaroven propidium jodid negativnich,
které odpovidaji ¢asné apoptdze odpovidalo viabilité bun¢k (obrazek ¢. 22). Vyssi viabilita
SK-N-AS kultivovanych v hypoxii (1 % O,) koreluje s niz§im zastoupenim bunék v ¢asné
apoptoze (obrazek & 23 na strané 53). Casna apoptoza UKF-NB-3 bunék byla
nejmasivngjsi pii kultivaci s 2pug/ml CDDP v normoxii, necelych 50 % bungk. V kultivaci
s kombinaci 2ug/ml CDDP a 20uM Z-VAD-fmk byla ¢asna apoptéza zaznamenana
u neuroblastomové linie UKF-NB-3 vice v hypoxii. Procentudlni zastoupeni UKF-NB-3
bunék po 48 hodinové kultivaci s 2mM VPA a 2mM VPA se 20uM Z-VAD-fmk bylo
podobné (obrazek ¢. 23 (B) na strané 53). Dale bylo zjisténo, Ze neuroblastomové buriky
SK-N-AS kultivované s20 pM Z-VAD-fmk v kombinaci s 5mM VPA maji ptiblizné
stejné procentualni zastoupeni jako buriky kultivované bez ptidani pan-caspasového
inhibitoru Z-VAD-fmk (obrazek ¢. 23 (A) na strané 53). To mize znamenat, ze ¢asna

apoptoza probiha pfi inhibici caspas nezavisle na caspasach.
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Obrazek ¢. 23. Procentudlni zastoupeni Annexin V FITC pozitivnich a zaroven
propidium jodid negativnich bunék neuroblastomové linie SK-N-AS (A) a UKF-NB-3
(B) kultivovanych 48 hodin za standardnich podminek a v hypoxii (1 % O3) s 20uM
Z-VAD-fmk; 5pg/ml respektive 2ug/ml CDDP; 5ug/ml respektive 2ug/ml CDDP
v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk; 5mM respektive 2mM VPA a 5mM respektive
2mM VPA v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk.

Na nasledujicim obrazku ¢. 24 na strané 54 je procentudlni zastoupeni
neuroblastomovych bunék SK-N-AS (A) a UKF-NB-3 (B), Annexin V FITC, ale
i propidium jodid pozitivnich, tedy bunék, které jsou v pozdni fazi apoptdézy nebo
nekrotické. Kultivace neuroblastomové bunécné linie SK-N-AS s pan-caspasovym
inhibitorem Z-VAD-fmk v kombinaci s 5ug/ml CDDP snizila procentualni zastoupeni
bunék v pozdni apoptotické fazi jak v normoxii, tak hypoxii (1 % O,) (obrazek ¢. 24 (A) na
stran¢ 54). Je tedy mozné, ze cisplatina vyvolava bunécnou smrt zavislou na caspasach.
Ukazalo se, Ze kombinace 5mM VPA s 20uM Z-VAD-fmk vedla narozdil od kultivace
neuroblastomové buné¢né linie SK-N-AS jen s 5mM VPA Kk mirnému zvyseni po¢tu bunék
V pozdni apoptdze, coz opét prispiva k hypotéze, ze tyto bunky umiraji na caspasach

nezavislou cestou (obrazek ¢. 24 (A) na strané 54).
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Obrazek ¢. 24. Procentudlni zastoupeni Annexin V FITC pozitivnich a zaroven
propidium jodid pozitivnich bunék neuroblastomové linie SK-N-AS (A) a UKF-NB-3
(B) kultivovanych 48 hodin za standardnich podminek a v hypoxii (1 % O3) s 20uM
Z-VAD-fmk; 5pg/ml respektive 2ug/ml CDDP; 5ug/ml respektive 2ug/ml CDDP
v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk; 5mM respektive 2mM VPA a 5mM respektive
2mM VPA v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk.

Buriky neuroblastomové bunééné liniec UKF-NB-3 byly ve fazi pozdni apoptézy
nejvice procentualné zastoupeny u vzorku kultivovaného 48 hodin za standardnich
podminek s 2pg/ml CDDP s piidavkem pan-caspasového inhibitoru. U neuroblastomové
kultury UKF-NB-3 kultivované s 2ug/ml CDDP doSlo k vyraznému poklesu bunék
Annexin V FITC, ale i propidium jodid pozitivnich. Vzorky kultivovane s 2mM VPA
a 2mM VPA se 20uM Z-VAD-fmk byly podobné procentudlné¢ zastoupeny (obrazek ¢. 24

(B)).

4.3.3. Detekce translokace AIF do bunééného
jadra

Predchozi experimenty ukéazaly, Ze kyselina valproova indukuje bunécnou smrt i po
inhibici vSech caspas pan-caspasovym inhibitorem Z-VAD-fmk. Z toho lze usoudit, Ze

programovand bunéna smrt vyvolana 48 hodinovou kultivaci bunéénych linii SK-N-AS
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a UKF-NB-3 s5mM respektive 2mM VPA v kombinaci s 20uM Z-VAD-fmk je na
caspasach nezavisla. Bunétnad smrt nezavisla na caspasach mize probihat nékolika

drahami. Jednou z nich je translokace AIF z mitochondrii do buné¢ného jadra.

4.3.3.1. Vizualizace AIF

Apoptdéza byla detekovana imunofluorescen¢nim barvenim a pozorovanim
jednotlivych  bunék neuroblastomové bunécné linie SK-N-AS fluorescenénim
mikroskopem Olympus AX70 PROVIS. Bunééna linie SK-N-AS byla pro tento
experiment vybrana pro velky objem bungk.

V tomto experimentu byla bunécna smrt indukovéana 48 hodinovou kultivaci s 5, 10
a 15 mM VPA nebo 5 pg/ml CDDP v normoxickych podminkach. Po fixaci bun¢k nebyla
u zadného vzorku fluorescenénim mikroskopem zaznamendna translokace AIF do jadra
(obréazky ¢. 25 a 26 na stran€ 55 a 56). Buné¢na jadra jsou barvena Hoechstem 33258.

V dalsim experimentu byla neuroblastomova linie SK-N-AS inkubovana pouze
s SmM VPA po dobu 1, 2, 4 a 8 hodin. Bunky byly kultivovany v normoxii i hypoxii (1 %
0,). Po fixaci bunék byla zaznamenana ve vzorku po 4 hodinové kultivaci s 5mM VPA v
normoxii pro velmi minoritni pocet bun¢k ptipadna translokace AIF do jadra (obrazek C.

27 na strang 56).

Obriazek ¢. 25. Imunofluorescencné vizualizovany AIF (zelené) u
neuroblastomové linie SK-N-AS. Modre jsou vizualizovana jadra bunék. Zvétseno
1000x.
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Na obrazku ¢. 26 jsou buiiky linie SK-N-AS s vizualizovanym AlF, které tvoii

charakteristické fetizky.

Obrazek ¢. 26. Vizualizace AIF pomoci primarni a sekundarni protilatky
u neuroblastomové linie SK-N-AS. Zvétseno 1000x.

Obriazek ¢. 27. Vizualizace predpokladané translokace AIF do jadra bunécné
linie SK-N-AS znazornuje ¢ervena Sipka. Bild Sipka znazornuje AIF v prostoru
cytoplasmatickém po 4 hodinové kultivaci s 5 mM VPA v normoxii. Zvétseno 2000x.
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4.3.3.1. Detekce AIF v nuklearni a cytosolarni frakci SK-N-AS
U neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS byla sledovana exprese proteinu AlF
vV riznych bunéénych kompartmentech. Bunky byly lyzovany s ndslednym oddélenim
cytosolarni a nuklearni frakce. Bézné je AIF lokalizovan v mitochondriich, tedy
V cytosolarni frakci. Pfi jeho uvolnéni a translokaci do jadra buiika podstupuje proces
apoptdzy, kterd nemusi byt na caspasach zavisla.

V izolované nuklearni a cytosolarni frakci neuroblastomové bunééné linie SK-N-AS
byla stanovena koncentrace proteint. Proteiny byly dale elektroforeticky rozdéleny
a preneseny na nitrocelulosovou membranu Western blotem. Pro kontrolu spravné izolace
cytosolalni a nuklearni frakce byly pouzity protilaitky proti glyceraldehydfosfat
dehydrogenase (GADPH), kontrola cytosolarni frakce a protilatka proti PARP jako
kontrola nukledrni frakce. Pritomnost AIF byla zjisténa v cytosolarni i nuklearni frakci
(obrazek ¢. 28).
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Obrazek ¢. 28. Pfitomnost AIF v nuklearni a cytosolarni frakci neuroblastomove
bunééné linie SK-N-AS. Cistota nukledrni a cytosolarni frakce byla ovéfena pomoci
protilatky proti GADPH a PARP.
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5. Diskuse

V poptedi védeckych zajml je jiz dlouhou dobu vyzkum nddorovych onemocnéni
a procest nekontrolovaného déleni bunc¢k. Neuroblastomy, nadory vyskytujici se nejcastéji
u déti, jsou jednim z nich. Primarni vyzkum mitize odhalit n¢které nezndmé molekularni
mechanismy existence nadorovych bunék a prispét tak ke zlepSeni lécebnych postupt
U pacientl se Spatnymi prognostickymi znaky.

Jsou popsany tfi morfologické typy neuroblastomovych bunék: N-,S- a I-typ [65]. Pro
experimenty byly pouzity dvé rozdilné neuroblastomové linie zastupujici dva z nich, tedy
linie SK-N-AS (S-typ) a linie UKF-NB-3 (N-typ). Buriky I-typu jsou velmi variabilni, tvofi
meznik mezi S- a N-typem. Neuroblastomova bunééna linie SK-N-AS ma zmnoZeni genu
N-myc, zatimco bunééna linie UKF-NB-3 ma& N-myc amplifikovany. N-myc je
transkripéni faktor a DNA vazebny protein, podili se pfedevSim na regulaci transkripéni
aktivity a je negativnim prognostickym faktorem.

Neuroblastomové bunécné linie SK-N-AS a UKF-NB-3 se chovaly pii kultivaci za
standardnich podminek a za nedostatku kysliku (1 % O,) rozdilné. Testovanim
klonogenicity bylo zjisténo, ze u obou studovanych linii SK-N-AS i UKF-NB-3 vedla
osmidenni kultivace v hypoxii (1 % O;) ke vzniku vyssiho poctu bunéénych kolonii ve
srovnani s poc¢tem kolonii tvofenych za standardnich kultivaénich podminek. Tento fakt
muze byt castecné vysvétlen zménou metabolismu bunék pii nedostatku kysliku
z aerobniho na anaerobni, kdy dochazi k expresi mnoha faktort, které se podili na pieziti
bunky ve stresovém prostifedi. Mnoho diilezitych genti je transkripné aktivovano HIF-1a,
respektive komplexem HIF. Pfedpoklada se, ze HIF-1a je zodpovédny za zvySeni viability
bunék v hypoxii [69]. U linie UKF-NB-3 nedoSlo v normoxii k narastu kolonii bunék,
i kdyz jejich vychozi pocet byl stejny jako u linie SK-N-AS. Miize to byt dano rozdilnym
bunéénym typem a tim i schopnosti pfezit v nepfiznivych podminkach, kdy jsou buiky
rozptyleny v kultivaénim médiu daleko od sebe.

V nadorovych loziscich se casto nachdzeji mista, ktera jsou charakteristicka
nedostate¢nym zasobenim kyslikem v dusledku rychlého ristu a neadekvatni angiogeneze.
Nedostatecné zasobeni kyslikem indukuje zménu metabolismu bun¢k a zménu exprese
nékterych gent (napif. MDR1) a tim se buniky mohou stavat rezistentni vic¢i konvenéni
lécbé chemoterapeutiky. Snahou tedy je najit latky, které se podileji na smrti bun€k
V normoxii, ale také jsou pfinejmensim stejné uc¢inné v hypoxii. Jednou ze skupiny téchto

latek mohou byt inhibitory HDAC. Mezi né patii naptiklad Kkyslina valproova (kapitola
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1.1.5), trichostatin A ¢i butyrat sodny. Trichostatin A a butyrat sodny, ptsobi v bunce
mnoha mechanismy jako je zastaveni bunééného cyklu, indukce apoptozy a diferenciace
u zménénych bungk [70, 71]. Trichostatin A je selektivni a reversibilni inhibitor, G¢inny ve
velmi nizkych koncentracich (fadové v nanomolech) [72]. Bylo zji$téno, Ze v hypoxickych
podminkach by mohl destabilizovat HIF-1a a tim napiiklad ve zvy$ené mife indukovat
apoptozu. Pro zjisténi vhodnych koncentraci vybranych latek (NaB a LiCl) byl pouzit
MMT test. Chlorid litny sice nepatti do skupiny inhibitort HDAC ale je pouzivan k 1é¢bé
maniodepresivnich psychos [73]. Bylo zjisténo, ze kultivace bun¢k s touto latkou ovlivituje
transkripcni aktivitu gent dilezitych pro regulaci apoptdzy [74]. LiCl ovliviuje v buiice
GSK-3 (,,glykogen synthese kinase-3), ktera fosforyluje nékolik bunéénych substratd,
jako pravé napiiklad transkripéni faktory (fosforylaci inaktivuje HIF-1, tim se podoba
inhibitorim HDAC). Je také mozné Ze LiCl indukuje apoptdzu autokrinim zvySenim TNF-
a [75, 76]. Z namétenych dat je patrné, Ze cytotoxicita NaB vii¢i neuroblastomové bunécné
linii SK-N-AS byla za standardnich kultiva¢nich podminek nizs§i nez v hypoxii (1 % O,).
Je tedy mozné, Ze pravé NaB, je pro linii S-typu G¢inn€jsi v hypoxii nez v normoxii.
Ostatni latky v experimentech pouzité byly stejné ucinné nebo ucinnéjsi za standardnich
kultiva¢nich podminek. LICl byl z dalsiho testovani vylouéen, protoze nevykazoval
vyrazné jiné vlastnosti nez klasické inhibitory histondeacetylas.

Koncentrace natrium butyratu uzivana v dalSich experimentech je kongruentni se
ziskanymi vysledky MTT testt. Koncentrace dalsich studovanych latek (CDDP, VPA,
TSA) pro bunééné linie SK-N-AS a UKF-NB-3 byla pouzita z diivéjsich laboratornich
experimentli. Bylo nutné zjistit vhodnou dobu kultivace pro kvantifikaci bunééné smrti.
Obe¢ linie byly kultivovany 6, 12, 24 a 48 hodin v normoxii a hypoxii (1 % O,). Buné¢na
smrt byla nejdiive indukovana VPA, inhibitorem HDAC. Po sklizeni bun¢k a piipravé
vzorkul, byla stanovena aktivita caspasy-3. Jeji aktivita je Casto spojovana s pozdni fazi
apoptozy, je zodpovédna za velkou Cast enzymatického Stépeni pii apoptoze [77].
V bunikach obou bunéénych linii je ptitomna u kontrol bazdlni hodnota aktivita caspasy-3.
Bylo zjisténo, Ze s prodluzujici se dobou inkubace s kyselinou valproovou, roste aktivita
caspasy-3. Zajimavé je, ze v tomto experimentu se u obou linii zvysila aktivita caspasy-3
pti kultivaci se snizenou dostupnosti kysliku (1 % O;). Ta byla vibec nejvyssi pravé
V hypoxii po 48 hodinové kultivaci. Je mozné, Ze mira acetylace histonil byla v této dobé
nejptiznivéj$i a chromatinova struktura byla pfizniv€é rozvolnéna a pfistupna pro

transkripéni faktory. Pro dalsi experimenty byla vybrana nejvhodnéjSi doba kultivace
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bun¢k 48 hodin. Zajimavé by bylo sledovat také dlouhodobéjsi vyvoj aktivity caspasy-3
U bunéénych linii. Takovy experiment je ovSem technicky velmi tézko proveditelny
z dtivodu pokryti celé kultivaéni plochy bunkami a vyCerpani zivin v médiu.

Po zjisténi koncentraci studovanych latek a vhodné kultiva¢ni doby, byly provedeny
experimenty, kdy byl sledovan vliv vybranych latek (CDDP, VPA, TSA, NaB) na miru
bunécné smrti. Ta byla detekovana nékolika metodami. Prvni byl proveden experiment
pouze s CDDP a VPA a sledovana fragmentace jader. Bunééné linie kultivované
v normoxii a hypoxii s ptislusnymi koncentracemi CDDP a VPA po dobu 48 hodin byly
barveny Hoechstem. Jednotlivé vzorky byly vyhodnoceny okem po zvétseni mikroskopem.
Castéjsi fragmentace jader byla pfitomna ve vzorcich obou neuroblastomovych bunéénych
linii po 48 hodinoveé kultivaci s cisplatinou za standardnich podminek. Kultivace s VPA,
vedla ke srovnatelné fragmentaci jader jak v normoxii, tak hypoxii. Fragmentace jadra
muze byt povazovana za charakteristicky znak pokrocilého stadia apoptozy. Je zajimavé,
ze pro kultivace s VPA byla u€innost pfiblizné stejnd v normoxii i hypoxii. Pro ovéfeni
tohoto vysledku byla pouzita dalsi metoda a do experimentu zahrnuty také TSA a NaB
(dalsi inhibitory HDAC).

V dals$im experimentu pomoci vyhodnoceni aktivity caspasy-3, kdy bylo opét
piedpokladano, Ze jeji aktivita koreluje s bunéénou smrti, byly porovnany hodnoty aktivit
jednotlivych latek v normoxii a hypoxii. Bylo zjisténo, Ze u bunééné linie SK-N-AS se
zvysila aktivita caspasy-3 Vv hypoxii oproti normoxii a kontrole u kultivaci s VPA, TSA
a NaB. Jejich ucinnost v indukci apopdzy by mohla byt vyssi pravé v hypoxii. VPA, TSA
a NaB jsou inhibitory HDAC a mohou v normoxii indukovat zvySeni exprese nékterych
tumor supresorovych genti, které miize probihat také v hypoxii. Za hypoxickych podminek
mohou inhibitory HDAC snizovat navic aktivitu transkripéniho faktoru HIF, ktery je
zodpovédny mimo jiné za tvorbu enzymi glykolyzy. V mitochondriich dochazi pti
nedostatku kysliku ke zméné metabolismu. Energie z respiratniho fetézce je Castené
nahrazena glykolyzou [78]. Pokud nejsou enzymy glykolyzy diky nepfimému ucinku
inhibitort HDAC pfitomny v pottebném mnozstvi, miize dochazet k energetické deprivaci
a spusténi naptiklad autofagie, ktera mize potencovat apop0zu. Zvysena aktivita caspasy-3
po 48 hodinove kultivaci obou neuroblastomovych linii SK-N-AS a UKF-NB-3 s CDDP za
standardnich podminek odpovida jinému experimentu, kdy dochdzi k vyssi fragmentaci
jejich jaderné DNA. Tento fakt miZe souviset se vznikem rezistence na CDDP zejména

v hypoxii [79]. U bunééné linie UKF-NB-3 byly aktivity caspasy-3 v normoxii a hypoxii
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srovnatelné po 48 hodinové kultivaci s VPA a TSA. U vzorka kultivovanych s CDDP
a NaB doslo ke zvySeni aktivity caspasy-3 V normoxii. To mize byt zpisobeno, jako
v piipadé bunééné linie SK-N-AS, vznikem hypoxii navozené rezistence. Porovnanim
aktivit caspasy-3 vsech vzorkd s kontrolnim vzorkem bungk, bylo zjisténo, ze vSechny
latky indukuji jeji zvySeni. Cisplatina interkaluje do buné¢né DNA, coz ve vysledku vede
ke zvysSeni aktivity caspasy-3 abunécné smrti. Pouzité inhibitory HDAC mohou
rozvolnovat vazbu DNA na histony a tim usnadiovat transkripci dilezitych gend, které
nebyly za normalnich podminek u neuroblastomovych bunéénych linii transkribovéany.
Zvyseni aktivity caspasy-3 po kultivaci bunécnych linii s inhibitory HDAC mize byt
dasledkem ptepisu nckterych genti, které jsou zodpovédné za spusténi programované
buné¢né smrti (at’ uz apopozy ¢i autofagie). Mohou to byt také geny kontrolujici buné¢ny
cyklus.

V dalsi casti diplomové prace bylo zjistovano, zda buné¢na smrt indukovana CDDP,
VPA, TSA a NaB je zavisla na caspasach ¢i nikoliv. Apoptdza miize byt spusténa ve své
podstaté dvéma majoritnimi drahami — vné&jsi a vnitini. Obé tyto drahy jsou zavislé na
aktivité caspas. Vedle drah na caspasach zavislych jsou mozné dalsi alternativni zptisoby
jako naptiklad uvolnéni AIF ¢i endonukleasy G z mitochondrii. Neni dosud jasné, zda
mohou rtizné cesty bunécné smrti probihat paraleln¢ a zda jsou redundantni. Pfikladem
muze byt situace, kdy dojde pfi permeabilizaci vn€j$i membrany mitochondrii k uvolnéni
cytochromu ¢, ktery se podili na aktivaci caspas a zaroven k uvolnéni AIF, ktery je
zodpovédny za smrt na caspasach nezavislé [80]. Pro experiment byl pouzit pan-caspasovy
inhibitor Z-VAD-fmk. Jeho u¢inna koncentrace byla ovéfena pomoci aktivitni studie
caspasy-3. Pro obé linic byla navrzena koncentrace Z-VAD-fmk 20 uM postacujici
Kk inhibici caspasy-3 na Uroven kontrolniho vzorku. Aktivitu caspasy-3 kontrolniho vzorku
Ize tedy v experimentech povazovat za nulovou.

Pro dalsi sérii experimentd byl pouZit pan-caspasovy inhibitor Z-VAD-fmk v kominaci
S pouzivanymi latkami (CDDP, VPA, TSA, NaB) v normoxii i hypoxii (1 % O;) pro obé
linie. Bunééna smrt byla méfena prutokovym cytometrem, kde byly detekovany populace
bun¢k znacené Annexin V-FITC a propidium jodidem. U bunéénych linii SK-N-AS
a UKF-NB-3 se ukazalo, ze 48 hodinova inkubace s 20uM Z-VAD-fmk nevedla ke snizeni
viability bun€k oproti kontrole. Viabilita buné¢né linie SK-N-AS po pan-caspasove
inhibici kultivovanych bun¢k s CDDP vzrostla, ¢ili buniky podléhaly apoptéoze vV mensi

mife. Lze tedy fici, ze apoptdza indukovana CDDP je z velké Casti sptazena s aktivnimi
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caspasami. Zajimavy vysledek se ovSem ukazal u stejné linie, kdy po pan-caspasove
inhibici bun¢k kultivovanych s VPA vykazovaly stejnou viabilitu jako buiky u kterych
caspasy inhibovany nebyly. Apoptéza muze byt tedy po indukci VPA spusténa jinou,
alternativni castou, ktera je nezavisla na aktivnich caspasach. Pro buné¢nou linii UKF-NB-
3 byly vysledky spodobnymi trendy piiporovnani buné¢nych viabilit. Kultivace
neuroblastomové linie UKF-NB-3 s CDDP byla ovSem vice toxicka, buiky podléhaly
apoptoze ve vétsi mife. Uginnost VPA se pii detekci pozdni apoptézy ukézala nizsi
v hypoxii (1 % O) v porovnani s kultivaci za standardnich podminek. VPA, inhibitor
HDAC, u obou buné¢nych linii indukoval, po inhibici caspas, apoptézu jak pii kultivaci
v normoxickych i hypoxickych podminkach. Apopt6za mohla nastat permeabilizaci vnéjsi
mitochondridlni membrany a uvolnénim AIF ¢i enonukleasy G z mitochondrii. Tento
proces je uzce kontrolovany rovnovahou mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi
proteiny rodiny Bcl-2. Jejich expresi mtize VPA ovliviiovat inhibici HDAC. Na bunééné
smrti nezavislé na caspasach se mohou v tomto piipadé podilet také proteasy cathepsin B,
D ¢i L, uvolnéné z lysozomi. Dalsi mozné vysvétleni detekované apoptozy po inhibici
caspas je uvolnéni vapenatych ionti z endoplasmatického retikula do cytoplasmy, kde
muze dojit k aktivaci inaktivnich zymogend calpaint (,,calcium-activated neutral
proteases®). Tyto drahy mohou byt navzdjem propojené a vést tak k bunééné smrti
(obrazek €. 29 na strané 63) [81]. Vliv kyseliny valproové na neuroblastomové bunééné
linie miize byt multifaktoridlni, mize nejen indukovat bunécnou smrt, ale také se muze
podilet naptiklad na snizeni angiogeneze. Mozné zptlisoby u¢inku VPA jsou shrnuty na

obrazku ¢. 7 na stran€ 21.
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Obrazek €. 29. Participace mitochondrii, lysozomi a endoplasmatického retikula
na bunééné smrti. Na bunécné smrti nezavislé na caspasach se mohou podilet AIF,
endonucleasa G ¢i calpainy a cathepsiny. Podrobnéji byla v praci studovana ervené
znacena draha pomoci AIF na caspasach nezavislé bunécné smrti. Pfevzato a upraveno
z [81].

Podobny experiment by bylo mozné provést jinou detekcni metodou apoptézy. Vhodna
metoda pro dalSi experimenty sledovani vlivu inhibitord HDAC na neuroblastomové
bunééné linie je napiiklad terminalni deoxynukleotidyl transferasa dUTP ,nick end
labeling* (TUNEL) vyuzivajici deoxynukleotidyl transferasy, ktera katalyzuje inkorporaci
fluorescein-12-dUTP na volné 3’-hydroxylové konce fragmentti DNA.

Pro podrobnéjsi studium apoptotické smrti na caspasach nezavislé byl vybran AlF.
Molekula, ktera mize po translokaci do jadra spustit buné¢nou smrt. M& i mnoho jinych
funkeci, jako indukce ROS ¢i uvolnéni cytochromu c [82].

V literatute jsou popsany dva rozdilné casy kultivace bunék pii sledovani
translokace AIF. Daugas a kol. pouzili ke sledovani translokace 4 hodinové kultivace, Lee
a kol. 24 hodinové kultivace [83, 84]. V experimentech s bunéénou linii SK-N-AS, ktera se
zd4 vhodnéjsi pro sledovani AIF nez UKF-NB-3 diky velkym plochym buikam, byla
zjisténa nasledujici data. Kratkodoba (1, 2, 4, 8 hodin) ani dlouhodobé (48 hodin) kultivace
bunék s riznymi koncentracemi VPA nevedla k masivni translokaci AIF do jadra. Na

obrazku ¢. 27 na stran¢ 56 je zobrazen jen velmi minoritni piipad vSech bunck, kdy bylo
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predpokladano, Ze doslo k translokaci AIF do jadra. Pro budouci experimenty by bylo
vhodné pouzit pozitivni kontrolu translokace AIF do jadra.

K urceni zda dochézi k translokaci AIF do jadra lze pouzit i metodu Western blot. Po
izolaci nukleérni a cytosolarni frakce bunék, kdy bylo pfedpokladano, Zze u buné¢né linie
SK-N-AS je za normélnich podminek AIF situovan v mitochondriich respektive
V cytosolarni frakei, byly stanoveny koncentrace proteini. Pro experiment je dulezita
Cistota jednotlivych frakei. Pro kontrolu nuklearni frakce byl pouzit PARP, pro kontrolu
cytosolarni frakce GADPH. AIF byl ptitomen v obou frakcich. To miize byt zplisobeno
kontaminaci frakci, nelze vSak ani vylouéit translokaci AIF do jadra v mnozstvi

nezjistitelném imunofluorescenci.
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6. Zaver
Predkladana diplomova prace piispiva k rozsifeni znalosti v oblasti psobeni inhibitort

HDAC na neuroblastomové bunééné linie.

e Byla stanovena vhodna kultiva¢ni doba pro detekci apoptézy neuroblastomovych
bunéénych linii SK-N-AS a UKF-NB-3. Testem cytotoxicity byly porovnany
ucinnosti NaB a LiCl v normoxii a hypoxii (1 % Oy).

e Bunécnd smrt byla sledovana tfemi riznymi metodami (fragmentaci bunéénych
jader, zménou aktivity caspasy-3 a znaCenim bunék Annexinem V-FITC

a propidium jodidem).
e Pro zjisténi, zda byla apoptéza zavisla na caspasach byl pouzit pan-caspasovy
inhibitor Z-VAD-fmk. P#i inhibici aktivity caspas se ukazalo, ze bunétna smrt

indukovana VPA neni na caspasach zavisla.

e Pii hledani mechanismu apopt6zy na caspasach nezavislé u bunécné linie SK-N-AS

byl sledovan AIF a jeho translokace do jadra.
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