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Abstrakt

Nadorové buiniky se obvykle dokdzou dynamicky adaptovat na stresové hypoxické
prostiedi, které je zpuisobené nedokonalou vaskularizaci nadoru. V diserta¢ni praci bylo
zjisténo, ze neuroblastomové nadorové linie UKF-NB-3 a UKF-NB-4 se na hypoxii
adaptuji zvySenim acetylace histond. ZvySena acetylace je obecné spojovana
s rozvolnénim chromatinové struktury, a tim i s transkripéni aktivaci genti. Déle bylo
zjisténo, ze hypoxie v téchto liniich méni expresi proteinu transkripéniho faktoru N-myc,
ktery je dilezity pro vyvoj neuroblastomi. Zodpovédny je i za metabolickou adaptaci,
zvySenou agresivitu a horsi progndézu onemocnéni.

Inhibitory histondeacetylas (HDAC) jsou slibné latky s protinddorovym uéinkem. Mohou
indukovat zastavu bunééného cyklu, diferenciaci ¢i programovanou bunécnou smrt v
sensitivnich nadorech. V préaci byl studovéan vliv inhibitoru HDAC, valproatu, na expresi
proteind transkripcnich faktori N-myc a faktoru la indukovaného hypoxii (HIF-1a),
dalezitych pro proliferaci nadorovych bunék. Testovany inhibitor HDAC zpusoboval
snizeni exprese obou transkrip¢nich faktorii, coz potvrzuje jeho protinddorovy efekt.
Protein CD133 je spojovan s fenotypem kmenovych nadorovych bunék. V disertaéni praci
bylo zjiSténo, Ze zvySend exprese proteinu CDI133 po kultivaci bunék UKF-NB-3
s valproatem je spojena s vyssi rezistenci bunék vici cisplating a vincristinu. Zjisténa byla
rovnéz skuteCnost, ze valproat v linii UKF-NB-4 nezvySuje expresi proteinu CDI133
v disledku methylace promotoru P1 a P3 genu pro CD133.

Inhibitory histondeacetylas jsou klinicky pouZitelné pfedev§im v kombinaci s konven¢nimi
cytostatiky. Kultivace bun€k linie UKF-NB-4 s cytostatiky, které zpisobuji poskozeni
DNA téchto bun¢k, etoposidem, cisplatinou i ellipticinem, v kombinaci s netoxickou
koncentraci valprodtu, vede k synergistickému efektu téchto 1éciv. Cytotoxicky efekt
studovanych cytostatik se timto pisobenim vyrazné zvysil.

V posledni Casti prace byl studovan mechanismus chemorezistence bun¢k linie UKF-NB-4
vuci ellipticinu. Zjistili jsme, ze ellipticin indukuje v bunikéch tvorbu lysosomii, ve kterych
je akumulovan. Tim se sniZuje jeho cytotoxicita. Naruseni funkce lysosomil zvySuje vazbu
ellipticinu na cilové struktury v jadie bun€k (DNA), coz vede k posileni u¢inku ellipticinu

vuci neuroblastomové linii UKF-NB-4.
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Abstract

Cancer cells are able to adapt to different stress factors such as hypoxia, which is caused
by insufficient tumor vascularization. An increased acetylation status of histones H3 and
H4 in UKF-NB-3 and UKF-NB-4 neuroblastoma cell lines was found to be a mechanism
of adaptation of these cells to hypoxia. An increase in acetylation of histones H3 and H4 is
suggested to cause changes in the structure of chromatin that lead to activation of gene
transcription. In addition, cultivation of tested neuroblastoma cells under hypoxic
conditions changes expression of proteins of a transcription factor N-myc, which is
essential for development of neuroblastomas. This transcription factor is also responsible
for a metabolic adaptation of neuroblastoma cells, increases their aggressiveness and its
expression leads to a worse prognosis of the disease. Inhibitors of histone deacetylases
(HDAC) are suggested to be the promising agents exhibiting various anticancer effects.
They can induce cell cycle arrest, differentiation or programmed cell death in sensitive
tumors. In this study, the effect of one of inhibitors of HDACsS, valproate, on expression of
proteins of transcription factors N-myc and hypoxia inducible factor la (HIF-la) was
investigated. Valproate decreases protein levels of both transcription factors in tested
neuroblastoma cells, which confirms its anticancer efficiency.

Protein CD133 is a marker of cancer stem cells. The effect of valproate on expression of
this protein was tested. Valproate increases protein levels of CD133 in a UKF-NB-3 cell
line, which was associated with increased chemoresistance to cisplatin and vincristine in
this cell line. In the UKF-NB-4 cell line, an increase in expression of CD133 protein was
not produced by vaplroate, which might be caused by methylation of promoters P1 and P3
of a PROM1 (CD133) gene. Inhibitors of HDAC are clinically promising, when used in a
combination with convention cytostatics. Cultivation of a UKF-NB-4 neuroblastoma cell
line with drugs damaging DNA such as cisplatin, etoposide and ellipticine in a
combination with nontoxic concentrations of valproate leads to a synergistic effect of these
drugs. In this study, a mechanism of chemoresistance of UKF-NB-4 cell line to ellipticine
was also examined. Treatment of ellipticine-sensitive UKF-NB-4 cell line with ellipticine
induced cytoplasmic vacuolization and ellipticine is concentrated (sequestrated) in these
vacuoles. This sequestration results in lower cytoplasmic concentrations of ellipticine, less
nuclear accumulation, and lower DNA damage by ellipticine, and therefore also lower

toxic effects to these cells.
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1 UVOD A PREHLED PROBLEMATIKY

Nadorova onemocnéni jsou jednim z nejcastéjSich vaznych onemocnéni lidské
populace. Dle Zdravotnické ro¢enky CR (1) vydané Ustavem zdravotnickych informaci a
statistiky k roku 2013 piedstavuji nadorova onemocnéni ctvrtinu vSech timrti a jsou druhou
nejcastéjsi pricinou smrti po kardiovaskuldrnich onemocnénich. I pfes rostouci incidenci
tohoto onemocnéni, kterd je do jist¢é miry dana zvySujici se délkou a stylem Zivota,
standardizovana imrtnost na nadorova onemocnéni v Ceské republice mirné klesa.

Soucasny svétovy trend 1écby nadorovych onemocnéni se uchyluje k tzv. cilené
1é¢bé zalozené na genetické a epigenetické charakterizaci jednotlivych nadorovych
onemocnéni. To povede i1 pres vysoké financni ndklady k IéCbé pacienta vysoce

vvvvvv

terapii.

1.1 Neuroblastomy

Neuroblastomy jsou nejcastéj$i extrakranidlni solidni détské nadory.
Neuroblastomy patii do skupiny embryonalnich nadord vychazejicich z bunék neuralni
liSty, znichZz za fyziologickych podminek vznikaji sympatickd ganglia a naslednou
diferenciaci naptiklad dienn nadledvin. Neuroblastomy jsou velmi heterogenni skupinou
nadord. Lisi se pfedevsim histologicky — bunky dosahuji rizného stupné ,,maturace®, a
tedy rtzného stupné malignity. Neuroblastomy nizkého a stiedniho rizika mohou
spontanné ¢i indukovanég diferencovat a regredovat (2).

Vyskyt neuroblastomu je nejCastéji v retroperitoneu ¢i v paravertebralnich
sympatickych gangliich. Klinicky se u déti projevuje zvétSenim biiska, horeckou, ztratou
vahy ¢i obecnym neprospivanim. Prvni pfiznaky u starSich pacienti mohou byt
manifestovany az metastdzami. Jako prvotni vySetfeni pii podezieni na vyvoj
neuroblastomu tedy byvaji zékladni zobrazovaci metody jako je ultrazvuk, rentgen a
pocitacova tomografie (CT). Pro neuroblastom jsou charakteristické specifické
prognostické znaky, které umoZznuji zafazeni pacienta do ptislusné rizikové skupiny. Jsou
to naptiklad: v€k v dobé diagnozy, ,DNA-ploidie”, amplifikace genu ,,v-myc avian
myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived* (N-myc), exprese
receptoru ,,tropomyosin receptor kinasa‘ (trk), delece chromozomu 1p36 a tada dalSich

deleci a zmnozeni specifickych chromozomalnich oblasti (3). Na zaklad¢ vySetieni
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pacienta se uréi tzv. ,staging” onemocnéni [v soucasnosti u nds dle ,International
Neuroblastoma Staging System* (INSS)] a podle stadia a biologického typu se vybere
adekvatni 1écba (4).

Lécba neuroblastomt sledujici ,,staging* pacienta se opira o chirurgicky zdkrok
(alespont pro ziskani vzorku nadorové tkang). Casto nasleduje chemoterapie, u nadort
vysokého rizika kombinovana s radioterapii a megachemoterapii s naslednou transplantaci
autolognich hematopoetickych progenitorovych buné€k (tzv. autologni transplantace kostni
dren¢).

Bunécné linie odvozené od neuroblastomti vysokého rizika jsou experimentalnim

modelem Casto pouzivanym ve vyzkumu (obrazek ¢. 1).

Obrazek ¢. 1. Tkanova kultura lidské neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-4.

1.2 Chemoterapie nadoru

Jiz na zacatku 20. stoleti zavedl némecky chemik Paul Ehrlich novy pojem pro
1é€bu nemoci pomoci chemickych latek, chemoterapii. V priab&hu prvni svétové valky byl
pozorovan efekt yperitu na snizeni mnozstvi bilych krvinek u vojakd, coz bylo dale
studovano v souvislosti s 1é€bou leukémii. Jiz v poloviné minulého stoleti bylo ziejmé, Ze
pro lécbu nadorovych onemocnéni samotnd radioterapie a chirurgicky zakrok nestaci.
Vznikajici mikrometastazy bylo mozné eliminovat jen komplexni 1é¢bou, tedy nové
zavedenou adjuvantni chemoterapii. Samotny obor 1écby nadort a klinické onkologie je
tedy pomérné mlady.

Lécba chemoterapii pouziva latek syntetickych, semisyntetickych ¢i piirodnich.

Vzhledem ke zvySeni Gcinnosti se pfi 1écbé nddorovych onemocnéni pouzivaji tyto latky
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v kombinacich, zavadi se tzv. kombinovana lécba. Ackoliv by mé¢l byt vzdy znam
mechanismus u¢inku jednotlivych chemoterapeutik pied pouzitim v klinické praxi,
u vétSiny cytostatik jsou tyto znalosti ziskdvany az dodate¢né. Dostacujicim meéfitkem
ucinnosti urcité substance je informace o jeji toxicité a Ucinnosti. Konvencni cytostatika
rozdélujeme dle mechanismu ucinku do ¢tyf hlavnich kategorii. Jsou to latky cilené na
bunénou DNA, inhibitory biosyntézy nukleovych kyselin, inhibitory mitézy a inhibitory

proteosyntézy. Jednotlivé latky ovSem zpravidla piisobi vice mechanismy (5).

1.2.1 Alkylaéni a arylaéni latky

Alkylacni a arylacni latky méni strukturu a funkci nukleovych kyselin. Ovliviuji
replikaci a transkripci diky alkylaci nebo arylaci nukleovych kyselin. Alkylace a arylace je
zasadnim mechanismem plsobeni téchto cytostatik. Tyto latky se vazi na adenin, cytosin ¢i
guanin DNA a mohou tvofit i kovalentni vazbu mezi fetézci DNA ¢i dvéma molekulami
DNA. Vytvofena kovalentni vazba brani fyziologické replikaci DNA a inhibuje bunécné
déleni. Bunécné obranné mechanismy mohou tento druh poskozeni v nékterych ptipadech
opravit vystépenim pomoci endonukleasy. Nékteré alkylacni a arylacéni latky inhibuji
jaderné enzymy - topoisomerasy, zodpovédné =za uvoliovani torze spiralovité
dvousroubovice DNA. Inhibice téchto enzyml vede k naruseni terciarni struktury a
nasledné ke zlomlim DNA (5). Alkylaéni a arylacni cytostatika jsou vysoce U€innd na

rychle se proliferujici bunky.

Cisplatina

Cisplatina (obrazek €. 2) patfi mezi nejpouzivanéjsi cytostatika. Cisplatinou byl
prvni pacient 1éCeny jiz vroce 1971. Diky vysoké Ucinnosti je cisplatina pouzivana pro
léCeni Siroké Skaly solidnich nador. Ma ovSem 1 vyznamné vedlejsi ulinky, je
myelosupresivni, imunosupresivni, neurotoxicka — poSkozuje sluchovy nerv a zvlasté
nefrotoxickd. Vyvoj novéjsich platinovych derivati (oxaliplatina, karboplatina aj.) umoznil
snizit n€které nezadouci efekty 1écby a Castecné prekonat chemorezistenci, kterd mize byt
s 1éEbou spojena.

Hlavni mechanismus ucinku cisplatiny je interkalace do DNA. Cisplatina po
bioaktivaci také tvoii adukty s DNA vedouci dale k tvorb¢ DNA-protein a DNA-DNA
»crosslinku®, a tim poSkozeni DNA. Cisplatina téZ inhibuje syntézu DNA, transkripci RNA

a indukuje apoptozu. Hlavni piekdzkou v 1é¢bé nadorovych onemocnéni nejen cisplatinou
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je vznik rezistence. Rezistence vuc¢i cisplatiné souvisi se sniZzenou intracelularni
koncentraci tohoto 1éCiva, kterd je ddna snizenim transportu do bunék ¢i naopak zvysenim
transportu vné bunck. ZvySeni inaktivace cisplatiny je dalSim z mechanismii vzniku
rezistence - zvySené mnozstvi glutathionu a metalothioneina vede ke snizeni tvorby aktivni
formy cisplatiny v cytoplasmé, a tim i jeji interakci s jadernou DNA. Také zvySena oprava
poskozené jaderné DNA je povazovana za dalsi dulezity mechanismus vzniku rezistence

VUcCi cisplating (6,7).

Cl. NH,
N_/

Pt
7\
ClI' NH,
Obrazek ¢. 2. Chemicka struktura cis-diaminodichlorplatiny (cisplatina).

Etoposid

Lécba etoposidem (obrazek ¢. 3) se zacala pouzivat piiblizné o deset let pozd¢ji
nez lé¢ba cisplatinou. Etoposid je derivat podophylotoxinu, latky izolované z naholistu.
Hlavnim mechanismem u¢inku je inhibice topoisomerasy II, a tim nasledna indukce
vlaknovych zlomt v jaderné DNA. Jednovlaknové a dvouvlaknové zlomy v DNA aktivuji
proteinkinasy ,,ataxia telangiectasia and Rad3-related”“ (ATR) a ,ataxia telangiectasia
mutated (ATM), které jsou zodpovédné za lokélni fosforylaci histonovych variant H2AX,
znaku dvouretézcovych zlomd (8). Neopravené zmény v DNA aktivuji proces
programované bunécné smrti, apoptéozu. Rezistence vicCi etoposidu vznikd napiiklad
mechanismem zvySeni exprese genu ,mouse double minute 2 homolog™“ (MDM?2),
koédujiciho ubiquitinligasu, kterd vaze topoisomerasu II inaktivovanou etoposidem a vede

k jeji degradaci (9).
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Obrazek ¢. 3. Chemickd struktura etoposidu; 4'-demethyl-epipodophyllotoxinu 9-[4,6-O-(R)-
ethyliden-beta-D-glukopyranosid], 4' -(dihydrogen fosfatu).

Ellipticin

Ellipticin (obrazek ¢&. 4) je rostlinny alkaloid izolovany zrostlin celedi
tojestovitych, ktery sdm i jeho derivaty vykazuji protinadorovy efekt. V klinické onkologii
se diky své toxicit¢ a vysoké hydrofobicité ptili§ nepouziva, v soucasné dobé se hledaji
rizné modifikace ellipticinu ¢i konjugace s nanocasticemi, které maji za cil zvysit jeho
dostupnost v organismu (10). Ellipticin U¢inkuje diky interkalaci do DNA, inhibici
topoisomerasy a tvorb¢ kovalentnich adukti s DNA (11,12).

CHj

I=

Obrazek ¢. 4. Chemicka struktura ellipticinu, 5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazolu.
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1.2.2 Inhibitory mitézy

Latky ovliviiyjici strukturu a funkci mikrotubulG zasahuji prfedevSim v prabéhu
mitézy bun€k. Funkce délictho vieténka je zdvisla na spravné funkci mikrotubuli.

Inhibitory mitézy méni fyziologickou polymerizaci a depolymerizaci mikrotubuli (5).

Vincristin

Vincristin (obrazek ¢. 5) je latkou ze skupiny tzv. ,vinca“ alkaloidl, tedy
sloucenin izolovanych z rostliny barvinek. Vincristin se véze na tubulin, a tim znemoziuje
jeho polymeraci a indukuje zastavu bunééného cyklu ve fazi mitézy. Diky jinému
mechanismu ucinku oproti alkylacnim latkam jej Ize pouZzit pro prekonani chemorezistence

nadorovych bunék (13).

Obrazek ¢. 5. Chemicka struktura vincristinu, (3aR,3alR,4R,5S,5aR,10bR)-methyl 4-acetoxy-3a-
ethyl-9-((5S,78S,9S)-5-ethyl-5-hydroxy-9-(methoxykarbonyl)-2,4,5,6,7,8,9,10-octahydro-1H-3,7-
methano][ 1 Jazacykloundecino[5,4-b]indol-9-yl)-6-formyl-5-hydroxy-8-methoxy-
3a,3al,4,5,5a,6,11,12-oktahydro-1H-indolizino[8,1-cd]karbazole-5-karboxylatu.

1.2.3 Inhibitory proteosyntézy

Inhibici proteosyntézy dochazi k zastavé bunééného cyklu nadorovych bunék a
indukci bunééné smrti. Klinicky se z téchto inhibitori vyuZziva pouze enzym L-asparginasa
v 1é€beé akutni lymfoblastické leukemie. Cilend ,,deplece* L-asparaginu a jeho pfeména na
amoniak a kyselinu asparagovou vede k bunétné smrti nddorovych bunék. Nadorové
buiikky maji vysoké naroky na spotiebu asparaginu a enzym L-asparaginasa zpisobi jeho

sniZeni a nasledné ,,vyhladovéni naddorovych bunck (14).
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1.2.4 Inhibice biosyntézy nukleovych kyselin

Inhibice syntézy RNA a DNA muze probihat na n¢kolika urovnich. Cytostatické
latky mohou mit vliv na biochemické reakce intermedidrniho metabolismu nukleotidl
pusobenim na enzymy v ném zapojené ¢i mohou byt inkorporovany do fetézce nukleovych

kyselin. Patii sem purinova a pyrimidinova analoga, analoga kyseliny listové apod. (5).

1.3 Inhibitory histondeacetylas v nadorové terapii

Epigenetické zmény jsou zdrojem vzniku nékterych typti chemorezistence
nadorovych bunék. Epigenetické modifikace ovliviiuji transkripci gend a jsou v soucasné
dobé zkoumany jako slibné protinddorové cile. Mezi epigenetick¢é modifikace patii
acetylace, methylace, fosforylace, ubiquitinylace a sumoylace. Enzymy zodpovédné za
epigenetickou regulaci jsou v nadorovych builkkach ¢asto zménéné genovou mutaci ¢i
zménou exprese enzymu na proteinove urovni. Diky tomu jsou také nékteré druhy nadort
citlivé na latky, které zasahuji do epigenetickych regulaci buiiky. Mezi né patii naptiklad
inhibitory histondeacetylas (HDAC). Méni uspofadani chromatinu inhibici HDAC a
ovliviiuji transkripci genti vcetné tumorovych supresorovych genli a protoonkogend.
Rovnovahu mezi acetylaci a deacetylaci histonti udrzuji za fyziologickych podminek
enzymy HDAC a histonacetyltransferasy (HAT), které katalyzuji pfenos acetylové skupiny
z acetylkoenzymu A na lysiny histonli a také nékterych nehistonovych proteinti (15). U
nekterych nadorovych onemocnéni byla prokézana zvysena exprese HDAC, coz resultuje v
horsi prognozu a zkracenim preziti pacientt (13).

Inhibitory enzym HDAC mohou byt dle chemické struktury klasifikovany do Ctyt
zakladnich skupin. Rozd€lujeme hydroxamové kyseliny [napf. trichostatin A (TSA),
vorinostat (SAHA)], alifatické kyseliny [napf. kyselina valproova/valproat sodny (VPA),
butyrat sodny (NaB)], benzamidy [napf. entinostat (MS-275), mocetinostat (MGCDO0103)]
a cyklické tetrapeptidy (napi. romidepsin, apicidin) (17).

Inhibitory HDAC mohou v bunikach vyvolat mnohocetnou odpovéd’ v zavislosti

na typu inhibitoru, ddvce a typu nddorovych bunék (obrazek €. 6).
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Obrazek €. 6. Riizné mechanismy ucinku inhibitort HDAC na nddorové burnky. Pievzato z (18) a
upraveno.

Pti nizkych netoxickych koncentracich ovliviiuji tyto inhibitory HDAC acetylaci
histonovych proteinli, coz souvisi se zménou transkripéni aktivity. Me¢eni transkripci
ptiblizné 2-10 % gent (19). Inhibitory HDAC méni acetylaci i nehistonovych proteint a
ovliviuji tak jejich stabilitu, aktivitu a interakci s vazebnymi partnery. Vyssi koncentrace
inhibitort HDAC indukuji rizné druhy programovanych bunéénych smrti, apoptozu,
senescenci ¢i autofagii (obrazek €. 6). Indukce apoptdzy je spojena se zménou transkripce
proapoptotickych a antiapoptotickych genli. Mechanismus aktivace apoptotickych drah
inhibitory HDAC vychéazi z vnéjs$i receptorové i vnitini mitochondridlni dréhy a také
zvySenou produkei reaktivnich forem kysliku (ROS). Inhibice HDAC je casto spojena
s indukei exprese tumorového supresoru p21, inhibitoru cyklin-dependentnich kinas, coz
vede k zastav€ bunéfného cyklu nadorovych bunék nejcastéji ve fazi GO. ZvySeni
acetylace histond v oblasti promotoru genu p2/ usnadituje navazani transkripcniho faktoru
a jeho prepis (20). Inhibice HDAC méni chovéani hypoxickych nadorovych bunck.
Hyperacetylace proteinu ,,heat shock protein 90 (HSP90) zvySuje afinitu jeho vazby na
faktor 1a indukovany hypoxii (HIF-1a), coz akceleruje jeho degradaci (21).

Zména acetylace histont inhibitory HDAC je v poslednich letech intenzivné
zkoumana pro své vSestranné protinddorové plsobeni. Americky ustav pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA) schvalil vorinostat, belinostat a romidepsin (inhibitory HDAC) pro
1écbu nékterych T lymfomd. Dalsi inhibitory HDAC jsou v riznych féazich klinického
testovani. V klinické onkologii je 1écba nadorovych onemocnéni kombinaci vice druht
cytostatik bézna. Na zéklad¢ testii in vitro a in vivo se ukazuje, Ze by pfedevsim kombinace
konvenéni chemoterapie s inhibitory HDAC méla mit vyznamny klinicky pfinos. Vhodna
kombinace vede k aditivnimu ¢i dokonce synergistickému efektu pii zachovani nizkych
nezadoucich ucinka (22). Jednim z mechanisma potenciace ucinku cytostatik je vliv na

geny reparace homologni rekombinace a nehomologni dvouvldknové reparace. Inhibitory
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HDAC snizuji expresi geni kodujici proteiny reparace jako Ku86, ,breast cancer 1¢

(BRCAI) ¢i ,,DNA repair protein RADS51 homolog 1 (hRADS51) (23,24).

Kyselina valproova

Kyselina valproova a jeji stl valproat (obrazek ¢. 7) byla poprvé syntetizovana
vroce 1881 americkym chemikem Burtonem (25). V poloviné minulého stoleti Georg
Carraz objevil antikonvulzivni G¢inky valproatu a tato latka se tak zacala testovat v 1€cb¢
epilepsie a pozdé&ji 1 poruch nalad, depresi a bipolarnich poruch (26). Valproat byl jako
kyseliny valproové, pozdé€ji jako sodna ¢i hofecnata sul. Z farmakologického hlediska
valproat pravdépodobné plisobi na systém receptorii gamma aminomaselné kyseliny
(GABA). Valproat inhibuje transaminasy GABA zodpov&dné za degradaci kyseliny
gamma aminomaselné, a tim zvysuje jeji mnozstvi v okoli nervovych synapsi, kde plisobi
jako inhibi¢ni neurotransmiter (27). Pfesny mechanismus ptlisobeni je ovSem stale
neznamy.

Valproat je v poslednich letech zkouman pro svou aktivitu inhibovat HDAC a
z toho plynouci protinadorovy efekt. Je testovan pro pouziti v monoterapii, jeho vyuziti ma

ale potencial pfedev§im v kombinované protinaddorové 1éCbé.

O

O Na*

Obrazek €. 7. Chemicka struktura valproatu, sodium 2-propylpentanoatu.

Trichostatin A

Trichostatin A (obrazek ¢. 8) je antifungicidni antibiotikum, latka produkovana
bakteriemi Streptomyces hygroscopicus. Antibiotické G¢inky trichostatinu A byly zjiStény
jiz v roce 1976, kdy byl poprvé izolovan (28). Pozdé&ji (v roce 1990) byly zjiStény jeho
inhibi¢ni G¢inky na enzymy HDAC. TSA jiZ v nanomolarnich koncentracich zvysuje

acetylace histonti v sav¢ich bunkéach (29).
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Obrazek ¢. 8. Chemicka struktura trichostatinu A; 7-[4-(dimethylamino)phenyl]-N-hydroxy-4,6-
dimethyl-7-oxohepta-2,4-dienamidu.

1.4 Nadory a metabolismus v nadorovych bunkach

Diky rozvoji metod sekvenace nové generace je ziejmé, ze nddorova onemocnéni
jsou velmi heterogenni liSici se v bodovych mutacich, translokacich, amplifikacich ¢i
delecich genidi. Soubor riznych zmén miZe ovSem vést krozvoji histopatologicky
identickych nadorti. Mnohadetné zmény v genomu bunék zasahuji do rlznych
signalizacnich drah, coz vyrazné znemozinuje vyuziti jednotné cilené molekularni 1écby a
spiSe vyzaduje komplexni zasah v rdmci jedné buiiky. Zasah do nddorového metabolismu,
ktery je podobny tomu v rychle se proliferujicich zdravych buiikach, mize byt vhodny
1é¢ebny cil. Nadoroveé buiiky jsou ovsem metabolicky flexibilnéj$i a dokazi proliferovat 1
za velice neptiznivych nutricnich podminek, ke kterym dochézi v solidnich naddorech diky
nedostate¢né vaskularizaci (30).

Dang ve své praci (31) teoreticky vysvétluje, jaky maji vztah bunécny
metabolismus a nadorovd onemocnéni. Vychazi ze zjiSténi porovnavajici velikosti riznych
savcl (slon a mys$) a jejich basalni metabolickou spotifebou. Pocatek embryonalniho vyvoje
mysi a slona je stejny, vaji€¢ko oplozené spermii obou savcii mé piiblizné stejnou velikost.
MnozZstvi bunééného déleni, které je zapotiebi v pribéhu ontogeneze slona a mysi, je ale
zédsadn¢ odlisny. Pokud tedy budeme vychdzet z ptedpokladu, Ze se s pfibyvajicim
mnozstvim bunécného déleni zvySuje pravdépodobnost vyskytu mutace a tedy i1 rozvoje
nadorového onemocnéni, sloni by méli byt dle Danga k nddorovym onemocnénim vice
nachylni. Statistiky ovSem ukazuji opak. Tento paradox vysvétluje Dang rozdilnym
pronikdnim Zivin do tkani velkych a malych zvirat, a tim 1 basalni metabolickou spotiebou.
V organismu mysi je tedy pronikdni Zivin v celém téle stejnomérné a metabolicka aktivita
bunck tedy vyssi, coz souvisi s vySSim oxida¢nim stresem a vyskytem mutaci, a tim 1

incidenci nddord u mysi (31,32).
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Charakteristicky znak metabolismu v nadorovych builkdch je anaerobni
glykolyza, kterou popsal Otto Warburg jiz v roce 1926 (33). Oproti normalnim buikam,
které¢ vétSinu metabolické energie ziskavaji pfeménou oxidacné dekarboxylovaného
pyruvatu na acetyl koenzym A v dychacim fetézci v mitochondriich, nadorové bunky
dokazou efektivné produkovat velké mnozstvi ATP anaerobni glykolyzou v cytoplasmé.
Nadorové bunky tak produkuji velké mnozstvi laktatu i za normoxickych podminek.
ZvySena exprese gend enzymu glykolyzy byla pozorovana ptiblizné v 70 % vSech lidskych
nadorovych onemocnéni (34). Pfeména pyruvatu na laktat je ovSem mén¢ energeticky
vyhodna. Nadorové bunky potiebuji pfijmout veétsi mnozstvi glukozy, které je spojeno
s potfebou vétstho mnozstvi transportérti glukdzy na membranach bunck. Zvyseny piijem
glukézy nddorovymi buiikami je vyuzivan pro diagnostiku a vizualizaci nddort. Pouziva se
deoxyglukoza znadend "“fluorem, ktera je detekovana pozitronovou emisni tomografii a
nadorova tkan je nasledn¢ digitalné vykreslena.

Otto Warburg pfi svém pozorovani opomenul glutaminolyzu a glutamin, ktery je
nyni povazovan za dal§i dualezity metabolit a za zdkladni bioenergeticky a anabolicky
substrat v nddorovych bunkach (35).

Ptima zavislost zvySené proliferace, invazivity, metastazovani nadorovych bunck
a zvysené potieby bioenergetickych zdroji je v soucasné dob¢ jeden z cili protinddoroveé
terapie. Jakykoli specificky inhibitor, ktery selektivné inhibuje kli¢ové metabolické

enzymy, miZe redukovat nddorovou populaci.
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Obrazek €. 9. Glykolyza a metabolickd zména v intenzivné proliferujicich nadorovych bunkach. Za
ptepis genti enzymu intermediarniho metabolismu jsou zodpovédné predevsim transkripéni faktory
HIF-1a a ,,v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog ,, (Myc). Dochazi tak ke
zménam v pentosofosatovém cyklu (PPP) a zméndm enzymd jako jsou naptiklad:
laktatdehydrogenasa A (LDH-A); pyruvatdehydrogenasa (PDH); PDH kinasa (PDK). (PEP)
fosfoenolpyruvat; (Akt) ,,v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1%; (M2-PK) ,,pyruvate
kinase isoenzyme type M2, Pfevzato z (36).

Za metabolickou zménu nadorovych bun€k jsou zodpovédné zejména geny ze
skupiny onkogenli a tumorsupresorovych gend. Jsou to naptiklad geny Myc, HIF-1a
(obrazek ¢. 9), ,,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells* (NF-xB),
,»v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 (4kt/), fosfatidylinositol kinasa 3
(PI3K), ,mammalian target of rapamycin® (mTOR) ¢i ,,Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog* KRAS (37).

Jednim z divoda tvorby nadorii je bezpochyby nerozpoznani nadorovych bunék
imunitnim systémem. Dochdazi k nedostate¢né stimulaci bun¢k prezentujici antigen (APC),
nadorové bunky zvysSuji expresi imunosupresivnich cytokint [,,transforming growth factor
B (TGF-B), interleukin 10 (IL-10), apod.] a inhibuji imunitni odpoveéd’ (38,39). Bylo také
zjiSténo, Ze extracelularni laktat produkovany hojné naddorovymi buikami je schopny
inhibovat diferenciaci monocytli ve zralé dendritické buiiky (40). Navic bunécné sekrece
laktatu pomoci monokarboxylatového transportéru (MCT) je doprovdzena pienosem
vodikovych kationtli. Snizeni extracelularni koncentrace pH v okoli nadorovych buné¢k tak

vede k redukci funkce cytotoxickych T-lymfocyta (41).
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1.4.1 Gen N-myc a jeho role v neuroblastomech a metabolismu

Protein N-myc patii do rodiny proteini Myc, které mohou regulovat ptiblizné
10-15 % celého genomu (42). N-myc je transkripni faktor vazajici DNA. Byva
amplifikovany v ¢asti neuroblastomtl, tato amplifikace v nddorech znaci horsi prognézu
onemocnéni. Amplifikace genu N-myc muze byt extrachromozomalni, tvofici v jadie tzv.
»double minutes* ¢i v chromozomech tvoii homogenné¢ se barvici oblasti (,,homogeneously
staining regions‘‘). Amplifikovaného genu N-myc je v naddorové buiice pramérné 10-400x
vice nez v bunce zdravé (43).

Amplifikace protoonkogenu N-myc je pro tvorbu neuroblastomu v nékterych
pfipadech zéasadni. Experimenty v transgennich mysich ukazuji, ze samotné zvySeni
exprese proteinu N-myc v neuroektodermdlnich buiikach vede k iniciaci neuroblastomil
(44). Naopak cilené snizeni exprese N-myc pouzitim ,antisense* oligonukleotidli snizilo
proliferaci nadorovych bun¢k linie IMR-32 a mnozstvi nadorové tkdné v transgennich
mysSich (45). Gen N-myc je diky tomu dilezity cil protinddorové terapie neuroblastomd.
Nicméné k dne$nimu dni neni specifickd inhibice genu N-myc pomoci oligonukleotidi
»antisense* vlakna pouzivana lécebné.

Transkripéni faktory z rodiny Myc kontroluji pfepis stovek genti a miRNA, které
jsou zodpovédné za metabolickou adaptaci buné€k, kontrolu bunééného cyklu, apoptdzu a
proliferaci. Rada studii ukazuje, Ze Myc je klicovy pro transport glukozy, glykolyzu,
glutaminolyzu a syntézu mastnych kyselin. Myc také ptimo stimuluje piepis gend pro
ribosomélni biogenezi a metabolismus nukleotidit (31). V pribéhu tumorigeneze
transkripéni faktor N-myc zvySuje proliferaci bunék aktivaci cyklinu D1 a D2 a
ovlivnénim cyklin-dependentni kinasy 4 (CDK4) (46). Transkripéni faktor N-myc
piepisuje glykoprotein ,,multidrug rezistance associated protein 1 (MRP1), ktery patii do
skupiny transportértt ,,ATP binding cassette (ABC) a podili se na zvySeni
chemorezistence naddorovych bunék (47). Transkripéni faktor Myc zvySuje expresi genu
HDAC? ¢i ,vascular endothelial growth factor® (VEGF) (48). Protein Myc se vaze na
elementy ,,E-box*“ v DNA spolu s vazebnym partnerem ,,myc-associated factor X* (Max).
Také dalsi proteiny interaguji s Myc. Jsou to naptiiklad HAT, které zvySuji acetylaci
histontt H3 a H4 (49).

Proteinové exprese N-myc je regulovana na Urovni fosforylace threoninu v pozici
58 a serinu v pozici 62 v jeho molekule. Fosforylace téchto aminokyselin je dilezita pro

stabilitu a aktivitu proteinu N-myc (50).
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1.5 Heterogenita nadorové tkané

V poslednich letech se ¢ast védecké pozornosti presunula na sledovani
heterogenity nadorové tkané. Nadorova tkan Casto vykazuje genetickou i epigenetickou
heterogenitu, ktera tak mize byt jednou =z pfi¢in relapsu nadorového onemocnéni.
Heterogenita se vztahuje nejen na builkky samotné, ale také na nové vznikajici nddorova
mikroprostiedi s rdznou dostupnosti kysliku, zménami pH ¢i s riznymi koncentracemi
glukozy a jinych metaboliti. Tyto podminky vytvareji idedlni prostfedi pro
tzv. mikroevoluci nadorovych bunc€k. Samotny vznik heterogenity nadorové tkané je
prirovnavan k Darwinistické evoluci, kdy nékteré bunky ziskaji ndhodnou mutaci vyhodu

nad ostatnimi a po né¢jakém Case expanduji (obrazek ¢. 10) (51).

Clonal diversity

Obrazek ¢. 10. Schematické znazornéni heterogenni struktury solidnich nadorti. Tento model
ukazuje hypoteticky vyvoj rtznych ,,subkloni® nadoru v Case, kdy je na zacatku ,,subklon“
schopny rist nekontrolované pres bunky zdravé tkané (zeleng). Postupem casu se vlivem rtiznych
selekénich tlakd ,,vytvaii subklony schopné adaptace. Pfevzato a upraveno z (52).

Heterogenita nadoru se odrazi v jeho citlivosti na 1écbu (obrazek €. 11) (53). Pfi
protinadorové 1écbé tak muze dojit k selekei klonti nadorovych bunék, které neodpovédely

na lécbu a po ¢ase mohou zpusobit recidivu onemocnéni.
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Obrazek €. 11. Schematické zndzornéni 1écby dvou obdobnych nddort T1 a T2. Po genotoxickém
stresu vyvolanym napiiklad chemoterapii dochazi k vymizeni nadoru T1. Nador T2 obsahuje
subpopulaci bun¢k C2 geneticky ¢i epigeneticky odliSnou a rezistentni vii¢i chemoterapii. Ta po
urcité dobé roste a ziskava svoji ptivodni velikost. Pievzato z (53).

V této souvislosti vznikl novy fenomén pii 1é€bé nadorovych onemocnéni. Jedna
se o tzv. opakovanou odpovéd na lécbu (,retreatment response”) na rdzné druhy
cytostatik. Nékteré nadorové builky se pravdépodobné pii 1é¢bé zméni do stavu, kdy
dokazou stresové stimuly v podobé¢ protinddorové 1&by prezit. Nasledné se reversibilné
vrati do stavu s vysokou mirou proliferace pii zachovani citlivosti na plivodni 1é¢bu. Tato
reversibilita mize byt dana dynamickymi epigenetickymi zménami piezivsich nadorovych
bunék. Sharma se spolupracovniky popisuje (54), ze nékteré persistujici nadorové bunky
jsou vyznamné citlivé na epigenetickou zménu indukovanou inhibici HDAC a poukazuje
na jejich terapeutickou dulezitost pro zamezeni nékterych piipadd relapsu nddorovych
onemocnéni.

Giudice se spolupracovniky uvadi (55), Ze zména acetylace histont trichostatinem
A v nadorovych bunkach karcinoma hlavy a krku redukuje mnozstvi tzv. nadorovych
kmenovych bunek. Prave ty jsou dle nékterych teorii zodpovédné za plasticitu nadorti a
jejich schopnost sebeobnoveni po protinadorové 1écbé. Inhibice HDAC by tak mohla byt
vhodnym cilem pro eliminaci populace nadorovych kmenovych bunék a mohla by

redukovat heterogenitu nadorové tkané.

1.6 Hypoxicka mikroprostredi v solidnich nadorech

Zabezpeceni tkani kyslikem je za fyziologickych podminek téméf homogenni.

Kyslik je nezbytny pro mitochondridlni oxidac¢ni fosforylaci, ktera produkuje velké
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mnozstvi ATP. Rychly riist solidnich nadort je spojen s nedokonalou vaskularizaci, a s tim
souvisejicim nedostatecnym zasobenim bun€k kyslikem. Nadorova hypoxie patii mezi
nezavislé prognostické znaky a je Casto spojena s horsi prognézou onemocnéni. Nadorové
hypoxické mikroregiony jsou charakteristické zvySenou radio- a chemorezistenci.
Hypoxické mikroprostfedi umoziluje mutagenezi bunck, a stim souvisejici geneticko-
epigenetickou selekci. Nadorové hypoxické buiiky se vyznacuji také zménou metabolické
strategie, kterd je ovlivnéna transkripéni zménou zejména transkripcnim faktorem HIF-1a
(56). Nadorova hypoxie je jednim z nejlépe charakterizovanych protinadorovych cilu,
nicméng je stale velkou piekazkou v tispésné 1€¢bé nadorovych onemocnéni.

Bunky reaguji na snizené mnozstvi kysliku zastavou bunééného cyklu, snizenim
oxidacni fosforylace a zvySenim glykolyzy a také produkci angiogennich faktord, které
stimuluji tvorbu kapildr v nddoru, a tim zvysuji pfisun kysliku z krve.

Specifické charakteristiky hypoxického prostiedi 1ze vyuzit jako selektivni néstroj
pro aktivaci bioreduk¢nich 1é¢iv. Dal§i moznou strategii pro eliminaci hypoxickych bunék
je inhibice molekularnich drah zodpovédnych za hypoxickou adaptaci. Nadory se adaptuji
na hypoxii zménou exprese nékterych gent, pficemz mezi klic¢ové patii gen HIF-1a, ktery
je ovliviiovan koncentraci kysliku v bunice a determinuje aktivitu transkripéniho komplexu
HIF. Pfi nedostatku kysliku je konstitutivné exprimovany HIF-la stabilizovan (aktivita
prolylhydroxylas je inhibovéana) a translokovan do jadra, kde dimerizuje s podjednotkou
HIF-1B a s dal$imi koaktivatory [p300, ,,CREB binding protein“ (CBP)] tvofici aktivovany
transkrip¢ni faktor. Ten se vaze na ,,hypoxia responsible elements* (HRE) a pfepisuje geny
predevs§im hypoxické adaptace. Jsou to naptiklad: ,,vascular endothelial growth factor A*
(VEGFA); transportér glukézy 1 (GLUT1); LDH-A; hexokinasa 1 (HK1); ,,carbonic
anhydrase 9 (CA9) a cyclin G2 (57,58). Transkripéni faktor HIF-1a hraje klicovou roli
také za fyziologickych podminek a pii adaptaci na nedostate¢né zasobeni kyslikem
v riznych stadiich embryogeneze ¢i ve svalové tkani.

ZvySena hladina HIF-1a je spojena s horSi prognézou nadorovych onemocnéni.
Ztrata funkce proteinu ,,phosphatase and tensin homolog,, (PTEN) ¢i proteinu p53 vede ke
zvySeni exprese a stabilizace HIF-1a i za nehypoxickych (normalnich) podminek. Také
zmény v signalizani draze mTOR zvysuji translaci HIF-1a. NejzasadnéjSi a nejcasté)si
zvySeni proteinu HIF-la je zplsobeno ztratou funkce proteinu ,,Von Hippel-Lindau®
(VHL). Ztrata ¢i dysfunkce VHL vede k poruseni regulacni dréhy stabilizace HIF-1a

kyslikem, a je tudiz transkripéné aktivni i za normoxickych podminek (56). V nadorech je
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navic ¢asto zmeénén gen koddujici sukcinatdehydrogenasu a fumarathydratasu. Jejich zména
se mize podilet na stabilizaci HIF-1a diky zvySeni koncentrace intermediati citratového
cyklu, a tim inhibovat prolyl hydroxylasovou aktivitu (59).

Sonveaux se spolupracovniky ve své praci (60) uvadi zajimavy protinadorovy cil.
Jedna se o transportér MCTI1, ktery je zodpovédny za metabolickou symbiézu mezi
hypoxickymi nddorovymi buiikami produkujicimi anaerobné laktat. Ten je pomoci MCT1
transportovan do aerobnich nadorovych bun¢k v ¢asti nadoru zasobené kyslikem (obrazek
¢. 12). Vyména laktatu mezi hypoxickymi a normoxickymi bunkami je obdobna
fyziologickému zpracovani laktatu v buiikéch tzv. bilé a Cervené svaloviny.

Rezistence k cytostatikim indukovana hypoxii a zapojeni HIF-1a transkripéniho
faktoru do tohoto mechanismu je v soucasné dobé ve fazi vyzkumu. Pouzitim metody
siRNA a umlceni genu HIF-Ila vedlo kredukci chemorezistence indukované hypoxii

v nadorovych buiikéach in vitro (61).

Necrosis

Oxygenated
tumor cell

Obrazek €. 12. Schematické znazornéni metabolické symbidzy mezi hypoxickymi a normoxickymi
nadorovymi bunikami. Laktat produkovany hypoxickymi bunikami je zpracovan aerobnimi bunikami
oxidacni fosforylaci. Inhibice MCT1 je slibny protinadorovy cil pro redukei populace hypoxickych
nadorovych bunék. (GLUT) transportér glukozy; (MCT) monokarboxylatovy transportér; (LDH)
laktatdehydrogenasa. Prevzato z (60).

28



1.7 Nadorové kmenové bunky

Tvorba nadorovych kmenovych bunék je povazovana za velmi aktudlni ovSem
dosud nepftili§ probadané téma. Bylo zjiSténo, ze nddory bohaté na nadorové kmenové
buniky jsou agresivnéjsi, maji horSi progndézu a jsou rezistentn¢j$i vici chemoterapii
(obrazek ¢. 13) (62). V soucasnosti je stale kontroverzni, jakou maji nadorové kmenové
buiikky molekulovou charakteristiku, jaké maji povrchové znaky apod. Nadorové kmenové
buniky jsou charakteristické vysSim transportem toxickych latek vné bunck. Je to dano
zvySenym mnozstvim transportérit ABC v cytoplasmatické membrané (63).

Genetic diversity Functional diversity

[l Clone 1
1 Clone 2
[ Clone 3
O Clone 4
Clone 5

liferation

s |

: g o Dormant cells within
# - ‘ subclones survive

: } 7o chemotherapy, while
‘ 7 the remaining cells

are lost

Tumour with
re-established
subclonal
diversity

Obrazek ¢. 13. Schematické znazornéni genetické a funkeni heterogenity v ramcei jednoho solidniho
nadoru. Obrazek popisuje dalsi z hypotetickych modelii obnoveni nadoru po indukci cytotoxického

v vy

stresu ve forme chemoterapie. Pfeziji pouze nadorové kmenové bunky jednotlivych ,,subpopulaci®,
které se mohou dale rozrust. Pfevzato z (52).

Pro gliomové nadorové kmenové bunky je charakteristicky povrchovy marker
CD133 (prominin-1). Jeho zvySend exprese je pfimo spojena s hor§i progndzou pacienta
(64). Molekula CD133 je transmembranovy glykoprotein nachazejici se na povrchu

normalnich i nadorovych buné¢k. Jeho pfesna funkce ¢i ligand neni v souc¢asné dob¢é znamy.
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Protein CD133 je Casto pouzivany znak nadorovych kmenovych bunék u nadori stiev,

pankreatu, jater, kize a prostaty a také neuroblastomu (65-67).
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2 CiL DISERTACNI PRACE

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo prohloubeni znalosti mechanismu
pusobeni vybranych inhibitori HDAC (valproat, trichostatin A a entinostat) a cytostatik
(etoposid, cisplatina a ellipticin) na buné¢né nadorové linie neuroblastomti.

V ramci této disertacni prace byly feSeny nasledujici problematiky:

e Studium vlivu nedostatku kysliku na neuroblastomy.

e Studium zmény exprese transkripénich faktori N-myc a HIF-la

v neuroblastomovych bunkéch.
e Vliv valproatu na expresi molekuly CD133, znaku nadorovych kmenovych bunék.
¢ Vliv inhibitorti histondeacetylas na protinadorové plisobeni cytostatik.

e Sledovani mechanismu vzniku rezistence neuroblastomil viic¢i ellipticinu.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie

Amresco (Solon, Ohio): dimethylsulfoxid

Biorad (Herkules, CA, USA): hovézi sérovy albumin (BSA)

GIBCO Life Technologies, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA): ,Hanks’
balanced salt solution” (HBSS), ,Iscove’s modified Dulbecco’s mediu®“ (IMDM),
»phosphate buffered saline” (PBS), fetdlni bovinni sérum (FBS), dodecylsulfat sodny
(SDS)

Merck Millipore (Darmstadt, Nemecko): kyselina sirova

Penta (Praha, CR): kyselina octova, roztok Giemsa-Romanowski, methanol
PLIVA-Lachema (Brno, CR): cisplatina (CDDP), kyselina chlorovodikova

Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, USA): KCl, NaCl, MgCl,, Tris, dithiothreitol (DTT),
kyselina trichloroctova (TCA), glycin, ellipticin (ELLI), valproat sodny (VPA), valpromid
(VPM), trichostatin A (TSA), etoposid (ETO), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyltetrazolium bromid (MTT), Triton X, 1,2-bis(dimethylamino)ethan (TEMED),
formaldehyd, butyrat sodny (NaB), chloroquin (CQ), bafilomycin A (BAF), wortmannin
(W), entinostat (MS-275), vorinostat (SAHA)

TEVA Pharmaceuticals (Praha, CR): vincristin (VCR)

Lidské neuroblastomové linie UKF-NB-3 a UKF-NB-4 s amplifikaci genu N-myc
byly ziskany darem od prof. J. Cinatla Jr. (J.W. Goethe University, Frankfurt, Némecko).
Neuroblastomové linie SK-N-AS byla z komercnich zdrojii [American Type Culture

Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)].

3.2 Kultivace bunéénych linii

Neuroblastomové bunééné linie byly péstovany v ,,Iscove’s modified Dulbecco’s
mediu®“ (IMDM) s 10% fetdlnim bovinnim sérem (FBS) pii 37 °C, 5 % CO; a 95 %
vlhkosti vzduchu. PouzZité neuroblastomové linie rostou ,adherentné“ na povrchu
kultivacnich nadob. Pro jejich uvolnéni byly builkky omyty ,,phosphate buffered saline*
(PBS) a pouzit trypsin. PasaZovani bunék probihalo podle potifeby, vétsSinou v tfidennich

intervalech, vzdy po kontrole hustoty bun¢k optickym inverznim mikroskopem Olympus
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IX51 (Olympus, Tokyo, Japan). VSechny experimenty byly provedeny s bunécnymi
liniemi rostoucimi v hustoté pokryti kultivaéni plochy od 70 do 90 %.

Linie UKF-NB-4 rezistentni viici ellipticinu (UKF-NB-4""") byla ptipravena
kolegyni RNDr. Jitkou Poljakovou, Ph.D. kultivaci bunék se zvySujici koncentraci
ellipticinu (0,2 - 2,5 uM) (68). Rezistence bun¢k viici ellipticinu byla ovéfena sledovanim
viability bun€k pomoci metody zalozené na konverzi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazolium bromidu (MTT).

3.3 Testovani viability bunék pomoci MTT testu

MTT test pouziva principu zalozeného na metabolismu zivych bun¢k 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl1)-2,5 difenyltetrazolium bromidu na barevny produkt formazan. Pro
zjisténi hodnot ICsg jednotlivych latek je métfena absorbance vzorkt pfi vinové délce 570
nm. Experiment byl vzdy ptipraven v 96jamkové desticce, kde do 1. sloupce mikrotitracni
desticky bylo pipetovano 100 pl média a do 2. az 12. sloupce bylo pipetovano 50 ul média.
Do 3. sloupce bylo pfidano 50 pl média s danou koncentraci testované latky. Nasledné
byla latka fedéna tzv. ,,dvojkovou fadou* do vSech dalSich sloupct desti¢ky. Dale bylo do
sloupcti 2 az 12 pipetovano 10 000 bunck v 50 pl média. Mikrotitracni desticka byla
inkubovéna 72 hodin v inkubatoru. Kultivace bun¢k v hypoxickych podminkach (1 % O,)
byla provadéna v hypoxické komirce C-Chamber BioSpherix (BioSpherix, NY, USA).
Posledni 3 hodiny experimentu byla mikrotitracni desti¢ka inkubovana s 50 ul roztoku
MTT (2 mg/ml PBS). Poté bylo pfidano 100 pl 50% N,N-dimethylformamidu v 20%
dodecylsulfatu sodném (SDS), pH=4,5. Nasledovala pétiminutové inkubace. Smés byla
nasledné¢ promichana pipetou a vysledné zabarveni bylo meéfeno spektrofotometrem
VERSA max (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) pfi vinové délce 570 nm. Opticka
hustota média byla odectena jako pozadi a hodnota optické hustoty Zivych kontrolnich
bunék v druhém sloupci byla brana jako 100 %. Koncentrace latky zplsobujici
padesatiprocentni imrtnost bunék (ICsg) pro jednotlivé latky byla vypoctena programem
SoftMax Pro, ktery je soucasti spektrofotometru. V experimentech s kombinaci u¢inku
dvou latek byla pfislusnd latka odebrana a nahrazena jinou dle daného schématu

uvedeného u jednotlivych experimentt.
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3.4 Sledovani viability bunék pomoci systému xCELLigence

Systém xCELLigence RTCA DP Instrument (ACEA Bioscience, San Diego, CA,
USA) umistény v inkubatoru pii 37 °C a s 5 % CO; byl pouZzit pro monitorovani bunééné
viability v redlném case (69). Bylo pfipraveno 20 000 bunék linie UKF-NB-4 na kazdou
jamku 16jamkové desticky se dnem pokrytym elektrodami. Zvysené pokryti dna kultivaéni
jamky bunikami je ,,prezentovano* zménou impedance a zaznamenano formou zmény ,,Cell
Indexu dané situace v daném case. Kazdy experiment (kontrolni kultivace bungk,
inkubace bunék s 1 mM VPA, 4 uM cisplatinou a 1 mM VPA v kombinaci s 4 uM
cisplatinou) byl proveden v dubletech. Hodnota ,,Cell Indexu* (CI) byla monitorovana
kazdych 30 minut po dobu celkem 140 hodin a data byla vyhodnocena pouzitim softwaru

RTCA, ktery je soucasti pristroje.

3.5 Detekce apoptdzy pouzitim dvojnasobného znaceni
Annexinem V FITC a propidium iodidem

Pro detekci apoptozy byl pouzit kit ,,Annexin V fluorescein isothiokyanate (FITC)
Apoptosis Detection Kit* (Biovision, Milpitas, CA, USA) dle pokynii vyrobce. Pfipravené
vzorky bunék byly omyty PBS a ,trypsinizovany®“. Jednobun&fnd suspenze byla po
promyti v PBS centrifugovana 300 g 2 minuty. Bunky byly resuspendovany ve 100 pl
»Annexin binding” pufru obsahujicim 5 pul Annexin V FITC a 5 pl propidium jodidu (PI).
Suspenze byla inkubovana 20 minut v temnu pfii laboratorni teploté. Poté bylo ptidano 400
ul ,,Annexin binding” pufru a suspenze byla centrifugovana pti 300 g 2 minuty. Peleta byla
resuspendovana v ,,Annexin binding” pufru a ihned analyzovéana cytometrem LSR II (BD,
Franklin Lakes, CA, USA). Data byla vyhodnocena programem Flowing
(http://www.flowingsoftware.com/), Flow Express5 (De Novo Software, Glendale, CA,
USA) a FlowLogic (Inivai Technologies, Balcombe, Australie).

Pro detekci apoptozy indukované ellipticinem byl pouzit stejny postup, ovsem
vzhledem vysoké fluorescenci samotného ellipticinu byly pouzity jiné fluorescencni
znacky, a to Annexin V Alexa Fluor 647 a 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) — ob¢ od
spoleénosti Exbio (Vestec, CR).
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3.6 Stanoveni aktivity caspasy-3

Ptipravené vzorky bunck byly omyty v PBS a ,trypsinizovany*. Jednobunécéna
suspenze byla po promyti PBS centrifugovana 300 g 2 minuty. Buniky s aktivni caspasou-3
byly detekovany pouzitim kitu ,,CaspGLOW Flourescein Active Caspase-3 Staining Kit*
(eBioscience, San Diego, CA, USA) dle instrukci vyrobce. Bunécna peleta byla
resuspendovana v 300 pl IMDM a inkubovana 30 minut s 1 ul DEVD -
fluoromethylketonem (DEVD-FMK) zna¢enym FITC pii 37 °C a s 5 % CO,. Poté byly
buniky centrifugovany 2 minuty pii 300 g a peleta dvakrat promyta ,,wash” pufrem (dle
navodu). Takto pfipravené vzorky byly analyzovany prutokovym cytometrem LSR II (BD,
Franklin Lakes, CA, USA) a data analyzovana programem FlowLogic (Inivai

Technologies, Balcombe, Australie).

3.7 Izolace histonu

Pro izolaci jadernych histonli byla pouzZita metoda dle Shechtera (70).
Mechanicky ,,sklizené“ vzorky bunék byly promyty PBS a resuspendovany v 1 ml
hypotonického lyza¢niho pufru [slozeni: 10 mM Tris pH=8; 1 mM KCI; 1,5 mM MgCl,;
1 mM dithiotreitol (DTT)], ktery obsahoval proteasovy inhibitor Complete (Roche,
Bazilej, Svycarsko). Suspenze byla inkubovana 30 minut na otoéném stojanu v lednici. Po
centrifugaci pii 4 °C a 10 000 g po dobu 10 minut byla peleta obsahujici jadernou frakei
resuspendovana ve 400 ul 0,2 M H,SO4. Smés byla inkubovana na oto¢ném stojanu v
lednici po dobu 30 minut a nasledné centrifugovéana pii 4 °C a 16 000 g po dobu 10 minut.
Supernatant byl pfenesen do nové zkumavky a precipitovan postupnym piikapavanim
132 ul 100% kyseliny trichloroctové (TCA). Vzorky byly inkubovany na ledu 30 minut a
poté centrifugovany pii teploté¢ 4 °C a 16 000 g po dobu 10 minut. Histony zachycené na
sténach zkumavky byly dvakrat opatrné oplachnuty ledovym acetonem. Cisté histony byly
suSeny vzduchem pii laboratorni teploté a nasledné rozpustény v 70 pl destilované vody.
Takto ptipravené vzorky byly uchovany pii -80 °C. Druhd pouzita metoda pro izolaci
histonli je zaloZena na ,,rozsuspendovani“ bun¢k v 10 mM ,,HEPES* pufru (pH=7.9)
obsahujiciho 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCl, 0,5 mM dithiothreitol a 1,5 mM
fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF). Poté byla pfiddna ke kazdému vzorku kyselina
chlorovodikova az do finalni koncentrace 0,2 M. Po 30minutové inkubaci vzorki na ledu

byly vzorky centrifugovany pii 4 °C a 11 000 g po dobu 10 minut. Supernatant byl dvakrat
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dialyzovéan proti 0,1 M kyselin€ octové (1 hodinu) a dvakrat proti destilované vodé po
dobu dvou hodin a ptes noc. Takto pfipravené vzorky byly uchovany pii -80 °C.
Koncentrace histonti byla stanovena metodou stanoveni koncentrace proteint (viz

kapitola 3.8).

3.8 Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteinii byla stanovena metodou dle Lowryho (71). Ke stanoveni
koncentrace proteinii byla pouzita sada ,,DC Protein Assay* firmy BioRad (Hercules, CA,
USA). Dle pokynll vyrobce bylo vzdy k 5 pl pfipravenych standardi (hovézi sérovy
albumin) a 5 pl vzorkd ptidano 25 pl roztoku A’ pripraveného smichanim 1000 pl roztoku
A s 20 pl roztoku S. Ke vsem vzorkiim bylo nésledné¢ ptidano 200 pl roztoku B. Po
15minutové inkubaci za laboratorni teploty a mirného michani byla métena absorbance na
spektrofotometru VERSA max (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) pii vinové
délce 750 nm. Zjisténa data byla vyhodnocena softwarem SoftMax Pro, ktery je soucasti

spektrofotometru.

3.9 Analyza exprese proteintil pomoci metody Western-blotting

Ptipravené vzorky bun€k byly mechanicky ,,sklizeny* a peleta promyta PBS a
resuspendovana v pufru ,,radio immuno precipitation assay* (RIPA) [25 mM Tris puft,
pH=7,6 obsahujici 150 mM NaCl, 1% detergent Igepal CA-630 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA), 1% deoxycholat sodny a 0,1% dodecylsulfat sodny (SDS)] a s roztokem
Complete [proteasovy inhibitor (Roche, Bazilej, Svycarsko)]. Vzorky byly inkubovany
30 minut na ledu a nasledné centrifugovany pii 4 “C a 20 000 g, 20 minut. V supernatantu,
ktery byl pouzit pro dal$i analyzu, byla stanovena koncentrace proteini (viz kapitola 3.8).
15 pg proteini bylo elektroforeticky separovano na komer¢nich 4-20% TGX gelech
(Biorad, Herkules, CA, USA) pifi 100 mA. Separované proteiny byly pieneseny na
nitrocelulézovou membranu a membrana ,,blokovana“ v 5% odtu¢néném mléce v PBS.
Membrany byly poté inkubovany v mléce s ptisluSnou primarni protilatkou [protilatka
proti ATP6VOD1 (1:500, Abcam, Cambridge, UK); protilatka proti CD133 (1:100,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko); protilatka proti beta-aktinu (1:2000,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), protilatka proti acetyl-histonu H3 (1:4000
Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA); protilatka proti acetyl-histonu H4
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(1:1000, Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA); protilatka proti histonu H3
(1:10 000; Millipore, San Diego, CA, USA). Membrany byly omyty a inkubovany se
sekundarni protilatkou konjugovanou s peroxidasou (1:2000; BioRad, Hercules, CA,
USA). Chemiluminiscen¢ni reakce probéhla pomoci kitu ,,Immun-Star HRP Substrate*
(BioRad, Hercules, CA, USA) a detekce za pouziti filmi X-ray MEDIX XBU (Foma,
Hradec Kralové, CR).

3.10 Stanoveni koncentrace laktatu

Kultivaéni médium vzorki buné€k bylo odebrano a centrifugaci pti 300 g, 2
minuty zbaveno necistot a pevnych castic. Vzorky byly analyzovany enzymovou
kolorimetrickou metodou pomoci kitu ,,Lactate Gen.2“ (Roche, Bazilej, Svycarsko)
analyzatorem Integra 400 (Roche, Bazilej, Svycarsko) v Ustavu lékaiské chemie a

biochemie 2.LF UK a FN Motol.

3.11 Méreni aktivit histondeacetylas a histonacetyltransferas

Enzymova aktivita HDAC a HAT byla stanovena dle instrukci vyrobce pouzitych
kitt ,,HAT Activity Colorimetric Assay kit a ,,HDAC Activity Colorimetric Assay kit
(BioVision, Milpitas, CA, USA). Celkem 68 ul smési ,,HAT assay* bylo ptidano k 50 pg
izolovanych proteinti (viz pfiprava vzorkli pro metodu Western-blotting) ve 40 pl
destilované¢ vody. Smeés byla inkubovdna 1 h pii 37 °C a nésledné analyzovana
spektrofotometricky na spektrofotometru VERSA max (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA) pii vinové délce 440 nm. Aktivita HDAC byla stanovena obdobng. 50 pg
izolovanych proteint bylo rozpusténo v 85 pl destilované vody. Déle bylo ptidano 15 pl
smési ,,HDAC assay* a smés byla inkubovana 1 hodinu pti 37 °C. Enzymova reakce byla
zastavena pridanim 10 pl ,,vyvojky* zabarveni. Smés byla inkubovana pii 37 °C 30 minut.
Vzorky byly analyzovany pii vinové délce 400 nm spektrofotometrem VERSA max
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

3.12 Experimenty vyuzivajici fluorescenéni mikroskopii

Bunécna linie UKF-NB-4 byla kultivovana v 35 mm sklenénych kultiva¢nich
miskéch (In Vitro Scientific, Sunnyvale, CA, USA). Po kultivaci s testovanymi latkami byl
pfidan 75 nM roztok latky ,,LysoTracker Red* (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) a
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buiiky inkubovany pti 37 °C po dobu 30 minut. Pfisedlé¢ bunky byly omyty ,,Hanks’
balanced salt solution® (HBSS) [Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO, USA)] a
fluorescence bun¢k byla detekovéna laserovym skenovacim konfokdlnim mikroskopem
Olympus FV 1000 (Olympus, Tokyo, Japan). Pro excitaci latky ,,LysoTracker Red* byl
pouzit laser (vinova délka svétla 559 nm), emitované svétlo bylo detekovano v kanalu o
Sitce 570-670 nm. Pro excitaci ellipticinu byl pouzit laser (vinova délka svétla 473 nm) a
emitované zareni bylo detekovano v kanalu o Sifce 485-545 nm. VSechny snimky byly
,hahrany*“ za pouziti 40x objektivu a 2x zvétSovaciho faktoru a za pomoci programu
Olympus FluoView FV1000 (soucasti mikroskopu). Flourescencni kanaly byly barveny pfi
softwarovém vyhodnoceni s ,red-green-blue RGB stupnici. Experimenty vyuZzivajici
fluorescencni mikroskopie byly provedeny na pracovisti Mikrobiologického ustavu AV

CR, RNDr. Janem Svobodou, Ph.D.

3.13 Analyza bunéénych neuroblastomovych linii elektronovou
mikroskopii

Linie byly kultivovany ve sklenénych kultivaénich miskach. Bunky byly
mechanicky odebrany a omyty PBS. Nasledné¢ byly vzorky fixovany* 2,5%
glutaraldehydem v 0,1 M pufru kakodylatu sodného (pH=7,4) po dobu 90 minut. Po
centrifugaci (16 000 g, 5 min) byla peleta ,,fixovana“ 60 minut v 2% OsO4 v 0,1 M pufru
kakodylatu sodné¢ho (pH=7,4). Vzorky byly nésledné¢ dehydratovany v gradientové sérii
alkoholu a ,fixovany* v pryskyfici Durcupan [Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO,
USA)]. Ultratenké tfezy [Leica EM UC6 ultramikrotom (Leica Microsystems, Vienna,
Austria)] byly kontrastné vizualizovany za pouziti uranyl acetatu a citratu olovnatého na
transmisnim elektronovém mikroskopu JEM 1011 (Jeol, Tokyo, Japan). Analyza byla
provedena MUDr. Jifim Uhlikem, Ph.D. v laboratofich Ustavu histologie a embryologie
2. LF UK a FN Motol.

3.14 Analyza distribuce fazi bunééného cykiu

Distribuce fazi bunécného cyklu neuroblastomovych linii byla analyzovana
pratokovou cytometrii za pouziti kitu ,,DNA PREP reagent kit“ (Beckmann Coulter,
Fullerton, CA, USA). Vzorky bun¢k byly zpracovany stejnym zpiisobem jako pii analyze
apoptozy. Po promyti suspenze bun¢k PBS byly bunky ,permeabilizovany* 100 pl
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lyza¢niho a permeabiliza¢niho pufru a lehce promichany. Nasledné bylo ptidano 1000 pl
barviciho roztoku ,,DNA Prep Stain“. Po 10minutové inkubaci pii laboratorni teploté
v temnu byly vzorky analyzovany prutokovym cytometrem LSR II (BD, Franklin Lakes,
CA, USA) a data analyzovana programem FlowExpress5 (De Novo Software, Glendale,
CA, USA).

3.15 Detekce proteintit CD133, N-myc a pH2AX metodou
pratokové cytometrie

Buiikky byly pro analyzu na pritokovém cytometru omyty PBS a
»trypsinizovany“. Peleta bun€k promyta PBS byla centrifugovana 300 g, 2 minuty. Takto
pripravené bunky byly ,fixovany* v 2% formaldehydu v PBS po dobu 10 minut. Buiky
byly promyty PBS a resuspendovany v ledovém 90% methanolu v PBS (permeabilizace
bunék). Po 60minutové inkubaci pii -20 °C byly buiiky centrifugovany a opakované tikrat
promyty ,,promyvacim” pufrem [0,5% hovézi sérovy albumin (BSA) a 0,2% Triton X v
PBS]. Buiiky byly inkubovany v 50 ul ,,promyvaciho” pufru s 5 ul protilatky proti pH2AX
Alexa Fluor 647 [H2AX-Phosphorylated (Ser139), Biolegend, San Diego, CA, USA] ¢i
5 ul protilatky proti N-myc (N-myc, Abcam, Cambridge, UK) po dobu 60 minut pii 4 °C.
Burniky znacené protilatkou proti N-myc byly promyty a dale inkubovany 30 minut v 0,5 ml
Lpromyvaciho” pufru s 0,5 ul sekundéarni protilatkou DyLight 488 (Abcam, Cambridge,
UK). Po promyti byly buiiky analyzovany pritokovym cytometrem LSR II (BD, Franklin
Lakes, CA, USA) a analyzovany softwarem FlowLogic (Inivai Technologies, Balcombe,
Australie) a FlowJo v10 (FlowJo, Ashland, Oregon).

Buiikky zpracované pro sledovani exprese proteinu CD133 byly piipraveny
obdobné. S vyjimkou pfidani protilatky proti CD133 (CD133/2 PE, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany), kterd byla pfiddna k bunkam pted jejich ,fixaci®. Po
»fixaci® a ,,permeabilizaci® bun€k byla pfidana protilatka proti Stépené caspase-3 (cleaved
Caspase-3, Alexa Fluor 647, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Mysi
IgG2b-PE protilatka (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) byla pouzita jako
»isotypova® kontrola (pouziva se k odectu ,,pozadi zplisobeného nespecifickou vazbou

protilatek na buiky).

39



3.16 lIzolace DNA a stanoveni tvorby aduktu ellipticinu s DNA
metodou *?P-postlabeling

Vzorky bun¢k byly ,sklizeny* a peleta bun¢k promyta PBS. Izolace DNA z
neuroblastomovych bun¢k byla provedena fenol-chloroformovou extrakei, jak bylo
popsano v publikaci (72). Adukty ellipticinu s DNA byly analyzovadny pomoci metody
,.P-postlabeling® prof. RNDr. Marii Stiborovou, DrSc. dle postupu popsaném v publikaci
(73).

3.17 Testovani klonogenicity neuroblastomovych bunék

Buniky linie UKF-NB-3 byly preinkubovany 72 hodin s 1 mM VPA. Poté byly
pasazovany a pouze 100 bunék v jedné jamce bylo kultivovano po dobu 12 az 18 dni. Po
této dob¢ byly vytvotené kolonie kontrolnich a preinkubovanych bunék ,,fixovany* ve
smési kyseliny octové a methanolu (1:7) po dobu 5 minut. Poté byly bunky suSeny pfi
laboratorni teploté. Suché kolonie bun¢k v Sestijamkovych desti¢kach byly barveny 0,5%

roztokem Giemsa-Romanowski v PBS pfes noc. Kolonie vétsi 50 bunék byly analyzovany.

3.18 Kvantifikace exprese proteinu

Vysledky ziskané analyzou exprese proteini metodu Western-blotting byly
digitalizovany a vybrané vzorky byly vyhodnoceny za pouZiti softwaru Image J

(http://imagej.nih.gov/ij/). Byla pouZita metoda ke kvantifikaci digitalniho obrazu.

3.19 Indukce apoptézy pomoci UV zareni

Rostouci bunétné linie byly ozéafeny germicidni lampou Philips TUV 30w/g30t8
(Amsterdam, Nizozemsko) po dobu dvou minut a nasledné kultivovany 48 hodin s VPA

postupem popsanym v kapitole 4.10.

3.20 Statistické vyhodnoceni dat

Statisticky zpracovana data jsou vyjadiena jako primér hodnot se smérodatnou
odchylkou. Studentiiv #-test byl pouzit pro statistické zpracovani porovnani dvou situaci.
Hodnota p < 0,05 byla povazovana za signifikantni (*), hodnota p < 0,01 jako velice

signifikantni (**) a hodnota p < 0,001 za vyrazné signifikantni (***). Pokud neni uvedeno
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jinak, vSechny experimenty byly nejméné tfikrat opakovany. Pro grafické a statistické
zpracovani dat byl pouzit program Excel 2007 a GraphPad Prism6 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA).

41



4 VYSLEDKY A DISKUSE

Vétsina vysledki uvedenych v predkladané disertacni praci byla publikovana
v pracich ve védeckych periodikach s impaktovym faktorem. Jednotlivé publikace jsou
uvedeny jako prilohy disertacni prace (C. 2-4). Priloha ¢. 1 je ptehledovym c¢lankem
publikovanym v neimpaktovaném casopise a prfiloha ¢. 5 je rukopisem pfipravované

publikace.

4.1 Vliv hypoxie na neuroblastomy

Jak jiz bylo podrobnéji popsano v tvodu disertacni prace, pro solidni nddory je
charakteristické hypoxické mikroprostiedi. Nadorové bunky se dokazou dynamicky
adaptovat na nedostatek kysliku posttranslaéni modifikaci histonovych proteint (74), a tim
spojenou transkripéni zménou nékterych gent. Navic samotny selekéni tlak mikroprostiedi
nadoru vede k indukci genetické mutace, kterd je pro preziti nddorové buiiky vyhodna.

Tkénové kultury neuroblastomil byly v disertacni praci vybrany jako model, ktery
je vhodny pro testovani vlivu hypoxie na nadorové bunky. Vyhody pouziti tkanovych
kultur pro studium biochemie nadorovych procesti jsou popsany v publikaci, kterd je

uvedena jako pfiloha €. 1 disertacni prace.

Viiv hypoxie na posttranslacni modifikace histonu H3 a H4 v neuroblastomovych liniich

Posttranslacni modifikace histonovych proteint H3 a H4 byly sledovany za
normoxickych a hypoxickych (1 % O;) kultivaénich podminek v nékolika
neuroblastomovych liniich. PouZity byly linie s amplifikaci genu N-myc (linie UKF-NB-3
a UKF-NB-4) a linie se zmnozenim genu N-myc (linie SK-N-AS) (obrazek &. 14).
Acetylace uvedenych histoni byla analyzovana pouzitim metody Western-blotting.
Experimenty byly provedeny spolecné s RNDr. Jitkou Poljakovou, Ph.D.

Kultivace testovanych linii 6, 12, 24 a 48 hodin v hypoxickych podminkach vedla
ke zvySeni acetylace histoni H4 v liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4. Naopak snizeni
acetylace histoni H4 za hypoxickych podminek bylo pozorovano v linii SK-N-AS.
Ziskané vysledky signalizuji, Ze zmény indukované hypoxii mohou byt zavislé na poctu
kopii genu N-myc, ktery se v jednotlivych pouZitych liniich neuroblastomi 1isi.

Acetylace histonu H3 byla zvySena za hypoxickych kultivaénich podminek
predevsim v bunkach UKF-NB-3 a po 48 hodinové¢ kultivaci v linii UKF-NB-4.
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Obrazek ¢. 14. Vliv hypoxickych kultivacnich podminek na acetylaci histoni H3 a H4 v
neuroblastomovych bunécnych liniich UKF-NB-3, UKF-NB-4 a SK-N-AS. Aktin byl pouzit jako
kontrola spravné aplikace vzorku. Exprese histon byla analyzovana pomoci metody Western-
blotting. Acetylace histonu H4 se zvySuje se zvysujici dobou kultivace v liniich UKF-NB-3 a UKF-
NB-4. Acetylace histonu H3 se zvysuje ve vSech testovanych liniich po 48 h kultivaci.
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Li a Costa ve své praci zjistili, ze v bunééné nadorové linii A549 odvozené od
plicniho adenokarcinomu dochézi ke snizeni acetylace H4 po hypoxické kultivaci téchto
bunék. SniZeni acetylace bylo u téchto bun€k spojeno se sniZzenim exprese transkripéniho

faktoru C-myc (75).

Vliv hypoxie na aktivity enzymu histondeacetylas (HDAC) a histonacetyltransferas (HAT)
podilejicich se na dynamickych zméndach posttranslacnich modifikaci histonu

V névaznosti na sledovani zmén acetylace histonil byly dale studovany i zmény
aktivit enzymu, které mohou acetylace histoni ovlivnit. Experimenty byly provedeny
spoleéné s Mgr. Zanetou Hejdukovou.

Aktivita HAT bunék UKF-NB-3 a SK-N-AS se po 24hodinové kultivaci za
hypoxickych podminek lehce sniZila pouze v téchto bunikach. Naproti tomu se aktivity
HDAC v testovanych buiikach kultivovanych za normoxickych a hypoxickych podminek
signifikantné neodliSovaly (obrazek €. 15). Zmény v acetylaci histonll v neuroblastomech

za hypoxickych podminek tedy nejsou piimo spjaty s aktivitami HAT a HDAC.
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Obrazek ¢. 15. Vliv hypoxickych kultivacnich podminek na aktivitu enzymtt HAT (A) a HDAC (B)
v neuroblastomovych liniich UKF-NB-3, UKF-NB-4 a SK-N-AS po 24hodinové kultivaci.
Hodnoty aktivity HAT se lehce snizily v hypoxickych kultiva¢nich podminkach v liniich UKF-NB-
3 a SK-N-AS. Hodnoty aktivit HDAC se pfili$ nelisi v zavislosti na kultiva¢nich podminkach.

Vliv hypoxie na expresi proteinu transkripcnich faktorii N-myc a C-myc v
neuroblastomovych liniich

Hypoxie indukovala zvySeni exprese proteinu N-myc v obou liniich amplifikujicich
N-myc, v linii SK-N-AS, ktera N-myc neamplifikuje, nebyla exprese proteinu N-myc za
normoxickych ani hypoxickych podminek vibec pozorovana (obrazek ¢. 16). Hypoxii
zvysena exprese proteinu transkripéniho faktoru N-myc v liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4
korelovala s pozorovanym zvySenim acetylace histonu H4 (obrazek €. 14).

Exprese proteinu transkripéniho faktoru C-myc patfictho do stejné rodiny
transkrip¢nich  faktord jako N-myc byla detekovana ve vSech zkoumanych
neuroblastomovych liniich. Hypoxie jeho expresi neovlivnila (obrazek ¢. 16). Experimenty

byly provedeny spolu s Mgr. Zanetou Hejdukovou.
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Obrazek €. 16. Vliv hypoxickych kultiva¢nich podminek na expresi proteind transkripénich faktort
N-myc a C-myc v liniich UKF-NB-3, UKF-NB-4 a SK-N-AS. Exprese proteintl byla analyzovana
metodou Western-blotting. Hypoxie indukovala zvySeni exprese proteinu N-myc v liniich UKF-
NB-3 a UKF-NB-4. Aktin byl pouzit jako kontrola spravné aplikace vzorku.

Ziskané vysledky prokazuji, ze hypoxické kultivaéni podminky indukovaly
zvySenou expresi proteinu transkripcniho faktoru N-myc v neuroblastomovych liniich, kde
je jeho gen amplifikovan (UKF-NB-3 a UKF-NB-4). To je dulezity poznatek, nebot
zvySena exprese proteinu N-myc a také proteinu HIF-la se za hypoxickych podminek
podili v neuroblastomech na jejich progresi, a to zejména ovlivnénim transkripce genil

enzymu glykolyzy, naptiklad laktatdehydrogenasy (LDH-A) (76).

Hypoxie ovliviiuje distribuci fazi bunécného cyklu neuroblastomové linie UKF-NB-4
Hypoxie také ovliviiuje bunéény cyklus studované neuroblastomové linie UKF-NB-
4. Zjistili jsme totiz, Ze faze bunécného cyklu neuroblastomové linie UKF-NB-4 byly pfi
24hodinové kultivaci bunék v hypoxickém prostfedi (1 % O,) oproti kontrolni kultivaci
za pritomnosti 21 % O, zménény (obrazky €. 17 a 18). Obrazky ¢. 17 a 18 znézornuji
vybérové (tzv. ,,gatovaci®) strategie cytometrické analyzy (A, B, C) a findlni analyzu
znaenych bunék (D). Pouzitim optického ,,gatu® byly vybrany nepoSkozené buiky (A), z
nich pro analyzu pak byly vybrany buiikky vhodné oddé€lené od sebe (C a B). Vysledek
experimentu je znazornén formou histogramu, kdy je na ose x vynesena mira fluorescence
jednotlivych bungk.
Hypoxicka kultivace zvySovala zastoupeni bun€k ve fazi G1 bunécného cyklu
piiblizné z 28 % na 36 %. Toto zvySeni bylo doprovazeno sniZenim faze S buné&cného

cyklu hypoxickych bunék (obrazky ¢. 17 a 18).

45



250000 250000
opticky vybér
187500 187500
jednobunécny vybér
< T
o i 1
125000 8125000 ‘
%] w .
ey
- v
62500 P e 62500-] ‘o
T T T 0 r - — -
0 82500 125000 187500 25001 0 62500 125000 187500 25001
FSC-A FSC-A
250000 C 0. D
187500 . 375
pro analyzu
p =
8 126000 3 2504
[T (6]
62500 1254 \ (\\m\
¢ ; ' )
IL a
o+ - - . A r————— e
0 62500 125000 187500 25000 62500 125000 187500 2500
B-575/26-A B-575/26-A
0, 0,
28,46% 58,37% 13,17%
7 7’ g

Obrazek ¢. 17. Analyza bunécéného cyklu v kontrolnich buitkich UKF-NB-4 kultivovanych 24
hodin za normoxickych podminek. (A) Vybér analyzovanych bunék, (B) jednobunéény vybér-
eliminace dublett, (C) vybér pro finadlni analyzu, (D) histogram znazornujici distribuci fazi
bunécného cyklu; vtabulce jsou hodnoty procentudlniho zastoupeni analyzovanych bunck
v jednotlivych fazich bunééného cyklu.
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Obrazek ¢. 18. Analyza bunééného cyklu bunék UKF-NB-4 kultivovanych v hypoxickych
podminkach po dobu 24 hodin. (A) Vybér analyzovanych bunék, (B) jednobunéény vybér, (C)
vybér pro findlni analyzu na obrazku, (D) histogram znazoriujici distribuci fazi bunééného cyklu;
v tabulce jsou hodnoty procentualniho zastoupeni analyzovanych bunék v jednotlivych fazich
bunécného cyklu. Oproti fazim bunééného cyklu normoxickych bunék zde byl zaznamenan narist
bunek ve fazi G1.

Vysledky uvedené v kapitole 4.1 ukazuji na vztah hypoxickych kultivacnich
podminek neuroblastomovych bun¢k a zmén posttranslaénich modifikaci histontt H3 a H4
acetylaci v téchto bunkach. Zména acetylace je v téchto buiikadch spojena se zvySenou
expresi transkripéniho faktoru N-myc a se zménou distribuce bunééného cyklu
analyzované linie. Vysledky tedy naznacuji, Ze hypoxii je ve studovanych
neuroblastomovych buiikach zvySena jejich agresivita. ZvySeni exprese genu Myc je
obecné spojovano s horsi odpoveédi nadorovych bunék na 1é€bu (77).

Vétsina vysledkd uvedenych v kapitole 4.1 je soucasti publikace, ktera tvofi

pfilohu diserta¢ni prace €. 3.
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4.2 Vliv valproatu na expresi proteint transkrip¢nich faktortl N-
myc a HIF-1a

Jak jiz bylo uvedeno v uvodni ¢asti prace, valproat je latkou slibnou pro vyuziti
v chemoterapii fady nadorovych onemocnéni (jednd se o 1€k registrovany jako
antiepileptikum a jeho zavedeni do klinické praxe by bylo proto daleko snazsi nez
zavedeni nové latky). Proto byl v dalSich experimentech zkoumén jeho vliv na
neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-4 a UKF-NB-3.

Experimenty navazuji na vysledky experimenti uvedené v predesié kapitole, kde

zmeéna exprese transkripcniho faktoru N-myc korelovala se zménou acetylace histond.

Vliv VPA na expresi transkripcniho faktoru N-myc

Pro objasnéni zastaveni bunééného cyklu vjeho urcitych  fazich
pusobenim netoxické koncentrace VPA (1 mM), které byly popsany v publikaci, jeZ tvofi
souCast této disertatni prace jako pftiloha ¢.2, byly analyzovany zmény exprese
transkripéniho faktoru N-myc vyvolané timto inhibitorem HDAC. Zmény v expresi
transkripcniho faktoru N-myc na genové i proteinové Urovni jsou totiZ spojeny s vyskytem
riznych naddorovych onemocnéni, predev§im s vyvojem neuroblastomt (78). Transkripéni
faktor N-Myc je zodpovédny za zrychlenou proliferaci bunék, jejich metabolickou adaptaci
a indukci chemorezistence.

Kyselina valproovd v koncentraci 1 mM indukuje po 24hodinové kultivaci
neuroblastomovych linii UKF-NB-3 a UKF-NB-4 snizeni exprese proteinu N-myc
(obrazek €. 19). Toto snizeni nebylo kompenzovano zvySenim exprese proteinu
transkripéniho faktoru C-myc. Ten patii do stejné skupiny protoonkogenti jako N-myc.
Piekryv cilovych gent transkripniho faktoru N-myc a C-myc mulze byt az 40 % (79).
Ztoho divodu je podstatné zjistit, zda zmény exprese proteinu N-myc nejsou

kompenzovany zménami exprese proteinu C-myec.
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Obrazek ¢. 19. Exprese proteint transkripénich faktord N-myc a C-myc v neuroblastomovych
liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4 po 24hodinové kultivaci za riznych podminek. N — normoxicka
kontrolni kultivace, NV — kultivace s 1| mM VPA v normoxii. Exprese proteinti byla analyzovana
metodou Western-blotting. Valproat indukoval sniZzeni exprese proteinu N-myc v obou
sledovanych liniich. Exprese proteinu C-Myc nebyla valprodtem ovlivnéna.

Snizend exprese proteinu N-myc byla detekovana také pii kultivaci
neuroblastomové linie UKF-NB-4 s netoxickymi koncentracemi jinych inhibitort HDAC
(0,5 uM entinostat a 0,5 uM vorinostat; data nejsou uvedena). Tento vysledek ukazuje na
mozny obecngjsi fenomén pozorované zmény. Tomuto piredpokladu odpovidaji i vysledky
ziskané za pouZiti jinych nadorovych buné€k. Po kultivaci bunéénych linii meduloblastomt
DAOQOY a D283 s 1 mM VPA doslo ke snizeni mRNA C-myc (80).

SniZzeni exprese proteinu N-myc valproatem detekované v buitkach UKF-NB-4
metodou Western-blotting (obrazek ¢. 19) bylo prokazdno i cytometricky, pomoci
fluorescencné znacené protilatky proti tomuto transkripénimu faktoru (obrazek €. 20). Jako
pozitivni kontrola indukce snizeni exprese proteinu N-myc byly pouzity buiiky kultivované
se specifickym inhibitorem JQ1. Jedn4 se o inhibitor proteinovych bromodomén [nazev
strukturnitho motivu proteinu je odvozen od genu brahma, kodujici dilezity regulacni
protein v Drosophile (81)]. Tyto domény jsou zodpovédné za vazbu na acetylované ¢asti
protein. V praci Puissanta se spolupracovniky (82) bylo totiz popsano, ze kultivace
neuroblastomovych bunék amplifikujicich N-myc s inhibitorem JQI1 snizuje expresi
proteinu N-myc a zastavuje bunécny cyklus bunék (82). V ptipadé neuroblastomové linie
UKF-NB-4 bylo zjisténo, ze 24hodinova kultivace bunék s 250 nM JQI ¢i 1 mM VPA

sniZuje expresi proteinu N-myc.
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Obrazek ¢. 20. Fluorescence protilatky (osa X) navazané na protein transkripéniho faktoru N-myc
v bunikach neuroblastomové linie UKF-NB-4 po 24hodinové kultivaci s 1 mM VPA ¢i 250 nM
JQ1. Median fluorescence kontrolnich bun¢k je 3699, median buné€k kultivovanych s 1 mM VPA:
3050 a s 250 nM JQ1 je median fluorescence 2761. S niz$i hodnotou medianu fluorescence bunék
se snizuje exprese proteinu N-myc.

Zména exprese proteinu transkripéniho faktoru N-myc vyvoland valproatem je
reversibilni (obrazek ¢. 21). Buiikky UKF-NB-4 byly kultivovany 24 hodin s 1 mM VPA a
po ,,odmyti“ VPA dalSich 24 hodin v médiu bez valproatu [znaceno (+-)]. Oproti
48hodinové kultivaci bunck s VPA (++), kdy se vyrazné snizila exprese proteinu N-myc,
se po odstranéni valproatu mira exprese N-myc opét zvySila. A to témétf na Uroven

kontrolnich bun¢k kultivovanych bez VPA (--).

= + ++  +-

actin

Obrazek ¢. 21. Zména exprese proteinu transkripéniho faktoru N-myc v linii UKF-NB-4 po
kultivaci s 1 mM VPA je reversibilni. Znaceni: (--) kontrolni kultivace bun¢k po dobu 48 hodin,
(+) kultivace s 1 mM VPA po dobu 24 hodin ¢i 48 hodin (++), (+-) kultivace bun¢k s 1 mM VPA a
jeho nasledné odmyti, kdy byly bunky kultivovany dalSich 24 hodin v samotném médiu. Exprese
proteinti byla analyzovana metodou Western-blotting. Pfitomnost VPA v kultivacnim médiu bunck
je dulezita pro udrzeni snizené exprese proteinu N-myc.

Pozorované snizeni exprese proteinu N-myc zptisobené kultivaci bunék UKF-NB-
4 s VPA muze Céasteéne vysvétlovat zmény fazi bunécného cyklu. Jak popsal Qing se
spolupracovniky (76), specifické snizeni exprese genu N-myc metodou shRNA vede ke

snizeni proliferace neuroblastomovych bun¢k LANS amplifikujicich N-myc. To je
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v souladu i s naS§im pozorovanim, kdy se v linii UKF-NB-4 kultivované s 1 mM VPA
zvysil zdvojovaci Cas bunék ptiblizné 1,4krat (viz vysledky uvedené v publikaci, ktera
tvofi ptilohu €. 2 disertacni prace). Zmény proliferace a exprese transkripcniho faktoru N-
myc vyvolané valproatem také koreluji se zvySenim acetylace histoni H3 a H4 v téchto

bunkach (viz vysledky v publikaci, ktera je uvedena jako ptiloha €. 4 disertacni prace).

Zmena koncentrace laktatu produkovaného bunkami UKF-NB-4 ovlivnénych valprodtem
Jak bylo popsano Qingem se spolupracovniky (76), snizeni transkripce genu N-myc
bunééné linie LANS snizuje expresi laktatdehydrogenasy (LDH-A). Také Tavtigian a
Papas (83,84) popisuji pfimou navaznost exprese transkripéniho faktoru Myc na expresi
proteinu enzymu laktatdehydrogenasy A (LDH-A). LDH-A je enzym zodpovédny za
metabolickou adaptaci nadorovych bunék k hypoxii a jednim zklicovych enzymi
anaerobni glykolyzy. Vysledky naSich experimentd ukazuji, ze VPA ovliviiuje aktivitu
LDH-A. Bunky kultivované¢ s 1 mM VPA produkovaly méné laktatu do kultiva¢niho
média v porovnani s kontrolnimi buikami bez VPA (obrazek ¢. 22). Stejny trend jsme
zaznamenali také za hypoxickych kultiva¢nich podminek. ZvySeni koncentrace laktatu
v médiu za hypoxickych podminek mize byt vysledkem zvySeného mnozstvi aktivniho
transkripcniho faktoru HIF-1a v jadie a piepisu genli enzymu glykolyzy. VySe uvedené

experimenty byly provedeny spolu s Ing. Blankou Jedlickovou.
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Obrazek ¢. 22. Koncentrace laktatu v kultivaénim médiu neuroblastomové linie UKF-NB-4 po
96hodinové kultivaci za normoxickych a hypoxickych podminek za pfitomnosti 1 mM VPA.
Valproat snizuje mnozstvi laktatu za hypoxickych i normoxickych podminek. Nejvyssi koncentrace
laktatu byla detekovana v médiu hypoxickych bunék. Data jsou vysledkem Cctyf nezavislych
opakovani experimentu (n=4) a jsou vyhodnocena parovym t-testem. Signifikance p<0,01
znazornéna **, signifikance p<0,0001 zndzornéna ****.

Exprese proteinu transkripcniho faktoru HIF-1o. v buitkaich UKF-NB-4 a UKF-NB-3
kultivovanych za normoxickych a hypoxickych podminek

V dal$i ¢asti prace byla v neuroblastomovych bunéénych liniich UKF-NB-3 a
UKF-NB-4 analyzovana exprese proteinu transkripéniho faktoru HIF-1a za normoxickych
a hypoxickych kultivacnich podminek. Jak jiz bylo uvedeno vySe, HIF-1a je transkripéni
faktor zodpovédny za adaptaci bunék na nedostatek kysliku, ktery jako prvni detailné
charakterizoval Semenza (85,86). Za hypoxie se snizuje ubiquitinace a degradace HIF-1a,
ktery je stabilizovan a translokovan do jadra, kde tvoii s HIF-1p dimerni proteinovy
komplex (87). Kultivace neuroblastomovych linii UKF-NB-3 a UKF-NB-4 v hypoxickych
podminkach zvySuje po 24 hodinach expresi transkripéniho faktoru HIF-1a (obrazek c.
23).
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Vliv VPA na expresi proteinu transkripcniho faktoru HIF-la v bunkach UKF-NB-4 a
UKF-NB-3

Kultivace neuroblastomovych bun¢k UKF-NB-3 a UKF-NB4 s1 mM
valproatem za hypoxickych podminek indukovala snizeni exprese proteinu transkripcniho

faktoru HIF-1a (obrazek €. 23).

UKF-NB-3 UKF-NB-4

N NV H HV| N NV H HV

HIF-1a

actin

Obrazek ¢. 23. Exprese proteinu transkripéniho faktoru HIF-1a v neuroblastomové linii UKF-NB-3
a UKF-NB-4 po 24hodinové kultivaci za riznych podminek. N — normoxicka kultivace, NV — 1
mM VPA v normoxické kultivaci bunek, H — hypoxicka kultivace bunék, HV — 1 mM VPA
v hypoxické kultivace bunc¢k. Exprese proteinli byla analyzovana metodou Western-blotting.
Kultivace bunek za hypoxickych podminek zvysuje expresi HIF-1a. Kultivace s 1 mM valproatem
snizuje expresi HIF-14 za normoxickych a pfedevsim za hypoxickych podminek. Aktin byl pouzit
jako kontrola spravného naneseni vzorku.

Kim se spolupracovniky (88) popisuje, ze HDAC1 a HDAC3 ptimo interaguji s
doménou proteinu HIF-1a oznacovanou jako ,,oxygen-dependent degradation” (ODD), a
tim zvySuji jeho stabilitu za hypoxie. Je zndmo, Ze inhibice HDAC inhibitory téchto
enzymu jako jsou trichostatin A, apicidin, VPA a NaB sniZuje expresi proteinu HIF-1a
(88), coz je v souladu s vysledky zjisténymi v této disertacni praci, v experimentech s VPA
(obrazek €. 23). ZvySeni exprese proteinu transkripniho faktoru HIF-1a za hypoxickych
podminek koreluje se zvySenou hladinou laktatu v kultivaénim médiu (obrazek ¢. 22).
Tento jev je ve shodé sobecné uznavanym mechanismem stabilizace transkripéniho
faktoru HIF-1a v hypoxii. Ten jako aktivovany transkripéni faktor piepisuje klicové geny
enzymu participujicich na metabolické adaptaci na hypoxii (napf. LDH-A, PDK, HK,
GLUT) (57).

Vysledky uvedené v kapitole €. 4.3 signalizuji, Ze VPA ovliviiuje acetylaci histond,
méni zastoupeni fazi bunééného cyklu a prodluzuje zdvojovaci ¢as bunék (viz vysledky
uvedené v publikaci, ktera je uvedena jako ptiloha €. 2 disertacni prace). Navic valproat

snizuje expresi proteinu transkripniho faktoru N-myc za béznych kultivacnich podminek a
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expresi proteinu HIF-1a pfi kultivaci bun¢k za hypoxickych podminek. Buiiky kultivované
s 1 mM VPA také produkuji mén¢ laktatu do kultivaéniho média (obrazek ¢. 22).

4.3 Vliv VPA na acetylaci histona H3 a H4

Jak jiz bylo v diserta¢ni prace uvedeno diive, valproat je latka znamé predevS§im pro
své antikonvulzivni uc¢inky. V soucasnosti je vSak intenzivné studovano i jeho
protinddorové puasobeni. Pfedkladanad disertacni prace prohlubuje znalosti této
problematiky. Zjistili jsme, Ze VPA zvySuje acetylaci histontit H3 a H4. Vedle VPA byl
sledovan 1 vliv kultivace bun¢k UKF-NB-4 s dal§imi latkami, jako jsou inhibitory HDAC
TSA a analog valproatu, valpromid (VPM) (obrazek ¢. 24).

Metodou Western-blotting bylo detekovano zvyseni acetylace histonti H3 a H4 po
kultivaci bun¢k s I mM VPA a toxickou koncentraci 150 nM TSA. Acetylace histonii H3 a
H4 se vSak nezménila po kultivaci bun¢k s netoxickou koncentraci 40 nM a 50 nM

trichostatinu A a s netoxickou koncentraci 4 mM valpromidu [analogu VPA, ktery

neinhibuje HDAC (89)].

T
[#]
Control
1 mM VPA
4 mM VPM

40 nM TSA
50 nM TSA
150 nM TSA

Obrazek ¢. 24. Acetylace histoni H3 a H4 v bunikach UKF-NB-4 kultivovanych 8 hodin s 1 mM
VPA, 4 mM VPM, 40 nM TSA, 50 nM TSA a 150 nM TSA. Histon H3 byl pouzit jako kontrola
spravného naneseni vzorku. Exprese histonti byla analyzovana metodou Western-blotting. Valproat
a toxicka 150 nM koncentrace TSA indukuji zvySeni acetylace H3 a H4 u bun¢k. Histon H3 byl
pouzit jako kontrola spravného naneseni vzorku.



4.4 Vliv VPA na expresi proteinu molekuly CD133, specifického
znaku kmenovych nadorovych bunék

Nadorové kmenové buiiky jsou v nadorové biologii studovany v souvislosti
s jejich chemorezistenci a zvySenou schopnosti metastazovat. Nadorové kmenové buiky
jsou vruznych typech nadorti odliSné charakterizovany. Protein CDI133 je casto
exprimovan v nddorovych kmenovych buinikach nékterych solidnich néadort, napft.
kolorekta. Proto jsme v dal§ich experimentech studovali vliv VPA na expresi proteinu
CD133 v neuroblastomech, a s tim spojenou chemorezistenci vici vybranym cytostatikiim.
Experimenty sledujici expresi molekuly CD133 byly provedeny spole¢né s kolegou
MUDr. Mohamedem Ashrafem Khalilem a RNDr. Pavlem Prochazkou, Ph.D.

Vliv VPA na expresi proteinu CD133 v liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4

Buné¢na linie UKF-NB-3 byla kultivovéana s netoxickou koncentraci 1 mM VPA
24, 72 a 120 hodin. Exprese proteinu CD133 se zvysila kultivaci bun¢k s VPA (obrazky
¢. 25 a 27). Zaroven se jeho exprese mirn¢ zvysuje v buinikach kultivovanych bez VPA, a to
v zavislosti na dobé kultivace, coZz je s nejvetsi pravdépodobnosti zpisobeno zvySenou
hustotou bun¢k v kultivaéni nddob¢ (obrazek €. 25).

Protein CD133 nebyl detekovan v liniit UKF-NB-4, a to ani po kultivaci s | mM
VPA. Zvyseni exprese CD133 v této linii indukovala az 144hodinova kultivace bunék s
8 uM 5-aza-2’-deoxycytidinem (AZA) (vysledky nejsou uvedeny). AZA je demethylacni
¢inidlo, které indukuje sniZeni methylace v oblastech CpG genil (90). Analyza methylace
bazi promotorti P1 a P3 genu pro CD133 v linii UKF-NB-4 ukézala témét 100% methylaci
bazi v této oblasti (vysledky nejsou uvedeny, budou za¢lenény do ptipravované publikace).
Regulace exprese CD133 methylaci promotoru jeho genu byla popsana také v gliomovych

buiikach (66).
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Obrazek ¢. 25. Zmény exprese proteinu CD133 meéfené pomoci metody Western-blotting
v neuroblastomové linii UKF-NB-3 v zavislosti na dobé kultivace sa bez1 mM VPA. C —
kontrolni kultivace bunék, VPA - kultivace s 1 mM valproatem. Valproat indukuje zvySeni exprese
proteinu CD133 ve vSech sledovanych intervalech kultivace. Aktin byl pouzit jako kontrola
spravného naneseni vzorku.

Zmeéna exprese proteinu CD133 v neuroblastomovych buitkach UKF-NB-3 jejich
kultivaci s 1 mM VPA zjisténa metodou Western-blotting byla prokézana i cytometricky
(obrazek ¢. 26). Posun fluorescence znaCenych bunék protildtkou proti CD133

kultivovanych s valproatem indikuje zvySenou expresi proteinu CD133.

kontrola 1 mM VPA
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Mira fluorescence analyzovanych bunék

Obrazek ¢. 26. Exprese CD133 v linii UKF-NB-3 kultivované 72 hodin s 1| mM VPA detekované
pratokovou cytometrii. Bunky kultivované bez VPA vykazuji bazalni expresi proteinu CD133
(5,56 %), s VPA se zvySuje exprese proteinu CD133 (22,30 %). Modie jsou vyznaceny bunky
znacené ,,isotypovou’ kontrolni protilatkou, cervené bunky znacené protilatkou proti CD133.
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Valpromid je strukturni analog valproatu, ktery také vykazuje antiepileptické
ucinky, neni vSak inhibitorem HDAC (89). Tato slou¢enina v netoxické koncentraci 1, 2 a

3 mM, expresi proteinu CD133 ve studované linii UKF-NB-3 nezvysSuje (obrazek ¢. 27).

1 mMVPM
2 MM VPM
3mM VPM

kontrola
1 mM VPA

0133 A -
N

Obrazek ¢. 27. Exprese proteinu CD133 (detekované pomoci Western-blottingu) v linii UKF-NB-3
jeji kultivaci s 1 mM VPA a riznymi koncentracemi valpromidu (VPM) (1, 2 a 3 mM) po
72hodinové kultivaci. VPA zvySuje expresi proteinu CD133, VPM ve tfech riznych koncentracich
nikoliv.

ZvySena exprese proteinu CD133 v linii UKF-NB-3 korelovala se zvySenou
acetylaci histonti H3 a H4 indukovanou kultivaci s 1 mM VPA. Zadna z pouzitych
koncentraci valpromidu (VPM) vSak acetylace histoni H3 a H4 neovlivnila (obrazek
¢. 28). Zvysena acetylace histonll je Casto spojovana s transkripéni aktivaci gend (91),
v tomto piipadé je zvySena acetylace histoni H3 a H4 spojena se zvySenou expresi

proteinu CD133.

57



1 mM VPM
2 mM VPM
3 mM VPM

kontrola
1 mM VPA

acH3 i —

ac H4

H3

Obrazek €. 28. Acetylace histontt H3 a H4 v buiikich UKF-NB-4 kultivovanych 72 hodin s 1 mM
VPA a 1,2 a3 mM VPM detekovana pomoci metody Western-blotting. Valproat zvySuje acetylaci
histonti H3 a H4. Histon H3 byl pouzit jako kontrola spravného mnozstvi vzorku.

Viiv valproatu na klonogenicitu bunék linie UKF-NB-3

Jak ukazuji vysledky uvedené v obrazcich ¢. 25-28, zvySeni acetylace histonti H3
a H4 kultivaci bunék UKF-NB-3 s 1 mM VPA koreluje se zvySenou expresi proteinu
CD133. Zaroven bylo zjiSténo, Ze preinkubace bunék s valproatem zvySuje tvorbu klont
téchto bun¢k (obrazek ¢. 29). Bar se spolupracovniky ve své praci (92) popisuje obdobny
trend tvorby klont v bunikach exprimujicich protein CD133 za hypoxickych podminek.

Obrazek ¢. 29. Klonogenicita linie UKF-NB-3. Vlevo kontrolni bunky, vpravo buiky
preinkubované 1 mM VPA. Preinkubace bunék s VPA vede ke zvySeni poc¢tu klond bunék.
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Zvyseni exprese proteinu CDI33 zvysuje chemorezistenci bunék linie UKF-NB-3 wiici
cisplatiné a vincristinu

V dalsi casti vyzkumu realizovaného v prilbéhu vypracovani disertacni prace bylo
zjisténo, ze zvysena exprese proteinu CD133 v linii UKF-NB-3 koreluje s nizsi citlivosti
téchto bunck vici 1 uM cisplatin€ a 0,2 nM vincristinu. Cisplatina a vincristin v kombinaci
s1 mM VPA zvySuji expresi proteinu CD133. Vincristin indukoval 14,9 % bunck
exprimuyjicich CD133, kombinace valproatu s vincristinem 22,3 %  bunék
exprimuyjicich CD133. Cisplatina indukovala 13,9 % bunék exprimujicich CD133,
kombinace cisplatiny a valproatu pak 23,5 % bun¢k exprimujicich CD133. Je ziejmé, ze
kultivace bunék UKF-NB-3 kombinaci cytostatika (cisplatina nebo vincristin) s valproatem
zvysila expresi molekuly CD133 (obrazek ¢. 30). Bunky s vyssi expresi proteinu CD133
vSak nevykazovaly vysSi expresi aktivované caspasy-3, kterd je znakem programované
bunécné smrti (obrazek €. 31). Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze zvysené mnozstvi bunck
exprimujicich protein CD133 neni spojeno se zvySenim Stépeni caspasy-3, tedy se
zvySenim apoptézy téchto bunék. Bunky exprimujici CDI133 jsou tedy vice
chemorezistentni vii¢i testovanym 1é¢iviim, coz bylo popsano také v jinych pracich

(93,94).
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Obrazek ¢. 30. Zména mnozstvi bun¢k UKF-NB-3 exprimujicich CD133 jejich kultivaci s 1 pM
cisplatinou a 0,2 nM vincristinem ¢i jejich kombinaci s | mM VPA (72h). Modfe je zobrazena
fluorescence bunék znacenych ,isotypovou™ kontrolni protilatkou, cervené flurescence bunck
znacenych protilatkou proti CD133-PE.
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Obrazek €. 31. Zména exprese CD133 kultivaci bunék UKF-NB-3 s cisplatinou, vincristinem, VPA
a jejich kombinaci (72 h). Zmény proteinu CD133 vynesené v bivariantnim grafu s fluorescenci
Stépené caspasy-3. Ob¢ osy znaci miru fluorescence komplexl s jednotlivymi protilatkami. Narust
procenta bunék po kombinované kultivaci bun¢k s VPA (u vincristinu z 13,5 % na 21,3 % a u
cisplatiny z 13 % na 22 %) nekoreluje s nartistem procenta bunc¢k znacené protilatkou Stépené
caspasy-3.

4.5 Vliv etoposidu a VPA na neuroblastomy

Pisobeni valproatu na neuroblastomové buiiky bylo sledovano také v kombinaci
s konven¢nimi cytostatiky. Testovani valprodtu s etoposidem bylo provedeno za pouziti
neuroblastomové linie UKF-NB-4 a ziskané vysledky jsou soucasti publikace uvedené jako

pfiloha €. 2 disertacni prace.
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Cytotoxicita etoposidu viici neuroblastomové bunecné linii UKF-NB-4

Cytotoxicita etoposidu na neuroblastomovou linii UKF-NB-4 byla analyzovana
metodou MTT, a to za normoxickych 1 hypoxickych kultivaénich podminek. Po
72hodinové kultivaci bun€k byla stanovena hodnota ICs tohoto cytostatika. Hypoxickeé
kultiva¢ni podminky redukovaly cytotoxicitu etoposidu zvySenim hodnoty ICsg, z hodnoty
2,33+ 0,56 uM na 3,23 + 0,33 uM (tabulka ¢. 1).

Tabulka ¢. 1. Hodnoty ICs, vuéi etoposidu a VPA vlinii UKF-NB-4 za normoxickych a
hypoxickyh podminek.

normoxie hypoxie normoxie hypoxie
1,8 3 1,7 1,1

3,1 3,7 1,6 1,4

2,1 3 1,3 1,1

2,33 3,23 1,53 1,20
0,56 0,33 0,17 0,14

Pro zjisténi mechanismu G¢inku etoposidu na neuroblastomovou linii UKF-NB-4
byla sledovana indukce apoptdzy v téchto buitkach piisobenim 8 uM etoposidu v riiznych
casovych periodach kultivace (3, 6, 12, 24, 48 hodin). Apoptéza byla analyzovana
dvojitym zna¢enim bun¢k Annexinen V a PI. Nejvyssi procento apoptotickych bunék bylo
zaznamenano 48 hodinovou kultivaci bunék s etoposidem (data nejsou uvedena). Kultivace

bunék s etoposidem méni i morfologii bun¢k (obrazek ¢. 32).

Obrazek €. 32. Neuroblastomova linie UKF-NB-4 (200x zvétSeno) kultivovana bez etoposidu (A) a
kultivovana 48 hodin s 8 pM etoposidem (B). Etoposid indukoval dlazdicovitou morfologii a
zvétseni plochy bunék.
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Etoposid indukoval zmény bunécného cyklu linie UKF-NB-4 v zavisloti na dobé
kultivace a pouzité koncentraci tohoto cytostatika (viz vysledky uvedené v publikaci, ktera

tvofi piilohu €. 2 disertacni prace).

Piisobeni valproatu na neuroblastomovou bunécnou linii UKF-NB-4

Plisobeni valprodtu na neuroblastomovou linii UKF-NB-4 za normoxickych a
hypoxickych podminek bylo rovnéz analyzovano metodou MTT Po 72 hodinach byla
stanovena hodnota ICsy vii¢ci VPA. Hypoxické kultivaéni podminky vyrazné nezmeénily
toxicitu VPA vici testované neuroblastomové linii UKF-NB-4 (tabulka ¢. 1).

Pro dalsi sledovani ptisobeni valproatu na neuroblastomovou linii UKF-NB-4 byla
pouzita také metoda ,,Annexin V/PI* sledujici vyvoj apoptézy. 1 mM VPA po kultivacich
bunck 3, 6, 12, 24 a 48 hodin neovlivnil viabilitu bun¢k (data nejsou uvedena). Nicméné
kultivace s 1 mM VPA ovliviiovala zmény ve fazich bunécného cyklu (obrazek ¢. 33).
Valproat indukoval po 24 a 48hodinach zvyseni mnozstvi bun¢k ve fazich G0/G1 a G2/M
bunécéného cyklu, coz koreluje s prodlouzenim zdvojovaciho ¢asu bunék po kultivace s 1

mM VPA.
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Obrazek ¢. 33. Vliv 1 mM VPA na faze bunééného cyklu neuroblastomové linie UKF-NB-4
v zavisloti na dobé¢ kultivace bunék. Kultivace s valproatem zvySuje pocet bun¢k ve fazi GO/G1.

Viiv valproatu v kombinaci s etoposidem na neuroblastomovou linii UKF-NB-4

Jak jiz bylo uvedeno vyse, inhibitory HDAC jsou v poslednich letech studovany
v kombinaci s konven¢nimi cytostatiky pro jejich nizkou nezadouci toxicitu a zaroven
mozné posileni U€inku cytostatik (95). Metodou MTT byl testovan vliv riznych

koncentraci etoposidu a 1 mM valproatu pi1 rizné sekvenci jejich podani na
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neuroblastomové linii UKF-NB-4. Celkem bylo testovano Sest riznych modult kultivace
bun¢k s etoposidem a VPA (E/E,V; V/V.E; E/V; 0/V,E; 0/E a V/E). 1) buiky
preinkubované 24 hodin s VPA a nasledn¢ kultivované s riiznymi koncentracemi etoposidu
po dobu 72 hodin jsou oznacené jako V/E; 2) bunky preinkubované 24 hodin s riznymi
koncentracemi etoposidu a nésledné kultivovany 72 hodin s | mM VPA jsou oznacené
jako E/V; 3) bunky preinkubované 24 hodin s riznymi koncentracemi etoposidu a nasledné
kultivované 72 hodin s rliznymi koncentracemi etoposidu v pfitomnosti 1 mM VPA jsou
oznacené¢ jako E/V.E; 4) bunky preinkubované 24 hodin s 1 mM VPA a nasledn¢
kultivované¢ 72 hodin s riznymi koncentracemi etoposidu v pfitomnosti 1 mM VPA
oznacené jako V/V,E; 5) bunky preinkubované 24 hodin v samotném médiu a poté
72 hodin s riznymi koncentracemi etoposidu v pfitomnosti 1 mM VPA jsou oznacené jako
0/V,E; 6) buiiky preinkubované 24 hodin v samotném médiu a ndsledné¢ kultivované
72 hodin s rtiznymi koncentracemi etoposidu jsou oznacené¢ jako O/E. Vysledek
znazornény na obrazku ¢. 34 je souhrn vysledkid vsech kultiva¢nich moduld vyjadienych
v hodnotach ICsy. Ve vétSing ptipadil se ukdzalo, ze valproat snizuje hodnotu ICsy oproti
kontrolni inkubaci samotného etoposidu (0/E). Valproat tedy zvySuje Gc¢innost etoposidu
na neuroblastomovou linii UKF-NB-4. Pouze v situaci, kdy byly buiiky preinkubovany s
valprodtem a dale kultivovany s etoposidem (V/E), se hodnota ICs, oproti kontrole zvysila.
Tento jev lze ¢astecné vysvétlit vlivem valproatu na bunécny cyklus bunék. Ty mohou byt
po 24hodinové preinkubaci méné citlivé vuci etoposidu, ktery je fazov€ specifickym

cytostatikem s maximem Uc¢inku ve fazi G2.

3
2 N
0 . .
E/V 0/E V/E

E/V,E v/ E 0/W,E

1C50 (uM)

Obrazek ¢. 34. Cytotoxicita etoposidu v kombinaci s 1 mM VPA na neuroblastomovou linii UKF-
NB-4. V grafu jsou porovnany hodnoty ICs, Sesti situaci kultivaci znacenych E/E,V; V/V,E; E/V;
0/V,E; 0/E a V/E: (viz text).
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Vybrané kultivaéni moduly byly dale pouzity pro poznani indukce apoptdzy
v testovanych bunikach. Ta byla stanovena metodou ,,Annexin V/PI“. V obrazku ¢. 35 jsou
uvedeny vysledky vybranych kombinaci kultivace bunc¢k s etoposidem a valproatem
(schéma kultivace je obdobné schématu uvedeném v tabulce €. 2). Vysledky signalizuji, ze
valproat zvysuje uc¢inek etoposidu, pokud je k buitkam ptidan po 24hodinové preinkubaci
8 uM etoposidem (E/V). Opacna kultivacni sekvence (V/E) zvySeni cytotoxicity etoposidu

valproatem nevykazuje.
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Obrazek ¢. 35. Viabilita bunék neuroblastomové linie UKF-NB-4 stanovena metodou ,,Annexin
V/PI“. K — kontrolni kultivace bunék; (0) samotné médium; 8 uM etoposid je znacen (E) a 1 mM
VPA (V). Bunky byly preinkubovany 24 hodin samotnym médiem (0) ¢i 8 uM etoposidem (E) ¢i 1
mM VPA (V) a poté s témito latkami inkubovany 48 hodin (viz text). Nejvyssi tc¢innost, tedy
snizeni viability bun¢k (Annexin V-/PI- buné€k), vykazuje kombinace E/V.

o

Procento zZivych bunék (Annexin V-/Pl-)

Typ plisobeni 1 mM valproatu a 8 uM etoposidu (aditivni nebo synergisticky
efekt) v linii UKF-NB-4 po 48hodinové kultivaci byl hodnocen sledovanim apoptozy.
Pisobeni téchto latek soucasn€ bylo vyhodnoceno jako synergistické (obrazek ¢. 36, E a
F). Kombinace kultivace bunék s 8 uM etoposidem a 1 mM VPA zvysila cytotoxicky efekt
samotného etoposidu a snizila populaci bunék Annexin V FITC/PI" (viabilnich bung¢k).
Zaroven bylo za uvedenych podminek paralelné testovano mnozstvi aktivni caspasy-3 v
bunkach. Kombinovana kultivace s etoposidem a valproatem zvySuje pocet bunék s aktivni
caspasou-3 (obrazek €. 37). Ziskané vysledky prokazuji, Ze indukce apoptézy v buiikach

UKF-NB-4 etoposidem probih4d mechanismem zahrnujicim aktivaci enzymu caspasy-3.
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Obrazek ¢. 36. Indukce apoptozy v buikach linie UKF-NB-4 vyvolané 48hodinovou kultivaci
s riznymi cytostatiky a VPA. Kontrolni kultivace bun¢k (A); kultivace s 1 mM VPA (B), s 20 uM
cisplatinou (C), s 8 uM etoposidem (E), s 20 nM vincristinem (G). Kombinovana kultivace bun¢k 1
mM VPA a cisplatiny (D), a etoposidu (F) a kombinace s vincristinem (H). Indukce apoptozy byla
detekovana metodou znacenim Annexinem V/FITC a PI. Annexin V negativni a PI negativni
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buiiky (levy dolni kvadrant) jsou povazovany za zivé (viabilni); Annexin V pozitivni a PI negativni
(pravy dolni kvadrant) jsou povazovany za Casné¢ apoptotické; Annexin V pozitivni a zaroven PI
pozitivni buiiky jsou povazovany za pozdné apoptotické (pravy horni kvadrant). Buitky v levém
hornim kvadrantu jsou povazovany za nekrotické ¢i mechanicky poskozené (Annexin V negativni,
PI pozitivni). 1 mM VPA neindukoval zdsadni zmény ve viabilit€¢ bun¢k. Snizeni viability bunék
byla zptisobena kultivaci bun¢k s 20 uM cisplatinou, 8 uM etoposidem ¢i 20 nM vincristinem.
Kombinace 20 pM cisplatiny ¢i 8 uM etoposidu s 1 mM VPA zvysila jejich cytotoxicky efekt a
snizila populaci Annexin V FITC/PI' bunék. Tento jev nenastal, pokud byl 1 mM VPA
kombinovan s 20 nM vincristinem.

* %

309

Bunky s aktivni caspasou-3 (%)

Obrazek ¢. 37. Vliv kultivace bun€k linie UKF-NB-4 s 1 mM VPA, 8 uM etoposidem ¢i jejich
kombinaci po dobu 48 hodin na aktivaci caspasy-3. Kombinace 1 mM VPA a 8 uM etoposidu
produkuje nejvyssi procento bunek s aktivni caspasou-3. Samotny valproat aktivaci caspasy-3
v bunikach téméf neindukuje.

Kultivace bunék s1 mM VPA vkombinaci s 4 uM etoposidem nezvysuje
mnozstvi dvoufetézcovych zlomi v bunkidch linie UKF-NB-4 vyvolané 48hodinovou
kultivaci s etoposidem (obrazek €. 38). Dvoufetézcoveé zlomy byly ureny cytometricky,

metodou zna¢enim fosforylovaného histonu H2AX (pH2AX) (96).
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Obrazek ¢. 38. Analyza dvoufetézcovych zlomii DNA pomoci znaceni fosforylovaného H2AX
(pH2AX) v linii UKF-NB-4. Buiiky byly kultivovany 48 hodin s médiem (A), s | mM VPA (B) s 4
uM etoposidem (C) a v kombinaci 4 pM etoposidu s 1 mM VPA (D). Mnozstvi bunck
s fosforylovanym histonem H2AX pii kultivaci bun€k s etoposidem v kombinaci s valproatem se
nelisi od mnozstvi bunék kultivovanych se samotnym etoposidem.

Z vysledki uvedenych v kapitole 4.5 vyplyva, Ze citlivost linie UKF-NB-4 viici
etoposidu byla efektivné ovlivnéna podanim netoxickych koncentraci 1 mM VPA.
Kultivace bunék za soucasné ptritomnosti etoposidu a valproatu ¢i preinkubace bunck s
etoposidem s naslednou kultivaci s valproatem nejvice potlacila rist bunék
neuroblastomové linie UKF-NB-4. Riznou sekvenci kultivace bunék s inhibitory HDAC a
latkami poskozujicimi DNA se zabyvala také prace Luchenka se spolupracovniky (97).
Tito autofi doSli k zavéru, ze ,,prerelaxace” DNA zvySenim acetylace histonu neni nutna
pro zvySeni uCinku latek cilenych na DNA. NejvySsi Uc¢innost kombinace latek byla

zaznamenana pfi jejich spole¢ném plisobeni.

4.6 Vliv cisplatiny a VPA na neuroblastomy

V dalsi ¢asti prace bylo sledovano pusobeni cisplatiny v kombinaci s valproatem
na neuroblastomovou linii UKF-NB-4. Analyzy byly provedeny cytometricky, znacenim

Annexinem V a PL Netoxickd koncentrace 1 mM VPA zvySovala toxicitu 20 uM
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cisplatiny vaci testované bunécné linii. Procento viabilnich bun¢k (Annexin V-/PI-) bylo
snizeno z 61,3 % na 45,4 % (obrazek ¢. 36, C a D). Stejny trend byl nalezen i pti sledovani
aktivace caspasy-3 v testovanych bunkéach (obrazek ¢. 39). Kultivace bunék s 20 uM

cisplatinou a 1 mM VPA zvySovala aktivaci tohoto enzymu.
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Obrazek ¢. 39. Bunky linie UKF-NB-4 s aktivni caspasou-3 po 48hodinové kultivaci téchto bun¢k
s 1 mM VPA, 20 uM cisplatinou a jejich kombinaci. Kombinace kultivace bunék s cisplatinou
s valproatem zvysSuje procento bunék s aktivni caspasou-3 oproti kultivaci bunék se samotnou
cisplatinou.

Na obrazku ¢. 40 jsou uvedeny vysledky zexperimentl sledujicich vybrané
kombinace pasobeni 20 uM cisplatiny a I mM valproatu vic¢i neuroblastomové linii UKF-
NB-4. V tabulce ¢. 2 jsou popsany sekvence jednotlivych kultivacnich situaci (moduli).
Vysledky signalizuji, Ze valproat potencuje cytotoxicky ucinek cisplatiny, a to po
24hodinové preinkubaci bun¢k s 20 uM cisplatinou (cisplatina/VPA). Pfi opacné sekvenci
kultivace (VPA/cisplatina), valproat cytotoxicitu cisplatiny nezvySuje. To jsou vysledky
analogické vysledkim zjiSténych pii testovani vlivu VPA na cytotoxicitu etoposidu

(kapitola 4.5).
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Tabulka ¢. 2. Schéma kultivaci bunck linie UKF-NB-4 za rGznych kultiva¢nich podminek.

Kombinovéna byla kultivace bun¢k s 20 uM cisplatinou a 1 mM valproatem.

znaceni 0-24 h 24-72 h

kontrola medium nové medium
cisplatina/cisplatina 20 uM cisplatina 20 uM cisplatina
0/VPA medium 1 mMvalproat
cisplatina/0 20 uM cisplatina nové medium
cisplatina/VPA 20 uM cisplatina 1 mMvalproat
VPA/O 1 mM valproat nové medium
0/cisplatina medium 20 uM cisplatina
VPA/cisplatina 1 mMvalproat 20 uM cisplatina
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Obrazek ¢. 40. Indukce apoptdzy sledovana metodou ,,Annexin V/PI“ v neuroblastomové linii
UKF-NB-4 v riznych sekvencich kultivace s 20 pM cisplatinou a 1 mM VPA. 24hodinova
preinkubace bunck cisplatinou nasledovana 24hodinovou kultivaci bunék s VPA zpisobuje
nejvyssi toxicitu vici testované bunécéné linii.

Netoxickd koncentrace VPA (1 mM) zvySuje cytotoxicitu i téméef netoxické

koncentrace 4 uM cisplatiny [detekovdno zna¢enim bunék Annexinem V a PI (obrazek ¢.

41)], a to po 48hodinové kultivaci bunék UKF-NB-4 s t€mito latkami.
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Obrazek ¢. 41. Viabilita bun€k neuroblastomové linie UKF-NB-4 stanovena sledovanim apoptozy
metodou ,,Annexin V/PI“ po 48hodinové kultivaci s | mM VPA, 4 uM cisplatinou a jejich
kombinaci. Kontrolni buiiky byly kultivovany v médiu. Kombinace VPA a cisplatiny snizuje podil
Annexin V negativnich a PI negativnich bun¢k (snizuje se viabilita bunék).

Podobny trend byl nalezen i pfi sledovani aktivace caspasy-3 v testovanych
bunkach. 48hodinova ko-kultivace bunék UKF-NB-4 s 1| mM VPA a 4 uM cisplatinou
zvySuje podil buné€k s aktivovanou caspasou-3, oproti buitkdm kultivovanym se samotnou

cisplatinou (obrazek ¢. 42).
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Obrazek ¢. 42. Bunky linie UKF-NB-4 s aktivni caspasou-3 po 48hodinové kultivaci téchto bunék
s 1 mM VPA, 4 uM cisplatinou a jejich kombinaci. Kombinace kultivace bunék s cisplatinou
s valproatem zvysSuje procento bunék s aktivni caspasou-3 oproti kultivaci bunék se samotnou
cisplatinou.

Kombinovany ucinek valproatu a cisplatiny byl rovnéZ studovan dal§i metodou,
jejiz  vyhoda spocivd v nepifimé detekci bunécné smrti bunck bez jakéhokoli
mechanicko/chemického zisahu do rostoucich buné€k. Metoda xCELLigence detekuje
»prisedlé bunky na zdkladé zmény impedance na povrchu kultivacni jamky. To umoziuje
detekovat ,,adherentné rostouci bunky (69). Programovand bunécnd smrt je spojena se
zménou jejich morfologie a ztratou adheze, a tedy i se zménou signalu. Signdl je metodou
xCELLigence vyjadfovan jako tzv. ,,Cell Index* (CI) a jeho zvySeni odpovida zvétSeni
mnozstvi bun€k ,,adherentné rostoucich v kultivacni jamce.

Na obrazku €. 43 jsou uvedeny hodnoty CI buné¢k kultivovanych pouze v médiu a
kultivovanych s 1 mM VPA, s4 uM cisplatinou a jejich kombinaci. ,,Cell Index* bun€k
UKF-NB-4 péstovanych v ¢istém médiu roste s dobou kultivace. V €ase kultivace okolo
90 hodin od zacatku experimentu se hodnota CI rapidné sniZzuje diky nedostatku Zivin
v kultivaénim médiu. Hodnoty CI buné€k kultivovanych s 1 mM VPA se s délkou kultivace
mirné zvySuji. Oproti kontrole pomaleji, coz je v souladu se zji§ténou zménou bunééného
cyklu a prodlouzeni zdvojovaciho €asu bunék po kultivaci s 1 mM VPA. Pii kultivaci

bunék s 4 uM cisplatinou se hodnota CI zvySuje do doby piiblizn¢ 50 hodin od zacatku
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kultivace, poté hodnoty CI klesaji, pravdépodobné diky indukci apoptozy (viz vysledky
uvedené v obrazcich ¢. 41 a 42). Hodnota CI se snizuje, ovSem v dob¢ 100 hodin od
zacCatku kultivace se zacina opét zvysovat. To si vysvétlujeme ristem bunck rezistentnich
k pouzité davce cisplatiny. Kultivace bunék s I mM valprodtem v kombinaci s 4 uM
cisplatinou navodila obdobny pribéh hodnot CI v zavislosti na dobé kultivace jako pii
kultivaci se samotnou cisplatinou az na zménu, kdy hodnota CI po 100hodinach neroste.
Zda se tedy, ze kombinace valproatu s cisplatinou likvidovala 1 vétSinu bun¢k rezistentnich
k cisplating. Tato problematika si vSak zada jesté dalSi experimenty véetné experimentl

s liniemi rezistentnimi k platinovym cytostatikiim.

\"*v __— kontrola

___ 1mMVPA

" 4 uM cisplatina

1 mM VPA
+4 uM cisplatina

Cellindex (Cl)
Sd

0 20 40 60 80 100 120 140
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Obrazek ¢. 43. Zména hodnot ,,Cell Indexu* (CI) bunék linie UKF-NB-4 kultivované v médiu
(kontrola), s 1 mM VPA, 4 uM cisplatinou ¢i jejich kombinaci v zavislosti na dob¢ inkubace.
S rostouci dobou inkubace bunék se hodnoty CI méni, kombinace valproatu a cisplatiny sniZuje
hodnoty CI. Podobny pribéh téchto hodnot vykazuje kultivace bunck s cisplatinou, zde byl
ovSem po 100 hodinach pozorovan narust hodnot CI.

V kombinaci s 20 uM cisplatinou byl v neuroblastomové linii UKF-NB-4 testovan
také vliv analogu valproatu, valpromidu, slouCeniny kterd nevykazuje inhibi¢ni aktivitu
viuci HDAC. Jeho netoxickd koncentrace nezvySovala acetylaci histonit H3 a H4 (obrazek
¢. 24) v linit UKF-NB-4 a zarovenn také neovlivnila toxicitu cisplatiny vic¢i této
neuroblastomové linii (obrdzek ¢. 44) métené sledovanim aktivace caspasy-3 v buiikach.
Ukazuje se tedy, Ze u¢inek valproatu zvySujici cytotoxicitu cisplatiny je zavisly na zvysené

acetylaci histont.
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Obrazek ¢. 44. Bunky linie UKF-NB-4 s aktivni caspasou-3 po 48hodinové kultivaci téchto bunék
s4 mM VPM, 20 puM cisplatinou a jejich kombinaci. Kombinace kultivace buné€k s cisplatinou
a valpromidem nezvySuje procento bunék s aktivni caspasou-3 oproti kultivaci bunék se samotnou
cisplatinou.

Indukovat zvySeni acetylace histonli v linii UKF-NB-4 Ize 1 jinymi inhibitory
HDAC, jednim znich je inhibitor HDAC oznacovany jako entinostat (MS-275).
Kombinace kultivace bunék s netoxickou koncentraci entinostatu (250 nM) a 20 uM
cisplatiny sniZuje viabilitu bunék (Annexin V-/PI- populace bun¢k) oproti viabilit€ bun¢k
kultivovanych se samotnou cisplatinou (obrazek €. 45). O potenciaci U¢inku cytostatik jako

je cisplatina inhibitory HDAC lze tedy uvazovat jako o obecnéj$im mechanismu.
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Obrazek €. 45. Viabilita bun¢k neuroblastomové linie UKF-NB-4 stanovena sledovanim apoptdzy
metodou ,,Annexin V/PI* po 48hodinové kultivaci s 250 nM entinostatem, 20 uM cisplatinou a
jejich kombinaci. Kontrolni bunky byly kultivovany v médiu. Kombinace entinostatu a cisplatiny
snizuje podil Annexin V negativnich a PI negativnich bunék (snizuje se viabilita bungk).

V experimentech testujici vliv kombinace cisplatiny a etoposidu byl pouzit také
jiny inhibitor HDAC, trichostatin A. Jak bylo popsano vyse, trichostatin A v netoxickeé
koncentraci (40 nM) neovliviiuje v linii UKF-NB-4 acetylaci histoni H3 a H4. Pfi
spolecném pulisobeni s cisplatinou ¢i etoposidem nezvySoval ani jejich cytostaticky efekt.
Tyto vysledky jsou podobné vysledkim z experimentd sledujicich vliv kombinace
valpromidu a cisplatiny. Z uvedenych vysledkt Ize dedukovat i mechanismus potenciace
cisplatiny a etoposidu. Pro potenciaci jejich ucinku je nutna zmeéna acetylace H3 a H4
v buiikdch linie UKF-NB-4 (viz vysledky uvedené v publikaci, kterd je uvedena jako

ptiloha €. 4 disertacni prace).

4.7 Vliv cisplatiny a etoposidu v kombinaci s VPA na acetylaci
histonti H3 a H4 v neuroblastomové linii UKF-NB-4

Testovanim acetylace histoni H3 a H4 kultivaci bunék UKF-NB-4 s20 puM

cisplatinou, 8 uM etoposidem a 1 mM VPA bylo zjiSténo, Ze je mira acetylace histonil
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klicova pro pozorované zmény viability bun¢k indukované témito cytostatiky (obrazek ¢.
46).

Zjisténo bylo, ze 8hodinova kultivace bunék s cisplatinou ¢i etoposidem vyrazné
neovlivitluje zmény acetylace histonu H4. Acetylace histonu H3 byla v obou vzorcich
bun¢k kultivovanych s témito cytostatiky lehce snizend. Kultivace bun¢k 8 hodin s 1 mM
VPA a nésledn¢ 24 hodin s 20 uM cisplatinou ¢i 8 uM etoposidem neméni acetylaci
testovanych histonti. Vyrazny nariist acetylace histont H3 a H4 byl zaznamenan ve
vzorcich bunék kultivovanych 24 hodin s 20 uM cisplatinou ¢i 8 uM etoposidem a
nasledné¢ 8 hodin pouze s 1 mM valproatem. Tato sekvence podani latek je také
nejucinnéjsi v mnozstvi apoptotickych bun€k (obrazek ¢. 35 a 40). Preinkubace bunck
bunck cisplatinou ¢i etoposidem a jejich naslednd kultivace s valprodtem totiz také zvySuje

apoptdzu bunék, coz je spojeno se zvysenou acetylaci histond téchto bun€k (obrazek €. 46).
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Obrazek €. 46. Acetylace histont H3 a H4 v buiikdch UKF-NB-4 kultivovanych 8 hodin s 1 mM
VPA, s 20 uM cisplatinou a 8 uM etoposidem. Histon H3 byl pouzit jako kontrola spravného
naneseni vzorku. Exprese histonii byla analyzovana metodou Western-blotting. Bunky byly
preinkubovany 24 hodin s cisplatinou ¢i etoposidem a nasledné kultivovany 8 hodin s VPA, coz
vedlo ke zvySeni acetylace histonti H3 a H4. Opacna sekvence, tedy 8hodinova preinkubace bunék
VPA a nasledna 24hodinova kultivace bunék s cisplatinou ¢i etoposidem acetylace histonti neméni.

Vétsina vysledkt uvedenych v kapitolach 4.5, 4.6 a 4.7 je soucasti publikaci, které

jsou piilohy disertacni prace €. 2 a 4.
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4.8 Vliv ellipticinu a VPA na neuroblastomy

Soucasti experimentii studujicich spole¢né pusobeni valprodtu jako inhibitoru
HDAC a ruznych cytostatik zptsobujicich zmény DNA v buiikach bylo 1 testovani vlivu
ellipticinu na linii UKF-NB-4.

48hodinova ko-kultivace bunék UKF-NB-4 s 3 uM ellipticinem a 1 mM
valproatem zvySuje apoptotickou bunéénou smrt téchto bunck oproti jejich kultivaci s 3
uM ellipticinem. Samotna kultivace s 3 uM ellipticinem ¢i 1 mM VPA apoptotickou smrt
detekovanou znacenim Annexinem V (Alexa Fluor 647) a DAPI nevyvolava (obrazek c.
47). Pouze indukce ¢asné apoptozy bunck jejich kultivaci s ellipticinem je vyraznéji

zvysena (viz kvadrant vpravo dole v obrazku ¢. 47 C).
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Obrazek ¢. 47. Viabilita bunék linie UKF-NB-4 detekovana metodou ,,Annexin V/DAPI“ po
48hodinové kultivaci s 1 mM VPA (B), 3 uM ellipticinem (C) a jejich kombinaci (D). Kombinace
valproatu s ellipticinem indukuje nejvetsi mnozstvi casné (11,50 %) a pozdné apoptotickych bunék
(7,29 %). Kontrolni bunky byly kultivované v ¢istém médiu (A).
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4.9 Vliv vincristinu a VPA na neuroblastomy

Vysledky uvedené v ptredeslych kapitolach (kapitola 4.5, 4.6, 4.7 a 4.8) ukazuji,
ze VPA méni v linii UKF-NB-4 cytotoxitu cisplatiny, etoposidu a ellipticinu, tedy latek
cilenych na bunécnou DNA. Dalsim cilem disertacni prace bylo proto analyzovat ptisobeni
jin¢ho konvencniho cytostatika, které plsobi odliSnym mechanismem, konkrétné
vincristinu. Mechanismus jeho u¢inku tkvi v inhibici polymerace tubulinovych dimert, coz
znemoziuje tvorbu mitotického vieténka.

Vystaveni bunék UKF-NB-4 kombinaci 20 nM vincristinu a 1 mM valproatu
nezvysuje aktivaci caspasy-3 v té€chto bunikach (obrazek ¢. 48). Nebyl také nalezen zadny
rozdil v zastoupeni Annexin V-/PI- bun¢k po kultivaci s 20 nM vincristinem oproti

kultivaci s 20 nM vincristinem kombinovaného s 1 mM VPA (obrazek ¢. 36; G, H).
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Obrazek ¢. 48. Bunky linie UKF-NB-4 s aktivni caspasou-3 po 48hodinové kultivaci téchto bunck
s1 mM VPA, 20 nM vincristinem a jejich kombinaci. Kombinace valproatu a vincristinu
neindukovala v linii UKF-NB-4 zvySeni aktivni caspasy-3 v jednotlivych buiikach v porovnani
s kultivaci se samotnym 20 nM vincristinem.
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4.10 Vliv UV zareni a VPA na neuroblastomy

Z ptedchozich vysledki vyplyva, ze VPA jako inhibitor HDAC zvySuje toxicitu
latek, které poskozuji bunéénou DNA (cisplatina, etoposid, ellipticin). PoSkozeni DNA Ize
také indukovat plsobenim UV zéfeni, o kterém je znamo, ze indukuje dvoufetézcové
zlomy DNA, a tim iniciuje programovanou bunécnou smrt (98).

Valproat snizil mnozstvi viabilni populace bunck linie UKF-NB-4 (bunck
Annexin-/PI-) v kombinaci s UV zafenim (obrazek ¢. 49). Jiz samotné¢ UV zafeni
indukovalo apoptotickou bunéénou smrt linie UKF-NB-4. Okolo 30 % bunék bylo po
ozéateni UV zafenim apoptotickych (Annexin V+/PI- a Annexin V+/PI+).
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Obrazek €. 49. Indukce apoptozy v buiikach linie UKF-NB-4 vyvolané 48hodinovou kultivaci po
ozéfeni téchto bunék UV zafenim s | mM VPA. Bunky kultivované v samotném médiu (A), s 1
mM VPA (B), po UV ozafeni (C) a bunék ozafenych a nasledné kultivovanych s 1 mM VPA (D).
Samotné UV zéfeni indukovalo snizeni viabilnich Annexin V negativnich/PI negativnich bun¢k na
68 %, pridani VPA k ozafenych bunkam pak sniZeni na 40,7 %.

Ziskané vysledky jsou v souladu s vysledky publikovanymi Harikrishnanem a
spolupracovniky (99), ktery testoval potenciaci u€inku UV zéieni v obdobném uspoiadani

experimentu v linii chronické myeloidni leukemie K562.
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4.11 Ovlivnéni chemorezistence neuroblastomovych bunék vugci
ellipticinu

vvvvvv

vypracovana, ellipticin je cytostaticka latka, ktera je schopna indukovat programovanou
bunéénou smrt v neuroblastomovych bunéénych liniich. Ellipticin pisobi na nadorové
buiiky predevS§im poSkozenim DNA (interkaluje do struktury DNA), inhibuje
topoisomerasu I, vaze se kovalentné na DNA po enzymové aktivaci cytochromem P450
a/nebo peroxidasou (100-102). Dlouhodoba kultivace neuroblastomovych bunék
s ellipticinem vede k vytvofeni bunécné linie, kterd je vii¢i ellipticinu rezistentni (68).
V dalsi ¢asti disertacni prace byl studovan mechanismus této rezistence.

Experimenty studujici rezistenci bunék vuci ellipticinu jsou vysledkem nékolika
spolupracujicich pracovist. Prace byla provedena zejména spolecné s MVDr. Janem
Hrabétou, Ph.D. a skolitelkou prof. RNDr. Marii Stiborovou, DrSc. Vysledky jsou soucasti

pripravované publikace (viz rukopis v pfipravé uvedeny jako ptiloha disertacni prace €. 5).

Kompartmentace ellipticinu v bunécné linii UKF-NB-4
Pfi kultivaci bun€k neuroblastomové linie UKF-NB-4 bylo zjiSténo, ze 5 uM
ellipticin indukuje v téchto bunkach tvorbu vakuol, které jsou viditelné inverznim

mikroskopem (obrazek ¢. 50).

Obrazek ¢. 50. Neuroblastomova linie UKF-NB-4 kultivovana 24 hodin s 5 uM ellipticinem.
Ellipticin indukuje cytoplasmatické vakuoly uvniti bunék (viz bilé Sipky).

Vakuoly (bilé okrouhlé¢ objekty uvnitt cytoplasmy) byly v bunkiach UKF-NB-4

detekovany za pouziti transmisniho elektronového mikroskopu jiz po 60minutové kultivaci
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s 5 uM ellipticinem (obrazek ¢. 51; B). Cilem bylo zjistit, zda se jedna o lysosomy, a jak je

mozné tvorbu vakuol v bunkach ovlivnit.

Obrazek €. 51. Obréazek z transmisniho elektronového mikroskopu neuroblastomové linie UKF-
NB-4 (A-C); A) kontrolni buiiky, B) kultivace 1 h s 5 uM ellipticinem, C) kultivace 1 h s 100 nM
bafilomycinem A a 5 puM ellipticinem. Na obrazku C) je patrné témét uplné vymizeni
cytoplasmatickych vakuol, které jsou zfetelné na obrazku B).

Inhibice procesu autofagie v neuroblastomové linii UKF-NB-4

V liniich UKF-NB-4 byly testovany tfi latky, o nichz je zndmo, ze ovliviiyji tvorbu
jednomembranovych kompartmentd v buiice. Testovan byl wortmannin (W), ktery
negativné ovliviluje inhibici kinasy PI3K tvorbu autofagosomd, a tim inhibuje autofagii
(103). Dale byl testovan chloroquin (CQ), latka pouzivana v 1é€bé malérie, kterd také
pusobi jako inhibitor autofagie. Chloroquin je lysosomotropni latka, zvySujici pH
v lysosomech, a tim prerusujici degradaci autofagosomi (104). Podobnym mechanismem
pusobi téZ tfeti testovana latka, bafilomycin A (Baf). Bafilomycin A inhibuje V-ATPasu,
enzym zodpovédny za vyvoj snizeni pH v lysosomech. Tim inhibuje fizi lysosomi a
autofagosomt (105).

Mira autofagie byla sledovana konverzi proteinu LC3 I na LC3 II. Jedna se o
metodu standardni pro detekci autofagie (106,107). Na obrazku €. 52 jsou uvedeny zmény
exprese proteini LC3 I a LC3 II po kultivaci bun€k 4 hodiny v ,,Hanks’ balanced salt
solution” (HBSS). Kultivace bunék v tomto mediu (médium chudé na Ziviny) méni expresi
LC3 I a LC3 II a vede k vyvoji procesu autofagie. V dalS§im experimentu byly builky
kultivovany v uvedeném mediu, které v§ak obsahovalo 100 nM wortmannin nebo 25 uM
chloroquin ¢i 100 nM bafilomycin A (obrdzek €. 52). VSechny tfi pouzité inhibitory
autofagie jsou ucinné, meéni expresi proteinu LC3 II. Wortmanin snizuje tuto expresi diky
inhibici tvorby autofagosomtl. Chloroquin a bafilomycin A naopak zvysuji expresi LC3 II

diky inhibici degradace vytvorenych autofagosomd.
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Obrazek €. 52. Sledovani zmén autofagie v linii UKF-NB-4 po 4hodinové kultivaci v HBSS médiu
expresi proteinu LC3 I a II. Buniky byly kultivovany 4 hodiny v médiu HBSS bud’s pfidanim 100
nM wortmanninu, 25 pM chloroquinu ¢i 100 nM bafilomycinu A. A) vyslednd exprese proteinu
LC3 I a II sledovana metodou Western-blotting. Aktin byl pouzit jako kontrola spravného naneseni
vzorkl. B) relativni exprese LC3 II vii¢i expresi aktinu vyjadiena graficky. Exprese proteinu LC3
Il je snizend v bunkach kultivovanych s wortmanimem, zvysena v bunkach kultivovanych s
chloroquinem a bafilomycinem A.

Viiv wortmanninu, chloroquinu a bafilomycinu A na cytotoxicitu ellipticinu v
neuroblastomovych bunécnych liniich

V této Casti disertacni prace byl sledovan i vliv kombinace vySe testovanych
inhibitorii s ellipticinem na viabilitu bunék UKF-NB-4 a bun¢k této linie rezistentni viici

-4 Buiiky byly kultivovéany s ellipticinem,

ellipticinu (linie ozna¢ovand jako UKF-NB
bafilomycinem A, chloroquinem a wortmanninem. Latky samotné v linii UKF-NB-4
neindukovaly pozdni apoptdézu (Annexin V+/DAPI+) az na kultivaci bun€k s ellipticinem.
Kombinace ellipticinu s chloroquinem ¢i bafilomycinem A indukovala pozdni apoptdzu
(Annexin V4+/DAPI+ buiiky) v obou liniich UKK-NB-4 i UKF-NB-4"""", a to ve vysoké

mife (obrazek €. 53).
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Obrazek ¢. 53. Indukce tvorby pozdné apoptotickych bun€k (detekované Annexinem V a DAPI) v
neuroblastomovych bunkach latkami ovliviiujicimi jejich viabilitu. Bunky linie UKF-NB-4 a UKF-
NB-4""" byly kultivovany 24 hodin s 5 uM ellipticinem (ELLI), 100 nM bafilomycinem A (BAF),
25 pM chloroquinem (CQ), 100 nM wortmanninem ¢i jejich kombinacemi. Chloroquin a
bafilomycin A, ale ne wortmannin, potencoval indukci apopt6zy vyvolanou ellipticinem.

Z vysledkli uvedenych na obrazku €. 53 vyplyva, ze potenciace ucinku ellipticinu
chloroquinem a bafilomycinem A neni pravdépodobné zavisla na inhibici autofagie.
Kombinace kultivace bunék s ellipticinem a wormanninem nezvySuje U¢innost ellipticinu.
Linie UKF-NB-4""" rezistentni v ellipticinu (cca pouze 10 % pozdn& apoptotickych
bun¢k oproti cca 40 % bunék linie UKF-NB-4), byla po kombinované kultivaci s
ellipticinem a chloroquinem ¢i bafilomycin A senzitizovana vici ellipticinu. Kultivace
bunék s bafilomycinem A a chloroquinem pomohly ptfekonat rezistenci téchto bunck vici

ellipticinu.

Tvorba kovalentnich adukti ellipticinu s DNA po kultivaci bunek linie UKF-NB-4 s
ellipticinem v kombinaci s chloroquinem ¢i bafilomycinem A

Expozice neuroblastomovych bunék ellipticinu v kombinaci s chloroquinem ¢i
bafilomycinem A ovliviiuje v téchto buitkach (UKF-NB-4 a UKF-NB-4""') i tvorbu
kovalentnich aduktt ellipticinu s DNA (obrazek ¢. 54). Kombinace kultivace bunék s

ellipticinem a bafilomycinem A ¢i chloroquinem (ob¢ latky byly pfidany 20 minut pred
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24hodinovou kultivaci s ellipticinem, pro indukci zvySeni pH v lysosomech) zvysuje
tvorbu aduktd ellipticinu s DNA v obou testovanych liniich. Podrobné vysledky a
kvantifikace jednotlivych adukti ellipticinu s DNA jsou uvedeny v obrazku ¢. 54 a jsou

soucati ptipravované publikace, ktera tvofi prilohu ¢. 5 diserta¢ni prace.
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Obrazek ¢. 54. Mnozstvi aduktt (soucet aduktd 1, 2, 6 a 7 — viz insert) s DNA po 24hodinové
kultivaci bunék linie UKF-NB-4 (3ed&) a UKF-NB-4""" (¢erné) s 5 uM ellipticinem (ELLI) a jeho
kombinaci se 100 nM bafilomycinem A (BAF) ¢i 25 pM chloroquinem (CQ). Kombinace kultivace
bun¢k s ellipticinem a BAF ¢i CQ zvySuje tvorbu aduktd ellipticinu s DNA v obou testovanych
liniich.

Ze ziskanych vysledkdi vyplyvd, Ze linie UKF-NB-4 a UKF-NB-4 "™ jsou
rozdilng citlivé viic¢i cytostatiku ellipticinu. Ellipticin indukuje za stejné koncentrace tvorbu
méné pozdné apoptotickych bunék (obrazek €. 53) a zaroven tvofi v rezistentni linii UKF-

NB-4"" méng kovalentnich aduktt s DNA (obrazek &. 54).

Exprese proteinu enzymu V-ATPasy v liniich UKF-NB-4 a UKF-NB-4"""'
Analyzou exprese V-ATPasy, enzymu zodpovédného za acidifikaci lysosomi,

bylo zjisténo, Ze neuroblastomové linie UKF-NB-4"H

oproti matetské linii UKF-NB-4
exprimuje vice tohoto proteinu (obrazek €. 55). Timto mechanismem by tedy skutecné
mohla byt v linii UKF-NB-4"""' indukovana rezistence vi&i ellipticinu, jak bylo
predpokladano v praci Prochazky a spolupracovnikli (68). Exprese genu V-ATPasy byla

v rezistentni linii pozménéna.
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Obrazek €. 55. Exprese V-ATPasy v liniich UKF-NB-4 a rezistentni linii vii¢i ellipticinu UKF-NB-
4 "M A) exprese V-ATPasy analyzovana pomoci metody Western-blotting je vys$si v rezistentni
linii. Aktin byl pouzit jako kontrola spravného naneseni vzorku. B) kvantifikace exprese V-
ATPasy, relativn¢ vici expresi aktinu.

Analyza lokalizace ellipticinu v bunikach UKF-NB-4 pomoci konfokalni mikroskopie
Shrneme-li vysledky z této ¢asti prace, 1ze konstatovat, ze ,,vychytani* ellipticinu
do bunéénych vakuol je zplsobeno jeho ptfednostnim transportem do acidifikovanych
kompartmentd bunck, lysosoml. Pro sledovani pfitomnosti molekuly ellipticinu
neuroblastomovych butikach byla pouzita konfokalni mikroskopie. Buitky UKF-NB-4 byly
»oznaceny* fluorescencni barvou specifickou pro acidifikované bunécné kompartmenty,
»LysoTracker Red* (108). Ellipticin je fluorescenéné aktivni latka, na obrdzku &. 56
viditelna zelené. Vysledky uvedené na obrazku ¢. 56 ukazuji tvorbu vakuol v bunkach
UKF-NB-4 a jejich téméft Uplné vymizeni po pfidani bafilomycinu A pii kultivaci bun¢k
1 hodinu. 75 nM ,,LysoTracker Red* byl ptfidan po kultivaci bunék po dobu 30 minut.

Bafilomycin A také snizil kumulaci ,markeru” lysosomt ,LysoTracker Red*
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v lysosomech. Navic bafilomycin A, ktery zvySuje pH v lysosomech, také snizuje
mnozstvi ellipticinu lokalizovaného v téchto kompartmentech.

Metodou fluorescencni mikroskopie se podatilo prokazat, ze ellipticin je v buiikach
linte UKF-NB-4 lokalizovan v téchto kompartmentech. Naruseni pH lysosomu
bafilomycinem A snizuje akumulaci ellipticinu v lysosomech, a tim pravdépodobné
zvySuje jeho pritomnost v jadfe. V jadie se vaze aktivovany ellipticin na DNA, a tim tak

indukuje apoptdzu bunek.

ELLI MERGE Colocallzatlon

B .. B
( " o
Baf A ,3,, o _

Obrazek ¢. 56. Lokalizace ellipticinu v bunikach linie UKF-NB-4 po 1 hodiné¢ sledovana
konfokalnim mikroskopem. ,,LysoTracker Red” (75 nM) znaci lokalizaci lysosomt (LT), bunky
kultivované s 5 uM ellipticinem (ELLI) vykazuji akumulaci ellipticinu (zelenych tecek). Ko-
lokalizace ellipticinu a ,,LysoTrackeru red je znazornéna jako piekryv téchto dvou situaci
(oranzové, MERGE). Z obrdzku je patné, Ze ellipticin se v buitkdch akumuluje ve vakuolach
s nizkym pH, pravdépodobné lysosomech. Buiiky linie UKF-NB-4 byly také kultivovany s 5 uM
ellipticinem ¢i v kombinaci s 100 nM bafilomycinem A (Baf A). Bafilomycin snizil tvorbu
»zelenych® vakuol, snizil tedy pronikani ellipticinu do lysosomd.
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5 ZAVER
Ptedkladana disertacni prace na téma ,,Mechanismus pusobeni protinadorovych

1éCiv v neuroblastomech* prohlubuje znalosti problematiky nadorové 1éCby. Prace je

¢lenéna na nékolik oddilt s nasledujicimi zavéry:

1) Neuroblastomové linie UKF-NB-3 a UKF-NB-4 se adaptuji na nedostate¢né
mnozstvi kysliku zvySenou expresi transkripcniho faktoru HIF-1oa a zménou
acetylace histoni H3 a H4. Hypoxie indukovala zvySeni exprese
transkripéniho faktoru N-myc v téchto liniich a zarovenn indukovala zmény

bunééného cyklu.

2) Inhibice histondeacetylas valproatem zvySuje acetylaci histont H3 a H4 v
neuroblastomové linii UKF-NB-4 a snizuje expresi proteind transkripcnich

faktortt N-myc a HIF-1a.

3) Valproat zvysuje expresi proteinu CD133 v linii UKF-NB-3, coz je spojeno se

zvySenou chemorezistenci téchto bun€k vici cisplatiné a vincristinu.

4) Valproat zvysuje acetylaci histonit H3 a H4 v linii UKF-NB-4, ktera je
potfebnd pro potenciaci UCinku cytostatik cilenych na bunéénou DNA

(etoposid, cisplatina, ellipticin).

5) Ellipticin  tvofi v neuroblastomovych  bunikkich linie = UKF-NB-4
cytoplasmatické vakuoly (lysosomy), do kterych je sekvestrovan. Tim se
snizuje jeho koncentrace v dalSich bunéénych kompartmentech vcetné jadra a
snizuje se 1 jeho cytotoxické pusobeni. NaruSeni tvorby nové se tvoficich
lysosomi  zvySuje  koncentrace  ellipticinu v dalS§ich  bunécnych
kompartmentech, umozni jeho transport do bunééného jadra a zvysuje tak jeho

toxicitu.
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Diky klinicky relevantnim koncentracim testovanych latek s protinadorovou
aktivitou (valproat, etoposid, cisplatina a ellipticin) je mozné vysledky disertaéni prace
pouzit jako zaklad pro klinické testovani. Kombinace inhibitori HDAC s cytostatiky
cilenymi na bunécnou DNA zvySuje Gc¢innost protinddorové 1éCby a v praxi by tak mohla
ptispét k eliminaci nadorovych bun¢k u pacientil, kde standardni 1écba chemoterapii neni

udinna.

88



6 SEZNAM POUZITE LITERATURY

1. http://www.uzis.cz/; 1. 5. 2015.

2. Cheung N-K V and Dyer M A: Neuroblastoma: developmental biology, cancer
genomics and immunotherapy. Nat Rev Cancer 13: 397411, 2013.

3. Vicha A and Eckschlager T: Molekularni biologie neuroblastomu. Klin Onkol 18:
159-165, 2005.

4. Papaioannou G and McHugh K: Neuroblastoma in childhood: Review and
radiological findings. Cancer Imaging 5: 116127, 2005.

5. Klener P: Protinadorova chemoterapie. Grada, Praha, 1996.

6. Siddik Z H: Cisplatin: mode of cytotoxic action and molecular basis of resistance.
Oncogene 22: 7265-7279, 2003.

7. Florea A-M and Biisselberg D: Cisplatin as an anti-tumor drug: Cellular
mechanisms of activity, drug resistance and induced side effects. Cancers 3: 1351—
1371, 2011.

8. Maréchal A and Zou L: DNA damage sensing by the ATM and ATR kinases. Cold
Spring Harb Perspect Biol 5, 2013.

9. Nayak M S, Yang J M and Hait W N: Effect of a single nucleotide polymorphism in
the murine double minute 2 promoter (SNP309) on the sensitivity to topoisomerase
[I-targeting drugs. Cancer Res 67: 5831-5839, 2007.

10.  Stiborova M, Manhartova Z, Hodek P, ef al.: Formation of DNA adducts by
ellipticine and its micellar form in rats - a comparative study. Sensors 14: 22982—
22997, 2014.

11.  WuY, Sadatmousavi P, Wang R, ef al.: Self-assembling peptide-based
nanoparticles enhance anticancer effect of ellipticine in vitro and in vivo. Int J
Nanomedicine 7: 3221-3233, 2012.

12.  Stiborova M, Rupertova M, Schmeiser H H and Frei E: Molecular mechanisms of
antineoplastic action of an anticancer drug ellipticine. Biomed Pap Med Fac Univ
Palacky 150: 13-23, 2006.

13. Moudi M, Go R, Yien CY S and Nazre M: Vinca alkaloids. Int J Prev Med 4:
1131-1135, 2013.

14.  Pieters R, Hunger S P, Boos J, ef al.: L-asparaginase treatment in acute
lymphoblastic leukemia: a focus on Erwinia asparaginase. Cancer 117: 238249,
2011.

89



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Hrabeta J, Stiborova M, Adam V, ef al. T: Histone deacetylase inhibitors in cancer
therapy. A review. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky 158: 161-169, 2014.

Halkidou K, Gaughan L, Cook S, ef al.: Upregulation and nuclear recruitment of
HDACIT in hormone refractory prostate cancer. Prostate 59: 177—189, 2004.

Kim H-J and Bae S-C: Histone deacetylase inhibitors: molecular mechanisms of
action and clinical trials as anti-cancer drugs. Am J Transl Res 3: 166—-179, 2011.

West A C and Johnstone R W: New and emerging HDAC inhibitors for cancer
treatment. J Clin Invest 124: 30-39, 2014.

Mariadason J M, Corner G A and Augenlicht L H: Genetic reprogramming in
pathways of colonic cell maturation induced by short chain fatty acids: Comparison
with trichostatin A, sulindac, and curcumin and implications for chemoprevention of
colon cancer. Cancer Res 60: 4561-4572, 2000.

Ocker M and Schneider-Stock R: Histone deacetylase inhibitors: Signalling towards
p2lcipl/wafl. Int J Biochem Cell Biol 39: 1367-1374, 2007.

Kong X, Lin Z, Liang D and Fath D: Histone deacetylase inhibitors induce VHL and
ubiquitin-independent proteasomal degradation of hypoxia-inducible factor 1a. Mol
Cell Biol 26: 2019-2028, 2006.

Stiborova M, Eckschlager T, Poljakova J, et al.: The synergistic effects of DNA-
targeted chemotherapeutics and histone deacetylase inhibitors as therapeutic
strategies for cancer treatment. Curr Med Chem 19: 4218-4238, 2012.

Adimoolam S, Sirisawad M, Chen J, et al.: HDAC inhibitor PCI-24781 decreases
RADS1 expression and inhibits homologous recombination. Proc Natl Acad Sci U S
A 104: 19482-19487, 2007.

Zhang Y, Carr T, Dimtchev A, et al.: Attenuated DNA damage repair by trichostatin
A through BRCAL suppression. Radiat Res 168: 115-124, 2007.

BS B: On the propyl derivatives and decomposition products of ethylacetate. Am
Chem J 3: 385-395, 1882.

Carraz G, Fau R, Chateau R and Bonnin J: Communication concerning 1St clinical
tests of the anticonvulsive activity of N-Dipropylacetic acid (Sodium Salt). Ann

Med Psychol 122: 577-585, 1964.

Owens M J and Nemeroff C B: Pharmacology of valproate. Psychopharmacol Bull
37 Suppl 2: 17-24, 2003.

Tsuji N, Kobayashi M, Nagashima K, ef al.: A new antifungal antibiotic,
trichostatin. J Antibiot 29: 1-6, 1976.

90



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Yoshida M, Kijima M, Akita M and Beppu T: Potent and specific inhibition of
mammalian histone deacetylase both in vivo and in vitro by Trichostatin A. J Biol
Chem 265: 17174-17179, 1990.

Cairns R A, Harris I S and Mak T W: Regulation of cancer cell metabolism. Nat
Rev Cancer 11: 85-95, 2011.

Dang C V.: Links between metabolism and cancer. Genes Dev 26: 877—890, 2012.

Savage V M, Allen A P, Brown ] H, et al.: Scaling of number, size, and metabolic
rate of cells with body size in mammals. Proc Natl Acad Sci USA 104: 4718-4723,
2007.

Warburg O, Wind F and Negelein E: The metabolism of tumors in the body. J Gen
Physiol 8: 519-530, 1927.

Altenberg B and Greulich K O: Genes of glycolysis are ubiquitously overexpressed
in 24 cancer classes. Genomics 84: 10141020, 2004.

Jang M, Kim S S and Lee J: Cancer cell metabolism: implications for therapeutic
targets. Exp Mol Med 45: e45, 2013.

Feron O: Pyruvate into lactate and back: From the Warburg effect to symbiotic
energy fuel exchange in cancer cells. Radiother Oncol 92: 329-333, 2009.

Hirschhaeuser F, Sattler UGA and Mueller-Klieser W: Lactate: A metabolic key
player in cancer. Cancer Res 71: 6921-6925, 2011.

Singer K, Gottfried E, Kreutz M and Mackensen A: Suppression of T-cell responses
by tumor metabolites. Cancer Immunol Immunother 60: 425-431, 2011.

Igney F H and Krammer P H: Immune escape of tumors: apoptosis resistance and
tumor counterattack. J Leukoc Biol 71: 907-920, 2002.

Gottfried E, Kunz-Schughart L A, Ebner S, et al.: Tumor-derived lactic acid
modulates dendritic cell activation and antigen expression. Blood 107: 2013-2021,
2006.

Fischer K, Hoffmann P, Voelkl S, ef al.: Inhibitory effect of tumor cell-derived
lactic acid on human T cells. Blood 109: 3812-3819, 2007.

Meyer N and Penn L Z: Reflecting on 25 years with MYC. Nat Rev Cancer 8: 976—
990, 2008.

Amler L C and Schwab M: Multiple amplicons of discrete sizes encompassing N-
myc in neuroblastoma cells evolve through differential recombination from a large
precursor DNA. Oncogene 7: 807-809, 1992.

91



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Weiss W A, Aldape K, Mohapatra G, et al.: Targeted expression of MYCN causes
neuroblastoma in transgenic mice. EMBO J 16: 2985-2995, 1997.

Burkhart C A, Cheng A J, Madafiglio J, et al.: Effects of MYCN antisense
oligonucleotide administration on tumorigenesis in a murine model of
neuroblastoma. J Natl Cancer Inst 95: 1394—-1403, 2003.

Knoepfler P S, Cheng P F and Eisenman R N: N-myc is essential during
neurogenesis for the rapid expansion of progenitor cell populations and the
inhibition of neuronal differentiation. Genes Dev 16: 2699-2712, 2002.

Haber M, Bordow S B, Gilbert J, et al.: Altered expression of the MYCN oncogene
modulates MRP gene expression and response to cytotoxic drugs in neuroblastoma
cells. Oncogene 18: 2777-2782, 1999.

Podar K and Anderson K C: A therapeutic role for targeting c-Myc/Hif-1-dependent
signaling pathways. Cell Cycle 9: 1722-1728, 2010.

Faiola F, Liu X, Lo S, ef al.: Dual regulation of c-Myc by p300 via acetylation-
dependent control of Myc protein turnover and coactivation of Myc-induced
transcription. Mol Cell Biol 25: 10220-10234, 2005.

Vervoorts J, Liischer-Firzlaff J and Liischer B: The ins and outs of MY C regulation
by posttranslational mechanisms. J Biol Chem 281: 34725-34729, 2006.

Gerlinger M and Swanton C: How Darwinian models inform therapeutic failure
initiated by clonal heterogeneity in cancer medicine. Br J Cancer 103: 1139-1143,
2010.

Kreso A and Dick J E: Evolution of the cancer stem cell model. Cell Stem Cell 14:
275-291, 2014.

Nikolov S, Wolkenhauer O and Vera J: Tumors as chaotic attractors. Mol Biosyst
10: 172-179, 2014.

Sharma S V, Lee D Y, Li B, ef al.: A chromatin-mediated reversible drug-tolerant
state in cancer cell subpopulations. Cell 141: 69-80, 2010.

Giudice F S, Pinto Jr. D S and Nor J E, Squarize CH and Castilho RM: Inhibition of
histone deacetylase impacts cancer stem cells and induces epithelial-mesenchyme

transition of head and neck cancer. PLoS One 8: €58672, 2013.

Wilson W R and Hay M P: Targeting hypoxia in cancer therapy. Nat Rev Cancer
11:393-410, 2011.

Semenza G L: Targeting HIF-1 for cancer therapy. Nat Rev Cancer 3: 721-732,
2003.

92



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Semenza G L: HIF-1 mediates metabolic responses to intratumoral hypoxia and
oncogenic mutations. J Clin Invest 123: 3664-3671, 2013.

Pollard P J, Briere J J, Alam N A, et al.: Accumulation of Krebs cycle intermediates
and over-expression of HIFla in tumours which result from germline FH and SDH
mutations. Hum Mol Genet 14: 2231-2239, 2005.

Sonveaux P, Végran F, Schroeder T, et al.: Targeting lactate-fueled respiration
selectively kills hypoxic tumor cells in mice. J Clin Invest 118: 3930-3942, 2008.

Song X, Liu X, Chi W, et al.: Hypoxia-induced resistance to cisplatin and
doxorubicin in non-small cell lung cancer is inhibited by silencing of HIF-1a gene.
Cancer Chemother Pharmacol 58: 776-784, 2006.

Dean M, Fojo T and Bates S: Tumour stem cells and drug resistance. Nat Rev
Cancer 5: 275-284, 2005.

Lou H and Dean M: Targeted therapy for cancer stem cells: the patched pathway
and ABC transporters. Oncogene 26: 1357-1360, 2007.

Zeppernick F, Ahmadi R, Campos B, ef al.: Stem cell marker CD133 affects clinical
outcome in glioma patients. Clin Cancer Res 14: 123-129, 2008.

Takenobu H, Shimozato O, Nakamura T, et al.: CD133 suppresses neuroblastoma
cell differentiation via signal pathway modification. Oncogene 30: 97-105, 2011.

Tabu K, Sasai K, Kimura T, et al.: Promoter hypomethylation regulates CD133
expression in human gliomas. Cell Res 18: 1037-1046, 2008.

Khalil M A, Hrabeta J, Cipro S, et al.: Neuroblastoma stem cells - Mechanisms of
chemoresistance and histonedeacetylase inhibitors. Neoplasma 59: 737-746, 2012.

Prochazka P, Libra A, Zemanova Z, et al.: Mechanisms of ellipticine-mediated
resistance in UKF-NB-4 neuroblastoma cells. Cancer Sci 103: 334-341, 2012.

Ke N, Wang X, Xu X and Abassi YA: The xCELLigence system for real-time and
label-free monitoring of cell viability. Methods Mol Biol 740: 3343, 2011.

Shechter D, Dormann H L, Allis C D and Hake S B: Extraction, purification and
analysis of histones. Nat Protoc 2: 1445-1457, 2007.

Lowry O H, Rosenbrough N J, Farr A L and Randall R J: Protein measurement with
the Folin phenol reagent. J Biol Chem 193: 265-275, 1951.

Arlt V M, Schmeiser H H and Pfeifer G P: Sequence-specific detection of

aristolochic acid-DNA adducts in the human p53 gene by terminal transferase-
dependent PCR. Carcinogenesis 22: 133-140, 2001.

93



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

1.

82.

83.

84.

85.

Stiborova M, Bieler C A, Wiessler M and Frei E: The anticancer agent ellipticine on
activation by cytochrome P450 forms covalent DNA adducts. Biochem Pharmacol
62: 1675-1684, 2001.

Johnson A B, Denko N and Barton M C: Hypoxia induces a novel signature of
chromatin modifications and global repression of transcription. Mutat Res - Fundam
Mol Mech Mutagen 640: 174—179, 2008.

Li Q and Costa M: c-Myc mediates a hypoxia-induced decrease in acetylated
histone H4. Biochimie 91: 1307-1310, 2009.

Qing G, Skuli N, Mayes P A, ef al.: Combinatorial regulation of neuroblastoma
tumor progression by N-Myc and hypoxia inducible factor HIF-1. Cancer Res 70:
10351-10361, 2010.

Leonetti C, Biroccio A, Candiloro A, et al.: Increase of cisplatin sensitivity by c-
myc antisense oligodeoxynucleotides in a human metastatic melanoma inherently
resistant to cisplatin. Clin Cancer Res 5: 2588-2595, 1999.

Schwab M, Westermann F, Hero B and Berthold F: Neuroblastoma: Biology and
molecular and chromosomal pathology. Lancet Oncol 4: 472—480, 2003.

Boon K, Caron H N, Van Asperen R, ef al.: N-myc enhances the expression of a
large set of genes functioning in ribosome biogenesis and protein synthesis. EMBO
J 20: 1383-1393, 2001.

Li X-N, Shu Q, Su J M-F, et al.: Valproic acid induces growth arrest, apoptosis, and
senescence in medulloblastomas by increasing histone hyperacetylation and
regulating expression of p21Cipl, CDK4, and CMYC. Mol Cancer Ther 4: 1912—
1922, 2005.

Tamkun J W, Deuring R, Scott M P, ef al.: Brahma: a regulator of Drosophila
homeotic genes structurally related to the yeast transcriptional activator
SNF2/SWI2. Cell 68: 561-572, 1992.

Puissant A, Frumm S M, Alexe G, et al.: Targeting MYCN in neuroblastoma by
BET bromodomain inhibition. Cancer Discov 3: 309-323, 2013.

Tavtigian S V, Zabludoff S D and Wold B J: Cloning of mid-G1 serum response
genes and identification of a subset regulated by conditional myc expression. Mol
Biol Cell 5: 375-388, 1994.

Papas K K, Sun L, Roos E S, et al.: Change in lactate production in Myc-
transformed cells precedes apoptosis and can be inhibited by Bcl-2 overexpression.

FEBS Lett 446: 338-342, 1999.

Semenza G L: Hypoxia-inducible factor 1: Master regulator of O2 homeostasis.
Curr Opin Genet Dev 8: 588-594, 1998.

94



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Wang G L and Semenza G L: Purification and characterization of hypoxia-inducible
factor 1. J Biol Chem 270: 1230-1237, 1995.

Salceda S and Caro J: Hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1a) protein is rapidly
degraded by the ubiquitin-proteasome system under normoxic conditions. Its
stabilization by hypoxia depends on redox-induced changes. J Biol Chem 272:
22642-22647, 1997.

Kim S-H, Jeong J-W, Park J A, et al.: Regulation of the HIF-1alpha stability by
histone deacetylases. Oncol Rep 17: 647651, 2007.

Phiel C J, Zhang F, Huang E Y, ef al.: Histone deacetylase is a direct target of
valproic acid, a potent anticonvulsant, mood stabilizer, and teratogen. J Biol Chem
276:36734-36741, 2001.

FangJ Y, Yang L, Zhu HY, et al.: 5-aza-2'-deoxycitydine induces demethylation
and up-regulates transcription of pl6INK4A gene in human gastric cancer cell lines.
Chin Med J 117: 99-103, 2004.

Verdone L, Caserta M and Di Mauro E: Role of histone acetylation in the control of
gene expression. Biochem Cell Biol 83: 344-353, 2005.

Bar E E, Lin A, Mahairaki V, et al.: Hypoxia increases the expression of stem-cell
markers and promotes clonogenicity in glioblastoma neurospheres. Am J Pathol
177: 1491-1502, 2010.

Liu G, Yuan X, Zeng Z, et al.: Analysis of gene expression and chemoresistance of
CD133+ cancer stem cells in glioblastoma. Mol Cancer 5: 67, 2006.

Lan X, Wu'Y Z, Wang Y, et al.: CD133 silencing inhibits stemness properties and
enhances chemoradiosensitivity in CD133-positive liver cancer stem cells. Int J Mol
Med 31: 315-324, 2013.

Shabason J E, Tofilon P J and Camphausen K: HDAC inhibitors in cancer care.
Oncology 24: 180-185, 2010.

Kuo L J and Yang L-X: Gamma-H2AX - a novel biomarker for DNA double-strand
breaks. In Vivo 22: 305-309, 2008.

Luchenko V L, Salcido C D, Zhang Y, ef al.: Schedule-dependent synergy of
histone deacetylase inhibitors with DNA damaging agents in small cell lung cancer.
Cell Cycle 10, 3119-3128, 2011.

Oh K S, Bustin M, Mazur S J, ef al.: UV-induced histone H2AX phosphorylation

and DNA damage related proteins accumulate and persist in nucleotide excision
repair-deficient XP-B cells. DNA Repair 10: 5-15, 2011.

95



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Harikrishnan K N, Karagiannis T C, Chow M Z and El-Osta A: Effect of valproic
acid on radiation-induced DNA damage in euchromatic and heterochromatic
compartments. Cell Cycle 7: 468—476, 2008.

Stiborova M, Poljakova J, Martinkova E, et al.: Ellipticine cytotoxicity to cancer
cell lines - a comparative study. Interdiscip Toxicol 4: 98—105, 2011.

Stiborova M, Rupertova M and Frei E: Cytochrome P450- and peroxidase-mediated
oxidation of anticancer alkaloid ellipticine dictates its anti-tumor efficiency.
Biochim Biophys Acta - Proteins Proteomics 1814: 175-185, 2011.

Stiborova M and Frei E: Ellipticines as DNA-targeted chemotherapeutics. Curr Med
Chem 21: 575-591, 2014.

Blommaart E F, Krause U, Schellens J P, et al: The phosphatidylinositol 3-kinase
inhibitors wortmannin and LY294002 inhibit autophagy in isolated rat hepatocytes.
Eur J Biochem 243: 240-246, 1997.

Harhaji-Trajkovic L, Arsikin K, Kravic-Stevovic T, ef al.: Chloroquine-mediated
lysosomal dysfunction enhances the anticancer effect of nutrient deprivation. Pharm

Res 29: 2249-2263, 2012.

Yang Y, Hu L, Zheng H, ef al.: Application and interpretation of current autophagy
inhibitors and activators. Acta Pharmacol Sin 34: 625-635, 2013.

Barth S, Glick D and Macleod KF: Autophagy: Assays and artifacts. J Pathol 221:
117-124, 2010.

Kabeya Y: LC3, a mammalian homologue of yeast Apg8p, is localized in
autophagosome membranes after processing. EMBO J 19: 5720-5728, 2000.

Hunziker W and Geuze H J: Intracellular trafficking of lysosomal membrane
proteins. Bioessays 18: 379-389, 1996.

96



7 PRILOHY

Piiloha ¢. 1:

Cipro S, Groh T: Tkanové kultury. Cesko-Slovenskd patologie 2014; 50; 30-32.

97



Pfiloha ¢&. 2:

Groh T, Hrabéta J, Poljakova J, Eckschlager T, Stiborovda M: Impact of histone
deacetylase inhibitor valproic acid on the anticancer effect of etoposide on neuroblastoma

cells. Neuroendocrinology Letters 2012; 33; 101-109. 1F5,=0,932



Pfiloha ¢&. 3:

Poljakova J, Groh T, Omana G 7, Hrabéta J, Bofek-Dohalské L, Kizek R, Doktorova H,
Eckschlager T a Stiborovd M: Hypoxia-mediated histone acetylation and expression of
N-myc transcription factor dictate aggressiveness of neuroblastoma cells. Oncology

Repors 2014; 31; 1928-1934. IF2013=2,191



Pfiloha ¢&. 4:

Groh T, Hrabéta J, Khalil M A, Doktorovd H, Eckschlager T a Stiborovda M: The
synergistic effects of DNA-damaging drugs cisplatin and etoposide with a histone
deacetylase inhibitor valproate in high-risk neuroblastoma cells. International Journal of

Oncology, Rukopis pfijaty do tisku v dubnu 2015. [F013= 2,773



Pfiloha ¢&. 5:

Hrabéta J, Groh T, Khalil M A, Poljakova J, Adam V, Kizek R, Uhlik J,
Doktorova H, Cerna T, Frei E, Stiborova M a Eckschlager T: Vacuolar-ATPase-
mediated intracellular sequestration of ellipticine contributes to drug resistance in
neuroblastoma cells.

Clanek v piiprave k odeslani do impaktovaného Casopisu.



