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Abstrakt

Inhibi¢ni faktor migrace makrofiag (MIF) je cytokin, ktery se pfimo tcastni
imunitnich reakci organismu vyvolanych vnéj$im podnétem,
napf. lipopolysacharidy bakterii nebo glukokortikoidy. Na zdkladé stimulace
témito latkami je MIF uvolnovan z makrofagt. Sam aktivuje dal$i makrofagy a
T-lymfocyty a umozniuje tak uvolnéni protizanétlivych cytokint. Podili se téZ na
angiogenezi, nebot endogenné produkovany MIF je naprosto nezbytny pro
proliferaci endotelidlnich bunék. K tvorbé novych cév stimulované MIF dochézi
i u nddort, coz vede k jejich rtstu. Pfirozenym receptorem pro MIF je integralni
membranovy protein CD74, ktery mize byt vystaven na povrchu bunék. Pokud
je vystaven na povrchu T-lymfocytd, mtze byt modifikovdan chondroitin-
sulfitem a interagovat s proteinem CD44, coz je dulezité k efektivni aktivaci
T-bunék. Na komplex CD74-CD44 se poté vaze MIF. V ramci této bakalaiské
prace byla studovdana pfitomnost CD74 v lidskych neuroblastomovych
bunécénych liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4. Elektroforézou a néslednou metodou
,Western blot" byla detekovana pfitomnost CD74 v linii UKF-NB-4, v linii
UKF-NB-3 CD74 detekovan nebyl. Pfitomnost CD74 v neuroblastomovych

bunécénych liniich indikuje, Ze i neuroblastomy mohou byt ovliviiovany MIF.

Kli¢ovi slova: MIF, CD74, neuroblastom, tkdtiové kultivace, Western blot



Abstract

A macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a cytokine which
participates in immune responses induced by outer stimuli such as
lipopolysaccharides of bacteria or glucocorticoids. It is produced mainly by
macrophages. It activates other macrophages and T-lymphocytes and allows
anti-inflammatory cytokines to be released. It contributes to angiogenesis -
endogenously produced MIF is crucial for the proliferation of endothelial cells.
The formation of new blood vessels stimulated by MIF was also described in
tumors and it leads to tumor growth. The natural receptor for MIF is an integral
membrane protein CD74, which could be presented on the cell surface. If it is
presented on the surface of T-lymphocytes, it could be modified by chondroitin-
sulphate and interact with a protein CD44. This modification and interaction is
important for an effective activation of T-cells. MIF then binds to the complex
CD74-CD44. The presence of CD74 in human neuroblastoma cell lines
UKF-NB-3 and UKF-NB-4 was studied in this bachelor thesis. Using
electrophoresis and Western blot CD74 was detected in the UKF-NB-4
neuroblastoma cell line but it wasn't detected in the UKF-NB-3 neuroblastoma
cell line. Nevertheless, the presence of this receptor in neuroblastoma cells

indicates, that even neuroblastomas could be influenced byl MIF via CD74.

(In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

A/bisA
anti-MIF
APS
BCIP

Bcl-2
Bcel-xL.

BSA
CBB
CD44
CD74
cDNA

c-myc
ERK
FBS
Go-faze
Gi-faze
GAPDH

IFN-y
IL-15

akrylamid/bis-akrylamid

protilatka proti MIF

peroxosiran amonny (z angl. amonium persulphate)
5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat

(z angl. 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate)
antiapoptoticky protein (z angl. B Cell lymphoma 2)
antiapoptoticky protein (z angl. B Cell lymphoma extra large)
pary bazi (z angl. base pair)

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)
Coomassie Briliant Blue

z angl. Cluster of differentiation 44

z angl. Cluster of differentiation 74

komplementdrni deoxybonukleova kyselina

(z angl. complementary deoxyribonucleic acid)
myelocystomatdzni onkogen (z angl. myelocystomatosis oncogene)
z angl. extracellular signal-regulated kinases

fetalni hovézi sérum (z angl. fetal bovine serum)
klidova faze bunéc¢ného cyklu

ristova faze buné¢ného cyklu (z angl. growth)
glyceraldehydfosfiat dehydrogenasa

(z angl. glyceraldehydphosphate dehydrogenase)
interferon-y

interleukin 15



IL-1B interleukin 1p

IL-2 interleukin 2

IL-8 interleukin 8

IMDM z angl. Iscove's Modified Dulbeco's Medium
INPC mezindrodni klasifikace patologie neuroblastom

(z angl. International Neuroblastoma Pathology Classification)
INRGSS mezindrodni klasifika¢ni systém rizikovych skupin neuroblastomi

(z angl. International Neuroblastoma Risk Groups Staging System)
INSS mezinarodni systém klasifikace neuroblastomt

(z angl. International Neuroblastoma Staging System)

MAPK z angl. Mitogen-activated protein kinases
Max faktor X asociovany s myc (z angl. myc-associated factor X)
MHC hlavni histokompatibilni komplex

(z angl. major histocompatibility complex)
MIF inhibi¢ni faktor migrace makrofagi
(z angl. macrophage migration inhibitory factor)
mRNA medidtorova ribonukleova kyselina
(z angl. messenger ribonucleic acid)
MYCN z angl. V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
neuroblastoma derived homolog
NBT Nitro Blue Tetrazolium chlorid
(z angl. Nitro Blue Tetrazolium Chloride)
NF-xB jaderny transkripéni faktor
(z angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell)
N-myc protein proto-onkogenu MYCN

(z angl. N-myc proto.oncogene protein)



p33
p35

p43
p53
PBS

Raf
Ras
RIPA

rpm
SDS
SDS-PAGE

TAF(II)105
TBST
TEMED
TGF-B
TNF-a
Tris

VEGF

protein o velikosti 21 kDa

protein o velikosti 33 kDa

protein o velikosti 35 kDa

protein o velikosti 41 kDa

protein o velikosti 43 kDa

protein o velikosti 53 kDa

fosfatovy pufr se zvySenou iontovou silou

(z angl. phosphate buffered saline)

izoelektricky bod

z angl. rapidly accelerated fibrosarcoma

z angl. rat sarcoma

pufr pro radioimunoprecipita¢ni esej

(z angl. radio-immunoprecipitation assay)

otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
dodecylsulfit sodny (z angl. sodium dodecylsulphate)
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
(z angl. sodium dodecylsulphate polacrylamide gel electrophoresis)
z angl. transcription initiation factor TFIID 105 kDa subunit
z angl. Tris-buffered saline with Tween
tetramethylethylendiamin

transformujici rstovy faktor-f (z angl. transforming growth factor-f3)
z angl. tumor necrosis factor
tris(hexomethyl)aminomethan

vaskuldrni endotelidlni rstovy faktor

(z angl. Vascular entohelial growth factor)
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1. Uvod

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejéastéj$i pii¢inou tmrti v Ceské
republice. Navzdory r@znym screeningovym a preventivhim programim
poskytovanych Ministerstvem zdravotnictvi CR ro¢né umird v disledku
nddorového bujeni az 27 tisic osob. Zeny nej¢astéji podléhaji nadortim prsu a

délozniho hrdla, muzi pak nddortim tlustého stfeva [1, 2].

U détskych pacientl je nejcastéjSim nddorovym onemocnénim leukémie,
kterd se vyskytuje az v 35 % ptipadt vSech zhoubnych onemocnéni. Dile byl u
déti zaznamendn vyskyt nadord ledvin, jater, kosti, oka (retinoblastom), svalstva,
cév, tukové a vazivové tkdné, mizniho, pohlavniho ¢i nervového systému [3].
Jednim z nadort nervového systému je i neuroblastom, ktery se vyskytuje az z
90 % u déti mladsich 10 let. Pfedstavuje az 10 % vSech zhoubnych nadort u
pacienti do 15 let a v Ceské republice je kazdy rok diagnostikovan u piiblizné 20

az 25 novych pacientt [4].

Lécba déti s diagnostikovanym neuroblastomem je vSak naro¢nd, nebot
klinickd prognéza onemocnéni je zavisld na mnoha faktorech a tizce souvisi i
s vékem pacienta. Védecké studie prokazaly, Ze v neuroblastomech dochazi ke
zvySené expresi inhibi¢niho faktoru migrace makrofigi (MIF), ktery hraje
vyznamnou roli vimunitnich odpovédich organismu [5]. Produkce tohoto
cytokinu byla popsina i vjinych typech niddoru a na zdkladé dalsich
experimentd byl MIF vyhodnocen jako potencidlné vhodny cil terapeutického

zdsahu pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni [6].
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2. Inhibi¢ni faktor migrace makrofig

Inhibi¢ni faktor migrace makrofagh (MIF) je protein, ktery je produkovin
riznymi tkanémi véetné bunék imunitniho systému. Tento cytokin byl objeven
v roce 1966 jako litka produkovand T-lymfocyty, ktera inhibuje migraci
normdlnich peritonedlnich bunék [7, 8]. Pokud totiz T- lymfocyty interaguji se
specifickym antigenem, produkuji latky, které, at uz samy o sobé nebo v
kombinaci s dal$imi antigeny, ptsobi na dal$i pfitomné builky, napfiklad
makrofagy, a inhibuji jejich migraci [8]. MIF vSak neprodukuji pouze
T-lymfocyty, ale mohou jej tvofit naptiklad i hypofyzarni buriky, které jsou
vystaveny pusobeni endotoxini [9] nebo nadorové buiiky [10]. Komplementarni
DNA (cDNA) kédujici rekombinantni lidsky MIF byla poprvé pfipravena v roce
1989 [11].

2.1. Struktura a vlastnosti MIF

MIF, uplné prvni popsany cytokin, je protein tvofeny 115 aminokyselinami
[12]. Jeho molekulova hmotnost je 12 347,26 + 4,05 Da [13] a hodnota jeho
isoelektrického bodu (pI) se pohybuje mezi 3,5 a 4. Protein je tepelné pomérné
staly - inkubace 30 minut pfi 56 °C nezptsobila ztritu jeho biologickych

vlastnosti [14].

Z genetického hlediska je lidsky inhibi¢ni faktor migrace makrofigi kédovan
pomérné malym genem (1000 bp). Tento gen je slozen z 3 exoni o velikosti 173,
183 a 205 bp, které jsou od sebe oddéleny dvéma introny (95 a 189 bp). V
lidském genomu byl popsdn pouze jeden funkéni gen pro MIF, na rozdil od
mysiho genomu, kde bylo objeveno nékolik funkénich kopii tohoto genu. U

savct je gen pro MIF podobné kratky jako ten lidsky [15].
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Ze strukturniho hlediska je protein MIF trimer. Skldda se ze tfi f-skladanych
struktur formujicich B-barel, které jsou obklopeny Sesti o-helikdlnimi
strukturami. Trimerni uspofddani je tvofeno propletenim smycek s kratkymi
B-tetézci mezi jednotlivymi podjednotkami [12]. Struktura MIF je zobrazena na

obrazku. 1.

Obr. 1 - Struktura inhibi¢nfho faktoru migrace makrofégi. Oranzové smy¢ky zobrazuji

o-helix, modré Sipky znazoriuji B-skladanou strukturu. P¥evzato a upraveno z [73].

B-Barely tvofi kandl, ktery prostupuje stftedem celého proteinu a shoduje se s
troj¢etnou osou molekuly. Tento kandl ma nepravidelny tvar - na otevfenych
koncich je $iroky az 15 A, zatimco jeho nejuz$i misto je $iroké 3-4 A. Boéni

pohled na molekulu MIF je znazornén na obrazku 2 na strané 14.
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Obr. 2 - Bo¢ni pohled na molekulu MIF. Barevné oblasti znézormuji rizné typy atom:

uhlik - zelend; dusik - modra; kyslik - ¢ervenad; sira - zluta. Pfevzato a upraveno z [12].

2.2. Role MIF v organismu

Vyznamnym producentem tohoto proteinu jsou makrofigy. Oproti jinym
cytokinim odvozenym od makrofigli, se v makrofizich vyskytuje velké
mnozstvi jiz vyrobeného proteinu MIF a také jeho mRNA. Syntéza MIF je
stimulovana piisobenim dalsich cytokint, jako je napt. ,, tumor necrosis factor o"

(TNF-a) nebo interferon-y (INF-y ) [9].

Inhibi¢ni faktor migrace makrofdg ma mnoho funkci, diky ¢emuz je hojné
studovan. Podili se na tvorbé novych cév (angiogenezi) ¢i tumorigenezi a je
vyznamnym reguldtorem imunitnich odpovédi. Na zdkladé stimulace z vnéjsiho
prostiedi (mapf. pomoci lipopolysacharidi nebo glukokortikoidd) jsou
makrofagy, hypofyzarni bunky a T-lymfocyty schopny uvoliiovat MIF, ktery
nasledné stimuluje uvolnovani dal$ich cytokint z T-lymfocytd a makrofagi
[16, 17]. Dochazi k potlaceni inhibi¢niho vlivu glukokortikoidd na expresi
dalSich cytokind (napf. TNF-«, IL-1B ¢i IL-8), které jsou ndsledné produkovany
[18].
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Exprese MIF je nezbytnou soucdsti cesty vedouci k aktivaci T-lymfocytd,
produkci IL-2 a ndsledné mitogenezi. Pti aktivaci T-lymfocytd se produkuje
velké mnozstvi jak proteinu MIF, tak i jeho mRNA a pokud je proliferace
T-lymfocytt inhibovdna (napf. protilditkou anti-MIF), nedochézi ani k produkci
cytokinu IL-2 [16]. Obecné lze tedy fici, Ze hlavnim tkolem MIF uvolnéného do
okoli z makrofiagt nebo T- bunék, je podpofit expresi cytokind a spustit primarni
imunitni odpovéd. Schématicky je produkce MIF a jeho vliv na dal$i burky

zndzornéna na obrazku 3.

LPS

IFN-y

TNF-a
Glukokortikoidy

Glukokoritkoidy

IL-2
IFN-

Obr. 3 - Produkce MIF a jeho vliv na okolnf butiky. LPS - lipopolysacharid; 1 - hypofyzéarni
buiika; 2 - makrofag; 3 - T-lymfocyt; IFN-y, TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-8 - cytokiny. Pfevzato a upraveno
z [74].

Podobnou ulohu hraje MIF i u bakteridlnich infekci, nebot jak Gram- pozitivni,
tak Gram-negativni bakterie jsou schopné pomoci svych endotoxind (Gram-
negativni) nebo exotoxint (Gram-pozitivni) vyvolat produkci MIF a stimulovat

tak imunitni odpovéd ve formé zanétlivého procesu [19].
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MIF vykazuje téz enzymovou aktivitu, jednd se o keto-enol tautomerasovou
aktivitu. Studie prokdzaly, Zze MIF izolovany z o¢ni ¢o¢ky hovéziho dobytka ma
stejnou velikost, potadi prvnich 15 aminokyselinovych zbytkd na N-konci i
enzymatickou aktivitu jako komeréné doddvand p-hydroxyfenylpytuvat
tautomerasa. Substraity =~ tohoto = enzymu  jsou  fenylpyruvat a
p-hydroxyfenylpyruvat, mezi kterymi dochdzi pisobenim MIF k tautomerni

reakci [20].

2.3. MIF a niadorova onemocnéni

Vyznamnai role, kterou MIF hraje v systému imunitnich odpovédi, také tuzce

souvisi se vznikem a ristem nadoru.

2.3.1. Stimulace rdstu nadoru

Inhibi¢éni faktor migrace makrofigh je nezbytny pro bunécény rist
nadorovych bunék. Cytokiny, které jsou uvoliioviny nddorem (napf.
transformujici ristovy faktor-B (TGF-B)), spolu s makrofigy asociovanymi s
nadorem, stimuluji intraceluldrni produkci MIF a tak i rst nadoru [21]. ZvySeni
koncentrace MIF v nddorovych burkdch doprovdzi i nartist koncentrace
vaskularniho endotelidlniho rtstového faktoru (VEGF), ktery stimuluje
angiogenezi [22]. Pravé neovaskularizace je jednim z klicovych procesti pii
malignim rastu nddoru [23]. Studie in vitro dokazuji, Ze MIF je naprosto
nezbytny pro proliferaci endotelidlnich bunék. Chesney a kolektiv popsali, ze
pokud byly endotelidlni buiiky oSetfeny protilatkou anti-MIF, rist téchto bunék
se zastavil a proliferace se nespustila ani poté, kdy byl k témto buitkam p¥idan

rekombinantné ptipraveny MIF. Experimenty in vivo dokdzaly, Ze u mysi, které

16



byly podrobeny terapii pomoci anti-MIF se rapidné snizila velikost i pocet
novych cév [24]. Diky tomuto vlivu se MIF stdvd potencidlnim cilem pro 1é¢bu
nddorovych onemocnéni. Studie na neuroblastomovych burkach in vivo a in
vitro dokazaly, ze snizeni exprese MIF vedlo k vyraznému zmenSeni proliferace

neuroblastomovych bunék a i k potlaceni riistu a metastazovani neuroblastomu

[6].

2.3.2. Vliv MIF na T-bunky

Nadorem produkovany MIF ma velky vliv na T-lymfocyty. Studie prokdzaly,
ze MIF produkovany v mysim neuroblastomu inhibuje proliferaci T-lymfocytt a
blokuje jejich protinadorovou funkci [10]. Pokud je MIF produkovany ve velkém
mnozstvi, oslabuje imunitni odpovéd T-lymfocytd tim, Ze zabranuje jejich
aktivaci pomoci IL-2 ¢i IL-15 a mnozeni T-lymfocytd jiz aktivovanych. V
aktivovanych T-lymfocytech indukuje buné¢nou smrt pomoci stimulace sekrece

dalSich cytokint, hlavné IFN-y ¢i TNF-a [25].
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3. Receptor CD74

CD74 (z angl. Cluster of differentiation 74) je integralni membrdnovy protein,
ktery asociuje s proteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) druhé
tfidy. Jedna se o protein o molekulové hmotnosti 33 kDa [26], ktery se vyskytuje
jak v membrané endoplasmatického retikula ¢i Golgiho aparatu, tak i v samotné
bunééné membrané. Jeho N-konec o délce 28 aminokyselinovych zbytki
zasahuje do cytoplasmy, transmembranovy tsek obsahuje 24 aminokyselinovych
zbytk. Lumendlni C-konec m4d ptiblizné 150 aminokyselinovych zbytka [29,
30]. Struktura tohoto proteinu je zndzornéna na obrazku 4. V lidskych burikdch
se tento protein miize vyskytovat ve 4 isoformach (p33, p35, p41 a p43), které se
lisi posttranskripénimi dpravami a alternativhim sestfihem mRNA [29]. V
organismu jsou exprimovany pfevazné isoformy p33 a p35, pficemz majoritni je
isoforma p33, ktera, jakmile je syntetizovana, opousti endoplasmatické

retikulum, zatimco isoforma p35 v endoplasmatickém retikulu ztstava'! [30, 31]

Obr. 4 - Struktura CD74. Spiraly oznacuji a-helixy, Sipky znazortiuji B-sekundérni

struktury. P¥evzato a upraveno z [75].

vvvvvv

k nedorozumeéni, je v této bakalatské praci pouzito oznaceni, které v odborné literatufe prevlada.
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3.1. Uloha CD74

Protein CD74 asociuje s nové vzniklymi proteiny MHC II. tfidy v
endoplasmatickém retikulu a podili se tak mna transportu proteint z

endoplasmatického retikula do Golgiho aparatu [30].

Cast buné¢ného CD74 je vystavena na povrchu riiznych typt bunék véetnd
T-lymfocytd [32]. Aby dosSlo kucdinné stimulaci imunitni odpovédi
T-bunék, je nutné, aby CD74 na povrchu T-lymfocyti byl modifikovan
chondroitin-sulfitem a zdroven interagoval s proteinem CD44, ktery je téz

exprimovany na povrchu T-lymfocytt [33, 34].

CD74 je také pfimo zapojen do procesu zrani a diferenciace B-lymfocyti,
zprostfedkovava signal, ktery tento proces spousti [35]. Na maturaci nezralych
B-lymfocyti se podili N-koncova ¢dst CD74. Dochézi k aktivaci drahy vedouci k
transkripci zprostfedkované pomoci jaderného transkrip¢niho faktoru NF-x3B,

jehoz koaktivatorem je transkripéni inicia¢ni faktor TAF(II)-105 [36].

3.2. CD74 jako receptor MIF

Vedle chaperonové funkce pti transportu proteini z endoplasmatického
retikula slouzi CD74 i jako pfirozeny povrchovy receptor pro MIF. Vazba MIF
na extracelulirni doménu CD74 aktivuje signaliza¢ni kaskddu, ktera je
asociovana s proliferaci bunék [37]. Jako signdlni slozka komplexu MIF-CD74
pravdépodobné slouzi protein CD44. Studie totiz prokazaly, ze MIF stimuluje
fosforylaci serinu v CD74 v zavislosti na pfitomnosti CD44, ackoli pfimd vazba

mezi MIF a CD44 neni znama [38].
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Pti vazbé MIF na komplex CD74-CD44 na povrchu B-lymfocyt dochdazi ke
spusténi signaliza¢ni kaskddy odpovédné za pfeziti burnky. Dochdzi k zesileni
efektu NF-xB a tak i ke zvySeni exprese transmembranovych proteinti Bel-xL (z
angl. B Cell lymphoma extra large) a Bcl-2 (z angl. B Cell lymphoma 2), coz vede

k potlaceni apoptosy (in vitroi in vivo) [39].

Vazba MIF na CD74 byla jiz popsdna i u nékterych typd nddorovych
onemocnéni, napt. v nddorech prsu [40], prostaty [41], plic [42] ¢i slinivky bfi$ni
[43]. V nékterych tumorech je exprese MIF a CD74 tzce spojend. Ziaroven
souvisi exprese tohoto paru se zvySenou produkci chemokint asociovanych s
nddorem, které stimuluji angiogenezi, a tudiz i s vét$im prokrvenim nddoru, jak

je tomu tf¥eba u nadoru plic [42].

Studie naznacuji, ze je-li CD74 v nddoru exprimovan ve velkém mnozstvi,
muze zabraniovat prezentaci nddorovych antigent a tak potlacit imunitni reakci
organismu [44]. U nddort prostaty nebo slinivky se CD74 jevi jako potencialné

vhodny tumorovy marker urc¢ujici dalsi priibéh onemocnéni [41, 43].
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4. Neuroblastické nadory

Neuroblastické nadory jsou jedny z nejcastéj$ich naddort détského véku.
Obecné se jednd o embryondlni nddory sympatického nervového systému
odvozené z neurdlni listy. Tyto nddory jsou velmi rozdilné at uz v biologickém,
genetickém nebo morfologickém sméru, a proto byly rozdéleny do nékolika

skupin systémem mezinarodni klasifikace patologie neuroblastomt (INPC) [45].
Radi se sem:

1) neuroblastomy - s malym obsahem Schwannovych bunék
2) ganglioneuroblastomy - s vysokym obsahem Schwannovych bunék
3) ganglioneuromy - s pfevazujicim mnozstvim Schwannovych bunék

4) noduldrni ganglioneuroblastomy - smés tii ptedchozich [45].

4.1. Neuroblastomy

Neuroblastom je typ extrakranidlniho nddoru nervové tkdné. Vyviji se z
primitivnich bunék sympatického nervového systému a casto je lokalizovan v
paraspinalni oblasti hrudniku ¢i bficha. Jde o jeden z nejrozsifenéjsich nadori
vyskytujicich se u déti a batolat. Je zodpovédny piiblizné za 15 % vSech
détskych umrti v dtsledku rakovinného bujeni [46, 47]. Obecné lze fici, ze
pokud je neuroblastom diagnostikovan u déti do jednoho roku véku, je mozné jej
odstranit véasnym chirurgickym zasahem, pfipadné drobnou dodatkovou
1é¢bou. Oproti tomu u starsich déti, kterym byl neuroblastom diagnostikovan, se
¢asto objevuji rozsiahlé hematogenni metastdzy a tito pacienti casto i pres
rozsahlou a intenzivni 1é¢bu umiraji. Umrtnost détskych pacientdi je velmi

z4visla na typu a stadiu onemocnéni, a na véku pacienta [46].

21



Podle systému mezinarodni klasifikace patologie neuroblastomd jsou
neuroblastomy charakterizovany jako ,,Schwannian Stroma-Poor", tedy takové,
které obsahuji mdlo Schwannovych bunék. Takovéto nadory jsou tvoreny
neuroblastickymi buiikami, které vytvareji shluky oddélené jemnym, casto
neuplnym stromatem, ve kterém nenaristaji Schwannovy burnky, pfipadné

rostou jen velmi omezené [45].

Neuroblastomy, které maji ptiznivou klinickou prognézu, se ¢asto vyskytuji u
déti do 1,5 roku v€ku a obvykle se jednd o malo diferencovany podtyp
neuroblastomu [48]. VétSina bunék tohoto podtypu se jevi jako nediferencované,
jen méné jak 5 % bunék z této kultury prokazuje cytomorfologické znaky
diferenciace smérem ke gangliim. Tento typ byva lehce protkdn nervovymi
vldkny [45]. U star$ich déti jsou klinicky ptiznivé neuroblastomy méné casté

[48].

Neuroblastomy s klinicky nepfiznivou prognézou se casto vyskytuji u déti
star§ich jednoho roku. Vyznacuji se vysokym poctem nddorovych bunék v
mitdze a zdroven v karyorrhexi a velkym poctem bunék tvoricich tkdn (vysokou

celularitou) [48].

4.1.1. Déleni neuroblastomi

Vzhledem k tomu, Ze posuzovani neuroblastomt a nasledna 1éc¢ba déti s timto
onemocnénim se v jednotlivych pfipadech lisily, byl v roce 2008 vyvinut
mezindrodni systém klasifikace téchto nddord INRGSS (z angl. International
Neuroblastoma Risk Groups Staging System). Dle tohoto systému mutzeme
neuroblastomy rozdélit do péti kategorii, které jsou definovdny sedmi

rizikovymi faktory. Témito faktory jsou vék pacienta, amplifikace onkogenu
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MYCN, stupen diferenciace tkané, histologickd kategorie, ploidie, aberace na

dlouhém raménku chromosomu 11 (11q) a rizikova skupina [49]. Jednotliva

stadia i zminéné faktory jsou ukazany v tabulce 1.

Tab. 1 - Rozdéleni neuroblastomi dle INRGSS. Stddia neuroblastomu jsou ozna¢ena L1/12, L1, L2

(jednd se o lokdlni nddor), M (nddory se vzddlenymi metastazami) a MS (nddory s metastizami v kazi,

v

jatrech a/nebo v kostni dfeni). Oznaceni "-" ¥ikd, Ze konkrétni faktor v daném ptipadé nerozhoduje.

Zkratka GN zna¢i ganglioneurom a GNB je ganglioneuroblastom. Informace pfevzaty z [49].

Vék pacienta | Amplifik; Histologicka Rizikova
Stadium e Ea{:len o ?ce Ploidie 5 cgl-:.: Z Aberace 11q | Diferenciace :c:va
(mesice) MYCN kategorie skupina
11/12 5 . ) zrajici GN ) ) VelT‘.I.:I:'l.ILIeré
CNB riziko
viechny kromé velmi nizké
ne i e
11 g = zrajictho s = riziko
ano GN a GNB vysoké riziko
réachny kromé
T n}? ne - nizke riziko
<18 ne 5 zrajictho
GN a GNB ano - stiedni riziko
ne nizke riziko
12 =
ne - GNB ano e
e ano stredni riziko
» 18 nodularni,
ne - neuroblastom - malo/vibec | stfedni riziko
ano = - = vysoké riziko
<18 ne hyperdiploidni = = = nizke riziko
<12 ne diploidni - - - stfedni riziko
M od 12 do 18 ne diploidni - - - stfedni riziko
<18 ano - - - - vysoké riziko
> 18 - - - - - vysoké riziko
2 4 velmi nizké
ne - - riziko
- T ano - vysoké riziko
ano = o = = vysoké riziko

Staddia M (nadory se vzdalenymi metastazami) a MS (nddory s metastizami v

ktzi, jatrech a/nebo v kostni dfeni) technicky odpovidaji nékterym stadiim v

Ve

drivéjs

odpovida drivéj

’ .

im mezindrodnim systému klasifikace neuroblastom (INSS). Stadium M

v

$imu oznaceni 4 - jedna se o jakykoli primdrni nddor s
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metastdzami do vzdalenych lymfatickych uzlin, kostni dfené, jater, ktize a/nebo
dalSich organd. Stadium MS odpovidd a rozifuje stddium 4S - primdrni
lokalizovany nador, jehoz metastdzy jsou omezeny pouze na kizi, kostni dfen
a/nebo jatra [49, 50]. Stadium 4S je neobvyklé tim, Ze jeho progndza neni na
rozdil od jinych nddorovych onemocnéni tak neptiznivd. Nador je v tomto
pfipadé lokalizovany a metastazy nezasahuji do kosti. U tohoto stddia casto
dochazi ke spontdnni regresi nddoru [51, 52]. Ackoli i mezi nddory ve stadiu 4S
se mohou objevit nékteré s klinicky nepfiznivou progndzou, i tak se tento typ

nadoru fadi mezi tzv. ,low-risk neuroblastoma®“ (malo rizikové neuroblastomy

s velmi dobrou prognézou) [53].

V centru zdjmu velkého mnozstvi studii jsou ov§em ty neuroblastomy, které
jsou charakterizovany jako vysoce rizikové (tzv. ,high-risk neuroblastoma®).
Tento typ se vyznacuje rozsahlymi metastdzami a také hojné amplifikovanym
onkogenem MYCN. Velmi casto je diagnostikovan u déti starSich 1 roku [46].
Soucasna 1é¢ba tohoto nadoru zahrnuje chemoterapii, radioterapii i transplantaci
kostni dfené. Pacienti, u nichz je lé¢ba uspésna, vSak casto trpi dlouhodobymi

Ve

vedlejsimi u¢inky, nékdy dochazi i k recidivé nemoci [54, 55].

4.1.2. Onkogen MYCN

Nejvyznamnéj$im genem, ktery je vramci neuroblastom@ studovdn, je
onkogen MYCN (z angl. v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
neuroblastoma derived homolog) a produkt jeho exprese onkoprotein N-myc.
Jednd se o onkogen, ktery je bézné exprimovan ve vyvijejicim se nervovém
systému [46] a amplifikace tohoto genu, pfipadné zvySend exprese proteinu
N-myc byla detekovdna nejen v primdrnich neuroblastomech, ale i

VeV .

v retinoblastomech. Je patrné, ze amplifikace MYCN souvisi s pozdéjsimi stadii
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nemoci — u lokalizovanych nddort detekovan nebyl, ale u pozdéjsich

rozvinutych stadii onemocnéni byl exprimovan az v 50 % [56, 57].

Velikost proteinu N-myc se pohybuje v rozmezi od 62 do 64 kDa — je totiz
produkovany ve dvou formach, které se lisi o 2 kDa. Jedna se o fosfoprotein
s pomérné kratkym polocCasem zivota, ktery se nachdzi v jadfe builky a asociuje
s jadernou matrix. Az 38 % jeho aminokyselinové sekvence se velmi podoba

onkoproteinu c-myc [57].

Protein N-myc slouzi jako transkripéni faktor. Imunoprecipita¢ni studie
ukazaly, ze aby mohl aktivovat transkripci genti stimulujicich rist buiky, musi
byt navdzany na transkripéni faktor Max (tzv. faktor X asociovany s proteiny
myc). Pokud je buitka v bunééném cyklu ve fazi Go, pak je exprimovano velké
mnozstvi proteinu Max a vznikaji Max-Max homodimery, které blokuji
transkripci. Jakmile burika vstoupi do buné¢ného cyklu (fize Gi) nebo se za¢ne
exprimovat velké mnozstvi proteinu N-myc, dojde ke vzniku heterodimeru
N-myc-Max, ktery transkripci gendi stimulujicich rtst builky spousti [58].
Regulace transkripce pomoci heterodimeru N-myc-Max je zndzornéna na

obrazku 5.

Potlateni

transkripce Aktivace transkripce

>

—— CACGTG

Obr. 5 - Regulace transkripce genii stimulujicich rist butiky
onkoproteinem N-myc. Heterodimer N-myc-Max spousti transkripci,

homodimer Max-Max transkripci inhibuje. P¥evzato a upraveno z [46].
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4.1.3. Transkripéni cil N-myc

Transkripénim cilem proteinu N-myc je tumorsupresorovy protein p53 [59].
Tento protein funguje jako transkripéni faktor, aktivuje napf. transkripci genu
pro protein p2l, nicméné diky svému pomérné kriatkému polocasu zivota
(priblizné 20 minut) se v builkdch vyskytuje jen ve velmi malych mnozZstvich
[60]. Mimo jiné byl objeven v 50-55 % ptipada vSech zkoumanych typi lidskych
nadorovych onemocnéni [61]. Obvykle se v nddorech vyskytuje jeho mutovana
forma, ktera je neaktivni, v neuroblastomech je vSak protein p53 mutovan jen
ziidka. Absence mutaci v genu pro p53 v neuroblastomech tak naznacuje, Ze tyto

mutace nejsou pro vyvoj nemoci vyznamné [59, 62].

p53 je exprimovan pfevazné v bunééném jadfe bunék neuroblastomu malo
diferencovaného a nediferencovaného podtypu, kde byla téz popsana zvySena
exprese N-myc. Exprese téchto dvou proteind spolu tuzce souvisi, nebot
heterodimer N-myc-Max se vdZze na promotor genu pro p53 a tim jeho

transkripci spousti [59].
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5. Cil prace

MIF je cytokin, jez je produkovan rGznymi typy bunék vcetné bunék
neuroblastomovych. Pro tento protein byl popsan i jeho pfirozeny specificky
receptor - timto receptorem je integrdlni membrdnovy protein CD74. Vyskyt
tohoto receptoru byl popsin nejen u bunék pfirozené se vyskytujicich v
organismu, ale i u bunék niadorovych. Pokud by byla pfitomnost CD74
potvrzena i u neuroblastomovych buné¢nych linii, znamenalo by to, Zze i u
tohoto typu nddoru se CD74 podili na aktivaci signaliza¢ni drahy vedouci k
proliferaci bunék. K aktivaci této drahy dochdzi pravé pii vazbé MIF na

extraceluldrni doménu CD74.

Cilem této bakaldfské prace je pomoci vhodné metody urcit, zda se v lidskych
neuroblastomovych bunécénych liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4 vyskytuje
receptor CD74, ktery by mohl hriat roli v pfenosu signilu MIF v

neuroblastomech.
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6. Material a metody
6.1. Materidl

6.1.1. Biologicky materidl

Pro ucely této bakalaiské priace byly studovany lidské neuroblastomové
bunéc¢né linie UKF-NB-3 a UKF-NB-4 ziskané darem od prof. MUDr. Jindficha
Cinatla (Goetheho Univerzita, Centrum hygieny, Institut medicinské virologie),

Frankfurt nad Mohanem, Némecko.
6.1.2 Chemikalie

akrylamid Serva
Anti-CD74 (primdrni protildtka) Sigma Aldrich
Anti-GAPDH (primdrni protildtka) Sigma Aldrich

Anti-rabbit (sekunddrni protilatka) Sigma Aldrich

BCIP Promega corporation
bisakrylamid Serva

CBB Sigma Aldrich
Complete (inhibitor proteas) Roche

dodecylsulfit sodny Carl Roth

ethanol Lach:Ner

FBS Lonza

glycin Lach:Ner

chlorid hote¢naty Lach:Ner

chlorid sodny Lachema
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IMDM medium

isopropylalkohol

kyselina octova

L-glutamin

methanol

NBT

PBS

peroxosiran amonny

Ponceau

standard molekulovych hmotnosti
standard molekulovych hmotnosti
suSené mléko

TEMED

Tris base

trypsin

Tween 20

vzorkovy pufr Laemmli

6.2. Metody

6.2.1. Péstovani bunék

HyClone, Thermo Scientific
Penta

Lach:Ner

PAA the cell culture company
Penta

Promega corporation
Gibco, Life Technologies
BioRad

Loba-Chemie

Thermo Scientific

BioRad

Laktino

Serva

Serva

GE Health Care

Sigma Aldrich

BioRad

Lidské neuroblastomové bunécné linie UKF-NB-3 a UKF-NB-4 byly
péstovany v IMDM mediu, které bylo obohaceno o 10% fetdlni hovézi sérum

(FBS) a 1% L-glutamin (200mM v zasobni lahvi). Bunky byly kultivovany v
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inkubatoru (Shel Lab) pfi 37 °C v atmosféte s 5% CO:2 a 95% vlhkosti vzduchu.
Pasazovani probihalo vzdy, kdyz buiky porostly ptiblizné 80 % plochy
kultiva¢ni lahvicky (obvykle kazdé 3-4 dny). Nejprve bylo z kultiva¢ni lahve
odstranéno medium, buiiky byly promyty sterilnim PBS a uvolnény od stény
kultiva¢ni nddoby pomoci trypsinu (na buiiky byl aplikovan 1 ml (resp. 3 ml v
zavislosti na velikosti kultiva¢ni lahvi¢ky) jeho 0,05 % roztoku v PBS)). Cast
bunék byla odebrana, popf. pfenesena do nové kultiva¢ni lahve a po ptidani
kompletniho IMDM media byly opét kultivovany v inkubatoru (Shel Lab) pii
37 °C, 5% COz2 a 95% vlhkosti vzduchu.

6.2.2. Ptiprava vzorka

Pro izolaci protein a jejich ndslednou imunodetekci na nitrocelulosové
membrané byly buriky péstovany na Petriho miskdch o priméru 10 cm za
stejnych podminek jako v kap. 6.2.1. . Jakmile porostly zhruba 80 % plochy
misky, byly mechanicky uvolnény do media, centrifugoviny 2 minuty pii
1200 rpm a teploté 25 °C (centrifuga Hettich Universal 320), peleta byla dvakrat
resuspendovana 1 ml PBS (po kazdé resuspendaci byla suspenze opét
centrifugovana za stejnych podminek) a nakonec byl supernatant odstranén a

peleta byla uchovédna v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

6.2.3. Izolace proteinii

Peleta neuroblastomovych bunék byla resuspendovdna ve dvojnasobném

objemu RIPA pufru (PBS; 1% Igepal CA; 0,5% deoxycholdt sodny; 0,1% SDS)
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pfed pouzitim obohacenym o inhibitor proteas Complete. Inkubace probihala
60 minut na ledu. Vzorky byly poté 20 minut centrifugovany pii 4 °C a 16000
rpm (Centrifuge 5415 R, Eppendorf). Supernatant byl pfenesen do novych

mikrozkumavek a uchovan do dals$iho pouziti v mrazicim boxu pi#i -20 °C.

6.2.4. Stanoveni koncentrace proteini

Pro stanoveni koncentrace proteini izolovanych z pelet neuroblastomovych
bunéénych linii UKF-NB-3 a UKF-NB-4 byla pouzita souprava
,,Pierce®Microplate BCA Protein Assay Kit - Reducing Agent Compatibile".
Kromé slepych vzorkti (dH:0) byly na mikrotitra¢ni desticku pipetovany
kalibra¢ni vzorky BSA vzdy o objemu 9 pl. Pouzité koncentrace kalibra¢nich
vzorka byly 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 a 1,5 mg/ml. Kalibra¢ni vzorky a slepé
vzorky byly nandseny vzdy v dubletech. Stanovované vzorky byly nandSeny
také v objemu 9 pl a byly 20x a 50x fedéné. Pro kazdé fedéni byly pipetovany v
tripletech. Nasledné bylo pfiddano 260 pl pracovniho pufru, ktery byl smichén z
reagencie A a reagencie B v poméru 50:1. Takto ptipravené vzorky byly
inkubovadny 30 minut pfi 37 °C v inkubdtoru (IR 1500 Automatic CO2 Incubator,
Flow Laboratories). Po inkubaci byla ve vzorcich spektrofluorimetrem Tecan
Infinite M200 Pro spektrofotometricky stanovena absorbance roztokd pfi

562 nm.

Vyhodnoceni koncentrace proteini v jednotlivych jamkdch mikrotitra¢ni

desticky bylo provedeno pomoci programu KIM 32.
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6.2.5. Elektroforéza

Elektroforéza je jedna z elektromigra¢nich metod, ktera umoznuje rozdéleni
proteinti nebo nukleovych kyselin v gelu ptsobenim elektrického pole. Ma
rizna provedeni - nativni elektroforéza nebo elektroforéza v agarosovém gelu.
Pro rozdéleni proteint se velmi ¢asto pouziva tzv. SDS-PAGE, ¢ili elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS. Dodecylsulfit sodny (SDS)
proteinim zajisfuje shodny povrchovy naboj (zaporny), diky cemuz se pak

proteiny mohou pohybovat v elektrickém poli pouze v zavislosti na své velikosti.

Ptipravuji se dva typy gelt - vrchni, zaostfovaci a spodni, rozdélovaci. Vrchni
gel ma vzdy stejné slozeni a dochdzi v ném ke stabilizaci proteinti a zaostfeni
jednotlivych  zén. Spodni gel ma rdznou  koncentraci  smési

akrylamid/bisakrylamid v zdvislosti na tom, jak velky je zkoumany protein.

Pro elektroforézu (aparatura Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra cell) byl
pfipraven 16% gel (1,5mM Tris (pH 8,8), 40% akrylamid (A/bisA = 29:1),
10% SDS, TEMED, 10% APS). NandSené vzorky doplnéné vzorkovym pufrem
Laemmli a vatené 5 min ve vodni 1dzni obsahovaly 75 pg proteind. Elektroforéza

probihala 70 minut pti 20 mA/sklo.

6.2.6. Pfenos proteini

Pfenos proteind, tzv. Western blot, je dal$i z elektromigra¢nich metod. V
tomto pfipadé se jednd o pri¢ny pfenos proteinti zachycenych v gelu na
nitrocelulosovou nebo polyvinylidendifluoridovou = membranu. Vlivem

elektrického pole se proteiny sorbuji na povrch membrany a koncentruji se tam.
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Tato metoda se Casto pouziva pro tzv. imunodetekce, kdy protein navazany na
membrané interaguje s primdrni protildtkou, na kterou se pak vaze protildtka
sekundarni.

Metoda Western blot je analogii metody "Southern blot", kde se z gelu

prenasi DNA. Obdobou je téz "Northern blot", kdy jde o pfenos RNA.

Pfenos proteini izolovanych z lidskych neuroblastomovych linii UKF-NB-3 a
UKF-NB-4 z gelu na nitrocelulosovou membranu probihal v kazeté zndzornéné
na obrazku. 6 (aparatura Hoefer miniVE). Gel i membrdna byly pfed pfenosem
maceny 10 minut v pfenosovém pufru (25mM Tris; 193mM glycin) obohaceném
o 10% methanol. Aparatura byla sestavena podle obrazku 6 a samotny pfenos

probihal 90 minut pfi 350 mA.

cervend = anoda

cerna = katoda

Obr. 6 - Kazeta pro pfenos proteinii. Katodou je ¢ernd deska, anodou je deska ¢ervend. Dile je
zndzornéno sestaveni pénovych podlozek (a; f), filtra¢nich papiri (b; e), membrany (d) a gelu (c)
[76]
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Pfenos proteini na membranu byl kontrolovdn obarvenim membrany
Ponceau (0,5% roztok v CH3COOH). Po odbarveni destilovanou vodou byla
nitrocelulosovd membrana blokovana v 5% roztoku suseného mléka v TBST
(50mM Tris; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20; pH = 7,6) 1 hodinu na tfepacce
(CSAV Vyvojové dilny). Poté byla membrana inkubovana s primarni protilatkou
Anti-CD74 fedénou v 5% roztoku suseného mléka v TBST v pfislusném pomeéru
(1:1000, 1:500 nebo 1:250) pfes noc v chladici mistnosti na tfepacce (Mini

Rocker MR-1, Biosan).

Po inkubaci s primarni protilitkou byla membriana pomoci pftistroje
SNAP i.d. Millipore tfikrat promyta pfiblizné 5 ml TBST a poté inkubovana se
sekundarni protilditkou (Anti-Rabbit), kterd byla nafedéna do 0,1% roztoku
suSeného mléka v TBST (fedéni 2,1 pl protilaitky do 3 ml roztoku suseného
mléka/TBST). Inkubace probihala 10 minut. Poté byla membrana opét tfikrat
promyta TBST a prevrstvena vyvolavacim roztokem NBT/BCIP (do 5 ml
alkalického fosfatasového pufru (100mM Tris-HCl (pH 9,0); 150mM NaCl; 1mM
MgCl2) bylo pipetovano nejprve 33 pul NBT a poté 16,5 pl BCIP). Vyvolavani
probihalo pfiblizné 5 minut do objeveni fialovych prouzkt a bylo ukonceno

promytim destilovanou vodou.
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7. Vysledky a diskuze

Neuroblastom je nddorové onemocnéni nervového systému, které se
vyskytuje prevazné u déti. Asi 15 % vSech détskych umrti v dtsledku
nadorového bujeni je zplisobeno pravé neuroblastomem [47]. Klinicky pozitivni
¢i negativni progndza je uzce spjata s vékem pacienta - u ditéte mladsiho 1,5
roku, kterému byl neuroblastom diagnostikovdn, je obvykle vys$i Sance na

uzdraveni nez u star$ich déti [49].

Prognostickym markerem vyvoje neuroblastomu je i amplifikace onkogenu
MYCN a tudiz i zvySend syntéza onkoproteinu N-myc. Jednim z faktord
stimulujici expresi tohoto proteinu v neuroblastomovych buiikdch je inhibi¢ni
faktor migrace makrofigi (MIF), ktery je témito buitkkami produkovan [5, 63].
MIF podporuje tvorbu novych cév stimulaci produkce VEGF a samotna
neovaskularizace je klicovym procesem v tumorigenezi [22, 23]. Pfirozenym
receptorem inhibi¢niho faktoru migrace makrofigi je integradlni membranovy
protein CD74 vyskytujici se v membrané endoplasmatického retikula, Golgiho
aparatu a v cytoplasmatické membrané bunék [37]. Pfitomnost tohoto proteinu
byla jiz detekovana v jinych typech nddort, napf. v nadoru prsu ¢i prostaty
[40, 41]. Pfi vazbé MIF na extracelularni doménu CD74 dochazi k aktivaci

signdlni drahy vedouci k proliferaci bunék [37].

V této bakaldfské praci bylo pomoci elektroforézy a nasledného pienosu
proteind na nitrocelulosovou membrdnu studovdno, zda je tento protein
produkovdn i v lidskych neuroblastomovych bunéénych liniich UKF-NB-3 a
UKF-NB-4.
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7.1. Stanoveni koncentrace proteinid

Stanoveni koncentrace proteint v lyzdtech neuroblastomovych buné¢nych
linii UKF-NB-3 a UKF-NB-4 bylo provadéno spektrofotometricky pi#i vlnové
délce 562 nm. K urceni koncentrace proteint bylo vyuZito kalibra¢ni ptimky.
Tato pfimka byla ziskdna méfenim absorbance vzorkt hovéziho sérového
albuminu (BSA) o zndmych koncentracich. Tyto hodnoty jsou uvedeny v
tabulce 2. Kalibra¢ni ptimka standardu BSA je zndzornéna na obrazku 7

na strané 37.

Tab. 2 - Absorbance standardu BSA o rtiznych koncentracich p#i 562 nm.

Prvni dva ¥adky tabulky oznacuji absorbanci destilované vody (slepého vzorku).

¢ (mg/ml) Ase
0,000 0,206
0,000 0,178
0,125 0,256
0,125 0,255
0,250 0,348
0,250 0,362
0,500 0,507
0,500 0,513
0,750 0,680
0,750 0,664
1,000 0,769
1,000 0,769
1,500 1,029
1,500 1,094
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y =0,5807x + 0,2028

Obr. 7 - Kalibra¢ni p¥imka standardu BSA. Na ose x je vynesena koncentrace jednotlivych

dublett BSA v mg/ml. Na ose y je vynesena absorbance métend p¥i 562 nm.

Koncentrace proteint v jednotlivych jamkdch mikrotitra¢ni desticky byly
ziskany prostfednictvim programu KIM 32. Hodnoty ur¢ené programem pomoci
rovnice kalibra¢ni piimky (y = 0,5807x + 0,2028) byly poté ndsobeny fedénim

pro jednotlivé triplety, ¢imz byla zjiSténa vyslednd koncentrace proteini

v jednotlivych zkumavkach. Primérné absorbance pfi 562 nm a primérné

vysledné koncentrace proteind v jednotlivych tripletech jsou uvedeny v

tabulce 3 na strané 38. Porovndnim absorbance jednotlivych jamek stejného

fedéni pfislusného vzorku byla pro dalsi praci volena koncentrace vychazejici z

fedéni, jehoz jednotlivé jamky mély absorbanci nejblizsi.
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Tab. 3 - Zjist&né koncentrace proteinii v lyzitech bunéénych liniich UKF-NB-3 a
UKF-NB-4. Ase» zna¢i praimérnou absorbanci tripletu vzorku pti vinové délce 562 nm, cp
oznacuje finalni priimérnou koncentraci ve vzorku. Riizova poli¢ka oznacuji piesnéjsi

koncentraci dle absorbance jamek daného fedéni.

UKF-NB-3 UKF-NB-4
Vzorek | Ase2 | cp (mg/ml) || Vzorek | Asez | cp (mg/ml)

1 (20x) | 0,282 9,584 1(20%) | 0,276 9,380
1(50x) | 0,164 | 13,905 1(50x) | 0,141 11,950
2(20x) | 0,301 | 10242 |[220%) |0508| 17,266
2(50x) | 0,180| 15295 |[2(0x) [0,265| 22,515
3(20x) [0,295| 10,038 |[3(0x) |0357| 12,144
3(50x) | 0,147 | 12520 || 3(50x) |0,202| 17,135

7.2 Imunodetekce proteinti

Proteiny ziskané izolaci z neuroblastomovych bunéénych linii  byly
elektroforeticky rozdéleny a nésledné pfeneseny na nitrocelulosovou membrinu
metodou ,,Western blot", kde byl detekovan protein CD74 o molekulové
hmotnosti 33 kDa. Pro identifikaci proteinu dle velikosti byl, vzhledem k
nedostatku standardu molekulovych hmotnosti od firmy Thermo Scientific,

pouzit i standard molekulovych hmotnosti od firmy BioRad.

U linie UKF-NB-4 byl protein CD74 detekovan jiz pfi pouziti primarni
protildtky Anti-CD74 fedéné v poméru 1:1000. V tomto ptipadé byly vzorky
proteini z linie UKF-NB-4 aplikovany v dubletech, které obsahovaly
koncentraci proteinti pohybujici se v rozmezi od 25 pg/jamka do 75 pg/jamka.
Jak je patrné z obrazku 8 na strané 39, pfitomnost proteinu CD74 byla jasné
zietelnd az pii koncentraci 75 pg/jamka. Pfi provadéni nasledujicich

experimentd byly na gel nandseny proteiny pouze v koncentraci 75 pg/jamka.
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Obr. 8 - Detekce CD74 v neuroblastomové bunééné linii UKF-NB-4. Protildtka
Anti-CD74 byla fedéna v poméru 1:1000. Standard molekulovych hmotnosti (od firmy

Thermo Scientific) je v obrazku oznacen jako MW.

Redéni primarni protilatky 1:1000 nebylo oviem pro detekci CD74 v linii
UKF-NB-3 dostate¢né, proto bylo pouzito fedéni 1:500 a 1:250. Protein CD74 se
vSak vbunécné linii UKF-NB-3 ani v jednom ptipadé fedéni nepodafilo
detekovat, byl pouze vyraznéji oznacen v linii UKF-NB-4 (obrazek 9 na
strané 40). Pro kontrolu dostate¢ného mnozstvi proteinii aplikovaného na gel
(75 pg/jamka) byla jako kontrolni protein detekovdna glyceraldehydfosfit
dehydrogenasa (GAPDH; obrazek 10 na strané 40).
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Obr. 9 - Imunodetekce CD74 v lidskych neuroblastomovych
bunéénych liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4. CD74 je ztfetelny pouze v
linii UKF-NB-4. Protildtka Anti-CD74 byla fedéna v poméru 1:250. Standard
molekulovych hmotnost{ (od firmy BioRad), je oznacen MW.
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Obr. 10 - Detekce GAPDH v neuroblastomovych linifch UKF-NB-3
a UKF-NB-4. Kontrolni membréna. Standard molekulovych hmotnosti (v
obrazku oznacen jako MW) byl od firmy BioRad.



Z obrazku 8 na strané 39 a obrazku 9 na strané 40 je patrné, ze pfitomnost
receptoru CD74 byla prokdzdna pouze v jedné z obou studovanych lidskych
neuroblastomovych bunéénych linii, v linii UKF-NB-4. Ve druhé studované
linii, UKF-NB-3, se pfitomnost receptoru CD74 metodou ,,Western blot"

detekovat nepodafilo.

Detekce proteinu CD74 pouze v jedné z obou studovanych linii mtze byt
dédna typem téchto bunék. Lidské neuroblastomové bunécné linie je mozné
rozdélit do tfi skupin podle buné¢ného fenotypu - N, S a I. Linie UKF-NB-3 se
fadi mezi buiky typu N (,,neuroblastic" neuroendokrinni prekurzor). Tyto
bunky lépe adheruji mezi sebou nez k substratu a ¢asto vytvareji agregaty. Linie
UKF-NB-4 se ftadi mezi bumnky typu S (,,Schwannian" melanoblasticky
prekurzor), které snadnéji adheruji k substratu a cCasto tvoii jednovrstevné
kultury. Ttetim typem lidskych neuroblastomovych bunék je typ I
(,,Intermediate"), ktery vykazuje fenotypové znaky obou pfedchozich typt [64].
V lidskych neuroblastomovych bunécénych liniich typu S a I byla popsina
pfitomnost povrchového glykoproteinu CD44 [65]. Tento protein byl zaroven
zjistén i na povrchu T-lymfocytdl, kde tvofi komplex s receptorem CD74. Na
komplex CD74-CD44 se vaze inhibi¢ni faktor migrace makrofigh a umoznuje
tak spusténi signalizaéni kaskady vedouci k proliferaci buiky [33, 38].
Ptitomnost CD74 v lidské neuroblastomové bunéc¢né linii UKF-NB-4 (S-typ) v
souvislosti s popsanou produkci CD44 v neuroblastomovych butikach S-typu tak
naznacuje, ze tyto burnky mohou byt ovliviioviny MIF pravé prostfednictvim

komplexu CD74-CD44.

vvvvvv

spinocelularnim karcinomu hlavy a krku (zde byla popsana zvySena exprese
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tohoto proteinu), kde byla zdrovenl detekovdna také vyznamné zvySend
koncentrace proteinu MIF [66] nebo v prostatickych nddorovych buiikdch (v
tomto ptipadé byl CD74 detekovan pouze slabym imunodetekénim znacenim a
jeho koncentrace se vyrazné neliSila od koncentrace CD74 v normailnich

prostatickych burikach) [67].

Diky pritomnosti receptoru CD74 mohou byt i neuroblastomové bunécné
linie ovliviiovdny inhibi¢nim faktorem migrace makrofigh. MIF je schopen
pozitivné regulovat proliferaci bunék indukci fosforylace ERK kinas, ktera je
soucasti signaliza¢ni drdhy Ras - Raf - MAPK - ERK, kterd se uplatiiuje v
bunéc¢né proliferaci [68, 69]. ERK signaliza¢ni kaskdada podporuje produkci
onkoproteinu N-myc, ktery také ovliviiuje proliferaci bunék [70, 71]. Pokud by
byla exprese proteinu MIF v neuroblastomovych builkdch potla¢ena, mohlo by
dojit ke snizeni proliferace bunék, jak bylo jiz popsdno u nddorovych bunék
slinivky bfisni [72] a také ke snizeni produkce N-myc. Je tedy zfejmé, ze MIF
mize byt pro neuroblastomové buiiky velmi vyznamny. Také je velmi dilezity v
ramci celého nddoru, nebot je schopen stimulovat tvorbu novych cév, coz je pro

rist nddoru a jeho metastdzovani nezbytné [24].
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8. Zavér

Vyuzitim SDS elektroforézy a prenosu proteini na nitrocelulosovou
membranu byl protein CD74 detekovan v lidské neuroblastomové bunécné linii
UKF-NB-4 (S-typ). V lidské neuroblastomové bunécné linii UKF-NB-3 (N-typ)
nebyl CD74 metodou ,,Western blot" potvrzen. Pfitomnost tohoto proteinu, byt
pouze v jedné ze studovanych linii indikuje, Ze i neuroblastomy mohou byt

ovliviiovany inhibi¢nim faktorem migrace makrofagt prostfednictvim CD74.
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