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Abstrakt

N 24

jejich vyskyt se neustale zvySuje. Neuroblastom je maligni embryonalni nador détského
veku, vznikajici z periferniho nervového systému a je to nejcastéjs$i nador u kojenci. I pres
vyznamny vyvoj lécebnych metod v poslednich letech zlstdva toto onemocnéni obtizné
1écitelné. K 1é¢be tohoto nadoru se vyuziva chirurgicka 1é¢ba, radioterapie a chemoterapie
s pouzitim cytostatik. Cytostatika, jako je doxorubicin, cisplatina ¢i ellipticin, se stala
velmi vyznamna v 1é¢bé zhoubnych nadort. AvsSak jednou z nejvétsich komplikaci
chemoterapie je vznik lékové rezistence. Tato prace se zabyva studiem vakuolarni
H*-ATPasy (V-ATPasy), ktera hraje dtlezitou roli v tvorbé 1ékové rezistence. Jedna se o
protonovou pumpu potiecbnou pro acidifikaci vakuol.

Senzitivni neuroblastomova bunécna linie (UKF-NB-4) a linie rezistentni vaci
doxorubicinu, ellipticinu a cisplating (UKF-NB-4"°%° UKF-NB-4"""' a UKF-NB-4°P")
byly vystaveny pisobeni téchto cytostatik. Ovlivnéni exprese proteinu V-ATPasy bylo
sledovano imunochemicky, metodou Western blot a exprese na genové irovni pomoci
kvantitativni reverzné transkripéni polymerasové fetézové reakce (RT-PCR). Ellipticin
indukuje zvyseni exprese V-ATPasy v neuroblastomovych buiikach jak na proteinové, tak
na genové urovni, zatimco vlivem cisplatiny dochazi ke snizeni exprese tohoto enzymu.
Plsobenim doxorubicinu se zvySuje exprese V-ATPasy pouze na proteinové urovni.
Zjisténo rovnéz bylo, ze specificky inhibitor V-ATPasy, bafilomycin A, potencuje vyvoj
apoptosy generovany ellipticinem a cisplatinou. V buné&né linii UKF-NB-4 indukoval
doxorubicin i ellipticin tvorbu lysosomu, do kterych se tato cytostatika akumuluji, a tento
proces vysledné vede ke sniZeni jejich cytotoxicity.

Prokazali jsme, ze modulace exprese V-ATPasy je jednim z mechanismii umoziujicich
preziti bun¢k neuroblastomu po plisobeni cytostatik. Mze tedy byt uvazovana jako mozny

terapeuticky cil.

Klicova slova: neuroblastom, 1ékova rezistence, vakuolarni ATPasa, bafilomycin A



Abstract

Cancers belong among the most serious problems of modern medicine and their
occurrence is constantly increasing. Neuroblastoma is a malignant embryonal tumor in
children, emerging from the peripheral nervous system and is the most frequent tumor in
infants. Despite the significant development of therapeutic methods during recent years,
this disease remains difficult to treat. It is treated surgically and also with chemotherapy
using cytostatic drugs. The cytostatic drugs such as doxorubicin, ellipticine, cisplatin and
vincristine have become very significant in treating cancer. However, they induced drug
resistance in these neuroblastoma cells. This study investigates expression of the vacuolar
H'-ATPase (V-ATPase), in neuroblastoma cells and its role in the development of drug
resistance. V-ATPase is a proton pump required for the acidification of vacuoles, as a
sensor of cytosolic pH.

A sensitive neuroblastoma cell line (UKF-NB-4) and cells resistant to doxorubicin,
ellipticine and cisplatin (UKF-NB-4"%% UKF-NB-45-', UKF-NB-4°PPP) were exposed to
these agents and the expression of the VV-ATPase was studied by Western blot analysis and
real-time quantitative reverse tarnscription polymerase chain reaction (RT-PCR).
Ellipticine induces an increase in expression of the V-ATPase in neuroblastoma cells both
on the transcriptional and the translational levels, while cisplatin causes a decrease in
expression of this enzyme. Treatment with doxorubicin increases expression of the
V-ATPase only at the translational level. Furthermore, it was found that a specific inhibitor
of V-ATPase, bafilomycin A, potentiates the development of apoptosis generated by
ellipticine and cisplatin. Doxorubicin and ellipticine induced formation of lysosomes,
where these cytostatics accumulates (are sequestrated). This sequestration leads to a
reduction of cytotoxicity of these agents.

In this study, we have shown that V-ATPase is one of the survival mechanisms of
neuroblastoma cells in the presence of cytostatics, and seems to be a promising selective

therapeutic target to be considered for future trials.
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1. Uvod

Zhoubna nadorovd onemocnéni predstavuji v soucasné dobé zavazny
celospolecensky problém. [1] Incidence nadorovych onemocnéni nardstala v pribéhu
druhé poloviny 20. stoleti mimotadnou rychlosti. V Ceské republice je timto onemocnénim
postizen kazdy tieti a pficinou kazdého Ctvrtého Gmrti je zhoubny néador. [2] Duvodem
tohoto vyvoje je predevsim starnouci populace, kdy vazba mezi vékem a nddorovym
onemocnénim je vysledkem delSiho ¢asového ptsobeni kancerogennich faktorti a také
vlastnich zmén souvisejicich se starnutim wusnadnujicich vyvoj nadoru. Nadorova
onemocnéni se fadi do civiliza¢nich chorob. Dal§im vyznamnym faktorem, vysvétlujicim
nartst téchto onemocnéni, je zména zivotniho stylu. Nadory se stale Castéji vyskytuji
U mladSich osob, coz je davano do souvislosti se zménou zivotniho stylu (odliSnou
skladbou potravy, kterd obsahuje pievahu cukri a tukd, ale také ovlivnéni stresem
a kontaminaci slozek zivotniho prostiedi latkami s kancerogennim ucinkem). [1, 3]
Kancerogeneze, tedy vznik nadorového onemocnéni, je slozity, vicestupniovy proces, kdy
je narusena rovnovaha mezi proliferaci, diferenciaci, migraci a programovanou smrti
buniky (apoptosou). [4]

Az do 20. let 20. stoleti zlstdvala chirurgickd lécba jedinou protinddorovou
1écebnou metodou. S objevem rentgenovych paprski pak nastoupila radioterapie. Jednou
z dalsich 1é¢ebnych metod se od poloviny minulého stoleti stala chemoterapie, ktera byla
do té¢ doby pouze metodou doplitkovou. Lécebné metody byly nasledné rozsiteny o tzv.
biomodulacni 1é€bu. Nejcastéji se uplatiiuji kombinace rlznych metod protinddorové
1é¢by. [4] LéEba nadorovych onemocnéni je komplikovana, protoze je potfeba zni¢it bunky
télu vlastni a nikoli cizorodé. Nadorové bunky se sice vice ¢i méné lisi od bunék
normalnich, ale odli§nosti jsou bud’ pfili§ malé, takze jsou imunitnim systémem vétSinou
ignorovany nebo nadorové buiiky vyuZzivaji mechanismy, které jim umoziuji paralyzovat

nékteré Soucasti imunitniho systému. [1]
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1.1. Nadorova onemocnéni déti

Ptestoze nddorova onemocnéni déti a mladistvych ptredstavuji pouze 1-1,5 % ze
viech zhoubnych onemocnéni diagnostikovanych kazdoroéné v Ceské republice, jsou
nejcastéjsi pricinnou tmrti mezi chorobami a jsou hned po tirazech druhou nejcastéjsi pti¢inou
umrti (obr. 1). V populaci déti a dospé&lych se zhoubné nadory zasadné 1isi. U déti se jedna o
rychle rostouci nadory s vysokou rastovou frakci, které zahy metastazuji, coz velmi Casné
ohrozuje pacienta na zivoté. OvSem praveé diky témto vlastnostem jsou détské nadory zpravidla

vice chemosenzitivni a radiosenzitivni nez nadory, které se vyskytuji v dospélosti [5].

Pneumonie
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Ostatni

Osteosarkom ) )
Akutni leukemie

Retinoblastom

Rabdomyosarkol

Hodgkinova
choroba
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Kongenitalni L

anomdlie

Srdecni -

Meningitis

onemocnéni

NHL Nadory CNS

Neuroblastom

Obr. 1: PfiCiny umrti v détském véku (vlevo) a typy nadort v détském veku (vpravo).

Pievzato a upraveno z [6]

1.1.1 Neuroblastom

Neuroblastom (NB) je embryondlni nddor autonomniho nervového systému
vznikajici z bunék neuralni listy. Jedna se o nejéastéjsi nador diagnostikovany u déti do
jednoho roku. Neuroblastom je velmi komplexni a heterogenni onemocnéni, kdy mnoho
faktorti urcuje, zda dojde ke spontdnni regresi, metastazovani ¢i bude odolny vici terapii.
Takovéto  faktory jsou napiiklad vék pfi  stanoveni diagnézy, rozsah

onemocnéni, molekularni, bunécné a genetické rysy nadoru. Neuroblastom je onemocnéni
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bun¢k sympatoadrenalniho systému, a proto mtize byt diagnostikovan kdekoli v téle, kde je
pfitomen sympaticky nervovy systém. Primarni tumor je bud’ adrendlni, tedy v dfeni
nadledvin, nebo vychazi z paraspinalnich ganglii, a pak jsou typickymi lokalizacemi bficho
nebo panev, vzacnéji pak hrudnik nebo krk. [7, 8] BéZny vyskyt metastaz neuroblastomu je
v kostech, kostni dfeni, jatrech a klizi. Vzacné metastazuje do mozku a do plic. Klinické
ptiznaky neuroblastomu jsou rizné v zavislosti na lokalizaci nadoru a stadiu onemocnéni.
U neuroblastomu se mohou vyskytnout paraneoplastické projevy, a to: ,,0psoklonus
myoklonus ataxie“* (OMA) a vodnaty prijem V dusledku sekrece vazoaktivniho
intestinalniho polypeptidu (VIP). Opsoklonus se vyznacuje nekonjugovanymi ocnimi
pohyby vSemi sméry a myoklonus myoklonickymi zaskuby svalii koncetin a trupu.
Nejcastéjsimi piiznaky jsou bolest v misté¢ nadoru, tnava, nechutenstvi, slabost, zmény
chovani, anemie a dalsi. [5, 9]

Prestoze etiologie tohoto onemocnéni zatim neni zcela objasnéna, byla u vétSiny
pripadt familiarniho neuroblastomu zjisténa mutace tyrosinkinasové domény pro onkogen
“anaplastic lymphoma kinase” (ALK), kterd mize byt dédi¢nym znakem neuroblastomu
spoleéné s mutaci genu PHOX2B. Negativnim prognostickym znakem je amplifikace
onkogenu MYCN, lokalizovaném na chromozomu 2 (2p24). Gen MYCN koduje
transkripcni faktor, ktery muze pii zvySené expresi vést k deregulaci bunétného cyklu
a nekontrolované proliferaci. Tento onkogen je amplifikovan v buiikach neuroblastomil
s klinicky nejagresivnéjsim chovanim, a proto je stanoveni poétu kopii MYCN pouzivano
jako prognosticky faktor. K dalsim prognosticky vyznamnym zménam patii delece 1p,
delece 119 a zmnozeni 17q. [10-12] U neuroblastomu jsou do mo¢i pacienta sekretovany
ve zvySeném mnozstvi metabolity katecholamind (kyselina homovanilova a
vanilmandlova). Vysoka hladina téchto metaboliti v moc¢i je ukazatelem nadorového
onemocnéni a vyuziva se jiz fadu let k potvrzeni diagnézy a k monitorovani efektu 1écby.
[13]

Pro terapii neuroblastomu je dulezité urCeni stadia a prognosticka klasifikace
choroby. Proto bylo vypracovano nékolik systémi urceni stddia onemocnéni, nejvice se
V soucasnosti pouziva systém klasifikace pacientli s neuroblastomem INSS (,,International
Neuroblastoma Staging System®), ktery rozd€luje pacienty dle prognézy do Sesti skupin
(tabulka 1, str. 13). [14] U pacienti nizkého rizika je pfizniva prognoza a ve veétSiné
ptipadi lze pacienty trvale vylécit. Oproti tomu u pacientii vysokého rizika je navzdory

agresivni chemoterapii zahrnujici transplantaci kostni dfené¢ velmi malé procento
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ptrezivsich. Vzhledem k vysoké variabilité neuroblastomu vyzaduje 1é¢ba Siroké spektrum

metod zahrnujicich chirurgii, chemoterapii, radioterapii a bioterapii. [13]

Tabulka 1: Terapeutické skupiny onemocnéni podle klinickych a biologickych vlastnosti
neuroblastomu dle INSS. Pievzato a upraveno z [15]

Stadium Popis

1 Néador lokalizovany v misté svého piivodu; makroskopicky je kompletné odstranén;
ipsilateralni a kontralateralni lymfatické uzliny jsou histologicky negativni

2A Lokalizovany nador nekompletné makroskopicky odstranén; ipsilateralni a
kontralaterdlni lymfatické uzliny jsou histologicky negativni

2B Unilateralni nador kompletné ¢i nekompletné makroskopicky odstranén,
ipsilateralni lymfatické uzliny jsou histologicky pozitivni, kontralateralni negativni

3 Nador infiltrujici pres stfedni ¢aru s nebo bez zasazeni lymfatickych uzlin;

unilateralni nador se zasazenim kontralateralnich lymfatickych uzlin; stfedo¢arovy
nador se zasaZenim bilateralnich lymfatickych uzlin

4 Diseminace nadoru do vzdalenych lymfatickych uzlin, kosti, kostni dfeng, jater a
dalSich organti (s vyjimkou definovanou stadiem 4S)
4S Lokalizovany primarni nador s diseminaci omezenou na kuzi, kostni dfen a jatra. U

déti do 1 roku.

1.2 Lécba nadorovych onemocnéni pomoci chemoterapie

V zavislosti na typu a stadiu nadorovych onemocnéni se v dné$ni dob¢ vyuziva
mnoho druhti 1é¢by. Spoleéné s chirurgickou 1é€bou a radioterapii, jez ptsobi lokalné, je
zédkladem 1écby také chemoterapie. Tato lécebna metoda vyuziva chemické latky
(cytostatika), aby zabranila dé€leni, invazivité, metastazovani nadorovych bunék a tim smrti
pacienta. Vé&tSina cytostatik je Sirokospektra a vyuziva se k 1é¢bé vice druhti nadort. [16]
Chemoterapie je povazovana za terapii systémovou, coZ znamena, ze miize ovlivnit
nadorové buriky v celém téle. Cytostatika postihuji tkan€ s vysokou prolifera¢ni rychlosti,
avSak jejich ucinek neni specificky v dusledku neschopnosti odliSit rychle se délici
nadorové buinky od zdravé tkané, ktera tak mize byt zasazena. VéEtSinou se jednd o tkan
s vysokou frekvenci bunétného déleni (kostni dfen, sliznice traviciho Ustroji a vlasovy
folikul). Tyto nezadouci U¢inky zna¢né€ limituji davkovani. Cytostatika maji rizné
mechanismy ¢inku, podle kterych je 1ze rozdélit do nékolika skupin: latky poskozujici
DNA (cisplatina, doxorubicin, ellipticin), latky ovliviiujici syntézu DNA (metotrexat),
latky puasobici interakci s mikrotubuly (vinkristin), latky ovliviwgjici regula¢ni pochody
organismu (hormony) a latky pusobici dalsimi mechanismy. U nékterych nadorovych

onemocnéni je 1écba Gspésna a je tedy mozné Gplné vyléceni (napf. leukemie v détském
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véku). Nicméné ¢etna nddorovd onemocnéni se nedaji vylécit zadnym lécebnym postupem,
a pak se voli paliativni 1é¢ba s cilem zivot prodlouzit a zlepsit jeho kvalitu. [17, 18]
Cilem chemoterapie je tedy zpomalit nebo zastavit rist nadorovych bunék. S 1é¢bou

jsou spojeny problémy jako nespecifita, vedlejsi ucinky a také riziko vzniku rezistence.

1.2.1 Doxorubicin

Doxorubicin (DOXO) je klinicky dtlezité cytostatikum, které se vyuziva pii 1é¢bé
hematologickych malignit, lymfoma a fady solidnich nadord - napiiklad neuroblastom,
Wilmsiv nador a dalsi. [19] Tato latka izolovana z bakterie Streptomyces peucetius

varcaesitue je hydroxyderivatem daunorubicinu (14-hydroxydaunorubicin, obr. 2). [20-22]

Obr. 2: Struktura doxorubicinu, pfevzato a upraveno z [25]

Jednd se 0 antracyklinové antibiotikum (ATB) s planarni molekulou, tvofenou
antrachinonovym jadrem a aminocukrem daunosaminem, piipojenym glykosidickou
vazbou. Je pouzivan ve formé hydrochloridu. Doxorubicin je charakteristicky svym
Cervenym zbarvenim, jez je dano pravé timto konjugovanym systémem a je tedy
chromoforem pro viditelnou oblast. Zaroven se diky své struktufe vyznacuje
fluorescennimi vlastnostmi, coz umoziuje jeho detekci pomoci fluoresce¢nich metod
véetné fluorescen¢ni mikroskopie. Lze tak ziskat informaci o jeho biodistribuci v burnikach

a zivych organismech. [20-22] Antrachinonova ¢ast molekuly je vysoce lipofilni, zatimco
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cukernd ¢ast je hydrofilni. Molekula doxorubicinu je jak amfifilni, tak amfoterni, coz ma
za nasledek vazbu doxorubicinu na bunééné membrany a proteiny.

Jeho pouziti je limitovano kardiotoxicitou a pii piekroceni kumulativni davky 450
mg/m2 stoupa riziko vzniku kardiomyopatie, kterd ¢asto vyusti v selhani srdce. Dochazi
K tvorbé volnych radikalti a reaktivnich forem kysliku (ROS), které se podileji na tomto
nosice, a to enkapsulaci do liposomtl, pegylaci a nebo pegylaci liposomii. Cytostatikum tak
snadné&ji pronika do tkan¢ nadoru, kde je poté uvoliiovano. Vazba na polyethylenglykol
(PEQG), tedy pegylace, vyrazn¢ méni farmakokinetiku dané¢ho 1é¢iva. Brani degradaci latky
v cirkulaci, zvySuje polocas vylucovani, lze jej zacilit na konkrétni misto v organizmu
a snizit tak mnozstvi, které se dostane do srdce, a tim tedy vyznamné omezit toxicitu pii
zachovani efektivity. [23]

Hlavnim mechanismem tu¢inku doxorubicinu je interkalace, tedy vazba do mist
DNA bohatych na pary cytosinu a guaninu (CG). Diky své planarni struktufe je schopen se
navazat mezi tyto pary CG, coz zablokuje replikaci a transkripci. Interkalaci do DNA
pusobi i blokadu funkci topoizomerasy |l, ktera se vaze na oba fetézce DNA a po pisobeni
doxorubicnu zustava kovalentné navazana a vznikaji zlomy v DNA. Tento jev je
doprovazen zastavou ve fazi bunécného cyklu G2 a apoptosou. V neposledni tadé se

vytvafi reaktivni formy kysliku, tedy jiz zminéné volné radikaly. [20, 24]

1.2.2 Ellipticin

Dalsim studovanym cytostatikem je ellipticin a jeho derivaty (obr. 3, str. 16). Jedna
se o prirozené se vyskytujici alkaloid izolovany z rostlin ¢eledi Apocynaceae (tojest'ovité).
Tato latka ma nejen protinddorové ucinky, ale také anti-HIV aktivitu a je silnym
mutagenem. Ellipticin je G¢inny proti né€kolika typim nadorovych onemocnéni, neni
hematotoxicky a méa omezené vedlejs$i ucinky, coz jej ¢ini vhodnym pro klinické
pouziti. [26] Obdobné¢ jako doxorubicin se ellipticin interkaluje do DNA a pusobi inhibici
topoizomerasy II. Studie, pii které byla pouzita metoda *2P-postlabelingu, prokazala, Ze
v DNA fady nadorovych bunéénych linii véetné neuroblastomovych tvoii metabolity
ellipticinu kovalentni adukty. Naproti tomu v DNA vystavené pusobeni doxorubicinu
zadné kovalentni adukty nebyly detekovany. Tato kovalentni vazba je zprostfedkovana

cytochromy P450 a peroxidasami. Dale ellipticin zabratiuje proliferaci bunék tim, ze reguluje
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expresi cyklinu Bl a fosforylaci cyklin-dependentni kinasy 2 (Cdk2). V neposledni tadé
inhibuje fosforylaci proteinu p53 spoleéné s 9- hydroxyellipticinem, coz vede k indukci

apoptosy. [27- 29]

Obr. 3: Struktura ellipticinu, pievzato a upraveno z [30]

1.2.3 Cisplatina

Jednim z ¢asto uzivanych cytostatik je cisplatina (CDDP). Tento cis-
diammindichloroplatnaty komplex (obr. 4) se vyuziva pii 1é¢b¢ $iroké skaly malignit, jako
je napiiklad neuroblastom, zhoubné nadory vaje¢nikd, karcinomy hlavy a krku, sarkomy
mékkych tkani a fada dalsich. [31] Mechanismus G¢inku cisplatiny a dalSich platinovych
derivatd je podobny alkyla¢nim ¢inidlim, ¢imz se tadi do skupiny latek poskozujicich
DNA. Slabé navazané chlory jsou snadno substituovany nukleofily oproti amonnym
skupinam, ktera jsou na centralni atom platiny vazany silnou koordina¢ni vazbou. Oba
chloridové ionty jsou tak nahrazeny vodou a tato hydratovana, kladné nabitd forma
komplexu muize reagovat s nukleofilnimi misty v DNA, RNA a proteinech. Vytvaii muistky
mezi dvéma molekulami DNA (po vazbé na dva guaniny v komplementarnich fetézcich)
nebo 1 ve vlaknu téZe molekuly DNA (po vazbé na dva sousedni guaniny nebo na guanin
a adenin). Také jsou aktivovany nékteré signalni drahy, véetné téch, které zahrnuji regulaci

pomoci proteinti p53, p73 a MAPK, coz vysledné aktivuje apoptosu. [18, 31]

Cl//// Pt\\\\ NH,
CI”  NH,

Obr. 4: Struktura cisplatiny pfevzato a upraveno z [32]

Hlavnimi nezadoucimi ucinky cisplatiny jsou nefrotoxicita, ototoxicita a centralné
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vyvolané zvraceni, dale je velkym problémem také rezistence k 1é¢ivu pfi opakovaném

podavani pii recidivé choroby [18]

1.3 Mnohocetna lékova rezistence

Nejcastéjsi pfi¢inou selhani protinadorové 1€cby je schopnost nadorovych buné¢k
odolavat ucinkim cytostatickych latek. Jiz pfi prvni 1é€bé mohou byt maligni bunécné
populace rezistentni viiéi chemoterapii a jedna se o tzv. priméarni rezistenci. Castéji se viak
setkavame s rezistenci sekundarni (ziskanou), ktera vznika az v priib¢hu cytostatické 1€cby.
Z ptivodné citlivé nadorové populace se stava rezistentni, coz ma za nasledek snizeni
ucinnosti  1é¢by. Kromé rezistence K jednotlivym cytostatikim se setkavame i s
mnohocetnou 1ékovou rezistenci (MDR), tedy rezistenci k protinadorovym 1é¢iviim lisicim
se jak strukturné, tak mechanismem ucinku. O zkiizené rezistenci mluvime, kdyz
rezistence k jednomu cytostatiku vyvola rezistenci k ostatnim cytostatikiim stejné skupiny
napft. vinca alkaloidim nebo antracykliniim [33]

V tadé studii byly zjistény rtizné mechanismy, kterymi rezistence nadorovych
bunék vznika (obr. 5, str. 18). Dané mechanismy jsou vazany na tyto zakladni pochody:

Zména farmakokinetiky, zahrnujici snizeny pfijem léciva buiikou, zvySené vylucovani

(pfevazné ABC transportéry- transmembranové proteiny aktivné pienasejici rizné latky

pies bunééné membrany za spotieby ATP) nebo zménu katabolizmu. Zména cytokinetiky,
nebot’ nartstani nadorové populace je doprovazeno pifechodem vétsi casti bunék do klidové
faze bunééného cyklu Gg a v tomto stavu je citlivost k fadé cytostatik omezena. Rovnéz
s pfibyvajici nddorovou masou vznikaji sekundarni mutace bunék, coz vede ke vzniku
bunéénych klonli s odliSnou citlivosti k 1écb&. Lécba tak ni¢i jen citlivou frakei bunék

arezistentni populace je selektovana. Strukturdlni a funkéni zmény bunky. Jedna se

0 mechanismus rezistence zahrnujici snizeni exprese nebo aktivity enzymi, které jsou
nutné pro konverzi cytostatika v u¢innou latku, nebo naopak zvyseni exprese enzymd, jez

se podileji na biodegradaci. Kompartmentalizace 1éCiva, poruseni intracelularni distribuce

cytostatika (napt. hromadénim v lysosomu) ¢i ovlivnéni transportu cytostatika bunécnou

membranou. Dalsi pfi¢inou vzniku rezistence miiZze byt zvySend intenzita oprav poskozené

DNA. Za rezistenci mize byt odpovédnd i porucha mechanismi apoptosy zplisobena
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zvySenou expresi apoptotickych molekul (BCL2, BCLX aj.) nebo inaktivaci
proapoptotickych efektort (napt. p53, BAX, FAS). [33-35]

mutace/zirata
receptort

¥

snizeny pfijem

mutace/zirata
- bi::ecnych cilu apg ggggw
B
n— / L - 2vj3ena intenzita
vylucovani l \@V
- \\ antiapoptoticky
inaktivace e

léciva @

kompatrmentalizace

Obr. 5: Schématické znazornéni moznych mechanismii rezistence k cytostatikim. Ptejato
a upraveno z [36]

Vysledky ftady studii dale ukazuji, Ze lysosomy hraji dualezitou roli pfi
MDR. [37-39] Lysosomy jsou intracelularni organely s vysokym obsahem hydrolytickych
enzymt, jeZ jSou Ohrani¢eny jednoduchou membranou. Hydrolytické enzymy potiebuji pro
svoji funkci kyselé prostredi, které zajistuji protonové pumpy vakuolarni ATPasy
(V-ATPasy) umisténé v membrané lysosomu. Pfenasi aktivné protony do lysosomd,
aproto je jejich vnitini obsah s hodnotou pH mezi 4,5 az 5 vyrazné kyselejsi, nez
cytoplasma. Praveé kyselé pH poskytuje ochranu proti nekontrolovatelnému $tépeni obsahu
cytoplasmy. [40] Lysosomy funguji jako ,,zazivaci“ systém buiiky a dochazi v nich
k degradaci mnoha typi extracelularnich i intracelularnich organickych latek. Po mnoho let
byly povazovany za tzv. odpadovy kompartment, dnes jsou jiz uznavany jako organely,
které u eukaryot hraji dilezitou roli v mnoha biologickych procesech. Maji vyznam
Vv prezentaci antigenli, programované bunééné smrti, exocytose, opravé plasmatické
membrany, autofagii a udrZzovani homeostdzy nékterych metaboliti jako napftiklad
cholesterolu a aminokyselin (obr. 6, str. 19). [41- 43] S lysosomy je spojena cela fada
nemoci (Gaucherova nemoc, Tayltv-Sachsiv syndrom, Pompeho nemoc a dalsi), kdy se

v disledku nedostatené enzymové aktivity hromadi nevyuzit¢é makromolekuly
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Vv lysosomech. Déle bylo zjiSténo, ze lysosomy hraji diilezitou roli v riznych nadorovych
onemocnéni. Pfeména zdravé buiky v nadorovou vede i ke zménam v lysosomech véetné
zvysené exprese lysosomalnich proteinti, které fidi progresi nadoru a tvorbu metastaz. Déle
dochazi ke snizeni regulace exprese lysosomalnich proteindi, jenz brani apoptose
zprostiedkované lysosomem a zvysené sekreci lysosomalnich enzymu, které se podili i na
invazi nadoru a angiogenezi. Mechanismem zvanym lysosomalni sekvestrace se mohou

podilet na chemorezistenci.[44, 45]
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Obr. 6: Souhrn d&ju, kterych se ucastni lysosomy. ,,Major histocompatibility complex*
(MHC) Il jsou povrchové glykoproteiny II. tiidy prezentujici antigeny.
,Lysosome-associated membrane proteins® (LAMP) jsou integralni membranové proteiny
lylsosomi a LIMP2 je lysosomalni integralni membranovy protein 2, jez slouzi k regulaci
lysosomalniho/endosomalniho transportu. Dal§im lysosomalnim membranovym proteinem
je tetraspanin (CD63). Lysosomalni exocitosa a oprava plasmatické membrany jsou zavislé
na synaptotagminu 7 (SYT7). Homeostaza cholesterolu je fizena pomoci Niemann—Pick
C1 proteinu (NPC1). Transport H*/CI zajistuje ,,chloride channel protein 7“ (CLC7).

Ptejato a upraveno z [46]
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Lysosomalni sekvestrace je proces, kdy jsou slabé baze hydrofobni povahy
akumulovany v lysosomech. Diky své povaze prochazi tyto latky volné jak pies
plasmatickou, tak lysosomalni membranu. V kyselém prostifedi lysosomu jsou tyto latky
protonovany. Tyto jejich formy nemohou projit lipidovou membranou lysosomii a jsou
zde akumulovany. Vzhledem k tomu, Ze cilovym mistem protinadorovych 1é¢iv jsou jen
ziidkakdy lysosomy nebo lysosomalni proteiny, nemohou se tato cytostatika dostat k mistu
potencialnihu ucinku. Snizend koncentrace cytostatika v misté ucinku, kterym je nejcastéji
jadro ma za nasledek snizeni jeho cytotoxického efekt (obr. 7). Mezi takova cytostatika
patii jiz zminovany doxorubicin, daunorubicin a ellipticin. [37, 45]

4K Hydrofobni bazické cytostatikum

ST *

Cytosol pH ~ 7,3

nizké koncentrace cytostatika

JadropH ~ 7,3
nizka koncentrace cytostatika

L

x
*
Lysosom pH ~ 5 i
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* / vysoka koncentrace

v cytostatika
/

Obr. 7: Lysosomalni sekvestrace. Pfejato a upraveno z [45]

U neuroblastomovych bunéénych linii bylo zjisténo, ze ellipticin indukuje tvorbu vakuol,
ve kterych se koncentruje. Konfokalni mikroskopii po barveni pro lysosomy specifickym
barvivem LysoTrackerem byly tyto vakuoly identifikovany jako lysosomy. Nasledkem je
snizeni koncentrace ellipticinu v misté ucinku, tedy v jadie, coz bylo potvrzeno snizenim
mnozstvi kovalentnich DNA aduktt s ellipticinem u rezistentni linie. Buiky s vétsim
poétem lysosomu jsou k danému 1é¢ivu méné citlivé nez buniky S menSim poctem
lysosomu (obr. 8, str. 21). [37]
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Obr. 8: Lysosomalni sekvestrace. Cytostatikum je sekvestrovano do lysosomi (a).
Zvyseny pocet lysosomu (b) ¢ini bunky odolné vici cytostatikim. Piejato a upraveno

z [45]

V linii rezistentni vuci ellipticinu byla rovnéz zvySena exprese V-ATPasy, ktera zajistuje
kyselé lysosomalni prostiedi. Alkalizace za pouziti specifického inhibitoru V-ATPasy
bafilomycinu A nebo chlorochinu, ktery inhibuje lysosomalni enzymy, zptsobila vyvoj
apoptosy indukované ellipticinem v rezistentni linii, coZ naznacuje, ze V-ATPasy a s nimi
spojena sekvestrace v lysosomech hraji duleZitou roli ve vyvoji rezistence bunék viaci

ellipticinu. [37]

1.4 V-ATPasa

Eukaryoticka vakuolarni adenosintrifosfataza (V-ATPasa) je membranovy
proteinovy komplex slozeny ze 14 podjednotek. [47] Jedna se o protonovou pumpu, ktera
za spotieby ATP ,,pumpuje protony* z cytoplasmy do vakuoly, a tim zajistuje acidifikaci
nékterych intraceluldrnich kompartment jako naptiklad Golgiho aparitu, endosomu
a lysosomu. Podili se na kontrole pH cytoplasmy a vytvaii protonovy gradient, ktery hraje
dilezitou roli v jiz zminované 1ékové rezistenci. [48] ZvySena aktivita a exprese této
transmembranové H'- ATPasy je konstantnim rysem u mnoha typt nadori, a proto je jeji

inhibice slibnym terapeutickym cilem. [49]
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1.4.1 Struktura V-ATPasy

V-ATPasa je enzym, ktery je tvofen 2 doménami a 14 podjednotkami (obr. 9).
Cytoplazmaticka doména V1 se sklada z podjednotek A-H a je odpovédna za hydrolyzu
ATP. Rotace centralni ¢asti fizend hydrolyzou (tvoiené podjednotkami D, F a
d) translokuje protony pies integralni VO doménu, jenz se sklada z podjednotek a, d, e, c a
¢’’. U enzymu kvasinek se navic vyskytuje i podjednotka ¢”. [50, 51]

ADP + P;
homologous
egion of subunit A
ATP A B A 7
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Obr. 9: Struktura V-ATPasy. Obrazek ukazuje uspotfadani jednotlivych podjednotek
V-ATPasy, véetné zbytka kyseliny glutamové (Glu) a arginylového zbytku (Arg). Piejato

a upraveno z [52]

Doména V-ATPasy V1 obsahuje subdoménu A3Bs;, coz je hexamer vznikly alteraci
podjednotek A a B, kde se hydrolyzuje ATP. Dale se sklada z podjednotek E a G, které
tvoii tzv. ,stator”, regula¢nich podjednotek C a H a podjednotek D a F, které tvoii
centrdlni osu rotoru. Doména VO obsahuje proteolipidovy kruh tvofeny podjednotkami c,
¢’ a c¢”’, prilehly k podjednotkam a a e, podjednotka d zprostiedkovava spojeni mezi
proteolipidovym kruhem a centralni casti enzymu. Domény VO a V1 jsou spojeny
periferidlni a centralni ¢asti enzymu. Bylo zjiSténo, Ze specifické inhibitory V-ATPasy
véetné bafilomycinu A, archazolidu a dalSich, se vazi na proteolipidovy kruh a brani tak
jeji funkci. Hydrolyza ATP uvede do pohybu centralni rotacni ¢ast, coz vede k rotaci
proteolipidového kruhu a je umoznén transport protonid (H') pfes membranu pomoci

,hemikanaltu“ umisténych v podjednotce a. Na cytoplasmatické stran¢ se protony dostavaji
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do kanalu podjednotky a a protonuji zbytky kyseliny glutamové proteolipidového kruhu.
Poté se hydrolyzuje ATP na subdoméné AsBs, rotuje centralni ¢ast a proteolipidovy kruh.
V dusledku interakce postrannich zbytkt kyseliny glutamové a zbytku argininu se uvoliuji
protony z podjednotek proteolipidového kruhu a translokuji pfes membranu pomoci kanalu
podjednotky a (obr. 10, str. 24). [50, 53-55]

Reverzibilni disociace domén VO a V1 je dulezitym mechanismem regulace
aktivity V-ATPasy. Pii disociaci domén je ATPasova aktivita domény V1 inhibovana.
Bylo zjisténo, ze podjednotka H je esencialni vtomto dé&i, nebot interaguje
s podjednotkou F, brani tak rotaci a inhibuje hydrolyzu ATP. [56] Podjednotka a se sklada
z C-terminalni domény, ktera je zanotfena do membrany a hydrofilni N-terminalni domény
lokalizované na cytoplasmatické strané¢ membrany. C-termindlni doména je tvofena osmi
transmembranovymi helixy, jeZ pravdépodobné tvoii ,,hemikanal® dilezity pro transport
protontl. U kvasinek se tato podjednotka exprimuje ve dvou izoformach (Vphlp a Stvlp),
u savcu ve Ctyfech izoformach (V0al-V0a4). [57, 58] lzoformy VO0al a V0a2 jsou
primdrné intraceluldrni. V0al je exprimovana zpravidla v synaptickych vaccich, zatimco
V0a2 je exprimovana v endosomalnich kompartmentech. V0a3 je exprimovana
Vv plasmatické membrané osteoklasti (kostnich bun¢k) a izoforma V0a4 se exprimuje
v bunkach ledvin, kde udrzuje rendlni acidobazickou rovnovahu. ZvySena exprese
jednotlivych izoforem V-ATPasy byla popsana u nadorovych onemocnéni, v zavislosti na

druhu tohoto onemocnéni. [59]
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Obr. 10: Mechanismus transportu protonit V-ATPasou. (a) vstup protonta do ,,hemikanalu*
podjednotky a; (b) protonace zbytkt kyseliny glutamové (E137, E145 a E108); (c)
hydrolyza ATP, rotace proteolipidového kruhu a interakce zbytkd kyseliny glutamové
(E137, E145 a E108) a arginylového zbytku (R735); (d) translokace protoni. Piejato
a upraveno z [50]

1.4.2 Funkce V-ATPasy

V-ATPasa, jakozto ATP-dependentni protonova pumpa, acidifikuje celou fadu
vakuol a vykonava v buinice ruzné biologické funkce. V lysosomech vytvari kyselé
prostiedi, které je nezbytné pro spravnou funkci proteas pii degradaci proteint. Hraje
rovnéz dulezitou roli pfi endocytose, intracelularnim transportu a acidifikaci pozdnich
endosomu. [60,61] Endosomy obsahuji rizné ligand-receptorové komplexy, k jejichz
disociaci dochazi vlivem kyselého prosttedi, zprosttedkovaného V-ATPasou. Dochazi tak
k recyklaci receptorti pro ligandy jako jsou naptiklad lipoprotein o nizké hustoté (LDL),
inzulin a transferin. Ty jsou nasledné transportovany do lysosomu. [62] V-ATPasy hraji
dulezitou roli v aktivaci intracelularnich signaliza¢nich drah dulezitych pti vyvoji (Notch a

Whnt, obr. 11, str. 25). Bylo zjisténo, ze Wnt-bunéény povrchovy receptor LRP6 (Low-
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density lipoprotein receptor-related protein 6) nemutze byt aktivovan, pokud je inhibovana
V-ATPasa a dochazi k blokaci Wnt-indukované transkripce béhem vyvoje. [58]
Signaliza¢ni draha Notch mezi bunikami je rozhodujici pfi vyvoji a obnové tkani,
nebot’ reguluje rovnovahu mezi buné¢nou proliferaci a apoptosou. Buiika vysilajici signal
exprimuje ligandy “Delta-Sarrate-Lag-2” (DSL) rodiny a vazba téchto ligandd na receptor
Notch sousedni buriky je dulezita pro aktivaci této drahy. Vazba ligandu vede k produkci
formy Notch, jeZ je substratem pro intramembranovou proteasu y-sekretasu, ta nasledné
odstépi transkripéné aktivni intracelularni doménu Notch (NICD), ktera je translokovana
do jadra. V-ATPasa hraje dilezitou roli pravdépodobné modulaci y-sekretasové aktivity
nebo degradaci receptoru Notch. Studie prokazaly, ze u octomilek specificky inhibitor V-
ATPasy bafilomycin A porusuje aktivaci y-sekretasou a snizuje NICD. Plisobeni této latky
rovnéz vyvolava v zavislosti na koncentraci defekty vyvoje embryi Dénia pruhovaného.
Stejny jev byl rovnéZ pozorovan v bunénych liniich odvozenych od lidskych

nenadorovych a nadorovych epitelialnich bunék mlécné Zlazy. [58, 63]
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Obr. 11: Schéma vlivu V-ATPasy na signaliza¢ni drahu Wnt a Notch. Ptejato a upraveno
z [58]

Sav¢i cil rapamycinu (mTOR) je serin-threoninova kinasa lokalizovana v cytoplasmé,
kterd reguluje bunéény rist a metabolismus. Za fyziologickych podminek se podili na
neonatalni autofagii a pfeziti, na vyvoji obezity a starnuti. Abnormalni funkce mTOR se

ucastni patogeneze mnoha onemocnéni, vcetné rakoviny, diabetu, neurodegenerativnich
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onemocnéni a poruch ledvin. mTOR patii do superrodiny Kinas piibuznych
fosfatidylinositol-3 kinase (PI3K) a tvofi jadro dvou funkéné odlisnych komplext:
MTORC1 a mTORC2. mTOR komplex 1 (mMTORC1) reaguje na hladinu rastovych
faktorti, aminokyselin, kysliku, energii a stres. V-ATPasa byla identifikovana jako dulezita
soucast regulacniho superkomplexu mMTORCL1 a signalni drahy. Pro aktivaci mTORCL1 jsou
nezbytné aminokyseliny, které stimuluji jeho vazbu na povrch lysosomu, kde se nachazi
jeho aktivator ,,Ras homolog enriched in brain“ (Rheb). Tato vazba je zprostfedkovana
Rag (recombinatio activating gene) GTPasami navazanymi na lysosom pomoci
proteinového komplexu tzv. Ragulatoru (obr. 12). Pravé Ragulator je asociovan
s V-ATPasou V zavislosti na aminokyselinach. V-ATPasa hraje pfimou roli jako senzor
aminokyselin a pfi jeji inhibici dochazi k blokaci pfenosu signalu. Ragulator a V-ATPasa
jsou také stézejni pro aktivaci proteinkinasy aktivované 5'-adenosinmonofosfatem
(AMPK), jez hraje dulezitou roli v bunééné kontrole metabolismu pii odpovédi na

energeticky stres. [64]

Vysoka hladina ATP + AMK

[{{
({{

lysosom

Nizka hladina ATP

lysosom

Obr. 12: Schéma vlivu V-ATPasy na aktivaci savéiho cile rapamycinu (mMTORC1)
a proteinkinasy aktivované 5'-adenosinmonofosfatem AMPK. LKB1 (liver kinasa B1).
Ptejato a upraveno z [58]

Jednou =z hlavnich signaliza¢nich drah pro glukosu u kvasinek je driha

cAMP/proteinkinasy A (PKA) a glukosa také stimuluje aktivitu této kinasy v nékterych
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sav¢ich bunkach, zejména v  bunikach pankreatu. Glukosa zménou pH cytosolu aktivuje
PKA. V-ATPasa funguje také jako intracelularni senzor glukosy, tedy pH a moduluje
aktivitu PKA. (obr. 13) [65]

V-ATPasa

Glukosa

Glykolyza
vysoké pH

'\ ATP /
Ethanol o

Obr. 13: Glykolyza méni pH a V-ATPasa jako senzor pH nasledné¢ moduluje aktivitu
proteinkinasy A (PAK). Piejato a upraveno z [65]

V-ATPasy hraji také dulezitou roli pii nddorovych onemocnénich, kdy byla
pozorovana zvysena exprese jejich podjednotek v riiznych nadorovych liniich. Navic byla
zjiSténa zvySend experese V-ATPas v plasmatické membrané invazivnich nadorovych
bunck prsu, prostaty, ledvin, pankreatu, také u melanomu a Ewingova sarkomu. Nizké pH,
které je typické pro nadory, je potfebné pro aktivaci nékterych proteolytickych enzymii,
veetné matrix metaloproteinas. Ty se podili na degradaci a remodelaci extracelularni
matrix, coz vede k invazi a metastazovani nadoru. Inhibici V-ATPasy se zvysuje citlivost
nadorovych bunék Kk cytostatikiim a snizuje Se rust nékterych nadori. Pii kratkém ptsobeni
inhibitort dochazi k odpovédi na bunécny stres a autofagii, zatimco del§i piisobeni
indukuje apoptosu. V disledku intracelularni acidozy zpusobené inhibici V-ATPasy
v nadorovych burikach prsu je stabilizovan pro-apoptoticky protein BNIP3, coz nasledné
vede k bunééné smrti. Ztrata V-ATPasové aktivity snizuje invazi a migraci u riznych
nadord a metastazovani u melanomu a nadoru prsu. V neposledni fadé hraje roli pfi jiz
zminéné chemorezistenci. Celkoveé lze fici, ze rozmanité funkce V-ATPasy v mechanismu
pfeziti a metastazovani nadorovych bunék, zni ¢&ini potencidlni cil pfi vyvoji

protinadorovych 1éciv. [60, 58]
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1.4.3 Regulace V-ATPasy

Dulezitym mechanismem regulace aktivity V-ATPasy je reverzibilni disociace
tohoto komplexu na jednotlivé V1 a VO domény, které jsou tak inhibovany. Tento proces
byl nejprve popsan u kvasinek a liSaje, jehoZz housenky se zivi tabakem (Manduca sexta).
Pozdé&ji bylo zjisténo, ze modulace disociace podjednotek V-ATPasy je také regulacnim
mechanismem v sav¢ich bunkach. Disociace probiha jako odpovéd’ na rizné podnéty, které
se u kvasinek a savcu lisi. [66]

V kvasinkach disociuji domény V1 a VO pii nedostatku glukosy. K jejich
opétovnému spojeni je tfeba nékolika faktorti. Po piiddni glukosy k ,hladovéjicim*
kvasinkdm se aktivuje draha Ras/cAMP/PKA a opétovné se spoji cely komplex. Interakce
s glykolytickymi enzymy, aldolasou nebo fosfofruktokinasou, také pozitivné moduluje
aktivitu V-ATPasy. Interakce aldolasy jak s doménou VO, tak i V1 je nezbytna pro spojeni
obou domén. Fosfofruktokinasa interaguje s podjednotkou a domény VO, je vSak tfeba
ucasti dalSiho faktoru, a to regulatoru ATPas vakuolarnich a endosomalnich membran
(RAVE). RAVE je heterotrimerni komplex tvofeny proteiny, které jsou soucasti ubiquitin
lygasy (Skpl, Ravl a Rav2). Tento komplex interaguje s doménou V1 V-ATPasy. Ravl
homolg u octomilky a mysi, zvany Rabconnectin (Rbcn-3) je dualezity pro acidifikaci
organel, proto ma konzervovanou roli v regulaci V-ATPasové aktivity. Disociaci domén
V-ATPasy je také kontrolovana extraceluldrnim pH. Neutrdlni extracelularni pH zvySuje
aktivitu V-ATPasy az o 57% oproti vakuoldm izolovanym z bunék kultivovanych
v kyselém prostiedi (pH 5). [66-68] Cytosolické pH se rovnéz podili na regulaci
V-ATPasy, nebot’ zvysené pH vede ke zvyseni asociace domén a zvyseni aktivity kinasy
PKA, coz bylo zminéno v kapitole 1.4.2. [69] Schéma regulace V-ATPasy je uvedeno na

obr. 14 na strané 29.
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Obr. 14: Regulace V-ATPasy v kvasinkach. Pfejato a upraveno z [68]

V pripad¢ savcl je mechanismus regulace podobny, avSak jsou zahrnuty jiné faktory.
Napiiklad v bunikach renalniho epitelu glukosa aktivuje V-ATPasu a spojeni domén V1
a VO je zprostiedkované fosfatidylinositol-3 kinasou (PI3K). Epidermalni rastovy faktor
(EGF) aktivuje mTORCI a ten se rovnéz Gcastni pozitivni modulace aktivity V-ATPasy.
[70,71]

1.4.4 Bafilomycin A, specificky inhibitor V-ATPasy

Mezi mnoha mechanismy, kterymi se da regulovat prostfedi nadoru, ma vyznamné
misto inhibice V-ATPasy pomoci inhibitorti protonovych pump. Jak jiz bylo zminéno,
V-ATPasy hraji dbezitou roli v metastazovani a invazi nadoriti. NejstudovangjSimi
anejpouzivanéj§imi inhibitory jsou bafilomycin A a konkanamycin. Jedna se
0 makrolidova antibiotika s 16- az 18-Clennymi laktonovymi kruhy. Pravdépodobné
dochazi k vazbé na proteolipidovy kruh domény VO, tvofeny podjednotkami c, ¢” a ¢,

pfesny mechanismu vs§ak neni zcela znam. [60]
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2. Cil prace

Predkladana diplomova prace si kladla za cil sledovat podil enzymu vakuolarni ATPasy
(V-ATPasy) na vzniku rezistence lidskych neuroblastomovych bunéénych linii vaci
cytostatikim. Dale byly zkoumany moznosti inhibice tohoto enzymu. K dosazeni vysledka

bylo postupovano podle nésledujicich krokii:

e Kultivace neuroblastomovych bunéénych linii a od nich odvozenych linii

rezistentnich k vybranym cytostatiktim

e Stanoveni koncentrace doxorubicinu, ellipticinu a cisplatiny zpusobujici

padesatiprocentni umrtnost bun€k (ICsp) senzitivni neuroblastomové linie

UKF-NB-4 metodou MTT testu

e Stanoveni exprese enzymu vakuolarni ATPasy (V- ATPasy) metodou Western blot

a kvantitativni RT-PCR

e Detekce bunécné smrti vyvolané studovanymi cytostatiky a ovlivnéni jeji indukce

inhibitorem V-ATPasy bafilomycinem A

e Sledovani lokalizace ellipticinu a doxorubicinu v neuroblastomovych buikach

UKF-NB-4 pomoci konfokalni mikroskopii
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3. Material a metody

3.1 Material a chemikalie

Agfa (Belgie): 1ékatsky x-ray film
Abcam (USA): primarni protilatka proti ATP6V0OD1
Applied Biosystems (USA): ,,Universal PCR Master Mix*

Bio-Rad (USA): sekundarni protilatka (kozi proti mysi v konjugatu s HRP), souprava pro
stanoveni koncentrace proteini (DC Protein Assay Reagent A, Reagent S, Reagent B),
susené mléko (Blotting Grade Blocker Non—Fat Dry Milk), nitrocelulosovda membrana

0,45 pum, ,,Immun-Star HRP Chemiluminiscence Kit*“, trypanova modf
Carl Roth (Némecko): merkaptoethanol
Exbio (CR): Anexin V Dyomics 674, Anexin V Binding Buffer

Fluka (Némecko): Ponceau S, amonium peroxodisulfat (APS), 1,2-bis (dimethylamino)
ethan (Temed), Igepal CA 630, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium
bromid (MTT),

Generi Biotech (CR): Kit pro reverzni transkripci ,,gb Reverse Transciption Kit*,
Primery a sondy: Assay gPCR hPOLR2A FAM, Assay qPCR hATP6VOC1 FAM, Assay
gPCR hATP6VOD1 FAM, Assay gPCR hATP6V0G1 FAM

Gibco (USA): sodny fosfatovy pufr s obsahem NaCl (PBS), teleci sérum (fetal bovine

serum FBS), ,,Iscove’s modified Dulbecco’s* médium (IMDM) s glutaminem,
Invitrogen (USA): dodecylsulfat sodny (SDS)

Penta (CR): methylalkohol, bromfenolova modi

Quiagen (Némecko): ,,RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (50)* pro izolaci RNA

Roche (Némecko): proteasovy inhibitor ,,Complete protease inhibitor*
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Sigma-Aldrich  (USA): ellipticin, N,N-dimethylformamid, Tris baze, glycerol,
akrylamid/bis-akrylamid,  bisBenzimid  (Hoechst 33342), deoxycholdt sodny,
polyoxyethylensorbitanmonolaurat (TWEEN 20), bafilomycin A, 4',6-diamidino-2-
fenylindol dihydrochlorid (DAPI)

Teva (Izrael): doxorubicin, cisplatina

Vsechny chemikalie byly Cistoty p.a. (pro analyzu) nebo Cistoty vyssi.

Neuroblastomové bun&éné linie UKF-NB-4, UKF-NB-4°°%° a UKF-NB-4°PP byly darem
prof. Jindficha Cinatla, DrSc. z Goetheho Univerzity ve Frankfurtu nad Mohanem. Linie
UKF-NB-4%""' byla piipravena dlouhodobou kultivaci linie UKF-NB-4 se stoupajicimi
davkami ellipticinu v laboratofi Kliniky détské hematologie a onkologie 2. 1ékaiské fakulty

Univerzity Karlovy v Praze s Fakultni nemocnice Motole. [72]
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3.2 Metody

3.2.1. Rozmrazeni bunék

Suspenze testovanych lidskych neuroblastomovych linii, jak UKF-NB-4, tak i linii
rezistentnich k ellipticinu UKF-NB-45""' cisplating  UKF-NB-4“""" a doxorubicinu
UKF-NB-4P°%° byly uchovavany v tekutém dusiku. Pro rozmrazeni byly zkumavky se
vzorky bun¢k umistény do vodni 1azné (37°C) a poté pieneseny do 15 ml zkumavek s 5 ml
kompletniho média IMDM doplnéného 10% telecim sérem (FBS). Nasledné byly buiky
centrifugovany pii 1350 rpm po dobu 2 minut pii pokojové teploté v centrifuze Hettich
Universal 320 (Némecko). Po odstranéni supernatantu byla peleta bunék resuspendovana
v 10 ml kompletniho kultivaéniho média a bunécna suspenze byla pienesena do kultivacni
lahvicky o kultivaéni plose 25 cm?. Buiiky byly umistény do inkubétoru Jouan IGO 150
(USA).

3.2.2. Kultivace neuroblastomovych bunéénych linii

Neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-4 a UKF-NB-4 rezistentni
k doxorubicinu (UKF-NB-42°%°) UKF-NB-4 rezistentni k ellipticinu (UKF-NB-45-1)
a UKF-NB-4 rezistentni k cisplating (UKF-NB-4°PP") byly kultivovany v IMDM médiu,
obohaceném 10% telecim sérem (FBS). Kultivace probihala v inkubatoru Jouan IGO 150
(USA) pii 37°C s 5% CO; a 95% vlhkosti vzduchu. Rezistentni bunétné linie byly
kultivovany s piislusnymi cytostatiky o koncentracich uvedenych v tabulce 2 na stran¢ 34.
Dvé pasaze bun¢k pred provedenim experimentd, byly tyto linie kultivovany bez ptidavku
cytostatik, aby nedoslo k ovlivnéni bun¢k. Bunécné linie byly pasdzovany v pravidelnych
intervalech 2x tydné. Bunky byly promyty PBS a poté byly z povrchu kultiva¢nich
lahvicek uvolnovany 0,05% roztokem trypsinu v PBS a resuspendovany v dostate¢ném
mnozstvi média. Bun&éné linie byly kultivovany v lahvickach o kultivagni plose 25 cm?

a 75 cm?.
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Tabulka 2: Koncentrace cytostatik pfidavanych k rezistentnim neuroblastomovym liniim

pfi pasadzovani

Bunécna linie | Pridavané cytostatikum | Koncentrace cytostatika
UKF-NB-4°9*° doxorubicin 92 nM
UKF-NB-4“P™" cisplatina 3 uM
UKF-NB-4=-- ellipticin 2,5 uM

3.2.3 Stanoveni koncentrace doxorubicinu, ellipticinu a cisplatiny, zpisobujici
padesatiprocentni umrtnost bunék (ICsp) u senzitivni neuroblastomové linie

UKF-NB-4

Do prvniho sloupce 96 jamkové mikrotitraéni desticky bylo pipetovano 100 pl
kompletniho IMDM média. Do druhého az dvanactého sloupce bylo pipetovano vzdy 50 pl
IMDM média. Do posledniho 12. sloupce bylo pipetovano 50 pl testovaného cytostatika a
osmi kandlovou pipetou tzv. ,,dvojkovou fadou® pipetovany do piedchozich sloupct
desticky az k 3. sloupci. Pocate¢ni koncentrace ellipticinu byla 10 uM, doxorubicinu 5 uM
a cisplatiny 25 pM. Déle bylo do sloupcii dvé az dvanéct pipetovano 10 000 bunék v 50 pl
média, mikrotitracni desticka byla umisténa do inkubatoru Jouan IGO 150 (USA), kde byla
inkubovana po dobu 72 hodin pii 37 °C. Schéma mikrotitra¢ni desticky je uvedeno na
obrazku 15 na strané 35. Nasledné bylo do vsech sloupct desti¢ky pipetovano 50 ul 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromidu (MTT, 2 mg/ml v PBS) a desti¢ka
byla umisténa do inkubatoru na 2 hodiny. Poté bylo pfidano 100 pl 50 % N,N-
dimethylformamidu v 20 % SDS, pH 4,5-5. Obsah jamek byl dtikladn¢ promichan pipetou
a spektrofotometrem Molecular Devices VERSA max (USA) byla métena absorbance pti
vlnové délce 570 nm. Optickd denzita média byla odectena jako pozadi a hodnota optické
denzity Zivych kontrolnich bun¢k v druhém sloupci byla brana jako 100 %. Koncentrace
cytostatika zptisobujici padesatiprocentni imrtnost bunék (ICsp) pro jednotlivé latky byla

vypoctena programem SoftMax Pro.
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Obr. 15: Mikrotitra¢ni desti¢ka pro MTT test. Piejato a upraveno z [73]

3.2.4 Priprava vzorki bunéénych extrakti pro analyzu pomoci metody Western blot

a kvantitativni reverzné transkripcni polymerazové retézové reakce V realném case
(RT-PCR)

Buné&&né linie byly pfeneseny na Petriho misky o kultivagni plose 60,1 cm? tak, aby
v kazdé misce byly 4 miliony bunék. Buiky byly pocitany na pocitadle bun¢k BIO-RAD
TC 20 (USA). Misky byly umistény do inkubatoru Jouan IGO 150 (USA) po dobu 24 h.
Poté bylo do média pfidano pfislusné cytostatikum pro analyzu metodou Western blot
v koncentraci uvedené v tabulce 3 na strané 36. Koncentrace cytostatik pouzitych pro pro
analyzu pomoci RT-PCR jsou uvedeny v tabulce 4 na strané 36. U kazdé linie byla
ponechana jedna miska bez pfidavku cytostatika, kterd slouzila jako kontrola. Kultivace
danych linii v prostfedi cytostatik probihala po dobu 24 hodin pii 37 °C. Nasledné byly
bunky tzv. kultiva¢ni Skrabkou uvolnény ze dna Petriho misky, takto vznikla suspenze byla
prenesena do centrifugacni zkumavky a centrifugovana po dobu 2 min pii 1350 rpm pii
laboratorni teploté v centrifuze Hettich Universal 320 (Némecko). Supernatant byl
odstranén a peleta byla resuspendovana v 1 ml PBS s naslednou centrifugaci za stejnych
podminek. Vétsina supernatantu byla odstranéna, peleta byla resuspendovana v 700 ul PBS
a prenesena do mikrozkumavky a opét probéhla centrifugace pii stejnych podminkach.
Veskery supernatant byl odstranén a pro dalsi praci byla pouZzita peleta buné€k, kterd byla

skladovana pfi -20 °C.
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Tabulka 3: Piehled vzorki bunééné linie UKF-NB-4 senzitivni a linii rezistentnich
k cisplatind UKF-NB-4°P°" | doxorubicinu UKF-NB-4°9%° nebo ellipticinu UKF-NB-4-!
ptipravenych pro analyzu metodou Western blot. Buniky byly s jednotlivymi cytostatiky
kultivovany po dobu 24 hodin, linie bez piidavku cytostatika byly pouzity jako kontrolni.

UKF-NB-4" | UKF-NB-4" | UKF-NB-4"" UKF-NB-4
ellipticin doxorubicin cisplatina ellipticin | doxorubicin | cisplatina
0 uM ouM ouM 0 uM 0 uM ouM
2 uM 92 nM 3uM |  2uM 92 nM 3 uM
5uM 460 nM 17puM | 5uM 460nM | 17 pM

Tabulka 4: Ptehled vzorki bunéné linie UKF-NB-4 senzitivni a linii rezistentnich
k cisplatind UKF-NB-4°P°% doxorubicinu UKF-NB-4°9%° nebo ellipticinu UKF-NB-45-!
ptipravenych pro analyzu metodou kvantitativni polymerasové fetézové reakce v realném
¢ase (RT-PCR). Bunky byly s jednotlivymi cytostatiky kultivovany po dobu 24, linie bez
ptidavku cytostatika byly pouzity jako kontrolni.

ELLI X CDDP

UKF-NB-4 | UKF-NB-4 . | UKF-NB-4 UKF-NB-4
ellipticin doxorubicin cisplatina ellipticin | doxorubicin | cisplatina
0 uM 0 uM ouM
5 UM 460 nM wuM| MM OuM ) 0uM

3.2.5 Izolace proteinii z testovanych neuroblastomovych bunéénych linii

Pelety neuroblastomovych bunéénych linii piipravenych dle kapitoly 3.2.4
(tabulka 4) byly resuspendovany v 1-3x objemu pelety v roztoku pufru RIPA (1% Igepal
CA 63; 0,5% deoxycholat sodny; 0,1% SDS; v PBS), ke kterému byl pfidan ,,Complete
protease inhibitor coctail*“ v poméru 1:24. Takto pfipravené buniky byly inkubovany po
dobu 60 min na ledu. Poté byly vzorky centrifugovany pii 4°C po dobu 20 min pfi
15 000 rpm na centrifuze Hettich Universal 320R (Némecko). Supernatant byl pienesen do

nové mikrozkumavky a zmrazen na -80°C pro dal$i pouziti.
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3.2.6 Stanoveni koncentrace proteinii testovanych neuroblastomovych bunéénych linii

metodou dle Lowryho

Koncentrace proteini analyzovanych vzora byla stanvena metodou dle Lowryho.
[74] Nejprve byly vzorky proteint piipravenych dle kapitoly 3.2.5 8x fedény destilovanou
vodou. Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano 5 ul ptislusného vzorku, standardu
sérového hovéziho albuminu (BSA) o koncentraci 0; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2a 2,8
mg/ml. ,,Slepym® vzorkem o koncentraci BSA 0 mg/ml byla destilovana voda a pufr
RIPA. Do kazdé¢ jamky se standardem ¢i vzorkem bylo pfidano 25 ul roztoku A" (1000 pl
roztoku A a 20 ul roztoku S), a poté bylo piidano 250 ul roztoku B. Mikrotitra¢ni desticka
byla umisténa na laboratorni tfepacku Labnet Gyro Twiester (USA) a inkubovana po dobu
15 min pfi opatrném michéni pfi laboratorni teploté. Néasledné byla métena opticka denzita
na spektrofotometru Molecular Devices VERSA max (USA) pfi vinové délce 750 nm. Zjisténa

data byla vyhodnocena softwarem SoftMax Pro.

3.2.7 Separace proteinu bunéfnych lyzati pomoci elektroforézy na

polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Proteiny z celobunéénych lyzatd byly elektroforeticky rozdéleny pomoci
SDS-PAGE postupem dle Laemmliho. [75] Pro diskontinualni uspofadani byl pouzit
16 % separacni gel o objemu 10 ml (3,75 ml 15 M Tris pH 8,8; 3,94ml
40 % akrylamid/bis-akrylamid (29:1); 100 ul 10% SDS; 10 ul TEMED; 100 ul 10% APS a
doplnit destilovanou vodou do 10 ml) a ,,zaostfovaci® 6% gel o objemu 5 ml (1,25 ml 1M
Tris pH 6,8; 750 ul 40% akrylamid/bis-akrylamid (29:1); 50 ul 10% SDS; 10 ul TEMED;
50 ul 10% APS a doplnit destilovanou vodou do 5 ml). K jednotlivym vzorkiim (25 pg
proteinu na jamku) byl ptidan v poméru 1:5 vzorkovy pufr (375 mM Tris-HCI pH 6,8; 9%
SDS; 50% glycerol; 9% merkaptoethanol; 0,03% bromfenolova modft). Vzorky byly dale
5 minut inkubovany ve vyhfevném bloku Techne Dri-block (UK) pfi teploté 95°C a poté
naneseny do jamek gelu. Rozdéleni proteinti probihalo v elektroforetické aparatuie
BIO-RAD (USA), elektromigrace probihala ve vertikdlnim uspofadani 80 minut pii
konstantnim proudu 40 mA. Elektoroforeticky rozd€lené proteiny byly pieneseny na

nitrocelulosovou membranu metodou Western blot.
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3.2.8. Analyza proteini testovanych neuroblastomovych bunéénych linii pomoci

metody Western blot

Pro pienos proteinti na nitrocelulosovou membranu byla pouzita aparatura firmy
BIO-RAD (USA). Do této aparatury byly postupné navrstveny ,,fiber®, filtra¢ni papir,
elektroforeticky gel, nitrocelulosovd membrana, opét filtracni papir a ,,fiber. Membrany
spolu s ,.fibery* a filtranimi papiry byly ponofeny do pienosového pufru (3,05 g Tris
a 14,5 g glycinu v 10% methanolu). Pfenos proteinii probihal 80 minut pfi konstantnim
proudu 350 mA. Pro kontrolu spavného pienosu byly membrany obarveny roztokem
Ponceau a nasledné roztokem PBS odbarveny. Membrany byly poté 1 hodinu blokovany
v roztoku 5% mléka v pufru C (1 ml 20% TWEEN 20 do 400 ml PBS) za mirného michani
na laboratorni tiepacce Labnet Gyro Twiester za laboratorni teploty. Nasledovala inkubace
s mysi specifickou primarni protilatkou proti ATP6VOD1 (1:500) pies noc pii 4°C za
stalého michani pomoci Labnet LabRoller Il (USA). Ve vakuové aparature Millipore
SNAP i.d. (Némecko) byly membrany promyty pufrem C. Poté byla na membrany
navrstvena sekundarni protilatka, kozi proti mysi s HRP konjugatem, 1:2000 fedéna
v 0,1% mléce v pufru C a membrany byly inkubovany 10 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledné¢ byly membrany opét promyty roztokem pufru C a inkubovany 3 minuty
s reagenciemi soupravy Immun-Star HRP Chemiluminescence Kit (Bio-Rad, USA)
smichanymi v poméru 1:1. Membrany byly umistény do kazety firmy FOMA CAWO (CR)
a vyvolany na filmy Agfa v piistroji FOMA Optimax (CR) dle idajii vyrobce.

3.2.9 Izolace RNA z analyzovanych bunék neuroblastomovych linii

Izolace RNA byla provadéna za pouziti kitu RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (50).
Vzorky bunéénych linii byly ptipraveny postupem popsanym v kapitole 3.2.4. (tabulka 4,
str. 25). Bunééné pelety byly resuspendovany v 1 ml QIAzol Lysis Reagent a pfiblizne
30 minut inkubovany pfi laboratorni teploté do tiplného rozpusténi pelety. Nasledné bylo
ptidano 200 pl chloroformu, vzorky byly 15 sekund michany invertovanim, 3 minuty
inkubovany pfi laboratorni teploté a poté centrifugovany pii 4°C po dobu 15 minut pfi
11400 rpm v centrifuze Eppendorf Centrifuge 5415R (Némecko). Vrchni vodna faze
obsahujici RNA byla pfenesena do nové mikrozkumavky, piidan 70% ethanol v poméru
1:1 a vzorky byly dikladn& michany na vortexu VELP Scientifica Rw? (Italie). Poté byly

vzorky pieneseny do ,,RNeasy mini spin colum* ve 2 ml ,,collection tube®, centrifugovany
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po dobu 15 sekund pii 9 400 rpm a filtrat byl odstranén. Nasledoval krok §tépeni DNASouU,
kdy bylo ptidano 350 ul RW1 pufru s naslednou centrifugaci za stejnych podminek a filtrat
byl odstranén. Smisenim 10 pl DNAsy I a 70 ul RDD pufru byl pfipraven ,,DNAsa mix 1.
Tetnto ,,mix“ byl navrstven na membranu kolonky, ktera byla inkubovana po dobu
15 minut pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 350 pl RW1 pufru s naslednou
centrifugaci 15 sekund pii 9 400 rpm a filtrat byl odstranén. Ke kolonce bylo ptfidano
500 ul RPE pufru s naslednou centrifugaci za stejnych podminek. Po odstranéni filtratu byl
tento krok opakovén s centrifugaci po dobu 2 minut pfi 9 400 rpm. Pro uplné vysusSeni
membrany byla kolonka vlozena do nové mikrozkumavky a centrifugovéna 1 minutu pfi
13 400 rpm (maximum). Dale byla opét kolonka vlozena do nové mikrozkumavky a bylo
ptidano 30 pl ,,RNasy free“ vody. Vzorky byly centrifugovany po dobu 1 minuty pfi
9 400 rpm. Veskera prace byla provadéna v lamindrnim boxu Telstar AV-100 (Spanélsko).
Koncentrace a Cistota izolované RNA byla méfena na spektrofotometru Nanodrop
ND-1000 (USA).

3.2.10 Reverzni transkripce RNA testovanych neuroblastomovych bunéénych linii

Pro ptepis RNA do komplementarni DNA (cDNA) byla pouzita komeréni sada pro
reverzni transkripci na CDNA s inhibitorem RNAs Generi Biotech Reverse Transcription
Kit. Vzorky RNA izolované dle kap. 3.2.8. na strané 27 byly fedény vodou (RNAse free)
tak, aby koncentrace RNA na reakci ¢inila 500 pg. Ke kazdému vzorku (1,5 ul) bylo
pfidano 15 ul ,,Master Mixu“ a 13,5 ul vody zbavené RNAs. Reverzni transkripce byla

pfipravovana v boxu Bioair instruments Aura PCR (Italie).

Pro piepis RNA do cDNA byly vzorky umistény do termocykleru SensoQuest Labcycler

(Némecko) a byl zvolen nasledujici program: 42°C po dobu 60 minut a poté 4°C .

3.2.11 Kvantitativni polymerasova fetézova reakce v realném case (RT-PCR) genii
domén V-ATPasy ATP6V1C1 a ATP6V1G1

Kvantitativni polymerasova fetézova reakce v realném case (RT-PCR) je jednou
z modifikaci klasické PCR reakce. Tato metoda se pouziva pro kvantitativni analyzu

templatu, tedy urc¢itého tseku cDNA v redlném cCase. Amplifikace je detekovana pomoci
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fluorescencénich sond, které se vazi specificky nebo nespecificky na amplifikovanou DNA.
Mezi specifické sondy patii napt. TagMan systém, ktery byl vyuzit v této praci,
nespecifické sondu jsou napt. Syber Green.

Pro RT-PCR byly pouzity primery hATP6VICI1, hATP6V1G1 a pro kontrolni gen
hPOLR2A s FAM (6-Carboxyfluorescein) znacenymi fluorescen¢nimi specifickymi
sondami, které byly navrZeny a piipraveny v Generi Biotech (CR). Reakce RT-PCR byla
provedena se vzorky cDNA piipravenymi dle kap. 3.2.9. Kazda 20 ul reakce sestavala z:
10 ul ,,Universal Master Mixu*, 2 ul primeru s FAM fluorescen¢ni znac¢kou, 6 ul ,,RNAse
free* vody a 2 pl vzorku cDNA. Kazdy vzorek byl vySetfen v triplikatu. Vzorky byly
vlozeny do Applied Biosystems 7 300 Real Time PCR System (USA), kde byly pomoci

programu 7 300 Systém Software nésledujici podminky:

95°C po dobu 10 minut

40 cykla o nasledujicich parametrech:
95°C po dobu 15 sekund
60°C po dobu 60 sekund

Pro vyhodnoceni vysledky byla pouzita relativni kvantifikace. Ta popisuje relativni zménu
exprese genu vic€i vnitfnimu standardu. Jako wvnitfni standard se vyuziva
tzv. house-keeping gen (POLR2A), jehoz hladina exprese je za podminek experimentu
konstantni. Pro vypocet exprese cilového genu ve vztahu k odpovidajicimu house-keeping
genu pouzita srovnavaci AACt metoda. Zakladnim ptedpokladem pii srovnavaci AACt
metod¢€ je, Zze amplifikace cilového i house-keeping genu probiha se stejnou Uc€innosti.
K vypoctu celkového mnozstvi cilového genu se poté pouziva vztah:

R:2 ('AACt ) kde: AACt: Actvzorku = ACtkontro]a [76]

3.2.12 Detekce apoptosy v lidskych neuroblastomovych liniich po ptisobeni ellipticinu

a cisplatiny

Pratokova cytometrie je metoda pouzivana pro analyzu bun¢k v suspenzi. Bunky
jsou znaCeny monoklonalni protilaitkou s navazanym flourofochromem specificky se
vazajici na antigen na povrchu nebo uvnitf stanovovanych bunék nebo jinou fluorescencni
znackou. Suspenze je poté vhanéna tryskou do prutokového cytometru a prochazi ji

laserovy paprsek, ktery se od Castic suspenze odrazi do strany, coz znaci miru granularity
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bunék, a rozptyli se v zavislosti na velikosti bun¢k. Jsou-li na bufice navazany molekuly
flourochromu, excituji se laserovym paprskem a dojde k vyzafeni excitovaného svétla.
Tyto parametry jsou zaznamendny detektory a takto ziskand primarni data jsou
vyhodnocena softwarem. [77]

Bun&né linie UKF-NB-4, UKF-NB-45""' a UKF-NB-4“P™" byly pieneseny na
Petriho misky o kultivagni plose 22,1 cm? tak, aby na kazdé misce bylo 800 000 bunék a
byly inkubovany po dobu 24 h v inkubatoru Jouan IGO 150 (USA). Nasledn¢ byly linie
inkubovany s cytostatiky po dobu 24 h (tabulka 5). Poté bylo medium pieneseno do
zkumavek a bunky byly promyty 1 ml PBS a nasledn¢ uvolnény 1 ml roztoku trypsinu.
Suspenze byla centrifugovana pti 1 350 rpm po dobu 2 min a supernant byl odstranén.
Peleta byla resuspendovana v 1 ml PBS, centrifugovana za stejnych podminek
a supernatant byl opét odstranén. Peleta byla poté resuspendovana v 1 ml ,Binding
Bufferu” (10x fedény destilovanou vodou). Z takto pfipravené suspenze bylo odebrano
10 pl, smiseno s trypanovou modii v poméru 1:1 a builkky byly spocitany na pocitadle
buné¢k BIO-RAD TC 20 (USA). Nasledné bylo odebrano takové mnozstvi suspenze do
centrifugacni zkumavky, aby pocet bunék ¢inil 500 000, suspenze byla centrifugovana za
stejnych podminek a supernatant byl odstranén. Poté bylo pfidano 5 pul Anexinu V-DY647,
1 ul 4',6-diamidino-2-fenylindol dihydrochloridu (DAPI) a 95 ul ,,Binding Bufferu, vse
bylo jemné promichano, buiiky byly inkubovany po dobu 15 min ve tm¢ za laboratorni
teploty a centrifugovany za stejnych podminek. Peleta byla resuspendovana v 250 pl
,Binding Bufferu“. Takto ptipravené vzorky byly analyzovany pritokovym cytometrem

BD Bioscience LSR 1l (USA) a kone¢na analyza byla provedena programem FlowlJo.

Tabulka 5: Prehled vzorkt senzitivni bunééné linie UKF-NB-4 piipravenych pro detekci

apoptosy
UKF-NB-4 UKF-NB-4
bez pridavku bez pfidavku
5 uM ellipticin 17 uM cisplatina
100 nM bafilomycin Al | 100 nM bafilomycin Al
kombinace obou kombinace obou
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3.2.13 Lokalizace doxorubicinu a ellipticinu v buiikach neuroblastomové linie pomoci

konfokalni mikroskopie

Vzhledem k fluorescen¢nim vlastnostem doxorubicinu a ellipticinu lze sledovat
jejich lokalizaci v buiice pomoci konfokalniho mikroskopu. Neuroblastomové bunécné
linie UKF-NB-4 byly kultivovany, jak je popsano v kapitole 3.2.2 a poté byly pfeneseny na
misky (35 mm Dish with 10 mm Bottom well) tak, aby pocet bunék na 1 misku ¢inil
400 000 a byly inkubovany po dobu 24 hodin v inkubatoru Jouan IGO 150 (USA) pii
37 °C. Poté byly inkubovany po dobu 30 minut $ 5 uM doxorubicinem, 10 uM ellipticinem
a kombinaci cytostatika s 100 nM bafilomycinem A pii 37 °C. Nasledné byly linie
inkubovany po dobu 30 minut s 50 nM LysoTracker  Red
a 1 pg/ml 2'-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihyd
rochlorid hydratu (Hoechst 33342). Buiiky byly pozorovany mikroskopem Leica DMi8

(Némecko) za pouziti programu Leica Application Suite X.
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4. Vysledky

Predkladana diplomova prace je zaméfena na blizsi poznani jednoho z mechanismu
rezistence vaci chemoterapeutikim, kde hraje dulezitou roli protonova pumpa, enzym
V-ATPasa, lokalizovand v membranach nekterych intracelularnich kompartmentti véetné
lysosomi. Lékova rezistence vyvolana timto mechanismem, ale i mechanismy dal§imi, je
totiz jednou z nejvétsich komplikaci protinddorové chemoterapie.

Lidskd neuroblastomova bunééna linie UKF-NB-4 a linie rezistentni
k doxorubicinu UKF-NB-4”9%°, ellipticinu UKF-NB-45""' a cisplatiné UKF-NB-4°PP?
byly vystaveny pusobeni pfislusného cytostatika po dobu 24 hodin a nasledné byla
imunochemicky analyzovana exprese casti proteinové molekuly V-ATPasy, ATP6V0D1
(metodou Western blot). Exprese ATP6V1C1 a ATP6V1G1 pak byla anlyzovana na Grovni
exprese mMRNA, pomoci kvantitativni reverzné transkripéni polymerazové fetézové reakce
v realném case (RT-PCR). Buiky byly dale testovany z hlediska vyvoje apoptosy po
vystaveni puasobeni cytostatika v kombinaci se specifickym inhibitorem V-ATPasy
bafilomycinem A. Diky fluorescenénim vlastnostem doxorubicinu a ellipticinu byla
pomoci  konfokalniho mikroskopu sledovana jejich lokalizace v bunéénych

kompartmentech a vliv bafilomycinu A na distribuci danych cytostatik.

4.1 Uréeni hodnot koncentrace doxorubicinu, ellipticinu a cisplatiny zpusobujici

zanik 50 % bunék (ICsp) v senzitivni neuroblastomové linii UKF-NB-4

Cytotoxicita doxorubicinu, ellipticinu a cisplatiny va¢i neuroblastomovym
bunéénym liniim UKF-NB-4 byla méfena MTT testem. Tato metoda je zaloZena na
redukei zlutého rozpustného 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu
(MTT) na modré krystalky formazanu. Uvedena reakce probihd na mitochondrialni
membrané zivych bunék. Spektrofotometricky pritkaz formazanu (hodnota absorbance
roztoku pti vlnové délce 570 nm) odpovida mnozstvi zivych bunék.

Neuroblastomova bunééna linie byla kultivovana po dobu 72 hodin se vzrustajici
koncentraci jednotlivych cytostatik podle kapitoly 3.2.3. Absorbance jednotlivych vzorka
byla méfena pii vlnové délce 570 nm za pouziti spektrofotometru Molecular Devices

VERSA max (USA). Takto byly stanoveny hodnoty ICs (koncentrace latky, ktera snizi
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pocet bun¢k oproti kontrole na polovinu) jednotlivych cytostatik a jsou uvedeny

v tabulce 6. Vysledky experimentl jsou znazornény na obr. 16, 17 a 18,

Tabulka 6: Hodnoty ICs pro jednotliva cytostatika pro bunky UKF-NB-4.

Cytostatikum | 1Cso [uM]
doxorubicin | 0,098 + 0,007
ellipticin 0,784 + 0,044
cisplatina 4,044 + 0,133

Stanoveni IC,, ellipticinu v lidské neuroblastomové

linii UKF-NB-4
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Obr. 16: Cytotoxicita ellipticinu vuéi lidskym neuroblastomovym liniim UKF-NB-4.
Testované bunky byly kultivovany 72 hodin s ellipticinem o pocate¢ni koncentraci 10 pM.

Jako kontrola byly pouzity buniky bez ptidavku cytostatika.
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_ linii UKF-NB-4
100

80
2.' T
© 60 -
t
= [
R 40

d T
20 L
T
0 T T T T T T T T T I
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Cooxo [HM]

Obr. 17: Cytotoxicita doxorubicinu vici lidskym neuroblastomovym liniim UKF-NB-4.
Testované bunky byly kultivovany 72 hodin s doxorubicinem o pocate¢ni koncentraci

5 uM. Jako kontrola byly pouzity butiky bez pfidavku cytostatika.

100 Stanoveni IC,, cisplatiny v lidské neuroblastomové
linii UKF-NB-4
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Obr. 18: Cytotoxicita cisplatiny vuci lidskym neuroblastomovym liniim UKF-NB-4.
Testované buiiky byly kultivovany 72 hodin s cisplatinou o pocate¢ni koncentraci 25 pM.

Jako kontrola byly pouzity buniky bez ptidavku cytostatika.
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4.2 Sledovani vlivu testovanych 1é¢iv na expresi membranové domény ATP6VOD1
enzymu V-ATPasy v neuroblastomové bunééné linii UKF-NB-4 a linii rezistentnich
vidi témto lé¢ivim (UKF-NB-4°9%° UKF-NB-45-"' a UKF-NB-4°P°") pomoci
metody Western blot

V dal8i ¢asti diplomové prace byla sledovana exprese V-ATPasy, respektive jeji
membranové domény ATP6VOD1, na proteinové urovni, a to imunochemicky, pomoci metody
Western blot. Testovan byl rovnéz vliv doxorubicinu, ellipticinu a cisplatiny na tuto expresi.

Lidska senzitivni linie UKF-NB-4 a linie rezistentni va¢i doxorubicinu
UKF-NB-4”9%| ellipticinu UKF-NB-45""" a cisplating UKF-NB-4°P"" byly pripraveny
podle kapitoly 3.2.4., 3.2.5 a 3.2.6 a exprese proteinu ATP6VOD1 byla analyzovana
pomoci metody Western blot.

Vysledek experimentu sledujici expresi ATP6VODI1 v buitkach UKF-NB-4 a
UKF-NB-4P°%9 je uveden na obr. 19 na strané 47. Vysledky byly poté kvantifikovany
pomoci programu Image] a jsou znazornény na obr. 20 na strané 47. Z vysledkl
uvedenych na obr. 19 a 20 je patrné, ze v rezistentni linii, v porovnani s linii senzitivni, je
pusobenim doxorubicinu zvySena exprese membranové domény ATP6VODI enzymu
V-ATPasy. Doxorubicin indukuje zménu v expresi tohoto proteinu. S rostouci koncentraci

doxorubicinu dochazi ke zvyseni exprese ATP6VOD1 v obou liniich.
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ATP6VOD1

aktin

Obr. 19: Vliv doxorubicinu na expresi proteinu ATP6V0OD1 membranové domény enzymu
V-ATPasy v neuroblastomové linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4°°%°. Zleva buiiky UKF-NB-4
a UKF-NB-4"9%° kter¢ nebyly inkubované s doxorubicinem, buiky UKF-NB-4
a UKF-NB-4P9% kultivované 24 hodin s 92 nM doxorubicinem a buiiky UKF-NB-4 a
UKF-NB-4°%%© kultivované 24 hodin s 460 nM doxorubicinem. Jako kontrola spravného
naneseni mnozstvi proteind vzorka byl pouzit aktin. Reprezentativni snimek jednoho ze tii

nezavislych experimentu.
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Obr. 20 Vliv doxorubicinu na expresi proteinu ATP6VOD1 membranové domény enzymu
V-ATPasy v neuroblastomové linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4°°%°. K- kontrolni linie
inkubované bez doxorubicinu, 1- linie inkubované 24 hodin s 92 nM doxorubicinem, 2-
linie inkubované 24 hodin s 460 nM doxorubicinem. Hodnoty jsou pramérem tii
nezavislych méfeni a data jsou vyhodnocena parovym t-testem. Signifikance p<0,01

znazornéna **, signifikance p<0,001 znazornéna ***
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V dalsi fazi prace jsme sledovali vliv ellipticinu na expresi studované domény
V ATPasy (protein ATP6VOD1). Vysledky experimentt sledujicich expresi tohoto
proteinu (ATP6VOD1) v buitkich UKF-NB-4 a UKF-NB-45""' jsou uvedeny na obr. 21
a22. Stejné jako v ptipadé doxorubicinu, lze i1 v pifipadé pisobeni ellipticinu pozorovat
zvysenou expresi ATP6VODI, a to zejména v linii rezistentni vic¢i ellipticinu. Po
kvantifikaci vysledkti pomoci programu Imagel (obr. 22, str. 49) je patrné, ze se zvySuje

exprese tohoto proteinu po pusobeni ellipticinu jak v linii rezistentni, tak v linii senzitivni.

ATP6VOD1

aktin

Obr. 21: Vliv ellipticinu na expresi proteinu ATP6VOD1 membranové domény enzymu
V-ATPasy v neuroblastomové linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4"""'. Zleva buiiky UKF-NB-4
a UKF-NB-4%"') které nebyly inkubované s ellipticinem, buiiky UKF-NB-4 a
UKF-NB-45""" kultivované 24 hodin s2 uM ellipticinem a buitky UKF-NB-4 a
UKF-NB-4%""" kultivované 24 hodin s5 pM ellipticinem. Jako kontrola spravného
naneseni mnozstvi proteind vzorkd byl pouzit aktin. Reprezentativni snimek jednoho ze tii

nezavislych experimentu.
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Obr. 22: Vliv ellipticinu na expresi proteinu ATP6VOD1 membranové domény enzymu
V-ATPasy v neuroblastomové linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4“'. K- kontrolni linie
inkubované bez ellipticinu, 1- linie inkubované 24 hodin s 2 puM ellipticinem, 2- linie
inkubované 24 hodin s 5 uM ellipticinem. Hodnoty jsou pramérem tii nezavislych méteni
a data jsou vyhodnocena parovym t-testem. Signifikance p<0,05 znazornéna *,

signifikance p<0,01 znazornéna **

Analogicky jako v experimentech s doxorubicinem a ellipticinem jsme sledovali
i vliv dalsiho studovaného cytostatika cisplatiny. Western blot ilustrujici expresi proteinu
ATP6VODI v buitkich UKF-NB-4 a UKF-NB-4°P"" je uveden na obr. 23 na strang 50. Jak
je z obrazku patrné, v pifipad€ rezistentni linie dochazi ke znatnému poklesu exprese
tohoto proteinu. Pro kvantifikaci exprese tohoto proteinu byly vysledky opét analyzovany
pomoci programu ImageJ a jsou uvedeny na obr. 24 na strané 50. Je z nich patrné, ze
exprese ATP6VODI1 je viditelné zvySena pouze v piipadé rezistentni linie, ktera nebyla
kultivovana v pfitomnosti cytostatika. V liniich kultivovanych v pfitomnosti cisplatiny se
exprese sniZzuje oproti expresi v senzitivni linii. Tento vysledek naznacuje, Ze cisplatina ma

negativni vliv na expresi daného proteinu v rezistentnich liniich.
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Obr. 23: Vliv cisplatiny na expresi proteinu ATP6VOD1 membranové domény enzymu
V-ATPasy v neuroblastomové linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4P™"_ Zleva buiiky UKF-NB-4
a UKF-NB-4°P®  které nebyly inkubované s cisplatinou buitky UKF-NB-4 a
UKF NB 4°P°" kultivované 24 hodin s3 pM cisplatinou a buiiky UKF-NB-4 a
UKF NB 4°P°" kultivované 24 hodin s 17 uM cisplatinou. Jako kontrola spravného
naneseni mnozstvi proteinii vzorkl byl pouZit aktin. Reprezentativni snimek jednoho ze tfi

nezavislych experimentu.
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Obr. 24: Vliv cisplatiny na expresi ATP6VOD1 membranové domény enzymu V-ATPasy
v neuroblastomové linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4“"", K- kontrolni linie inkubované bez
cisplatiny, 1- linie inkubované 24 hodin s 3 uM cisplatinou, 2- linie inkubované 24 hodin
s17 uM cisplatinou. Hodnoty jsou primérem tii nezavislych méfeni a data jsou
vyhodnocena parovym t-testem. Signifikance p<0,05 znazornéna *, signifikance p<0,01

znazornéna **, signifikance p<0,001 zndzornéna ***
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4.3 Stanoveni exprese geni ATP6VIC1 a ATP6V1Gl enzymu V-ATPasy v
neuroblastomovych liniich pomoci kvantitativni polymerasové ftetézové reakce

V realném ¢ase (RT-PCR)

Neuroblastomova bunécna linie UKF-NB-4 a linie rezistentni vaci ellipticinu
UKF NB-4"' doxorubicinu  UKF-NB-4°9© 3 cisplating UKE-NB-4“P°F  byly
inkubovany s Cytostatiky postupem uvedenym v kapitole 3.2.4 a nasledné¢ byla
z analyzovanych bunék izolovand RNA (kapitola 3.2.9). Cistota a koncentrace izolované
RNA byly stanoveny spektrofotometricky (méfeno na piistroji NanoDrop ND 1000, USA).
Cistotu RNA udava pomér absorbanci Ajgo/Azg0. Hodnota poméru téchto absorbanci se
pohybovala v pozadovaném rozmezi 1,8 — 2. Izolovana RNA byla poté piepsana reverzni
transkripci do komplementarni DNA (¢cDNA) s naslednou polymerazovou fetézovou reakci
V realném case. Exprese téchto gentl je vztaZzena ke kontrolni linii UKF-NB-4. Z vysledkt
uvedenych na obr. 25 vyplyva, Ze exprese obou genii, ATP6V1C1 a ATP6V1G1, V-ATPasy
v buitkich UKF-NB-4°°%° je snizena. Po inkubaci t&chto bungk s doxorubicinem byl
pozorovan stejny vysledek, prestoze metodou Western blot byla detekovéna zvySena

exprese proteinu ATP6VOD1.

Exprese gentl ATP6VOC1 a ATP6VOG1 v
neuroblastomovych liniich
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Obr. 25: Vliv doxorubicinu na expresi geni ATP6VIC1 a ATP6V1G1
v neuroblastomovych bun&énych linifch. K- UKF-NB-4, 1- UKF-NB-4P°%° 2.
UKF NB 4P°%9 5 460 nM doxorubicinem. Hodnoty jsou primérem ti nezavislych méfeni
a data jsou vyhodnocena parovym t-testem. Signifikance p<0,05 znazornéna *,

signifikance p<0,01 zndzornéna **
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V piipadé exprese genti ATP6VIC1 a ATP6VIGL v linii UKF-NB-4P™" | jak je
patrné z obr. 26, se mirné zvysila tato exprese ve vzorcich bun€k kultivovanych bez
ptidavku cisplatiny, avSak v bunikach vystavenych plisobeni tohoto cytostatika je exprese
vyrazn¢ snizena. Tyto vysledky odpovidaji expresi proteinu membranové domény

V-ATPasy, jez byla v buiikach UKF-NB-4P°” znatné snizena po kultivaci s cisplatinou.

Exprese genl ATP6VOC1 a ATP6VOG1 v
neuroblastomovych liniich
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Obr. 26: Vliv cisplatiny na expresi geni ATP6V1C1 a ATP6V1G1 v neuroblastomovych
bun&énych liniich. K- UKF-NB-4, 1- UKF-NB-4°P°" 2. UKF-NB-4°°*" 517 uM
cisplatinou. Hodnoty jsou primérem tii nezavislych méfeni a data jsou vyhodnocena

parovym t-testem. Signifikance p<0,01 zndzornéna **, signifikance p<0,001 znazornéna

**k*k

Naopak v liniich UKF-NB-45""' vyvolal ellipticin zvySenou expresi gent
ATP6V1C1 a ATP6V1G1, avsak tato exprese byla zvysena jiz pti kultivaci bez tohoto
cytostatika (obr. 27, str. 53). Ziskané vysledky odpovidaji expresi proteinu ATP6VODI1
zjisténymi metodou Westen blot. Exprese obou gent ATP6V1C1 a ATP6V1G1 vykazovaly
vzdy shodny trend.
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Exprese gentl ATP6VOC1 a ATP6VOG1 v
neuroblatomovych liniich
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Obr. 27: Vliv ellipticinu na expresi geni ATP6V1C1 a ATP6V1G1 v neuroblastomovych
bunéénych liniich. K- UKF-NB-4, 1- UKF-NB-4°""' 2- UKF-NB-4®“' s5 uMm
ellipticinem. Hodnoty jsou primérem tfi nezavislych méfeni a data jsou vyhodnocena
parovym t-testem. Signifikance p<0,05 znidzornéna *, signifikance p<0,01 zndzornéna **,

signifikance p<0,001 zndzornéna ***

4.4 Analyza cytotoxicity cisplatiny a ellipticinu na neuroblastomové bunééné linie a

sledovani vlivu bafilomycinu A na tuto cytotoxicitu pomoci pratokového cytometru

Pii sledovani cytotoxicity cisplatiny a ellipticinu, a vlivu bafilomycinu A po
24 hodinové inkubaci neuroblastomovych bunéénych linii s témito latkami, byla analyzou
pomoci prutokového cytometru detekovana indukce apoptosy (postupem popsanym V
kapitole 3.2.12). Pouzity barevny marker Anexin V se vaze na fosfatidylserin, ktery je pfi
apoptose translokovan na vné¢j$i stranu cytoplasmatické membrany. Dalsi pouzity barevny
marker (DAPI) prochazi cytoplasmatickou membranou u pozdné apoptotickych a
nekrotickych bunék. Vysledky experimentu jsou shrnuty na obrazcich 28 (str. 54) a 29
(str.56). V levém hornim kvadrantu (R1) jsou buiiky nekrotické, které jsou pouze
DAPI-pozitivni, v pravém hornim kvadrantu (R2) se pak nachazi buiky pozdné
apoptotické, tedy buniky Anexin V-pozitivni i DAPI-pozitivni. Pravy dolni kvadrant (R3)
pfedstavuje builky casné apoptotické, pouze Anexin V-pozitivni a vlevém dolnim
kvadrantu (R4) se nachéazi bunky zivé. Mnozstvi bun¢k v jednotlivych kvadrantech je

vyjadieno v procentach.
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Obr. 28: Vyvoj apoptosy v neuroblastomové linii UKF-NB-4 a linii rezistentni vuci
ellipticinu UKF-NB-4""' znazornény pomoci ,,dot-plotového* zobrazeni. Kontrolni
,nheoSetfené” linie (A); linie inkubované s 5 uM ellipticinem (B); linie inkubované s

bafilomycinem A (C); linie inkubované v kombinaci obou latek (D). Reprezentativni data

jednoho ze tii nezavislych experimentd.
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Vysledky experimentu sledujici indukci apoptosy ellipticinem a vliv bafilomycinu
A na tento proces jsou uvedeny na obr. 28 na strané 54. Z vysledk uvedenych na tomto
obrazku je patrné, ze 5 uM ellipticin indukuje apoptosu v senzitivni linii, zatimco U
rezisteni linie se viabilita bun¢k nezménila. Vliv 100 nM bafilomycinu A také nebyl pro
vyvoj apoptosy vyznamny, ovSem pii kombinaci bafilomycinu A a ellipticinu se viabilita
bunék obou testovanych linii vyrazné snizila. V senzitivni linii byla vice nez polovina
bunék apoptotickych, nékteré pozdné apoptotické, jiné Casné apoptotické.V rezistentni linii
bylo 80 % bunék zivych. Jako kontrola byly pro obé¢ linie pouzity buiiky ,neoSetfené®,
které obsahuji malé mnozstvi Anexin V-pozitivnicha Anexin V/DAPI-pozitivnich
populaci.

Vysledky ukazujici vliv cisplatiny na vyvoj apoptosy v neuroblastomovych liniich
UKF-NB-4 a UKF-NB-4°PP" jsou uvedeny naobr. 28 na strand 56. Po 24 hodinové
inkubaci obou linii pouze s 17 uM cisplatinou nebo 100 nM bafilomycinem A je pouze
malé procento bunck ve stavu apoptosy, at uz se jednd o populaci pozdné ¢i Casné
apoptotickou. Po vystaveni linii ptisobeni kombinaci téchto latek vSak dochazi k vyrazné
indukci apoptosy v obou liniich, ale v linii rezistentni vici cisplatiné je procento Zivych
bunék znac¢né nizsi (33 %) nez v linii senzitivni (71 %). Jako kontrola byly pro ob¢ linie
pouzity buiiky ,,neoSetiené¢, ve kterych je zastoupeno minimdlni procento apoptotické
populace.

Z vysledkt uvedenych experimentii (obr. 26 a 27) vyplyva, ze bafilomycin A
potencuje cytotoxicky t¢inek obou cytostatik, jak ellipticinu, tak cisplatiny.
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Obr. 29: Vyvoj apoaptosy v neuroblastomové linii UKF-NB-4 a linii rezistentni vuéi
cisplating UKF-NB-4PPP, znazornény pomoci ,,dot-plotového zobrazeni. Kontrolni
,heosetfené linie (A); linie kultivované s 17 uM cisplatinou (B); linie kultivované
s 100 nM Dbafilomycinem A (C);

linie kultivované Vv kombinaci obou latek (D).

Reprezentativni data jednoho ze tfi nezavislych experiment.
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4.5 Analyza lokalizace doxorubicinu a ellipticinu v buiikich UKF-NB-4 pomoci

konfokalni mikroskopie

Vzhledem k fluorescen¢nim vlastnostem doxorubicinu a ellipticinu lze sledovat
jejich lokalizaci v buiice pomoci konfokalniho mikroskopu. Doxorubicin a ellipticin se
fadi do skupiny latek interkalujicich do DNA a plisobi na nadorové builky viceCetnymi
mechanismy. Jak jiz bylo uvedeno vySe, tato cytostatika indukuji v bunkach
neuroblastomu rezistenci, ktera je spojena se zvySenou expresi V-ATPasy.

Vysledky sledovani lokalizace doxorubicinu analyzované pomoci konfokalni
mikroskopie, jsou uvedeny na obr. 30 na strané¢ 58. Po kultivaci bunék neuroblastomové
linie UKF-NB-4 s 5 uM doxorubicinem postupem popsanym v Kapitole 3.2.13 bylo
zjisténo, ze indukuje v téchto bunkach tvorbu vakuol, do kterych je sekvestrovan, coz je
ziejmé z flourescence doxorubicinu  (obr. 30, panel DOXO). Pouzitim specifického
markeru lysosomi 50 nM ,LysoTrackeru Red* byly oznafeny lysosomy a jadra byla
barvena pomoci 1 ug/ml barvy Hoechst 33342. Piekryvem téchto situaci byla zjisténa
lokalizace doxorubicinu. Ten se pfevazné nachazi v lysosomech (vyznaceny zluté) a ve
velmi malé mite vstupuje téz do jadra. Po vystaveni linie plisobeni specifického inhibitoru
V-ATPasy bafilomycinu A se pocet lysosomu snizi, coz je patrné z obr. 30 (panel BAF) a
vétsi koncentrace doxorubicinu je tak lokalizovano v jadrech bunék. Zde pak mutize plisobit

na DNA svymi mechanismy uéinku.
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DOXO LYSO Hoechst Piekryv

Obr. 30: Lokalizace doxorubicinu v bunkach linie UKF-NB-4 sledovana v konfokalnim
mikroskopu. 50 NM lysosomalni marker LysoTracker Red (LYSO), buiky kultivované
s5 uM doxorubicinem (DOXO), jadra jsou znaCena 1 ug/ml barvy Hoechst 33342
(Hoechst). Kolokalizace doxorubicinu a LysoTrackeru je znazornéna zluté jako prekryv
téchto dvou situaci (PFekryv). Bunky byly pfipraveny kultivovany pouze s doxorubicinem
(K) nebo v kombinaci s bafilomycinem A (BAF). Reprezentativni snimek jednoho ze tii

nezavislych experimenti.

Vysledky experimenti analyzujicich lokalizaci ellipticinu v bunikdich UKF-NB-4,
sledované pomoci konfokéalni mikroskopie, jsou uvedeny na obr. 31 na strané¢ 59. Buiky
neuroblastomové linie UKF-NB-4 byly kultivovany s 10 uM ellipticinem postupem
popsanym v kapitole 3.2.13. Z obrazku je patrné, Ze stejné jako v ptipad¢é doxorubicinu, I
ellipticin indukuje v téchto bunkach tvorbu vakuol. Také v tomto experimentu byl pouzit
specificky marker lysosomt 50 nM ,,LysoTrackeru Red, kdy byly oznaceny lysosomy, a
jadra byla barvena 1 pg/ml barvou Hoechst 33342. Prekryvem je znazornéna lokalizace
ellipticinu (panel ELLI). I zde je 1é¢ivo (ellipticin) lokalizovano Vv lysosomech (vyznaceny
zluté) a ve velmi malé mife vstupuje téz do jadra. Po vystaveni linie pusobeni specifického
inhibitoru V-ATPasy bafilomycinu A dochazi téméi k vymizeni lysosomu (obr. 31, panel
BAF) a ellipticin je tak vice koncentrovan Vv jadrech bun€k, kde mize puisobit na DNA

svymi mechanismy uc¢inku.
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ELLI LYSO Hoechst Piekryv

Obr. 31: Lokalizace ellipticinu v burnikach linie UKF-NB-4 sledovana v konfokalnim
mikroskopu. Lysosomalni marker 50 nM LysoTracker Red (LYSO), bunky kultivované s
10 puM ellipticinem (ELLI), jadra jsou znacena 1 ug/ml barvy Hoechst 33342 (Hoechst).
Kolokalizace ellipticinu a LysoTrackeru je znazornéna zluté jako piekryv téchto dvou
situaci (Pfekryv). Buiiky byly kultivovany pouse s ellipticinem (K) nebo v kombinaci
s bafilomycinem A (BAF). Reprezentativni snimek jednoho ze tii nezavislych

experimentll.
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5. Diskuse

wrwe

zemich. Incidence nadorovych onemocnéni neustale stoupa. | pres pokroky v onkologiecké
diagnostice a velky rozvoj terapeutickych metod b&hem poslednich let, jsou tato
onemocnéni stale obtizné 1é¢itelna. Chemoterapeuticka 1é¢ba je komplikovana vznikem
rezistence k podavanym cytostatikim. Pro usnadnéni 1é¢by a zlepSeni prognozy je tedy
dilezité odhalit klicova mista (mechanismy) vzniku rezistence.

V této diplomové praci bylo sledovano ovlivnéni bunétné exprese vakuolatrni
ATPasy (V-ATPasy, respektive jeji membranové domény ATP6VOD1) tiemi studovanymi
1écivy  (doxorubicin, ellipticin, cisplatina). A to koknkrétné Vv bunkach lidské
neuroblastomové linie UKF-NB-4 a od ni odvozenych linii rezistentnich vi¢i doxorubicinu
UKF-NB-4°9%Cellipticinu UKF-NB-4%"*' a cisplatiné UKF-NB-4°P°" vystavenych
pusobeni uvedenych cytostatik. Konkrétné 92 nM a 460 nM doxorubicinu, 2 uM a 5 uM
ellipticinu @ 3 pM a 17 uM cisplatiné. Vakuolarni H'-ATPasa (V-ATPasa) je
multipodjednotkovy enzym lokalizovany v membrané mnoha organel, ktery funguje jako
protonova pumpa. Dilezitou roli v§ak hraje v nadorovych onemocnénich, kdy byla zjisténa
jeji upregulace, zejména v progresi nadoru a v 1ékové rezistenci, jez byla pifedmétem studia
v této diplomové praci. Enzym zajiStuje acidifikaci lysosoml. Kyselé prostredi je
podminkou akumulace bazickych cytostatik v lysosomech. To mize zpusobit
chemorezistenci, protoZe tato cytostatika se nedostanou k mistu svého tc¢inku, kterym je
nejcastéji jadro. U bunck linie odvozené od akutni myeloidni leukemi s experimentalné
navozenou rezistenci k doxorubicinu bylo popsdno vychytdvani tohoto 1éku
v lysosomech. [78]

Metodou Western blot bylo zjisténo, Ze v liniich UKF-NB-49%° a UKF-NB-45-
je zvySena exprese ATP6VOD1 v porovnéni s linii senzitivni (obr. 19 a 21). Po vystaveni
linii pfisluSnym cytostatikim dochazi ke zvySeni exprese tohoto proteinu v zavislosti na
koncentraci daného cytostatika jak v linii senzitivni, tak v liniich rezistentnich. S rostouci
koncentraci jak ellipticinu, tak doxorubicinu se exprese ATP6VODI1 zvysuje (obr. 20 a 22).
Tyto vysledky naznacuji, ze ellipticin i doxorubicin indukuji v bunikdch neuroblastomu
rezistenci, ktera je sSpojena se zvySenou expresi proteinu V-ATPasy. V linii
UKF-NB-4“PPP byla exprese proteinu ATP6VOD1 oproti V linii senzitivni rovnéz zvysena.

Vysledky jsou vSak zajimavé z toho hlediska, ze po vystaveni linii pasobeni cisplatiny
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doslo v zavislosti na koncentraci ke snizeni exprese tohoto proteinu Vv buinikach
UKF-NB-4°P%" ) zatimco v buiikich UKF-NB-4 se exprese srostouci koncentraci
zvySovala. V-ATPasy maji zasadni vyznam vregulaci pH bunck, v nadorovém
mikroprostiedi zvySuji aciditu extracelularniho prostoru. Jak je uvedeno v nékolika
studiich, nizké pH potencuje cytotoxicky ucinek cisplatiny, coz mize byt vysvétlenim pro
snizeni exprese proteinu ATP6VODI v rezisteni linii UKF-NB-4°PP" po piisobeni tohoto
cytostatika. [79-81]

V dalsim exerimentu byla sledovana exprese V-ATPasy na genové urovni, a to
pomoci RT-PCR. Jmenovité exprese genu kodujiciho podjednotku C (ATP6V1C1) a genu
kodujiciho podjednotku G (ATP6V1G1). Lidska neuroblastomova bunééna linie
UKF-NB-4 a od ni odvozené linie rezistentni vuc¢i doxorubicinu UKF-NB-4DOXO,
ellipticinu UKF-NB-4%""' a cisplatiné UKF-NB-4°P®" byly vystaveny puisobeni t&chto
cytostatik v davkach: 460 nM doxorubicin, 5 uM ellipticin a 17 uM cisplatina. V burikach
UKF-NB-4 ' inkubovanych bez ellipticinu a s 5 uM ellipticinem byla exprese obou
genu (ATP6V1CL a ATP6V1G1) oproti linii UKF-NB-4 vyrazné zvysena (obr. 27). V linii
UKF-NB-4 “PPP yzak byla zaznamendna snizend exprese geni ATP6V1C1 a ATP6V1G1
oproti senzitivni linii UKF-NB-4 a po vystaveni rezistentni linie pusobeni 17 puM
cisplatiny doslo k markatnimu snizeni jejich exprese (obr. 26). Tyto vysledky jsou
v souladu s vysledky exprese proteinu ATP6VOD1. V linii UKF-NB-4°°%° byla tato
exprese niz§i a po kultivaci s doxorubicinem se jiz vyrazné¢ji nemenila (obr. 25).

V dalsi ¢asti diplomové prace byla dale sledovana cytotoxicita vybranych cytostatik
na neuroblastomové bunécné linie a vliv bafilomycinu A (makrolidové antibiotikum
specificky inhibujici V-ATPasu vazbou na jeji doménu V0) na tuto cytotoxicitu. A to
pomoci méfeni v pritokovém cytometru. Sledovana byla cisplatina a jeden zastupce
interkalatort. Jmenovité, ellipticinu. Sledovali jsme vliv 5 uM ellipticinu na indukci
apoptosy V liniich UKF-NB-4 a UKF-NB-45""'. Ellipticin efektivné indukuje apoptosu
v bunikach UKF-NB-4 po jejich vystaveni plsobeni tohoto cytostatika, zatimco v bunikach
UKF-NB-4%"" se jejich viabilita témé&f nezménila (obr. 26 B). Buiky byly rovnéz
vystaveny pusobeni 100 nM bafilomycinu A, specifického inhibitoru V-ATPasy, ktery
apoptosu neindukuje (obr. 28 C). Vlivem ptsobeni kombinace obou téchto latek vSak doslo
k vyrazné indukci apoptosy, a to v obou liniich (obr. 28 D). Ziskané vysledky potvrzuji nas
predpoklad, ze ellipticin indukuje rezistenci Vv neuroblastomovych bunéénych liniich

zprostiedkovanou V-ATPasou lokalizovanou v lysosomech a po pusobeni inhibitoru
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V-ATPasy bafilomycinu A dochazi k potenciaci cytotoxického ucinku tohoto cytostatika.
Rezistence tedy mizi. Dale byl v liniich UKF-NB-4 a UKF-NB-4°P"" sledovén vliv 17 uM
cisplatiny na indukci apoptosy. Vliv tohoto cytostatika vSak nebyl nijak vyznamny ani u
jedné linie (obr. 29 B). Po vystaveni ptisobeni 100 nM bafilomycinu A, specifického
inhibitoru V-ATPasy, indukce apoptosy rovnéz neni vyvolana (obr. 29 C), avSak
kombinace cytostatika a inhibitoru indukuje apoptosu v obou liniich vyrazn¢ (obr. 29 D).
Z vysledkt danych experimentl vyplyva, ze bafilomycin A potencuje cytotoxicky ucinek
obou cytostatik, jak ellipticinu, tak cisplatiny a rusi tak rezistenci neuroblastomovych
bunék, kde jak jiz bylo zminéno, hraje V-ATPasa dilezitou ulohu.

Doxorubicin a ellipticin se vyznacuji svymi flouorescencnimi vlastnostmi. To
umoznuje urceni jejich lokalizace v bunice a zjisténi vlivu specifického inhibitoru
V-ATPasy bafilomycinu A na jejich distribuci. V neuroblastomové linii UKF-NB-4
vystavené pasobeni 5 uM doxorubicinu byla pozorovana piitomnost tohoto cytostatika ve
vakuolach, kde se akumuloval (obr. 30). Pouzitim specifického lysosomalniho markeru
byly tyto vakuoly indentifikovany jako lysosomy. K ,,chyceni* doxorubicinu do lysosomu
dochazi pravdépodobné v dusledku jeho protonace, kdy 1é¢ivo nemiize projit membranou
lysosomt a dale do jadra, kde jinak plsobi svymi cytotoxickymi uc¢inky. Proto byl
V paralelnim experimentu pouzit bafilomycin A, specificky inhibitor V-ATPasy.
Plsobenim uvedeného inhibitoru doSlo k vyraznému sniZzeni poctu téchto vakuol
(lysosomil).

Stejnym experimentem byla analyzovana i lokalizace ellipticinu. Pdsobeni 10 uM
ellipticinu indukovalo v neuroblastomové lini UKF-NB-4 tvorbu vakuol, ve kterych se
akumuloval (obr. 31). Rovnéz v tomto experimentu byl pouzit bafilomycin A, specificky
inhibitor V-ATPasy, v disledku jehoz pusobeni doslo téméf k vymizeni téchto vakuol
a zvyseni cytototxicity ellipticinu. Z vysledki vyplyva, ze sekvestrace protonovatelnych
[éCiv v subcelularnich kompartmentech (lysosomech) mutze ovliviiovat jejich t¢innost,

a podilet se tim na chemorezistenci.

62



6. Zavér

Piedkladana diplomova prace se zabyvala vyznamem V-ATPasy pro vznik
rezistence lidské neuroblastomové linie UKF-NB-4 a od ni odvozené linie rezistentni k
doxorubicinu UKF-NB-4°°%° ellipticinu UKF-NB-45"' a cisplating UKF-NB-4°P"F| viigi

pfislusnym cytostatikiim. V praci byly ziskany nasledujici poznatky.

e V rezistentnich neuroblastomovych liniich UKF-NB-4=""' a UKF-NB-4P°%°,
vystavenych pisobeni pfisluSnych cytostatik po dobu 24 hodin byla pomoci
metody Western blot detekovana zvySena exprese V-ATPasy (respektive jeji
membranové domény ATP6VOD1). V buitkich UKF-NB-4°P®  dochézi
pusobenim cisplatiny ke snizeni exprese tohoto proteinu (ATP6V0D1).

e V rezistentni linii UKF-NB-45""' vystavené piisobeni ellipticinu byla metodou
RT-PCR detekovana zvySend exprese genli domén V-ATPasy ATP6VIC1 a
ATP6V1G1. V liniich UKF-NB-4°°®" a UKF-NB-4"9%° doslo po kultivaci
s prislusnymi cytostatiky (cisplatina, doxorubicin) ke snizeni exprese téchto gent
(ATP6V1C1 a ATP6V1G1).

e Testovana 1é¢iva (ellipticin a cisplatina) indukuji vznik apoptosy V
neuroblastomovych  bunéénych liniich. Specificky inhibitor V-ATPasy,

bafilomycin A, potencuje vyvoj apoptosy generovany ellipticinem a cisplatinou.

e Doxorubicin i ellipticin indukuji tvorbu lysosomt v bunikach UKF-NB-4, kde se
akumuluji. Pasobenim specifického inhibitoru V-ATPasy, bafilomycinu A,
dochazi ke sniZzeni poctu lysosomu, ¢i jejich vymizeni a cytostatika jsou pak

lokalizovana pfevazné v jadrech bunék.

Vysledky prace plné potvrzuji ulohu V-ATPasy v indukci rezistence neuroblastomové
bunééné linie UKF-NB-4 vyvolané doxorubicinem, ellipticinem a cisplatinou. Tvorba
lysosomil a zvySena exprese V-ATPasy, vyvolana testovanymi cytostatiky, vedou k jejich
sekvestraci do tvofenych lysosomi. Dochazi tak ke snizeni jejich aktualnich Koncentraci

v bunikéach, a tim 1 ke snizeni jejich cytotoxicity.
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