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ABSTRAKT:

Nédorova onemocnéni jsou i pies vyznamné pokroky v diagnostice a 1€¢bé druhou
nejcastejsi pricinou umrti v ekonomicky vyspélych statech. Hlavnim diivodem selhéani pro-
tinadorové terapie je rozvoj chemorezistence, kterda mize byt bud’ vnitini, nebo ziskana,
aje primarn¢ zprostfedkovana aktivaci riznych kliCovych regulatori (napt. MDR,
PI3K/Akt apod.). Na aktivaci téchto drah se podileji genetické a epigenetické mechanismy.
Mezi vyznamné epigenetické mechanismy, které se mohou tcastnit na vzniku chemorezis-
tence, patii regulace genové exprese prostfednictvim mikroRNA (miRNA) a dlouhych
nekodujicich RNA (IncRNA). Deregulovand exprese téchto nekodujicich RNA byla pozo-
rovana v mnoha onemocnénich a byl prokazan jejich podil na vzniku a progresi zhoubnych
nadori.

V praci jsme sledovali expresi dlouhé nekddujici RNA MIAT v hypoxii (1% O3)
u chemosenzitivnich a chemorezistentnich bunéénych linii neuroblastomu (NBL), nebot’
hypoxie je vyznamnym negativnim prognostickym faktorem fady nadorii a podili se pravé
na chemorezistenci. Relativni exprese MIAT byla ovlivnéna poctem kultivovanych bunék,
kdy se zvySovala jeji exprese s kultivaci vétSiho poctu bunék. Exprese MIAT byla také
signifikantné¢ zvysena jiz po 6 h kultivace NBL linie UKF-NB-4 v hypoxickych podmin-
kach a maxima dosahovala po 48 h s naslednym mirnym snizenim. Pro ozfejméni souvis-
losti MIAT a chemorezistence jsme stanovili jeji expresi na panelu NBL linii chemosenzi-
tivnich a chemorezistentnich k cisplatin€ a nékterym dalsim cytostatikiim. Chemorezistenci
pouzitych linii jsme si ovéfili stanovenim ICsg. Prokazali jsme signifikantni zvySeni expre-
se MIAT u NBL linii rezistentnich k cisplating UKF-NB-4°PP" 3 SK-N-ASP®P. U linii
rezistentnich k ellipticinu, doxorubicin a vinkristinu jsme prokazali signifikantni snizeni
exprese MIAT. Ovétili jsme vliv hypoxie a souvislost chemorezistence k cisplatiné na in-
dukci exprese MIAT, tyto souvislosti nebyly doposud popsany. Pro potvrzeni vyznamu
IncRNA MIAT v adaptaci na hypoxické podminky NBL a jeji vyznam v rezistenci

K cisplatin je nutné provést dalsi experimety, zejména studie s knock-down MIAT.

(In Czech)

Klicova slova: chemorezistence, INCRNA, hypoxie, neuroblastom



ABSTRACT:

Cancer, despite significant advances in diagnosis and treatment, is the second most
common cause of death in economically advanced countries. The main reason for the failu-
re of anticancer therapy is the development of chemoresistance, which can be either inter-
nal or acquired, and is primarily mediated by the activation of various key regulators
(eg MDR, PI3K/Akt, etc.). Genetic and epigenetic mechanisms are involved in activating
these pathways. Significant epigenetic mechanisms that can participate in chemoresistance
include regulation of gene expression by microRNA (miRNA) and long noncoding RNA
(IncRNA). Deregulated expression of these non-coding RNAs has been observed in many
diseases and their involvement in the initiation and progression of malignant tumors has
been demonstrated.

In this study, we investigated the expression of long non-coding RNA MIAT in hy-
poxia (1% Oy) in chemosensitive and chemoresistant neuroblastoma cell lines (NBL),
as hypoxia is a significant negative prognostic factor of many tumors and is involved
in chemoresistance. Relative expression of MIAT was influenced by the number of cultu-
red cells, where expression was increased by culturing more cells. MIAT expression was
also significantly increased after 6 hours of NBL culture UKF-NB-4 in hypoxic conditions,
and maximum reached 48 h followed by a slight decrease. To elucidate the context of MI-
AT and chemoresistance, we determined its expression in the NBL cell line panel of che-
mosensitive cells and cells chemoresistant to cisplatin and some other cytostatics. The
chemoresistance of the used lines was verified by 1Cso determination. We have demonstra-
ted a significant increase in MIAT expression in the cisplatin-resistant NBL line UKF-NB-
4°PPP and SK-N-AS“PP?. In the lines resistant to ellipticin, doxorubicin and vincristine, we
have shown a significant decrease in MIAT expression. We verified the effect of hypoxia
in the context of chemoresistance to cisplatin on induction of MIAT expression, these con-
texts have not been described so far. In order to confirm the importance of MIAT IncRNA
in adapting to the hypoxic conditions of NBL and its impact in cisplatin resistance, further

experiments, especially MIAT knock-down studies, are required.

Keywords: chemoresistance, IncRNA, hypoxia, neuroblastoma
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Azeo absorbance pfi 260 nm

Azgo absorbance pii 280 nm
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ATB antibiotikum
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BCL-2 B-buné¢ny lymfom 2

BCL-XL B-bunéény lymfom extra velky

CBP "CREB-binding protein"

CDDP cisplatina

CLL chronicka lymfocytarni leukémie

CpG cytosin pfed guanosinem

Ci threshold

COLDAIR "cold assisted intronic noncoding RNA"
Dotl "disruptor of telomeric silencingl”
DOXO doxorubicin

ELLI ellipticin

EMT epitelidlné-mesenchymalni transice
FBS teleci sérum

FLC "Flowering Locus C"

HDAC histondeacetylasy

HIF hypoxii indukované faktory

HMT histonmethyltransferasy

HSF1 faktor tepelného Soku 1

HRE hypoxické responzivni elementy
HOTAIR "HOX antisense intergenic RNA"
HULC "Highly Upregulated in Liver Cancer"
IMDM kultivaéni medium "Iscove’s Modified Dulbeccos Medium"
JSNP databaze "Japanese Single Nucleotide Polymorphism™

lincRNA dlouhé mezigenové RNA
INcRNA dlouhé nekodujici RNA
MAPK "Mitogen-activated protein kinases"
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"Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1" PMAIP1 gen, téz zna-
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"octamer-binding transcription factor 4"
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von Hippel-Lindau protein
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"redox-factor 1"

"RNA-induced silencing com-plex"
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time reverse transcription polymerase chain reaction™)

steroid receptor RNA activator

"Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax"
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"steroid receptor coactivator-1"

"small ubiquitin-related modifier"

"Transcriptional intermediary factor 2"

"TAR RNA Binding Protein"
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spojeny inhibitor apoptézového proteinu/bunééného inhibitoru apoptozy



1.Uvod

V soucasnosti jsou nadorova onemocnéni v ekonomicky vyspélych statech druhou
nejcastéjsi pricinou imrti a jejich incidence vzrista. Hlavnimi divody rdstu incidence na-
dorovych onemocnéni je zejména zvysSeni onkogenni zatéze lidi, tzn. pisobeni vné&jSich
faktoru jako, polutanty zivotniho prostfedi, zivotni styl dnesni spole¢nosti a prodlouZeni
pramérné délky zivota (Sliva a Votava, 2010).

V Ceské republice je kazdy rok diagnostikovano vice nez 77 000 pacienti
se zhoubnym nadorem. Je mozné fici, Ze kazdému tietimu obyvateli Ceské republiky je
v prubéhu zivota diagnostikovano nadorové onemocnéni a kazdy Ctvrty na néj zemfe.
U muzd jsou nejéastéjsimi nadorovymi nemocemi karcinom prostaty, tlustého stieva, ko-
ne¢niku a plic. U zen se nejcastéji vyskytuji karcinomy prsu, plic, délohy, tlustého stieva
a konecniku. U téchto onemocnéni rocné stoupa incidence o 2 az 4 % a prevalence o 5 az
7 % (Narodni onkologicky program [online], 2014).

V soucasné dobé¢ je vsak mozné pomoci metod protinadorové 1é€by, pacientim vy-
znamné prodlouzit zivot, zlepsit kvalitu zivota a v mnoha piipadech je i1 vylécit. Nejvice
vyuzivanymi metodami jsou chirurgicka 1écba, chemoterapie, radioterapie a cilena (biolo-

gicka) 1écba, které se ¢asto kombinuji (Klener, 2013).
1.1. Nadorovy proces

Mnohastupniovy proces, pii kterém se kumuluji mutace ur¢itych genti a chromozo-
malni aberace, vedouci k naruSeni funkce a exprese jimi kodovanych proteinti se nazyva
karcinogeneze. Nejcastéji se jedna o poruchu gend podilejicich se na regulaci déleni, bu-
nééné smrti, opravaich DNA a na diferenciaci buniky. Mutace v kritickych genech vedou
k transformaci zdravé bunky v butiku nadorovou, coz zpravidla vyusti ve vznik nadoru
(Stratil et al., 2004). Geny, jejichz mutace vedou ke vzniku nadorového procesu, délime na
dvé skupiny: protookogeny a tumor supresorové geny (antionkogeny). Protoonkogeny
jsou geny kddujici proteiny, které se zapojuji do regulace diferenciace a bunééného cyklu
jako jsou napf. rustové faktory, transkrip¢ni faktory a proteinkinasy. Vétsina proteini ko-
dovanych protoonkogeny podporuje rist a dediferenciaci buiiek nebo inhibuje apoptozu.
Tumor supresorové geny koduji proteiny, které naopak tlumi proliferaci normalnich soma-
tickych bunék, indukuji jejich diferenciaci nebo maji proapoptotické uc¢inky (Stiborova

a Miksanova, 1999). Nadory vznikaji z bunék, které jsou télu vlastni, avsak rostou bez oh-
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ledu na potieby organismu a vyznacuji se funk¢éni a tvarovou odlisnosti (Hampl et al,
2007). Béhem karcinogeneze mohou vznikat dva typy nadort - benigni nebo maligni. Be-
nigni nador roste zpravidla pomalu, netvofi metastazy a je ohrani¢eny od normalni tkané.
Maligni - zhoubny nador ¢asto roste rychle, neohranicené proristd do okolnich tkéni a me-
tastazuje.

Na procesu karcinogeneze se podileji rizné faktory - vnitini a vnéjsi. Mezi vnéjsi
faktory se tadi faktory fyzikalni napf. UV zafeni, chemické napi. polutanty zivotniho pro-
stiedi, aflatoxin, biologické napt. nékteré bakterie a hlavné viry. Mezi vnitini faktory zase

patii reaktivni formy kysliku, ¢i dusiku a zvlasté genetické faktory (Loeb, 1989).
1.1.1. Karcinogeneze

Karcinogeneze je mnohastupiiovy proces transformace normalni buiky v bufiku
nadorovou. Déli se na tii faze: iniciace, promoce a progrese (obrazek 1, str. 12).

Iniciace zahrnuje zménu nebo mutaci genti vznikajicich spontanné - ptisobenim
vnitfnich faktord nebo vyvolanych expozici karcinogennimu vlivu. Castou modifikaci
DNA je vznik kovalentnich aduktii s karcinogeny, vdzajicimi se na baze nebo deoxyribosu
DNA. Také radiace muze zpusobovat modifikace DNA jako je tvorba pyrimidinovych
dimerti, apurinace a apyrimidinace. Mezi dal$i modifikace DNA patii také tvorba hy-
droxyderivati bazi DNA, které se vytvaii pasobenim radikalovych forem kysliku nebo
tvorba cyklickych adukti tvofenych z bifunk¢énich genotoxickych ¢inidel. Poskozeni DNA
muze byt opraveno reparacnimi mechanismy, nebo jsou takto poskozené buiiky elimino-
vany imunitnim systémem. Genetick¢é zmény mohou vést k dysregulaci biochemickych
cest souvisejicich s bunéénou proliferaci, prezivanim a diferenciaci. Zména genetické in-
formace zdravé buniky vede k aktivaci onkogenti a k deaktivaci tumor-supresorovych genti
a tim vznika tzv. iniciovana bunika, jeji fenotyp je podobny normalnim bunikam. V této fazi
mohou iniciované buiky zlstat latentni po dobu tydnt, mésicti nebo let, nebo mohou auto-
nomné a klonalné rist. Pokud nedojde k opravé DNA, nebo zlikvidovani poskozenych
bunék, mize v dalsi fazi vznikat zhoubny nador.

Promocni faze se povazuje za pomérné dlouhy a reverzibilni proces, pfi kterém
se akumuluji aktivné proliferujici preneoplastické buiiky. Promoce je fdze mezi premaligni
1ézi a vyvojem invazivniho nddoru. Kli¢ovymi faktory promo¢ni faze jsou aktivity protein-

kinas a fosfatas a jejich regulace.
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Progrese je kone¢na faze neoplastické transformace, kdy dochazi ke genetickym
a fenotypovym zménam a nekontrolované proliferaci bun¢k. To zahrnuje rychlé zvyseni
velikosti nadoru, kde buitky mohou podstoupit dalsi mutace s invazivnim a metastatickym
potencialem. Nadorové bunky se krevnim nebo lymfatickym fe¢istém mohou dostavat
do riznych tkani a organti a vznikaji metastazy. Tento proces je jiz nevratny. Metastaza
predstavuje Sifeni nadorovych bun€k z primarniho mista do jinych casti téla krvi nebo lym-
fatickym systémem, kde buiiky mohou podstoupit dal§i mutace, které dale zvysuji jejich
invazivni a metastaticky potencial (Oliviera et al., 2007; Stiborova a MikSanova, 1999;
Stiborova, 2004).

KARCINOGEN
+ INICIACE PROMOCE
Oy O Ca(®
.e reparace DN proliferace 0 proliferace ‘ ’
normlnibufiky hudiky s podkozenion DNA iniciovana bunka
\ / PROGRESE | proliferace
apoptoza

toxicita pro bunky

Obrazek 1: Faze karcinogeneze (upraveno podle Oliviera et. al, 2007).
1.1.2. Lécba nadorovych onemocnéni

Cilem lécby nadorovych onemocnéni je vyléCeni, pfipadné alesponn prodlouzeni
a zlepSeni kvality Zivota nemocnych. V sou€asné dob¢ jiz Ize vylécit mnoho nadorovych
chorob, nebo dlouhodob& nemoc stabilizovat. V 1é¢bé nadorovych onemocnéni se pouziva
kombinace tifi zakladnich metod: chirurgicka 1é¢ba, radioterapie achemoterapie
Vv posledni dobé se jesté moznosti rozsituji o 1é¢bu cilenou (biologickou) a imunoterapii.
Chirurgicka 1écba je vhodna pouze u lokalizovanych nadord, v jiném ptipadé se kombinuje

s jinymi metodami. Radioterapie je 1écba ionizujicim zafenim. V nékterych piipadech
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se miize uplatiovat rovnéz imunoterapie, ktera obnovuje funkci protinadorové imunity
a napomahd tak 1écbé nadorového onemocnéni. Cilend terapie, nékdy ne zcela spravné
nazyvana biologickd, je zamétena proti strukture, kterd je vice ¢i mén¢ specifickd pro na-
dorovou bunku. V poslednich desetiletich je studovana i genova terapie, tedy oprava gene-
tického defektu nadorové bunky (Klener, 1996; 2011).

1.1.2.1. Chemoterapie

Chemoterapie je 1é¢ba nadorového onemocnéni vyuzivajici chemické latky (cyto-
statika). Cytostatika jsou chemické latky, které zastavuji rist a déleni a/nebo navozuji
smrt rychle proliferujicich, zvlasté¢ naddorovych bunék. Citlivost na cytostatika se vSak
znacné 1i8i pro riznd nadorovad onemocnéni, proto se pro dosazeni optimalniho vysledku

vétsinou kombinuje s dal§imi terapeutickymi postupy (Hynie, 2001; 2011).
1.1.2.1.1 Vedlejsi ucinky chemoterapie

Vedlejsi uCinky 1écby cytostatiky jsou casté a mnohdy i velmi zdvazné. Nezaddouci
ucinky vyplyvaji z faktu, ze cytostatika pusobi neselektivné a jejich antiprolifera¢ni u¢inek
se projevuje nejen v nadorovych, ale i v proliferujicich zdravych buikach. Proto ptisobi
zejména na bunky kostni diené, vlasové folikuly, vyvijejici se plod apod. Mezi vedlejsi
ucinky projevujici se bezprosttedné po podani cytostatik patii nevolnost a zvraceni, hype-
rurikémie zpuisobend rychlym rozpadem nadorovych bunék vysoce citlivych k cytostatiku,
zanéty zil a poskozeni podkozi pii paravazaci. Mezi oddéalenéjsi patii poskozeni krvetvorby
zpusobujici leukopenii, anémii a trombocytopenii, hepatocelularni 1éze, prijem, po nékte-
rych cytostaticich pak poskozeni ledvin, plic nebo srde¢niho svalu. Pozdni vedlejsi Gi¢inky,
které se projevi az po mnoha mésicich ¢i letech jsou sterilita a hypogonadismus, chronické
postizeni jater, plic a vznik sekundarnich malignich nadort. Kvuli témto mnohym
a zavaznym vedlejSim Gc¢inkdm cytostatik jsou pii 1é¢be podavany 1 pomocné latky jako
vitaminy, latky stimulujici krvetvorbu, antiemetika apod. (Klener, 2011; Sliva a Votava,

2010).

1.121.2. Mechanismus ucinku cytostatik

Cytostatika ptsobi na struktury burky, které jsou esencialni pro déleni buiky a potieb-

né pro jeji preziti. Jsou to zejména DNA a mitotické vieténko, vysledkem je tedy zastaveni
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rastu bunky nebo indukce programované bunééné smrti (apoptézy). Mechanismy G¢inku
cytostatik jsou:

a) Poskozeni struktury a funkce nukleovych kyselin - stépeni DNA, inhibice topoi-
zomerasy, alkylace a interkalace, které maji za nasledek zastaveni nebo nespravné
¢teni genetické informace.

b) Porucha syntézy DNA a RNA - pomoci strukturnich analogi metabolit (antime-
tabolity) dochazi k inhibici enzym metabolismu DNA a RNA, nebo mize dojit
K jejich zabudovani do vlakna DNA, ¢i RNA.

c) Poskozeni mitotického vieténka - inhibice polymerace tubulinovych podjednotek
na mikrotubuly nebo naopak inhibice jejich depolymerace vedou k poskozeni mito-
zy.

d) Inhibice proteosyntézy

e) PoSkozeni bunééné membrany (Klener 1996; 2011).

1.1.3. Chemorezistence

Rezistence k cytostatikiim, kdy bunky vytvaii obranné mechanismy umoziujici odola-
vat cytostatikim, vyznamné omezuje jejich G¢innost a je jednou z hlavnich pii¢in selhani
protinadorové 1é¢by. Zpusobuje recidivu nadorovych onemocnéni, zabranuje zlepseni kli-
nickych vysledkt u pacienti s nadorovymi chorobami a ptedstavuje hlavni piekazku 1éCby
nadorovych onemocnéni (Klener, 1996). Historicky prvni vyznamné zpravy, které se se-
tkaly se ziskanou rezistenci na 1é¢bu, byly klinické studie v roce 1965 u détskych leukemii
(Frei et al., 1965). Rezistenci k cytostatikim Ize rozd¢€lit na vniténi (primarni) a ziskanou
(sekundarni), ackoli toto rozliSovani miiZze byt nékdy obtizné. Vnitini rezistence je vrozena
schopnost nadorovych buné¢k tolerovat 1é€ebné davky cytostatik a je zodpovédna za selhani
terapie v prvni fazi, kdy dané lé¢ivo na takové buiiky neni schopno Uc¢inkovat. Ze znalosti
0 primarni rezistenci a senzitivité k cytostatiklim vychéazi 1écebné protokoly pro jednotlivé
nadory. Naopak sekundarni rezistence se vyviji béhem terapie, buriky na terapii zpoc¢atku
reaguji a rezistence se vyviji az v priab&éhu 1é¢by nebo po jejim ukonceni (Abdullah et al.,
2013; Ling et al., 2005; Tapia et al., 2013).

Vnitini schopnost bun¢k piezit chemoterapii miize byt zprostfedkovana n€kolika odlis-
nymi mechanismy. Efluxni pumpy (transportéry adenosin trifosfatové (ATP) vazebné ka-
zety (ABC)) snizuji koncentrace 1éku v bunkach (Gottesman et al., 2002; 2015). Terapeu-

ticka cinidla mohou byt biochemicky degradovana detoxika¢nimi enzymy jako je cy-
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tochrom P450 a glutathion transferasa (Rodriguez-Antona, 2006; Sueyoshi, 2001). Spatna
vaskularizace a extracelularni matrix (ECM) muze vést ke snizeni koncentrace 1éCiva v
misté nadoru (Minchinton et al., 2006; Saggar et al., 2013). Dysregulace apoptozy muze
ptispivat nejen k rozvoji nadoru, ale také miize zpusobit rezistenci vuci lé¢bé chemotera-
peutiky ¢i radiaci. Individualni schopnost oprav DNA také piedstavuje primarni, tedy ge-
neticky danou, chemorezistenci. V pribéhu chemoterapie mize dojit k zefektivnéni oprav
DNA atim se 1é¢ba stava neucinnou (Longley et al., 2005). Dalsim moznym mechanis-
mem chemorezistence mize byt zména cilové drahy nebo cilové struktury pro cytostati-
kum. Tyto vnitini mechanismy rezistence jsou rozhodujici pro stanoveni pocate¢ni odpo-
védi na 1écbu @ mohou ovlivnit nasledné vysledky, které vedou k ziskané rezistenci (obra-
zek 2, str. 16).

Dosud se pfevazné predpokadd, Ze ziskana rezistence se rozviji selekci bunék nesou-
cich zmény poskytujici vyhodu pieziti (Lin et al., 2001). Ty mohou zahrnovat modulaci
exprese genu s antiapoptotickymi ucinky (tj. X-spojeny inhibitor proteinu apopto-
zy/buné¢ného inhibitoru proteinu apoptozy (XIAP / clAP), B-bunéény lymfom 2 (BCL-2)
(BCL-XL) a myeloidni buné¢né leukémie 1 (MCL-1)), schopnost opravit poskozenou
DNA a tolerovat genetické poskozeni (Patch et al., 2015; Yap et al., 2009). U bun¢k mize
také dochazet ke zméné cilt 1é¢iva, ktera mize byt zprostiedkovana nékolika mechanismy
(Groenendijk et al., 2014; Orr et al., 2003), nebo v piipadé nékterych cilenych terapii akti-
vaci alternativni cesty (Cree et al., 2017; Kavallaris et al., 1997). Mnohé nadory jsou cha-
rakterizovany zna¢nou intratumoralni heterogenitou. Inherentni geneticka nestabilita, ktera
vedla ke vzniku nadorovych bungk, jim dava schopnost rychle reagovat na zmény ve svém
lokalnim molekularnim mikroprostiedi. To dava nadorim schopnost vicenasobné kombi-

nace téchto adaptivnich vnitinich a ziskanych mechanismt rezistence.
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Obrazek 2: Vnitini versus ziskana rezistence. Mechanismy vnitini a/nebo ziskané chemore-
zistence zahrnuji extracelularni matrixové proteiny, P-glykoproteinové (P-gp) efluxni pumpy
a transportéry ATP vazebni kazety (ABC), cytochrom P450 a glutathion transferasa, $patna
vaskularizace, necitlivost a oprava poskozeni DNA a zvySenou regulaci antiapoptotickych fak-

tort (upraveno podle Cornelison et al., 2017).

1.1.4. Chemorezistence a epigenetika

S narastem cilenych lékovych terapii je stale vice zfejmé, Ze genetické mutace jsou
rozhodujici souc¢asti ziskané rezistence vici protinddorovym lékiim. Genetické zmény vSak
nejsou postacujici k vysvétleni vzniku rychlé a reverzibilni Iékové rezistence a epigenetic-
ky prispévek k rezistenci naznacuje fada pozorovani. Za prveé, Casty vyskyt rezistence vici
lékim napovida, ze se nemize jednat pouze o mutaéni zmény. Za druhé, reverzibilita
ziskané rezistence byla popsana Vv in vitro experimentech, ale i u pacientti uspésné lé¢enych
stejnymi 1éky pro recidivu. Za tieti, znacny pocet rezistentnich nador neobsahuje mutace

v Iékovych cilech nebo aktivovanych drahach. Pro epigenetické zaklady rezistence k 1éktiim
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tak sv&déi rychla kinetika, reverzibilita ziskané rezistence vici Iéku a absence genetickych
mutaci (Wilting et al., 2012).

Navzdory piedpokladu, ze nadory vznikaji klondlni expanzi buné¢k, které ziskaly
genetické zmény vyhodné pro proliferaci, preziti a metastazovani (Hanahan a Weinberg,
2011), existuje velka variabilita malignity a rezistence jednotlivych bungk na 1é¢ivo (Gupta
et al., 2011, Shipitsin et al., 2007). Zaklad pro tuto variabilitu Ize nalézt v riznych tran-
skrip¢nich stavech produkovanych stejnym nadorovym genomem. Epigenetické mecha-
nismy, prostiednictvim reverzibilnich histonovych modifikaci a metylace DNA, vytvareji
rizné transkripéni stavy vedouci k dynamické heterogenni populaci nadorovych bunck
(Chang et al., 2008). V duasledku toho podporuji ptfeziti v ptitomnosti 1é¢iva, napi. aberant-
ni transkripci transportérti 1é¢iv, enzymii na opravu DNA a apoptotickych faktord. Cytosta-
tika a cilena 1é¢iva se tak stavaji neu¢inna (Brock et al., 2009; Gupta et al., 2011). Pokroky
v mapovani genomi nadorovych bunék ukazuji vyznam epigenetické regulace pii vzniku a
vyvoji nadorovych onemocnéni, coz mize vést k ziskani dalSich (epi)genetickych modifi-

kaci vedoucich k rezistenci viéi Iékim (Fraga et al., 2005, Seligson et al., 2005).
1.2. Hypoxie

Hypoxie je patologicky stav charakterizovany sniZenim parcidlniho tlaku kysliku
pod fyziologickou hodnotu dané tkan¢. U hypoxickych nadoru ji zptisobuje zejména vyso-
ka prolifera¢ni aktivita nadorovych bunék a jejich nedostate¢né zasobovani krvi (Lord
et al.,, 1993). Ptizptisobeni nadorovych bun¢k hypoxickym podminkdm vyvolavad zmény
jejich metabolismu. Tyto zmény vedou ke zvySené invazivité, metastazovani a rezistenci
k chemoterapii a radioterapii, coz mize zpusobit selhani 1é€by a zvySeni mortality (Déry
et al., 2005; Noguera et al., 2009).

Odpovedi buriky na hypoxicky stres je aktivace specifickych transkripénich faktort na-
zyvanych hypoxii indukované faktory (HIF) (Azabal et al., 2012). HIF-1 je heterodimerni
transkrip¢ni faktor sestavajici z konstitutivné exprimované B-podjednotky a a-podjednotky
regulované kyslikem. Oba proteiny HIF-1o a HIF-1p obsahuji zakladni motivy helix-loop-
helix, které vaZou DNA a obsahuji také doménu Per-Arnt-Sim (PAS), ktera zptisobi dime-
rizaci podjednotek (Chapman-Smith et al., 2004; Wang et al., 1995; Yang et al., 2005).

Pritomnost kysliku za podminek normoxie umoziuje aktivitu hydroxylas, které hydro-
xyluji prolinové zbytky u HIF-1a a HIF-2a (Pro*® a Pro®® v lidském HIF-1a). Nasledn&

17



se vaze na von Hippel-Lindau tumor supresorovy protein, ktery zprostiedkovava ubikviti-
nylaci HIF-1a a tim jej oznacuje pro 26S-proteasomalni degradaci (Covello et al., 2004).

V hypoxii jsou enzymy hydroxylas v dusledku nizké hladiny O; inaktivovany, coz ma
za nasledek stabilizaci podjednotky HIF-1a, jeji dimerizaci s podjednotkou HIF-1p
atranslokaci do jadra. Takto vytvofeny komplex HIF-1 se spolu s ko-aktivatory
(CBP/p300, Ref-1, SRC-1, TIF2) vaze na hypoxické responzivni elementy (HRE-hypoxie
response element; 5-G/ACGTG-3'") nachazejici se v promotorovych oblastech jednotlivych
hypoxii-regulovanych cilovych gent a spousti jejich transkripci (obrazek 3). Nejznaméjsi
cilové geny jsou zahrnuty ve vice vyznamnych procesech, jakymi jsou napiiklad glykoly-
za, erytropoéza a angiogeneze (Gilani et al., 2010; Semenza, 2001; Wang et al., 1995;
Wenger, 2002).

NORMOXIE HYPOXIE

HIF-1a HIF1c
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Obrazek 3: Regulace HIF-1a v prubéhu normoxie a hypoxie (upraveno podle Bhatia et al.,
2013).
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1.3. Epigenetické modifikace

Epigenetika studuje zmény v genové expresi, které nejsou zpisobeny zménou sekvence
v DNA (Rédei, 2008). Mezi epigenetické mechanismy regulace genové exprese patii
zejména: methylace DNA, post-transla¢ni modifikace histonti, regulace nekddujicimi RNA
(mikroRNA a dlouh¢ nekodujici RNA (IncRNA)).

1.3.1. Methylace DNA

DNA methylace znamena pfenos methylové skupiny na pyrimidin cytosinu pied gua-
nosinem (CpG). Tato ¢ast DNA je nasledné nepiistupna pro RNA polymerasu, a tedy in-
formace kdédovana na tomto tseku nemtize byt exprimovana. Samotny prenos methylové
skupiny zajistuje skupina enzymu nazyvand DNA methyltransferasy. Tyto enzymy vyuzi-
vaji jako substrat a tedy jako donor methylové skupiny S-adenozyl-L-methionin. Misto
a zpusob DNA methylace zavisi zejména na metylaci v rodicovskych bunkach, a je tedy
dédéna. DNA methylace je ale také ovlivnéna prostiedim - tim je ¢astecné i ziskana (Allis
et al., 2007). Aberantni metylace CpG ostravkt v promotorovych oblastech, zejména nado-

roveé supresorovych gentl, patii mezi negenetické mechanismy karcinogeneze.
1.3.2. Post-transla¢ni modifikace histoni

Proteiny sdruzené s chromatinem - histony, mohou podléhat kovalentni modifikaci.
Histony podléhaji nasledujicim post-translacnim modifikacim:
e acetylace
o fosforylace
e metylace
nebo piipojovani vétsich skupin:
e poly(ADP-ribosa)
e ubiquitin

e SUMO ("small ubiquitin-related modifier")

Acetylace histoni je regulovana enzymy histonacetyltransferasami (HAT) a histon-
deacetylasami (HDAC) a je spojovana s aktivaci transkripce respektive s represi (Sassone-
Corsi et al., 2013). Acetylace postrannich aminokyselinovych zbytkd vede ke zméné€ nabo-

je anasledné zmén¢ struktury chromatinu na aktivni otevienou formu (Bannister et al.,
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2000) a naopak deacetylace N-terminalnich konct pomoci HDAC vede k sbaleni chroma-
tinu a sniZzeni genové exprese (Barnes et al., 2005).

Fosforylace histonii pomoci fosfatas a kinas je spojovana s mnoha buné¢nymi procesy
jako je napft. replikace DNA, regulace transkripce, prib&éh bunééného cyklu ¢i regulace
apoptozy (Dastidar et al., 2013). Ve vétsing piipadu je fosforylace serinovych a threonino-
vych zbytkl histonti spojovana s kondenzaci chromatinu béhem mitdézy a meidzy. Prikla-
dem je serinovy zbytek u S10 histonu, ¢i H3 C-terminalni fosforylace threoninového zbyt-
ku T119 histonu H2A (Banerjee et al., 2011).

Methylace histonu patii mezi méné studované post-translacni modifikace histond
(Zhang et al., 2001). Methylace probiha zejména na zbytcich lysinu, kde je moZzna methy-
lace do tfi stupnti a argininu, kde rozeznavame dva stupné (Bannister et al., 2011). Methy-
laci histonti katalyzuji tfi rizné skupiny enzymi: 1) specifické lysinové histonmethyltrans-
ferasy (HMT) obsahujici SET ("Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax™) doménu, které
modifikuji lysinové zbytky K4, K9, K27 a K36 histonu H3 a lysinovy zbytek K20 histonu
H4; 2) lysinové histonmethyltransferasy, které neobsahuji SET doménu se svym jedinym
zastupcem Dotl ("disruptor of telomeric silencingl™), ktery modifikuje lysinovy zbytek
K79 histonu H3 (Sims et al., 2003); 3) argininové methyltransferasy (PRMT) modifikujici
argininové zbytky R2, R17 a R26 histonu H3 a argininovy zbytek R3 histonu H4 (Shilati-
fard et al., 2006).

ADP-ribozylace piedstavuje kovaletni post-translaéni modifikaci identifikovanou
u méné nez 1 % histonovych proteind a to v N-terminalni oblasti jadernych histonu (Hot-
tiger, 2011; Hassa et al., 2006).

Jinym mechanismem je ubiquitinace, ¢i SUMOylace, kdy jde o napojeni ubiquitinu
(8 kDa protein) nebo SUMO. Jedna se o vicefazovy proces probihajici za katalyzy speci-
fickymi enzymy jako ubiquitin- nebo SUMOyl-aktivatory, konjugasy, ligasy ¢i proteasy.
Post-translacni modifikace proteint ubiquitinaci hraje klicovou roli pfi odstrafiovani bilko-
vin degradaci pomoci proteosomill. AvSak ne vzdy to musi znamenat jejich proteolytickou
degradaci, ale kovaletni vazba mize také ménit jejich funkci, SUMOylace napt. stimuluje
aktivitu faktoru tepelného Soku HSF1 a nadorového supresoru p53 (Lyst et al., 2010).

""Remodelace’ chromatinu mizeme také fadit mezi epigenetické mechanismy regu-
lace. Dva zakladni morfologické stavy chromatinu vyssich eukaryot jsou heterochromatin
a euchormatin (Dinant et al., 2008). Pfechody mezi konformacemi vedou ke zmén¢ genové

exprese, heterochromatin je transkripéné neaktivni pro své t€sné uspotradani a Spatnou do-
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stupnost transkripéniho aparatu, naopak euchormatin je transkripné aktivni a méné kom-

paktni (obrazek 4) (Li, 2002; Kouzarides, 2007).

Euchromatin

Obrazek 4: Znazornéni struktury euchromatinu a heterochromatinu (Tost et al., 2017).
1.3.3. Nekédujici RNA

Na zaklad¢ prvnich analyz sekvenovanych genomii se predpokladalo, ze vétSina gene-
tick¢é informace je exprimovana ve formé proteinli, které maji strukturni, katalytické
a regulacni funkce (Stein, 2004). Pokrocilé technologie vSak dokazaly, ze lidsky genom
obsahuje pouze asi 20 000 protein-koédujicich gent, coz predstavuje necela 2%. Avsak
nejméné 90 % genomu je transkripcné aktivnich. Lidsky transkript tedy neobsahuje pouze
sekvence protein-kodujicich genti, ale také podstatné vétsi mnozstvi nekodujicich RNA
(Stein, 2004; Taft et al., 2010). Zpocatku se piedpokladalo, ze tyto nekddujici RNA jsou
jen jakysi nahromadény "geneticky odpad" vznikly pfi sestavovani gend. Nicméné nedavné
vyzkumy prokazaly, Ze maji vyznamnou roli pii mnoha fyziologickych a patofyziologic-
kych procesech. Nekodujici RNA jsou tedy nepostradatelnou soucéasti systému bunéénych
regulaci (Mattrick, 2001; Zhang, 2012).
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Na zakladé velikosti se nekodujici RNA dé€li na dvé velké skupiny a to kratké nekddu-
jici RNA - transkripty o velikosti maximalné nékolik desitek bazi a dlouhé nekodujici

RNA (IncRNA) - transkripty o délce 200 nt a vice.
1.3.3.1.  "Umlceni" translacniho mechanismu pomoci mikroRNA

Mikro RNA (miRNA) jsou negativni regulatory genové exprese. Tvofi ji kratké useky
RNA o velikosti 17-24 bazi, které nekoduji proteiny (Esquela-Kerscher, 2006). miRNA
umozuje post-translacni represi genti a to bud’ inhibici translaéniho mechanismu, nebo de-
stabilizaci cilového transkriptu (Sivdasani, 2006). Mohou tak ovliviiovat klicové bunééné
pochody jako je proliferace, diferenciace, bunéény cyklus a bunééna smrt. Zmény exprese
miRNA byly nalezeny u fady nadort (Zhang et al., 2007). Molekuly miRNA jsou ¢aste¢né
komplementarni k ur¢itym molekuldm mRNA, ¢imZ jsou schopné sniZovat ribozomalni
pfepis na proteiny, které tyto mRNA koduji. Prekurzorem miRNA je tzv. pre-mikroRNA
nachazejici se na klicce zdkladniho vldkna mRNA. Ta vznikd z tzv. primarni pre-
mikroRNA $tépenim RNasami Ill Drosha a DGCR8/Pasha v bunééném jadre. Odtud
se vznikla pre-mikroRNA dostava do cytoplazmy v komplexu s Ran-GPT-dependentnim
faktorem exportin-5, kde ji RNase Ill-like nukleasa $té€pi na duplex miRNA (Shivdasani,
2006).

Mikro RNA blokuje translaci pomoci RISC komplexu ("RNA-induced silencing com-
plex™). RISC je nukleoproteinovy komplex, do kterého se inkorporuji jednovlaknové frag-
menty jako miRNA nebo dvouvlaknové jako SIRNA, které slouzi jako templat pro RISC
pro rozpoznavani komplementarni mRNA. RISC dale obsahuje proteiny “dicer”, TRBP
a "argonaute”. "Dicer" ma ribonuklasovou aktivitu a §t€pi dsSRNA na 21 az 23 nukleotidt
(nt) dlouhé fragmenty s 3'-pifesahem. Tyto RNA jsou zaclenény do proteinového komplexu
RISC a aktivuji ho. Protein TRBP obsahuje domény vazajici RNA a "argonaute™ ptedsta-
vuje RNasu, ktera degraduje mRNA. Nakonec muze aktivni RISC rozpoznat a stépit cilo-
vou mRNA na zakladé komplementarity siRNA k cilové mRNA (obrazek 5, str. 23) (Ku-
senda et al., 2006; Wang et al., 2009).
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Obrazek 5: Mechanismus RNA interference (upraveno podle Mocellin et al., 2004).
1.4. Dlouhé nekodujici RNA

LncRNA obsahuji pouze kratky otevieny ¢teci ramec, nebo jim uplné chybi, coz zabra-
fluje jejich tspésnému piekladu do proteinti. Mnohé dosud zndmé IncRNA jsou piepisova-
ny RNA polymerasou II a sestfihovany. Nékteré maji polyadenylované 3'-konce, nebo ob-
sahuji 5'-Cepicku (Taft et al., 2010). Jiné IncRNA jsou kvili struktuie jejich promotoro-
vych sekvenci ptepisovany spiSe RNA polymerasou Il (Pagano et al., 2007). Jejich pro-
motory jsou regulovany jak transkripcnimi faktory, tak epigeneticky pomoci specifické

modifikace histonti (Guttman, 2009). Molekuly IncRNA jsou spojovany s mnoha bunéc-

23



nymi procesy jako modulace proteinové aktivity, alternativni sestfih, zmény proteinové
lokalizace i epigeneticka regulace (Costa, 2010; lacoangeli 2004; Oromia, 2010). Hlavnim
ukolem je vSak regulace genové exprese a to na transkripéni i post-transkripéni trovni (ob-
razek 6) (Mattrick et al., 2009). Deregulace exprese INCRNA je prokazovana u mnohych
multifaktoridlné podminénych nemoci jako je ischemickd choroba srde¢ni (Ishii et al.,
2006), Alzheimerova choroba (Faghihi et al., 2008) a nadorova onemocnéni a také se podi-

1i na progresi téchto nemoci (Taft et al., 2010).

alternativni sesttih mRNA

SNCRNAs
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V\ |
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. , W epigenetickd
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@ modulace aktivity
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Obriazek 6: Znazornéni funkci IncRNA (Sana et al., 2012)
1) inhibice polymerasy Il
2) remodelace chromatinu
3) alternativni sestfih primarniho transkriptu
4) vznik endogennich siRNA
5) funkéni uml¢eni miRNA
6) modulace aktivity proteinu
7) zapojeni do strukturnich a organizaénich roli butiky
8) zmeéna lokalizace proteinu
9) ovliviovani epigenetickych procesi
10) zkracovani do kratkych nekodujucich RNA
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Hlavni tfidy dlouhych nekodujicich RNA jsou:
a) dlouhé mezigenové nekodujici RNA
b) dlouhé intronové nekodujici RNA
¢) nekddujici RNA asociované s telomerami
d) dlouhé nekodujici RNA s dvoji funkci
e) pseudogeny

f) prepisované vysoce konzervované oblasti

Dlouhé mezigenové nekédujici RNA (lincRNA) maji velikost od stovek do desitek
tisic nt a nachazeji se v genomech mezi dvéma geny. Jsou zapojeni do tumorigeneze a na-
dorového metastazovani. LincRNA méni sviij expresni profil v prubéhu fyziologického
vyvoje na zaklad¢ odpovédi na rizné druhy signalizace. Vykazuji odlisné expresni hladiny
v primarnich nadorech a metastazach v porovnani s ptisluSnou nenddorovou tkani. Nado-
rove asociované lincRNA proto predstavuji skupinu IncRNA s potencidlem pro onkologic-
kou diagnostiku a moderni terapii (Guttman et al., 2009). Do této tiidy patii napt. HULC
(Highly Upregulated in Liver Cancer), ktera je vyrazné zvySena v jaternich metastazach
kolorektélniho karcinomu a bunéénych liniich hepatocelularniho karcinomu (Gabor et al.,
2010). Dalsi popsanou IncRNA pattici do této tiidy je HOTAIR (HOX antisense intergenic
RNA), u které jako jedné z prvnich byla popsana asociace s metastazovanim. Jeji zvySena
exprese byla pozorovana u primarnich i metastatickych nadort prsu, kde koreluje se Spat-
nou prognézou (Gupta et al., 2010). U hepatocelularniho karcinomu je zvySend exprese
této IncRNA vhodnym biomarkrem predikce relapsu u pacientd po transplantaci jater
(Yang et al., 2011). Dlouhé intronové nekodujici RNA jsou v genomu umistény uvnitt
introntl a Vyznacuji se tkanovou a subbuné¢nou specifitou. Nékteré z nich jsou u nadoro-
vych onemocnéni aberantné exprimovany. Diskutovana je jejich bunétna funkce v post-
transkripénim tlumeni exprese gentl. Studie ukazaly, Ze tato tfida IncRNA je rGzné expri-
movana v primarnich a metastatickych nadorech slinivky a ve vét§iné piipadt jsou lokali-
zovany v genech asociovanych s MAPK drahou (Tahira et al., 2011). Identifikovanou
IncRNA pattici do této tiidy je COLDAIR (cold assisted intronic noncoding RNA), ktera
pii dlouhodobém piisobeni nizkych teplot epigenetické umlcuje gen FLC (Heo, 2011). Ne-
kédujici RNA asociované s telomerami maji velikost 100 bp az 9 kb. Syntetizuji se
Vv oblastech bohatych na konstitutivni heterochromatin a jsou polyadenylované. Maji po-

tencialni vyznam u onemocnéni asociovanych s délkou telomer, vcetné nadoru a jejich
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biologicka funkce spo¢iva v negativnim regulovani kompenzacni kapacity telomer. Dlouhé
nekédujici RNA s dvoji funkei reguluji genovou expresi nekodujicich RNA a za urcitych
okolnosti jsou schopny koédovat proteiny. Mezi tyto molekuly patii napt. SRA (steroid re-
ceptor RNA activator), ktery ma vlastnosti nekodujici RNA, avSak po zaclenéni specifické
oblasti k jeho 5'-konci vznika traskript kodujici protein SRA (Lanz et al., 1999; Kawashi-
ma et al., 2003; Chooniedass-Kothari et al., 2004). Zvysena exprese byla pozorovana
Vv jatrech, nadledvinach a hypofyze a naopak snizena v placenté, plicich a nadledvinach
(Lanz et al., 1999). Tyto molekuly tedy ptedstavuji jakysi unikat, protoze jediny transkript
muze vést ke vzniku proteinu, nebo ziistat v podobé RNA a uplatiovat regulacni funkci
INcRNA (Ulveling, 2011; Hussein-Fikret, 2005). Pseudogeny jsou kopie gend, které ale
ztratily schopnost kddovat proteiny a dlouho byly oznacované jako "junk" DNA. Jejich
funkci je regulace genové exprese funkénim uml¢enim miRNA a jsou deregulovany
Vv prub&hu nadorové iniciace a nasledné progrese. Posledni tfidou jsou prepisované vysoce
kozervované oblasti, které jsou delsi nez 200 bp a jsou umistény jak v inter- tak
i Vv intragenovych oblastech. Jejich hlavni funkci je inhibice protein-kodujicich gent
i nékterych nekodujicich RNA (Sana et al., 2012).

1.4.1. Myocardial infarction-associated transcript

Myocardial infarction-associated transcript (MIAT) je jednou z InNCRNA, ktera patii
do tfidy dlouhych mezigenovych RNA. Poprvé byla identifikovana jako IncRNA v roce
2006. Také je znama jako RNCR2, AK028326 ¢i GOMAFU. Jeji gen je u ¢lovéka lokali-
zovan na 22q12.1 (Sone et al., 2007).

1.4.1.1. Identifikace MIAT jako nekédujici RNA

Prvni zminka o MIAT byla v roce 2000 (Ohnishi et al., 2000). Ishii a jeho tym pro-
vedli studii u 188 pacientt s infarktem myokardu a 752 zdravych obyvatel Japonska s pou-
zitim "high-throughput multiplex PCR-Invader assay" pro 52608 SNP (jednonukleotidovy
polymorfismus, z ang. "single-nucleotide polymorphism™) vybranych z JSSNP (*"Japanese
Single Nucleotide Polymorphism™) databaze (Haga et al., 2002; Tsunoda et al., 2004). Je-
den SNP, ktery byl identifikovan na FLJ25967 genu a lokalizovany na 22q12.1, byl vy-
znamn¢ asociovany s infarktem myokardu. Pro analyzu a pfezkoumani, zda tato sekvence

kéduje proteiny, autofi pouzili 4 fetdlni a 16 dospélych lidskych tkani. Northern blot vSak

26



neprokéazal zadny dlouhy otevieny Cteci rdmec. Pro potvrzeni, ze se jednd o nekodujici
transkript, provedli in vitro translaéni zkousku &ty variant tohoto genu. Zadny produkt
translace vsak nebyl detekovan, a tak urcili, Ze tento gen nekoduje "funkéni” RNA a nazva-

li ho "myocardinal infarction-associated transcript™ (Ishii et al., 2006).
1.4.1.2. Exprese MIAT u riznych onemocnénich

Vyzkumy vedly k zavérim, ze MIAT se podili na riznych onemocnénich a bunéc-
nych procesech jako jsou infarkt myokardu (Ishii et al., 2006; Vausort et al., 2014), mikro-
vaskularni dysfunkce (Yan et al., 2015), paranoidni schizofrenie (Rao et al., 2015) a tvorba
jadernych télisek v bunikach neuroblastomu (Ishizuka et al., 2014). Zvysena exprese MIAT
byla pozorovédna u chronické lymfocytarni leukémie (CLL), zejména s 11q a 17p deleci,
které jsou typické pro agresivni formu CLL. U bunéénych linii chronické lymfocytarni
leukémie a pacientskych vzorkid CLL, se MIAT zvySuje v zavislosti na pfitomnosti tran-
skripéniho faktoru OCT4 u agresivnich forem této leukemie. OCT4 téz pozitivné reguluje
transkripci Gomafu (myS$i homolog MIAT) v mySich embryonalnich kmenovych bunkach
(Sheik et al., 2010). OCT4 tedy pravdépodobné predstavuje pozitivni regulator transkripce
MIAT (Sattari et al., 2016). Exprese MIAT byla také zvySena v bunéénych liniich karci-
nomu prsu. Vyrazné byla zvySena u pacientu s ttetim stadiem (TNM I11) karcinomu prsu
au pacient s metastazami v lymfatickych uzlinach. Nékteré vysledky také naznacuji,
ze knockdown exprese MIAT by mohla inhibovat proliferaci, migraci, invazivitu a epiteli-
aln¢-mesenchymalni transici (EMT) bun¢k karcinomu prsu (Luan et al., 2017).

V predchozi studii Laboratofe biologie solidnich nadori zaméiené na ucinek
valproatu na buiiky v normoxii a hypoxii bylo metodou expresni mikroarraye u neuroblas-
tomovych bunék nalezeno vyznamné zvyseni exprese IncRNA MIAT v hypoxii, které bylo

potvrzeno i RT PCR v realném ¢ase (dosud nepublikovano).
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2. Cil prace

Cilem predkladané diplomové prace je studium dlouhé nekddujici RNA MIAT a jejiho

vztahu k chemorezistenci bunéénych linii a hypoxii.
V ramci této prace byly sledovany nasledujici cile:

e Stanoveni dynamiky exprese genu MIAT v hypoxii (1% O>).

e Stanoveni exprese genu MIAT v chemosenzitivnich a chemorezistentnich neurob-

lastomovych bunéénych liniich.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Material a chemikalie

Ambion (USA): "PureLink® RNA Mini Kit" pro izolaci RNA
Carl Roth (Némecko): merkaptoethanol

Generi Biotech (CR): kit pro reverzni transkripci "gb Reverse Transciption Kit", master
mix pro polymerasovu fetézovu reakci v realném case "gb Easy PCR Master Mix"
Primery a sondy: Assay g°PCR hPOLR2A FAM, Assay gPCR hMIAT 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
Sigma-Aldrich (USA): ellipticin

Thermo Fisher Scientific (USA): Alamar Blue

Teva (Izrael): doxorubicin, cisplatina, vinkristin

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

Neuroblastomové bundéné linie UKF-NB-4 a UKF-NB-3 byly darem prof. Jindticha Ci-

natla, DrSc. z Goetheho Univerzity ve Frankfurtu nad Mohanem.

3.2. Metody

3.2.1. Kultivace bunéénych linii

Buiiky neuroblastomovych linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4 rezistentni k doxorubici-
nu (UKF-NB-4°9%9), UKF-NB-4 rezistentni k ellipticinu (UKF-NB-45"""), UKF-NB-4
rezistentni k cisplating (UKF-NB-4°P°") a UKF-NB-4 rezistentni k vinkristinu (UKF-NB-
4VCRy UKF-NB-3 a UKF-NB-3 rezistentni k cisplating (UKF-NB-3P°F), SK-N-AS a SK-
N-AS rezistentni k cisplating (SK-N-ASP°) a linie karcinomu ovaria A2780 a A2780
rezistentni k cisplating (A2780°°°") byly kultivovany v IMDM médiu obohaceném 10%
fetalnim hovézim sérem (FBS) a 1% antibiotikem penicilin-streptomycin. Kultivace probi-
hala v inkubatoru Jouan IGO 150 (Thermo Fisher, USA) pti 37 °C, 5% CO; a 95% vlhkos-
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ti vzduchu. Buniky byly pasazovany v pravidelnych intervalech. Z povrchu kultiva¢nich
lahvicek byly uvoliovany pomoci 0,2% roztoku trypsinu v PBS a resuspendovany v mé-
diu. Kultivace probihala v kultivaénich lahvich o plose 25 cm? a 75 cm?, piipadné na Petri-
ho miskach o ploge 60 cm? a 22 cm?.

U vyse uvedenych rezistentnich linii byla rezistence navozena dlouhodobou kulti-
vaci se stoupajici koncentraci piislugného cytostatika v laboratofi profesora Cinatla a v nasi

laboratofi (UKF-NB-45-"'a SK-N-ASPPP),

3.2.2. Priprava konodiciovaného média

Buiiky byly kultivovany na Petriho misce o plose 22 cm?® v poétu 1,2 milionu bu-
nék na misku po dobu 24 hodin ve 4 ml média. Jedna miska byla kultivovana v inkubatoru
Jouan IGO 150 (Thermo Fisher, USA) a druha v hypoxické komote Proox model 21 (Bi-
ospherix, USA) v atmosféi¢ obsahujici 1% kysliku. Po 24 hodinach bylo buiikdm odebrano
médium a nasledné bylo centrifugovano pii 300 RCF po dobu 2 minut pii laboratorni tep-
loté, ¢imz byly od média oddéleny piipadné mrtvé buiky a detritus. Supernatant byl ptene-
sen na bunky kultivované 24 hodin za normalnich podminek na Petriho miskach o velikosti
22 cm? v poctu 1,2 milionu bunék na misku, kterym bylo odebrano ptivodni kultivacni mé-
dium. Tyto bunky byly nasledné kultivovany v inkubatoru Jouan 1GO 150 (Thermo Fisher,
USA) 24 hodin.

3.2.3. Priprava vzorki pro analyzu RT-gPCR

Buiiky kultivované na Petriho miskach o plose 60 cm? a 22 cm? v riiznych poétech
byly umistény do inkubatoru Jouan IGO 150 (Thermo Fisher, USA) po dobu 24 hodin.
Nasledné byly bunky umistény do hypoxické komory Proox model 21 (Biospherix, USA).
Pro vSechny varianty byla ponechidna miska v podminkéch normoxie slouzici jako kontro-
la. Nasledné byly buiky ze dna Petriho misky odmyty pomoci pipety a 1 ml PBS, pienese-
ny do zkumavky a centrifugovany po dobu 2 minut pfi 300 RCF a laboratorni teploté
v centrifuze Universal 320 (Hettich, Némecko). Supernatant byl odstranén a peleta byla
resuspendovana v 1 ml PBS a odstfedéna za stejnych podminek. Veskery supernatant byl

odstranén a peleta bunék byla uchovavana pii -20 °C pro dalsi praci.
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3.2.4. 1zolace RNA z analyzovanych bunék neuroblastomovych linii

Na izolaci RNA z bunéénych pelet byl pouzit PureLink® RNA Mini Kit. K zmra-
zené bunécné pelet¢ bylo pfidano 0,6 ml lyzaéniho pufru s pridavkem 1% 2-
merkaptoethanolu. Nasledovalo vortexovani na vortexu Vortex-Genie 2 (Scientific In-
dustries, USA), az do rozptyleni bunécné pelety. Nasledné bylo k suspenzi piidano 0,6 ml
70% ethanolu a vortexovano az do rozptyleni vSech pouhym okem viditelnych castic. Ma-
ximalné 700 pl zvortexované¢ho vzorku bylo pfeneseno na kolonku a centrifugovano v cen-
trifuze Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf, Némecko) pii 12 000 x g, 15 sekund. Krok
byl opakovan az do zpracovani celého vzorku. Nasledné bylo pfidano na kolonku 700 pl
promyvaciho pufru I a centrifugovano pii stejnych podminkach. Na kolonku tak bylo pfi-
dano 500 pl promyvaciho pufru II a centrifugovano za stejnych podminek, ptiCemz tento
krok byl provadén dvakrat. Pro vysuSeni membrany na kolonce s navdzanou RNA byla
kolonka centrifugovana pti 12 000 x g, 2 minuty. Na kolonku tak bylo pfidano 30 ul vody
zbavené RNas a inkubovanych pti laboratorni teploté po dobu 1 minuty. Poslednim kro-
kem byla centrifugace pii 13 000 x g po dobu 2 minut pro uvolnéni vyizolované RNA
z membrany. Prace byla provadéna v laminarnim boxu Telstar AV-100 (Telstar, Spangl-
sko). Koncentrace izolované RNA byla zmétena pouzitim ptistroje NanoDrop Lite (Ther-
mo Fisher, USA) a ¢istota posuzovana na zakladé poméru absorbanci Azeo/Azso se vzdy

pohybovala v pozadovaném rozmezi 1,8 - 2.

3.2.5. Reverzni traskripce RNA

Reverzni transkripce RNA do komplemetarni DNA (cDNA) je zakladni metodou
pro studium genové exprese, protoze vytvoiend cDNA odrazi mnozstvi a sloZeni piivodni
mRNA.

Pro ptepis RNA do cDNA byl pouzit kit pro reverzni transkripci na cDNA
s inhibitorem RNas Generi Biotech Reverse Transcription Kit. Vzorky RNA byly natedéné
vodou zbavené RNas do 10 pl tak, aby v reakci bylo 1000 ng RNA. K nafedéné RNA tak
bylo ptfidano 10 pl "Master Mixu". Reverzni transkripce byla pfipravovana v boxu Aura
PCR (Bioair instruments, Italie). Pro nasledny ptepis RNA do cDNA byly vzorky umistény
do termocykleru Labcycler (SensoQuest, Némecko) s teplotnim profilem: 42 °C po dobu

60 minut a poté 4 °C co.
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3.2.6. Kvantitativni polymerasova retézova reakce v realném case
(RT-gPCR) pro gen MIAT

Metoda kvantitativni polymerasové fetézové reakce v realném case (RT-qPCR)
se pouziva pro kvantitativni analyzu templatu, tedy urcit¢ho useku cDNA v redlném case.
Amplifikace je detekovana pomoci fluorescenéni TagMan sondy, které se na amplifikova-
nou DNA specificky vaze.

Pro RT- PCR byly pouzity primery navrzené a piipravené v Generi Biotech (CR)
hMIAT a kontrolni gen hPOLR2A s FAM (6-Carboxyfluorescein) znacenymi fluorescen-
¢nimi specifickymi sondami. Reakce RT-PCR byla provedena se vzorky ¢cDNA. Kazda
20ul reakce sestavala z: 10 ul "Easy Master Mixu", 2 ul primerd s FAM fluorescen¢ni son-
dou, 7 ul vody zbavené RNas a 1 pl vzorku cDNA. Mefeni kazdého vzorku bylo provadeé-
no v triplikatu. Vzorky byly vloZzeny do QuantStudio™ 3 and 5 Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems, USA), kde byl pomoci programu QuantStudio™ Design & Analysis

Software nastaven nasledujici teplotni protokol:

95 °C - 3 minuty

50 cykli o nasledujicich podminkach:
95 °C - 10 sekund

65 °C - 20 sekund

Pro vyhodnoceni vysledkli byla pouzita relativni kvantifikace, kterd popisuje rela-
tivni zménu exprese sledovaného genu vici tzv. house-keeping genu (POLR2A), jehoz
hladina exprese je za podminek experimentu konstantni. Pro vypocet exprese cilového ge-

nu byla pouzita AAC; metoda. K vypoctu celkového mnozstvi cilového genu se pouziva

vztah:
Rzz(-AACt ) (1)
kde: AAC= ACuzorku - ACtkontrola @ 4 Ctzct(MlAT)'Ct(POLRZA) (2)
R relace (z ang. "ratio")
Ci mezni uroven (z ang. "treshold")
Data byla dale statisticky zpracovana pomoci programu REST 2009 (Pfaffl et al.,
2002).
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3.2.7. Test cytotoxicity a stanoveni ICs

Cytotoxicita byla stanovena pomoci fluorescencni latky Alamar Blue, jejiz aktivni
slozka je resazurin. Resazurin je nefluorescen¢ni indikatorové barvivo, které vstupuje do
bunék a zaroven je pro né netoxické. V zivych buiikach se pomoci redukénich reakci me-
tabolicky méni na fluoreskujici resofurin. Intenzita fluorescence je tak imérna poctu zi-
vych bungk.

Test byl provadén ve formatu 96-jamkové desticky. Do 1. sloupce bylo osmi-
kanalovou pipetou piidano 100 ul kompletniho média IMDM, a do sloupct 2 az 12 bylo
ptidano po 50 pl. Do posledniho sloupce 12 bylo pipetovano 50 ul cisplatiny o finalni kon-
centraci 300 pM a osmi kanalovou pipetou tzv. dvojkovou fedici fadou pipetovany do pied-
chozich sloupct desti¢ky az k sloupci 3 (obrazek 7). Poté bylo do sloupct 2 az 12 piidano
50 pl bunécné suspenze o koncentraci 300 000 bunék na ml. Desticka byla inkubovana pti
37°C a 5% CO; po dobu 72 hodin. Poté bylo do vSech jamek napipetovano 5 ul Alamar
Blue a inkubovano pii 37°C a 5% CO, 2 hodiny. Nasledné byla na spektrofotometru
VERSAmax (MolecularDevices, USA) méiena fluorescence o excitaéni vinové délce 560
nm a emisni vlnové délce 590 nm. Fluorescence média byla ode¢tena jako pozadi a hodnota
fluorescence zivych kontrolnich bunék v sloupci 2 byla brana jako 100 %. Hodnota ICsy byla
stanovena v programu SoftMax Pro 4.8.
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Obriazek 7: Schéma testu cytotoxicity.
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4. Vysledky

Predkladana diplomova prace je zaméfena na epigeneticky mechanismus chemore-
zistence, konkrétné na dlouhou nekodujici RNA MIAT a jeji kvantifikaci pomoci RT-

qPCR v senzitivnich a chemorezistentnich neuroblastomovych bunécnych liniich.

4.1. Ucinnost kvantitativni polymerasova retézova reakce
v realném cCase

Utinnost RT-qPCR byla méfena jednak pro sledovany gen MIAT, tak i pro kon-
trolni gen POLR2A. cDNA piepsana z vyizolované RNA byla nafedéna desitkovou fedici

fadou a nasledné bylo postupovano tak, jak je popsano v kapitole 3.2.6. Na obrazku 8 je
vysledny amplifikaéni graf méfeni G¢innosti RT-qPCR.

Amplification Plot
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1000000

n

x
< 100000

10000

M Target 1 M Target 2

Obrazek 8: Amplifika¢ni graf méfeni Géinnosti RT-qPCR. Target 1 oznaduje gen MIAT,
target 2 oznacuje kontrolni gen POLR2A.

Utinnost byla pomoci QuantStudio ™ Design & Analysis Softwaru vypod&tena

na zaklad¢ standardni kiivky jako 92,9 % pro gen MIAT a 98,6 % pro kontrolni gen
POLR2A.

Takto ziskana tc¢innost RT-qPCR byla dale pouZivana pii statistickych zpracova-
nich vysledki pro expresi jednotlivych gent.
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4.2. Exprese MIAT v senzitivni neuroblastomové bunééné
liniit UKF-NB-4 v hypoxii (1% O,) p¥i rizném poctu kulti-
vovanych bunék

Pro sledovani zavislosti relativni exprese MIAT na poctu kultivovanych bunék
a pro stanoveni kultiva¢nich podminek pro nésledné experimenty byly buniky senzitivni
neuroblastomové bun&éné linie UKF-NB-4 kultivované na Petriho misce o plose 22 cm?
v 4 ml média v hypoxii (1% O.). Varianta A: 4.10° bungk, varianta B: 8.10° bun&k a vari-
anta C 1,6.10° bunk. Prvnich 24 hodin byly buiiky kultivovany v normoxickych podmin-
kach a nasledné byly pfemistény do hypoxické komory Biospherix (USA) na 24 hodin,
pticemz kontrolni buriky byly nadale kultivovany za podminek normoxie. Obrazek 9 (str.
36) znazornuje fotografie jednotlivych variant v hypoxii a normoxii tésné pted sklizenim.
Z téchto bunék byla izolovana RNA. Nésledné byla izolovana RNA ptepsana pomoci re-
verzni transkripce do komplementarni DNA (cDNA) a exprese genu MIAT byla analyzo-
vana pomoci RT-gPCR, obrazek 10 (str. 37) znazornuje vyslednou relativni expresi genu

MIAT pro vSechny 3 varianty.
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normoxie

Obrazek 9: Buiiky neuroblastomové bun&éné linie UKF-NB-4 v poétu A) 4.10° bungk
na misku, B) 8.10° bunék na misku a C) 1,6.10° bunék na misku za podminek normoxie a hypoxie
(1% Oy). (Zvétseni 200x)

36



Exprese genu MIAT v hypoxii pri razném poctu
kultivovanych bunék
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0 8,64
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Obrazek 10: Relativni exprese genu MIAT v senzitivni neuroblastomové bunécné linii
UKF-NB-4 v hypoxii (1% O,), vztazeno vii¢i hodnotdm v normoxii (relativni exprese genu MIAT
V normoxii je rovna jedné) ve shodném c¢ase kultivace pfi rizném poctu kultivovanych bunck. Va-
rianta A) 4.10° bungk na misku, B) 8.10° bunék na misku a C) 1,6.10° bun&k na misku. Data byla
vyhodnocena pomoci programu REST 2009. Signifikance p <0,05 znazornéna *, signifikance

p<0,001 znazornéna ***,

Z obazku 10 vyplyva, ze relativni exprese genu MIAT se v hypoxii zvySuje se zvy-
Sujicim se poctem kultivovanych bunck. Pfesna pticina tohoto jevu neni jasna, mize jim
vsak byt zvyseny stres bun¢k ve vét§im poctu nebo parakrinni ¢i autokrinni piisobeni bu-

nék.

4.3. Exprese MIAT v senzitivni neuroblastomové buné¢né
linii UKF-NB-4 p¥i kultivaci v kondiciovaném médiu

Pro sledovani vlivu kultivaéniho média na expresi MIAT byly buriky senzitivni

neuroblastomové bun&éné linii UKF-NB-4 kultivované na Petriho misce o plose 22 cm?

V4 ml média o poctu 1,2 milibnu buné¢k na misku v podminkach normoxie po dobu

24 hodin. Varianté A bylo po 24 hodinach vyménéno kultivaéni médium za nové, varianté

B bylo kultivaéni médium vyménéno za kondiciované médium z normoxie a varianté C

bylo kultivaéni médium vyménéno za kondiciované médium z hypoxie (1% O-) a nasledné
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byly vSechny tfi varianty kultivovany po dobu 24 hodin za podminek normoxie.
Obrazek 11 znazornuje vyslednou relativni expresi genu MIAT pro varianty B a C vztaze-

né k expresi v bunkach kultivovanych v ¢erstvém (nekondiciovaném) médiu (varianta A).

Exprese genu MIAT v neuroblastomové bunécné
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Obrazek 11: Relativni exprese genu MIAT v senzitivni neuroblastomové bunécné linii
UKF-NB-4 za pouziti kondiciovaného média (KM normoxie oznacuje kondiciované médium z
normoxie - varianta B, KM hypoxie ozna¢uje kondiciované médium z hypoxie (1% O;) - varianta
C) vztazeno vu¢i hodnotam varianty A. Hodnoty jsou primérem tii nezavislych méteni

a vyhodnoceny pomoci programu REST 2009. Signifikance p <0,001 znazornéna ***,

Jak je z obazku 11 patrné kondiciované médium jak z normoxie, tak z hypoxie (1%
0,) signifikantné zvySuje expresi MIAT. Pti¢ina tohoto jevu je vSak nejasna. Muze se jed-
nat o vylu¢ovani neznamé latky/latek pti metabolismu bunék do média, ktera se zapojuje

do drah exprese MIAT.

4.4, Dynamika exprese MIAT v senzitivni neuroblasto-
mové bunééné linii UKF-NB-4 v hypoxii (1% O,)

Pro sledovani dynamiky exprese genu MIAT v hypoxii (1% O,) byly burniky senzi-
tivni neuroblastomové bun&ené linie kultivovany na Petriho misce o plose 60 cm? tak, aby
v kazdé misce byl 1 milion bun¢k a objem média byl 8 ml, po dobu 24 hodin v normoxii.

Nasledné byly misky pfemistény do hypoxické komory Biospherix (USA), pticemz kon-
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trolni bunky byly nadale kultivovany za podminek normoxie. Bunky tak byly sklizeny
po 2, 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach vystaveni hypoxickym podminkam (1% O,). Nasledné
byla z téchto bunék izolovana RNA, pfepsana pomoci reverzni transkripce do komplemen-
tarni DNA (cDNA) a exprese genu MIAT byla analyzovana RT-qPCR. Vysledna exprese
genu MIAT v jednotlivych dobach vystaveni podminkam hypoxie (1% O,) vztaZena k ex-
presi v bunkach kultivovanych po stejné dobu kultivace v normoxii je znazornéna

na obazku 12.

Dynamika exprese genu MIAT v hypoxii
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Obrazek 12: Dynamika exprese genu MIAT v neuroblastomové bunééné linii UKF-NB-4
v hypoxii (1% O;) vztazeno vic¢i hodnotam v normoxii ve shodném ¢ase kultivace. Reprezentativni
data jednoho ze dvou méfeni byla vyhodnocena pomoci programu REST 2009. Signifikance

p < 0,05 zndzornéna *, signifikance p < 0,001 znadzornéna ***.

Z vysledkt znazornénych na obrazku 12 je patrné, ze exprese genu MIAT je signi-
fikantné zvysena jiz po 6 hodinach kultivace v hypoxickych podminkach (1% O,) a svého
maxima dosahuje po 48 hodinach.
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4.5, Stanoveni ICsy u bunécnych linii UKF-NB-4, UKF-
NB-4°PPP UKF-NB-3, UKF-NB-3“PP” SK-N-AS a SK-N-
ASCDDP

Pro zjisténi cytotoxicity cisplatiny na neuroblastomovou bunéénou linii UKF-NB-4,
UKF-NB-3, SK-N-AS, jejich chemorezistentnich linich k cisplatind UKF-NB-4°P°" UKF-
NB-3PP? 3 SK-N-AS“PPP a linie lidského ovarialniho karcinomu A2780 a linie rezistentni
k cisplating A2780°P°" byla pomoci Alamar Blue zjisténa hodnota ICsq, tj. davka, jejimz
pusobenim se buné¢na populace snizi na polovinu proti kontrole. Bunky byly kultivovany
v prostiedi riznych koncentraci cisplatiny, jak je uvedeno v kapitole 3.2.7. Hodnoty ICsy
pro jednotlivé linie po 72 hodinach pusobeni cisplatiny jsou shrnuty v tabulce 1 a na ob-
razcich 13-16 (str. 41-42).

Tab. 1: Hodnoty ICsy neuroblastomovych bunéénych linii UKF-NB-4, UKF-NB-3, SK-N-AS
a od nich odvozenych linii chemorezistentnich linich k cisplatind UKF-NB-4°?" UKF-NB-3°°°°
a SK-N-ASP" 4 linie lidského ovarilniho karcinomu A2780 a linie rezistentni k cisplating

A2780°P%". Vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka 3 nezavislych méfenti.

I1Cso (UM)
UKF-NB-4 16,86+ 1,79
UKF-NB-4“"°F [ 90,25+ 4,34
UKF-NB-3 1,83+0,35
UKF-NB-3“P°F | 23,45+0,73
SK-N-AS 7,23+1,33
SK-N-AS“PPF 27,04+ 2,61
A2780 5,62+1,07
A2780°°°" 28,14+0,78
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Viabilita neuroblastomové bunécné linie UKF-NB-4
senzitivni a rezistentni vuci cisplatiné
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Obrazek 13: Viabilita neuroblastomové buné&éné linie UKF-NB-4 a od ni odvozené linie rezistent-

ni k cisplatiné UKF-NB-4(CDDP). Hodnoty jsou primérem tfi nezavislych méfeni.

Viabilita neuroblastomové bunécné linie UKF-NB-3
senzitivni a rezistentni vuci cisplatiné
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Obrazek 14: Viabilita neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-3 a od ni odvozené linie rezistent-
ni k cisplatiné¢ UKF-NB-3(CDDP). Vysledky jsou vyjadieny jako reprezentativni data jednoho ze

tf1 méfeni.
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Viabilita neuroblastomové buné¢né linie SK-N-AS
senzitivni a rezistentni vuci cisplatiné
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Obrazek 15: Viabilita neuroblastomové buné&éné linie SK-N-AS a od ni odvozené linie rezistentni

linie k cisplatiné¢ SK-N-AS(CDDP). Hodnoty jsou primérem ti'i nezavislych méteni.

Viabilita bunéc¢né linie ovarialniho karcinomu
A2780 senzitivni a rezistentni vuci cisplatiné
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Obrazek 16: Viabilita linie lidského ovarialniho karcinomu A2780 a a od ni odvozené linie rezis-
tentni K cisplatiné A2780(CDDP). Vysledky jsou vyjadieny jako reprezentativni data jednoho ze tii

meéreni.
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4.6. Exprese MIAT v chemorezistentnich neuroblastomo-
vych bunéénych liniich UKF-NB-4, UKF-NB-3 a SK-N-AS
VvV normoxii
Pro zjisténi exprese MIAT v chemorezistentnich neuroblastomovych bunéénych
liniich UKF-NB-4°PPP UKF-NB-45""' UKF-NB-4P%*° a UKF-NB-4R byly buiiky kul-
tivovany na Petriho miskach o plose 22 cm? v po&tu 800 000 bungk na misku ve 4 ml mé-
dia po dobu 48 hodin. Z téchto bunék byla izolovana RNA, ptfepsana pomoci reverzni tran-
skripce do komplementarni DNA (cDNA) a exprese genu MIAT byla analyzovana pomoci
RT-gPCR. Obrazek 17 znazoriuje vyslednou relativni expresi genu MIAT pro vSechny

varianty.
Exprese genu MIAT v chemorezistentnich
neuroblastomovych bunéénych liniich UKF-NB-4 v
normoxii
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Obrazek 17: Relativni exprese genu MIAT rezistentni neuroblastomové bunééné linie
UKF-NB-4 v normoxii vztazeno vuéi senzitivni linii (relativni exprese genu MIAT v senzitivni
linii je rovna jedné) ve shodném case kultivace. Linie UKF-NB-4(CDDP) ptedstavuje linii rezis-
tentni k cisplating¢, UKF-NB-4(ELLI) k elipticinu, UKF-NB-4(DOXO) k doxorubicinu a UKF-NB-
4(VCR) k vinkristinu. Hodnoty jsou vysledky dvou nezavislych experimenti a vyhodnoceny po-
moci programu REST 2009. Signifikance p<0,05 znazornéna *, signifikance p<0,001 znazornéna
*** U UKF-NB-4(CDDP) se jednd o signifikantni zvySeni exprese a V ptipadech UKF-NB-
4(ELLI), UKF-NB-4(DOXO) a UKF-NB-4(VCR) dochazi k signifikantnimu sniZeni exprese.

Jak je z obrazku 17 patrné exprese genu MIAT je vyrazné zvysena u neuroblasto-

mové bunééné linii UKF-NB-4 rezistentni k cisplatin€ v porovnani se senzitivni linii UKF-
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NB-4. U linii UKF-NB-4 rezistentnich k elipticinu, doxorubicinu a vinkristinu naopak do-

chazi k snizeni exprese MIAT v porovnani se senzitivni linii UKF-NB-4.

Pro zjisténi, zda se jedna o specifické zvyseni exprese MIAT u neuroblastomovych
linii rezistentnich k cisplating, byla stanovena exprese MIAT i u neuroblastomové linie
SK-N-AS rezistentni k cisplatin¢ a UKF-NB-3 rezistentni k cisplatiné. Obrazek 18 shrnuje

expresi MIAT u neuroblastomovych liniich rezistentnich k cisplating.

Exprese genu MIAT v neuroblastomovych
bunécnych liniich UKF-NB-4, UKF-NB-3a SK-N-
AS rezistentnich k cisplatiné v normoxii
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Obrazek 18: Relativni exprese genu MIAT rezistentni neuroblastomové bunécné linii UKF-NB-4,
UKF-NB-3 a SK-N-AS v normoxii vztazeno vuci senzitivni linii (relativni exprese genu MIAT
v senzitivni linii je rovna jedné) ve shodném case kultivace. Hodnoty jsou prumérem tii nezavis-
lIych méfeni a vyhodnoceny pomoci programu REST 2009. Signifikance p < 0,001 znazornéna ***,
V piipadech UKF-NB-4(CDDP) a SK-N-AS(CDDP) se jedna o signifikantni zvySeni exprese
a v ptipadé UKF-NB-3(CDDP) dochazi k signifikantnimu snizeni exprese.

U linie lidského ovarialniho karcinomu A2780 ani od ni odvozené k cisplatiné chemo-

rezistentni linie A2780°°"" jsme expresi MIAT neprokézali.
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5. Diskuze

Chemorezistence je vlastnost bunék, ktera umoziuje jejich pieziti v prub&hu cyto-
statické 1éCby. Predstavuje zdvaznou komplikaci chemoterapie a je jednou z hlavnich pii-
¢in jejiho selhani. Pfedkladanad diplomova prace je zaméfena na epigeneticky mechanismus
chemorezistence, a to na dlouhou nekodujici RNA MIAT. LncRNA MIAT patii do ttidy
dlouhych mezigenovych RNA (lincRNA), které vykazuji odlisné expresni hladiny v pri-
marnich nadorech a metastazich v porovnani s pftislusnou nenadorovou tkani (Alipoor
et al., 2018; Luan et al., 2017; Sha et al., 2018). Nadorové asociované lincRNA proto pied-
stavuji skupinu IncRNA s potencidlem pro onkologickou diagnostiku a moderni terapii,
kdy mohou byt 1é¢ebnym cilem.

Nase vysledky naznacuji, Ze kultivaéni podminky maji vyznamny vliv na hladinu
exprese MIAT. Exprese MIAT signifikantné€ roste s rostoucim poctem kultivovanych bu-
nék neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-4. Co pfesné tento jev zpiisobuje, vSak zatim
nezname. Moznym vlivem je zvySeny stres bunck zapfi¢inény nedostatkem prostoru
pro rast nebo mezibunéény kontakt. Zmetabolizovani kultivaéniho média by mohlo rovnéz
piedstavovat stresujici podnét pro buiiky. Na zakladé¢ tohoto vysledku byl proveden expe-
riment za pouziti kondiciovaného média. Kondiciované médium bylo buiikami UKF-NB-4
piipraveno jednak v normoxii a jednak v hypoxii (1% O;) a nasledné v ném byly buiky
kultivovany v normoxii. Kondiciované médium signifikantné¢ zvysilo hladinu exprese MI-
AT avice zvySovalo expresi MIAT kondiciované medium produkované v hypoxii. Tento
jev by mohl byt zptisoben vylu¢ovanim neznamé latky/latek do média, které by mohly byt
zapojeny do metabolické drahy MIAT a tim jeji hladinu vyznamné zvySovat. Objasnit,
které latky v kondiciovaném mediu se podili na zvySeni exprese MIAT, lze pomoci prote-
omické analyzy kondiciovaného média, coz vSak neptedstavuje snadnou ulohu. Extraho-
vané proteiny by byly rozdéleny pomoci napt. gelové elektroforézy na nékolik frakci ana-
lyzovanych napf. pomoci LC-MS/MS. Na této problematice planuje Laboratof biologie
solidnich nadort spolupracovat v budoucnu s proteomickou laboratofi.

Dale byla v ramci této prace sledovana dynamika exprese MIAT v neuroblastomo-
vé bunécné liniit UKF-NB-4 v hypoxii (1% O3). Exprese MIAT se signifikantné zvysuje jiz
po 6 hodinach kultivace v hypoxickych podminkach (1% O) a své maximum dosahuje

ptiblizné€ po 48 hodinach kultivace v téchto podminkéch.
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Pro vztah mezi INCRNA MIAT a hypoxie miize nepiimo svédcit ¢asty vyskyt muta-
ci této IncRNA u infarktu myokardu (Liao et al., 2016). Srde¢ni infarkt je vyvolan nekro-
zou v disledku ischemie myokardu, jednd se tedy o stav, kde hypoxie hraje vyznamnou
roli. Dalsi indicii je detekce vyssich hladin MIAT u plicnich karcinomti u vétsich primar-
nich nadora (Li et al., 2016), protoze hypoxie byva ptitomna v centru rozsahlejSich nadort
v dasledku Spatného prokrveni centralnich partii nddorti (Klener P, 2011). Pfimy prukaz
zvyseni exprese MIAT v hypoxii v nékterych nadorovych bunkach vsak podava az tato
prace. Posouzeni vyznamu této IncRNA pro hypoxii indukovanou chemo- a radiorezistenci
bude predmétem dalsi prace, kdy planujeme vyuzit buiiky transfekované siRNA inhibujici
MIAT.

Pro pfiblizeni se ke zjisténi podilu MIAT na chemorezistenci byla kvantifikovana
exprese MIAT v chemorezistentnich neuroblastomovych bunéénych liniich UKF-NB-
4°PPP UKF-NB-4F| UKF-NB-4P°%° a UKF-NB-4Y°R odvozenych od senzitivni bun&é-
né linie UKF-NB- 4. Tyto chemorezistentni linie se li$i ve svém genomu od linie matefské
(Bedrnicek etal., 2005; Prochazka et al., 2012). Hladina MIAT byla signifikantn¢ zvysena
v piipadé¢ linie rezistentni k cisplatiné a vyznamn¢ snizena v piipadech linii rezistentnich
k ellipticinu, doxorubicinu a vinkristinu ve srovnani se senzitivni linii. Déle byla zjistova-
na hladina exprese MIAT Vv neuroblastomovych liniich UKF-NB-3 a SK-N-AS a od nich
odvozenych chemorezistentnich liniich k cisplatin® UKF-NB-3°PP” a SK-N-AS“PPP. Sig-
nifikantni nartist byl pozorovan v linii SK-N-ASCPP? ve srovnani se senzitivni mateiskou
linif, tento rozdil jsme viak neprokézali u linie UKF-NB-3°P°". U linie lidského ovarialni-
ho karcinomu A2780 a od ni odvozené k cisplating chemorezistentni linie A2780°°°" ne-
byla zjisténa zaddna exprese MIAT. To by mohlo nasvédcovat tomu, ze vysSSi exprese
INcRNA MIAT u bunék rezistentnich vuci cisplatiné by se mohla vyskytovat pouze
u nékterych nadorti, eventudlné pouze u neuroblastomu. VySetieni palety bunéénych linii
odvozenych od jinych nadorh véetné chemorezistentnich sublinii a pozdéji 1 vzorkid nadori
ziskanych od pacientii planujeme jako pokraovani této studie. Teprve tyto vysledky
umozni posoudit, zda je zvySeni exprese MIAT specifické pro chemorezistenci a pro né-
které nadory.

Neni zatim zndimo, co zpusobuje signifikantni zvyseni exprese MIAT u linii chemo-
rezistentnich vici cisplatiné. Mezi mechanismy podilejici se na rezistenci k cisplating patti
regulace OCT4 (napft. v disledku hypoxie nebo expozice cisplatinou), neschopnost vyvolat
expresi PUMA a NOXA, nebo zmény v hladinach exprese mikro-RNA jako je miR-17,
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miR-106b, miR-302 nebo miR-371 az -373 (Jacobsen et al., 2015). V literatufe je popsano,
ze inhibice MIAT vyvolala expresi miR-302 a miR-150 v buikach rakoviny prsu a OCT4
a NANOG jako cile miR-302 poklesly pti inhibici MIAT (Alipoor et al., 2018). V experi-
mentech provedenych v nasi laboratofi byla zjisténa zvySena exprese markertt kmenovych
bunék OCT4, NANOG a SOX u liniich neuroblastoml rezistentnich k cisplatiné
a vinkristinu (Khalil et al., 2016). Pravé exprese znakii kmenovych bunék by mohla byt
pri¢inou zvyseni exprese MIAT u linii rezistentnich viici cisplating.

V dalsi ¢asti diplomové prace byla pomoci Alamar Blue hodnocena cytotoxicita
cisplatiny po 72 hodinach na senzitivni bunééné linie UKF-NB-4, UKF-NB-3, SK-N-AS
a A2780 a od nich odvozenych chemorezistentnych linii k cisplatiné UKF-NB -4°P°P,
UKF-NB-3°PP? SK-N-ASPP” a A2780°PPP s cilem potvrdit chemorezistenci vici cispla-
ting. 1Cso pro buiiky UKF-NB-4 je 16,86+ 1,79 uM cisplatiny, pro buiiky UKF-NB-4°P°"
90,25+ 4,34 puM, pro buitky UKF-NB-3 1,83+ 0,35 uM, pro buitky UKF-NB-3°P°F 23 45
+0,73 pM, pro SK-N-AS je rovna koncentraci 7,23+ 1,33 uM, pro SK-N-AS“P°” 27,04 +
2,61 pM, pro bunky A2780 je koncentrace cisplatiny 5,62 + 1,07 uM a pro chemorezistent-
ni linii A2780°P°" je koncentrace cisplatiny 28,14 + 0,78 pM. Je tedy patrné, Ze chemore-

zistentni buniky jsou schopné prezit pfi vyssi davce cisplatiny.
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6. Zaver

Predkladana diplomova prace se zabyvala vyznamem exprese INCRNA MIAT jako

epigenetického mechanismu pro mozny vznik rezistence lidské neuroblastomové linie
UKF-NB-4, UKF-NB-3, SK-N-AS a od nich odvozenych linii rezistentnich k cisplatiné
UKF-NB-4°"", UKF-NB-3“°"" a SK-N-AS“PP?,

V praci byly ziskany nasledujici poznatky:

Exprese MIAT v senzitivni neuroblastomové bunécné linii UKF-NB-4 v hypoxii
(1% Oy) je zavisla na kultivacnich podminkach. Exprese MIAT se zvysuje se zvy-
Sujicim se poctem kultivovanych bunék. Kondiciované médium ziskané z této linie
kultivovanych jak v normoxickych, tak i v hypoxickych podminkach signifikantné
zvysuje expresi MIAT, pficemz zvySeni je vySSi po hypoxickém kondiciovaném
médiu.

Exprese MIAT je signifikantné zvySena jiz po 6 hodinach kultivace neuroblastom-
mové bunééné linie UKF-NB-4 v hypoxii (1% O,).

Exprese MIAT je signifikantn¢ zvySena v neuroblastomové bunééné linii rezistent-
ni k cisplating UKF-NB-4“P"" a SK-N-AS®®"® ve srovnani se senzitivni linii
a signifikantné sniZzena v neuroblastomové bunééné linii rezistentni Kk ellipticinu
UKF-NB-4%"", k doxorubicin UKF-NB-4°°*° a vinkristinu UKF-NB-4"°R
ve srovnani se senzitivni linif.

Metodou Alamar Blue jsme ovéfili chemorezistenci pouzivanych linii UKF-NB-4,
UKF-NB-4°°°°, UKF-NB-3, UKF-NB-3“""", SK-N-AS, SK-N-AS®""", A2780

a A2780°P°",
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