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Abstrakt diserta €ni prace

EXPRESNI PROFILY BUNICNYCH LINII EMBRYONALNICH NADORU PRI
APLIKACI KOMBINOVANE DIFERENCIACNI TERAPIE

Retinoidy jsou znamy jako efektivni induktory &iné diferenciace, a to jak
v podminkéchin vivo, tak in vitro. Diky této schopnosti jsou retinoidiasto pouzivany

v protinadorové terapii. ifdkladana disertai prace je zagtena na studium moznosti
zesileni antineoplastickeho efektu kyseliny tedlis retinové pomoci kombinované
aplikace s inhibitory lipooxygenaz (LOX) a cyklomggnaz (COX). V této studii byly
pouzivany kyselina kavova jako inhibitor 5-lipoxygey a celecoxib jako inhibitor
cyklooxygenazy-2. Jako biologické modely byly wvylyd dw neuroblastomové
(SK-N-BE(2) a SH-SY5Y) a dv smeduloblastomové (Daoy a D283 Med) sbirkové
buré¢cné linie; cast experimerit byla provadna rovez na 4 pacientskych
meduloblastomovych liniich. Pro monitorovani &mv expresi 440 geén funkené
spojenych s biologii nadbrbyly pouZzity nizkohustotni oligonukleotidové mikipy
Human Cancer Oligo GEArray (SABiosciences).&im exprese vybranych kandidatnich
gemi (CDKN1A, GDF15, HLA-C, HMGA1, TIMPB1lbyly nasleds potvrzeny pomoci
RT-PCR. Analyza detekovanych #gmgenové exprese prokazala zvySeni expresé gen
zapojenych v procesech retinoidy indukované difeieere v zavislosti na koncentraci
pouzitych¢inidel; zejména se jednalo o geny obespojované s bustnou diferenciaci,
geny podilejici se na regulaciegtaveb cytoskeletu, geny zapojené do metabolismu
mitochondrii atd. Celkay byla prokazana vysSi senzitivita neuroblastomovyicli

ke kombinované aplikaci ATRA s kyselinou k&vovowesp. s celecoxibem. Ziskané
vysledky podporuji naSitwodni hypotézu, Ze bgdna diferenciace indukovana ATRA
muze byt zesilovana kombinaci s LOX, resp. COX irtoityi.



Dissertation abstract

EXPRESSION PROFILES OF THE EMBRYONAL TUMOR CELL LBS AFTER
APPLICATION OF THE COMBINED DIFFERENTIATION THERAPY

Retinoids are known to be effective inducers of déferentiation under botim vivo and

in vitro conditions. Due to this capability, retinoids aréen used in recent antitumor
therapy. This Ph.D. thesis is aimed to investigatssibilities of enhancement of the
ATRA-induced antineoplastic effects by combined atmeent with inhibitors

of lipoxygenases (LOX) or cyclooxygenases (COX).ff@la acid as an inhibitor of
5-lipoxygenase and celecoxib as an inhibitor ofl@yxygenase-2 were chosen for this
study. Two neuroblastoma (SK-N-BE(2) and SH-SY%af)d two medulloblastoma (Daoy
and D283 Med) established cell lines were chosdnasgical models; some experiments
were also performed using 4 in-house medulloblaateeil lines. The Human Cancer
Oligo GEArray low-density oligonucleotide microckip(SABiosciences) were used
to evaluate changes in expression of 440 cancatecklgenes. Changes in expression of
selected candidate gene€DKN1A, GDF15, HLA-C, HMGA1, TIMBlwere then
confirmed by RT-PCR.Analysis of detected changes gene expression showed
a concentration-dependent increase in expressioggeés known to be involved in the
process of retinoid-induced differentiation; esp#giof genes generally associated with
cell differentiation, genes participating in regida of cytoskeleton rearrangements, genes
involved in mitochondrial metabolism, etc. To summza, results also indicated higher
sensitivity of neuroblastoma cell lines to the cameld treatment with ATRA and caffeic
acid or celecoxib. Obtained results support ourahhypothesis that ATRA-induced cell
differentiation could be enhanced by its combinatiath LOX/COX inhibitors.
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1 Uvod

Skoro 100 let uplynulo od doby, kdy McCollum a Davl913 identifikovali
vitamin A. Vitamin A je nutdni doplrek, ktery ma esencialni vyznam jak v normalni
embryogenezi jako tzv. morfogen, tak ve fyziologiosglého sa¢iho organismu.
Zakladnim metabolickym derivatem vitaminu A je Hys® retinova, mala lipofilni
molekula, ktera se jako ligand vaze na jadernéptecg RAR, resp. RXR p#ti do
nadrodiny steroidnich receptorReceptory RAR a RXR se vazou na specificka mista
v genomu (RAREs - retinoic acid responsive elemeattam funguji jako transkipi
aktivatory nebo represory v zavislosti na tom, glaa nich navazana kyselina retinova
(Lewandoski and Mackem 2009

Jiz p'ed deseti lety bylo znamorgs 500 gein, jejichZz hladinu exprese kyselina
retinova ovliviuje Balmer and Blomhoff 2002M4& se za to, Ze pr&schopnost regulovat
takové mnozstvi tiznych geid je pic¢inou toho, Ze retinoidy hraji ateZitou roli
v procesech, jako je normalrist a vyvoj organismu, vighi, buréény rast, diferenciacei
apoptéza$tephensen 2001; Blomhoff and Blomhoff 2006; D'Asibret al. 2011

Praw pro schopnost regulovat Sirokou Skalu zasadniolodickych proces jsou
retinoidy ¢asto vyuzivany jako terapeutickd agens v onkolagiiermatologii. Vzhledem
ke skuténosti, Ze v onkologii se retinoidy w@eptji vyuzivaji @i terapii akutni
promyelocytarni leukémie, i vyzkum biologickych¢inka retinoidi na burcné
i molekularni Urovni se obe&nzantiuje zejména na leukemické ity (Avvisati and
Tallman 2003; Lengfelder et al. 2005; Gregory arelusner 2009

OvSem i u nejastjSiho solidniho nadoru étkkého ¥ku, neuroblastomu, bylo
zaznamenano zlepSeni¢ébnych vysledk pri aplikaci retinoidi u pacient s nadory
vysokého rizika. Obeenpak byla u neurogennich tunigoopsana vyznamna odpk/ na
podani retinoid, hlavre diky diferencignimu efektu Reynolds and Lemons 2001; Sterba
2002; Reynolds et al. 2003; Sterba et al. 2006;|&apova et al. 2012 Popsan byl ale
také inhib&ni vliv retinoidi na angiogenezR(batti et al. 20038

Kyselina retinova a jeji izomery vSak vykazufi peroralnim podavani celotadu
vedlejSich dinka souvisejicich s jeji toxicitou - jde niapo bolesti hlavy, nevolnosti
a zvraceni, bolesti Zaludkti hepatotoxicitu. Tyto vedlejSi efekty a navic mpzozvoj

rezistence jsou limitujicimi faktoryrpklinické aplikaci retinoid (Gomaa et al. 2008
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Snahy pekonat tyto limitujici faktory se ubirajfiznymi cestami - nap podavani
kyseliny alltrans retinové (ATRA) v biodegradabilnich mikrokapsli¢Bhoi et al. 200§
nebo @ima konjugace ATRA s antioxidantidédjipaviou-Litina et al. 2010

Prav@&podobré negastji se vSak jedna o kombinované terapié, mppchz je efekt
jednoho terapeutika modulovan, resp. zesilovan jedpolénou aplikaci s dalSi
sloweninou, & uz formou podavani obou terapeutik &msré, nebo v sekvamim rezimu.

V piipact retinoidi se nejastji pouzivaji jejich kombinace s vitaminem D
(Haselberger et al. 2011; Stefanska et al. 20irhibitory histondeacetylazyspiller et al.
2006; De los Santos et al. 2007; Spiller et al. @Q0nterferony DiPaola et al. 1999;
Todesco et al. 2000; Shin et al. 2002 také <inidly, jez zasahuji do metabolismu
retinoidi - takovymicinidly jsou zejména inhibitory cytochromu P-49Qjdr 2002; Njar
et al. 2006; Ahmad 20} 1a inhibitory lipooxygenaz (LOX)Hofmanova et al. 1998;
Veselska et al. 2004 cyklooxygenaz (COX)Simeone et al. 2004; Schroeder et al. 2006

Navzdory zna&nym pokrokim v terapii solidnich nador détského ¥ku behem
poslednich dekad jsou vysledkyld pacient s rekterymi konkrétnimi diagnézami stale
neuspokojivé. Jedna sdepevSim o metastatické sarkomy, relabujici mozko&éory
a rekteré dalsSi malignity vysokého rizika. Zintenzémh terapie zvySenim davek
jednotlivych |€iv nad hranici standardni maximalntolerované davky jiz nevede
k zlepSeni terapeutické odpal. Ani zava@ni novych druli terapii, jako jsou
monoklonalni protilatky nebo inhibitory tyrosinkinapipadré dalSi cilena biologicka
lécba, zatim stéle jeShedosahujedekavanych finogi.

Proto se veéské onkologii v poslednich letech obraci pozorndstzv.
metronomicke &g, pii niz se paciefin podavaji v pravidelnych malych davkach
jednotliva terapeutickd agens nebo jejich kombingaadre et al. 2010; Pasquier et al.
2010; Pasquier et al. 20)1Praw takovym gistupem je i protokol COMBAT (Combined
Oral Maintenance Biodifferentiating and Antiangioge Therapy) Fontana and Rishi
2002; Sterba et al. 2006z rehoz tato disertani prace tematicky vychazi. Tento protokol
je uken pro dti s relabujicimi solidnimi nadory,fipadré s dalSimi solidnimi nadory
vysokeho rizika, u nichz byly klasickécebné postupy jiZ Werpany, a neexistuje jina
lécba s vysSi prioritou. O uspnosti tohoto fistupu s¥dci i skut&nost, Ze protokol
COMBAT se v praxi ostdcil (Sterba et al. 2006; Sterba et al. 20E0v sodasné dob se

pouziva jiz teti modifikace pvodniho protokoluZapletalova et al. 2012
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2 Prehled problematiky

2.1 Retinoidy

Vitamin A je termin uzZivany pro pojmenovani slenin, které vykazuji stejnou
biologickou aktivitu jako retinol. Retinoidy jsouak Kklasifikovany jako slateniny
obsahujicictyti isoprenoveé jednotky spojenéigmbem ,head-to-tail*. VSechny retinoidy
jsou odvozeny od monocyklické zakladni sleniny, kterd obsahujedpdvojnych vazeb
mezi uhliky a s funéni skupinou na acyklick&sti (UPAC-IUB 1983.

Podle této definice tedy ime oznaeni ,retinoidy* zahrnovat jak ijrozert se
vyskytujici formy vitaminu A, tak syntetické anajogtinolu - & jiZ s biologickou funkci,
nebo bez ni. Vzhledem k postupnému vyvoji &méno mnozstvi syntetickych anaiog
retinoidi, jez pivodni definici pl& neodpovidaji (nap acyklické retinoidy), jsou dnes
k retinoidim castofazeny také slaieniny, které nejsou blizce odvozené od retinola, al
vykazuji obdobnou biologickou aktivitu.

All-trans retinol jakoZzto matiska slodenina retinoid je primarni alkohol
o molekularni hmotnosti 286 g/mol. Veitsine ZivocisSnych tkani se v3ak rigjstji
vyskytuje retinyl palmitat a dalSi estery mastnygtselin, jako jsou retinyl oleat nebo
retinyl stearat. ¥tSina €chto metabolii se vyskytuje v konfiguraci atkans V sitnici oka
Ize detekovat aldehydickou formu tis retinalu a v mnoha tkanich jéifmmna kyselina
retinova, kterd se vyskytuje se &kolika stereoizomerickych formach. Z nich nejvice
abundantni a termodynamicky nejsta§jiin je kyselina alkrans retinova (ATRA), déle
pak kyselina 13is retinova (13eis RA) vykazujici vyhodgjsi farmakokinetické
vlastnosti, a kyselina 8is retinova (9eis RA) (Obr. 1) Blomhoff and Blomhoff 2006;
Bushue and Wan 2010; D'Ambrosio et al. 2011

Ackoliv existuje fada izoforem, hlavni aktivni b&mnou izoformou je ATRA,
piicemz bylo prokazano, Ze ostatni izomery, jako jefikéguml 13€is RA, jsou v buice

izomerizovany pravna ATRA {Veal et al. 2002; Armstrong et al. 2005
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2.1.1 Metabolismus retinoida

Zadny zivaich nema schopnost syntetizovat vitamirdé novo Negasgji je proto
tento vitamin vdlech Ziva@ichu ziskavan konverzi z karotenédidKarotenoidy pedstavuji
velkou skupinu v firodé rozStenych pigmerit, které zodpovidaji za Zluté, oranzove,
cervené a purpurové zbarveni mnoha plad kwti. Mnohé karotenoidy mohou byt
pozeny Ziva&ichy a skladovany ve specifickych tkanich, kteréujsdiky tomu takeé
charakteristicky zbarvené, nagluta skvrna v oku, vajay Zloutek¢i svalovina lososa
(Fraser and Bramley 2004

Kromé samotnych karotenaidmohou vSeZravi a masozravi dlidhoveé ziskavat jiz
piemenéné karotenoidy, népstji ve forme retinolu a retinyl estér Karotenoidy jsou jiz
v tenkém sew Zivocichu S€peny na retinal a ten je dale redukovan na retidtjre tak
retinyl estery jsou hydrolyzovany na retinol. Dotegoncyti tenkého stva se retinol
dostava jak zprostdkovanym genosem, tak prostou difuzi.

Protoze retinoidy jsou ve veédnerozpustné, ve vodném pi@sti organismu jsou

[y

obvykle vazany na specifické proteiny. Retinol yidaprotein (RBP) je protein, ktery
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s navazanym retinolem cirkuluje v plagnzatimco pro proteiny vazajici retinol vitkdch
se pouzivad ozriani CRBP (cellular retinol-binding protein). Uvnibuntk se pak jest
nachazeji proteiny vazajici kyselinu retinovou - ABP (cellular retinoic acid-binding
protein).

V enterocytech je tak retinol specificky vazan mat@in CRBP-IIl. Tento protein
napomaha esterifikaci,ripkteré je ¥tSina retinolu spojena s dlouhyrifettzci mastnych
kyselin, zejména Kkyseliny palmitové. Esterifikaciropadi enzym lecitin:retinol
acyltransferaza (LRAT). ¥&Sina takto vzniklych retinyl estirje nasledd formovana
do chylomikrorii (lipoproteinové komplexy) a transportovana do lyngBlomhoff and
Blomhoff 2006; D'Ambrosio et al. 2011

Retinyl estery jsou tak lymfou transportovany d@jaV hepatocytech j&ast retinyl
estefi hydrolyzovana a takto uvainy retinol je po navazani na RBP secernovan do
plazmy. Vyznamndast retinyl estér je z hepatocyt postoupena do kzdicovitych burk
(perisinusoidalni, nebo téz Itoovy itky), kde dochazi k jejich ukladani. U savie
za normalniho stavu uloZzeno 50-80% celkového rktinoetinyl estery plus retinol)
pievazre praw ve fornme retinyl esteil. Diky jaternim hézdicovitym buikdm je hladina
retinolu v plaznd stabilre udrzovana na koncentraci 1:®1 navzdory normalni fluktuaci
v dennim pijmu vitaminu A.

Retinol navazany na RBP ttios krevnimieciSti komplex s proteinem znamym jako
transthyretin (TTR), ktery zahfaje vyfiltrovani relative@ malé molekuly RBP
v ledvinach. Absorpce komplexu retinol-RBP sfeds pomoci RBP receptona povrchu
cilovych burk, jako je nap. STRAG6 (stimulated by retinoic acid 6). V plazijsou krong
retinolu a retinyl estdr pritomny i nanomolarni koncentrace dalSich retidpjdko jsou
nagiklad kyselina allrans retinova, 13eis retinova,¢i 13-cis-4-oxo retinovaRlomhoff
and Blomhoff 2006; Bushue and Wan 2010; D'Ambrosioal. 2011; Gutierrez-
Mazariegos et al. 201
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Obr. 2 Signalni draha retinoid . Retinoidy absorbované z potravy jsou konvertovany na retinol a
vazany na CRBP ve stfevech. Retinol je dale metabolizovan v krevnim fecisti na retinyl estery.
V jatrech jsou retinyl estery vychytavany a v hepatocytech ménény na komplexy retinolu s RBP.
Tyto komplexy, které jsou navazané na TTR z davodu ochrany pfed eliminaci v ledvinach, slouzi
k dopravé retinolu k cilovym bufikam. Transport do bunék je zprostfedkovan transmembranovymi
RBP receptory. V cilovych bunkach je retinol bud vazan na CRBP, nebo oxidovan na retinaldehyd
a dale na kyselinu retinovou. Kyselina retinova mize byt navazana na CRABP, nebo sméfuje do
jadra, kde se vaze na receptory a reguluje tak genovou transkripci, pfipadné negenomickymi
mechanismy reguluje bunécné funkce. Hepatocyty samozfejmé neslouzi pouze ke zpracovani
retinoidd, ale samy mohou byt i cilovymi bufikami, navic sousedi s hvézdicovitymi burikami, které
jsou specializovany na ukladani retinoidd. (Bushue and Wan 2010)

V souwasné dob je jiz obecr akceptovana hypotéza, Ze aktivni metabolity rédiino
se syntetizuji Pmo v cilové biice. Hlavnim zdrojem této syntézy je u vysSich dbvat
all-transretinol ziskavany z plazmy. Nicm&buni¢na absorpce lipoproteirobsahujicich
retinyl estery, retinol a karotenoidy, st&jtak jako pima absorpce kyseliny dilans
retinové a jejich derivatz plazmy niiZze hrat v metabolismu retindgidiilezitou roli. Prag
kyselina alltrans retinova je hlavni aktivni b@ny metabolit retinoid, ktery funguje
v buice jako aktivator transkrgmich faktoti (Blomhoff and Blomhoff 2006

VSechny izomery kyseliny retinové pouzivané jakeoapeutika, tedy kyselina
all-trans retinova, 13gis retinova, a is retinova, jsou metabolizovany podobnou cestou,

ackoliv existuji rekteré odliSnosti v jednotlivych zastrenych enzymech. VSechny tyto
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stereoizomery jsou metabolizovany oxidativni reakprostedkovanou cytochromem
P450. Oxidace probih& nejprve na 4-hydroxy-derivaétyak na 4-oxo-derivaty (Obr. 3).
Na obou stupnich tohoto metabolismu je mozna vzdemntna geometrické izomerie.
Nicmére oxidace n&a‘tvrté pozici je jiz nevratna. Bylo ro¥# identifikovano mnozstvi
mére vyznamnych metaboitit jako jsou 5,6-epoxy-tretinion a 18-hydroxy-tretinj ale
hlavnimi metabolity jsou 4-oxo derivaty, které mahwoyt dale transformovany na ve wod
rozpustné glukuronidy, jez se vylyi maci (Bryce and Cunningham 2004; Thatcher and

Isoherranen 2000

| RXRs | RARs
_:-'"-F'-*'
.:-"'-'-F-_-
Lﬁf!
kyselina —_— kyselina _— kyselina
S-cis retinovd —-———  all-frans retinovéd —-——— 13-cis retinova

: l l

! | |

kyselina ky=seling kyselina
4-oxo-9-cis 4-pxo-all-frans 4-0x0-13-Ci5
retinova retinova retinova

5 B-epoxy-,
18- hydroxy-
metabolity

l

glukuranidy,
derivaty se
zkracenym fetézcem

Obr. 3 Metabolismus kyseliny retinové.  Oxidace probiha nejprve na 4-hydoxy derivaty a dale na
4-oxo derivaty, pficemz na obou stupnich tohoto metabolismu je mozna vzajemna zména
geometrické izomerie. Oxidace na c¢tvrté pozici je jiz nevratnd. Metabolismus sméfuje ke
slou¢eninam rozpustnym ve vodé, které mohou byt vylou¢eny moci. (Bryce and Cunningham 2004)
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2.1.2 Molekularni mechanismy pasobeni retinoidi

RAR a RXR receptory

Siroka $kala signalnich drah, na jejichZ regulacpedili kyselina retinova, je dana
mnoZstvim jadernych receptopro retinoidy. Tyto receptory gatdo rodiny receptdr
steroidnich, resp. thyroidnich hormioa jsou dvojiho typu: RAR (retinoic acid receptor)
a RXR (retinoid X receptor). Kazdy z uvedenychitypceptoi ma ti subtypy @, p ay)

a kazdy subtyp se vyskytuje ¢kolika niznych izoformach. Receptory RAR mohou byt
aktivovany jak ATRA, tak 9-cis RA, oproti tomu RXiRohou byt aktivovany pouze 9-cis
RA (Xu 2007; Bushue and Wan 2010; Brtko and Dvorak 20d4r. 4).

A ... ..
AF-1 OhA AF-2
[ AB [C[D] E [F]
B RXR RAR
AF-2 N A
LBD A
E | E
AF-1 /40 ; AF-1
5 o ) 1 1) 3

NNNNNNNNA(GIGGTTCA N MGG G(T) TCANNNNN DNA
- i\'ﬁﬁﬁm'nc'::.'c‘{.\mﬂ'..,.x,.,..'l'{{'u'{‘u.k} AGTNNNNN .

| RARERXRE |

Obr. 4 Receptory pro retinoidy — modularni struktur ~ a receptoru (A) a navazani dimeru na
cilovou sekvenci RARE/RXRE (B). Receptory pro retinoidy maji 6 konzervativnich domén A-F,
pficemz hlavni funkéni domény jsou doména C vazajici DNA a doména E véazajici ligand (LBD).
Subdomény A a B jsou dulezité pro transaktivaci. (Fontana and Rishi 2002)

Ackoliv receptory RAR mohou dimerizovat pouze s RXBgeptory RXR formuji
nejen heterodimery s rozhiymi receptory, ale mohou vyttt i homodimery. RXR tvid

heterodimery s receptory pro mastné kyseliny (PRARroxizomal proliferator activated
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receptor), Zldové kyseliny (FXR - farnesoid x receptor), oxyster@XR — liver x
receptor), xenobiotika (PXR — pregnane x recep@AR — constitutive androstane
receptor) a vitamin D (VDR — vitamine D receptdfpiitana and Rishi 2002; Bushue and
Wan 2010.

Receptorové dimery se mohou vazat na cilové gengahaljici specifické
nukleotidové sekvence, znamé jako responzivni eigmero retinoidy (retinoic acid
responsive elements = RARES, resp. retinoid resperedemets = RXRES). Na komplex
DNA s receptorovym dimerem se vaze ligand, kterscjgopen vyvolat zému konformace
tohoto komplexu a tim spustit nebo zastavit traipskicilového genuRontana and Rishi
2002.

Ve vySe popsanych heterodimerech mohou receptoi® Rvat b’ roli pasivniho,
nebo aktivniho partnera. Pokud RXR slouzi jakovalktpartner, k aktivaci heterodimeru
a nasledné indukci genové expreseazen poslouzit jak 9-cis RA, tak ligand
heterodimerniho partnera. Dikgnto heterodimemm se kyselina retinovainde podilet na
regulaci fiznych drah v biice. Pokud RXR slouzi jako pasivni partner, hetenedina RA
nereaguje. Bez ohledu na aktivhipasivni roli, pro spravnou signalizaci skrze rézé
receptory musi byt receptor RXRitomen. Diky této pomocné roli mohou receptory RXR
fungovat jako nakhzeny regulatoriznych signélnich draB(shue and Wan 2010

Receptory retinoitl ovSem mohou proces transkripce modulovat i fineg,
obvykle prostednictvim interakci s ostatnimi transkmgmi faktory a modifikaci jejich
aktivity. Napiklad vazba komplexu kyseliny dlans retinové s RAR na akti¢ai
protein 1 (AP1) mZe vést k jeho represi. AP1 je heterodimerni trapski faktor, slozeny
z proteini odvozenych od Fos a Jun a navazani komplexu RAAR Ra AP1 vede
k inhibici schopnosti c-Jun se vazat k DN8chule et al. 1991; Benkoussa et al. 2002;
Dedieu and Lefebvre 20D6

V souvislosti s skterymi retinoidy byla také zaznamenana jejich gctost
inhibovat aktivitu transkrigniho faktoru NkB, a to jak prosednictvim receptoru RXR
(Na et al. 1999), tak nezavisle na receptoreBhyén et al. 2008 DalSi popsanou
interakci, jez ilustruje i pusobeni retinoid, je schopnost kyseliny retinové aktivovat
signdélni drahy PI3K/Akt a také MEK/ERK diky inte@keceptoru RAR a proteinu p85,
ktery slouZi jako regutai podjednotka fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3KMésia et al.
2007).
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2.2 Moznosti modulace p tUsobeni retinoid

Vzhledem ke zn@mé toxicit retinoidi, ktera limituje jejich terapeutické vyuZiti,
se pozornost zattuje na moznosti zvySeni biologického efektu retifoijejich
kombinovanou aplikaci s dalSimi st@aminami.

Jednou skupinou takovych skmnin mohou byt interferony. Bylo prokazano,
Ze sodinnost signalnich drah interferdn a retinoidh vede k zesileni jejich
antineoplastickych dinkt (Kalvakolanu 2004; Kalvakolanu et al. 20)0bModulace
retinoidi interferonem alfa (IN&) byla prokdzanaiplécbé dlaZzdicobuséného karcinomu
ktuze Shin et al. 200R rezistentniho metastatického osteosarkohadésco et al. 2000
¢i karcinomu prostaty[iPaola et al. 1999 Indukce diferenciace a apoptozy dstedku
kombinované aplikace ATRA s interferonem gama §INbyla prokdzanan vitro u burgk
glioblastomu Haque et al. 2007

Popsano bylo také pouziti kombinaci retifoglanalogy vitaminu §) které funguji
jako modulatory funkce jadernych recefdt¢Barsony and Prufer 2002; Choi et al. 2011
ZvySeni indukované diferenciace po aplika¢chto kombinaci bylo zaznamenano
u burg¢nych linii derivovanych z karcinomu prsu a nadondametria Haselberger et al.
2011; Stefanska et al. 2014 myelomonocytické leukemi®éfacque et al. 1997; Marti et
al. 1997.

Kombinovani retinoid s inhibitory histonovych deacetylaz (HDACI) se zgd dalSi
slibnou strategii k potteni rezistence vzniklé snizenim ¢po funkénich jadernych
recepto pro RA. Inhibice histonovych deacetylaz ma za edek rozvolsni DNA
fettzce a usnadje tak gistup transkripniho aparatu k promotorovym oblasteBpiller
et al. 2006; De los Santos et al. 2007; Spilleraét 2009. Friznivy efekt kombinaci
HDACI a retinoidi byl prokazan u hematologickych maligntuendgen et al. 2005; Trus
et al. 2005; Cimino et al. 200& v sodasné dob probihaji klinické studie i u solidnich
nadofi (David et al. 2010; Pili et al. 2012

Sloweniny, které jsou pouZity v této disefid praci, lze zéadit mezi tzv. RAMBAS
(Retinoic Acid Metabolism Agents). Jedna se o &wminy, které seifimo nebo nefimo
Gcastni degradace retingid Mezi tyto RAMBAs pat hlavre inhibitory cytochromu
P-450, nap liarozol (Njar 2002; Njar et al. 2006; Ahmad 2011 Vzhledem
k popisovanym &nkim by se k RAMBAs mohlytadit i inhibitory 5-lipoxygenazy
(5-LOX) (Hofmanova et al. 1998; Veselska et al. 2084inhibitory cyklooxygenazy-2
(Simeone et al. 2004; Schroeder et al. 2006/hodou &chto inhibitoh je, Zze potlauji
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znamée biologické dinky LOX a COX, jako jsou stimulace proliferacehibice apoptézy a
indukce neo-angiogenezegmano and Claria 2003Obr. 5).

Synergicky efekt s retinoidy byl popsan také u mitae (As0s) (Hu et al. 2000;
Zhang et al. 2001; Geng et al. 2Q01Z2luovych kyselin Zimber et al. 1994; Zimber et al.
2000, kurkuminu a vitaminu ESokoloski and Sartorelli 1998

e ik BON =2 5 - LOX .
6-» _* 45 &5
5. &5

Apoptoza

O C(T-E 5-10):
D9 ——

Neo - angiogeneze cox 2 5- LOX

i

Obr. 5 Biologické G €inky 5-LOX a COX-2. Obé slou€eniny jsou schopny stimulovat proliferaci,
inhibovat apopt6zu a indukovat neo-angiogenezi (Romano and Claria 2003).
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Obr. 6 Strukturni vzorce inhibitor G metabolismu kyseliny retinové. Kyselina k&vova - inhibitor
5-lipoxygenazy; celecoxib - inhibitor cyklooxygenazy-2.
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2.2.1 Kyselina kdvova

Kyselina kavova (CA) je redoxni inhibitor 5-LOX (©6). 5-LOX je dioxygenaza,
ktera se podili na syntéze leukotier kyseliny arachidonovéD{xon et al. 1988
Leukotrieny jsou biologicky aktivni ip zarstlivych procesech, ip alergickych
onemocgnich, ale také ip kardiovaskularnich a onemaarich (Noguchi and Okubo
2011; Burnett and Levy 2012

CA je zastupcem skupiny rostlinnych fenolickych ugknin. V mnoha druzich
vysSich rostlin je syntetizovana z L-fenylalanimijpadré L-tyrosinu jako sekundarni
metabolit Sikimatové drahy. \aznych druzich plodl (jablka, hrusky, bobulové ovoce,
vinné hrozny, art§oky, lilek aj.) se CA vyskytuje ve forérkyseliny chlorogenové, coz je
ester kyseliny kdvové s kyselinou chinonovou. G&yselina chlorogenova jsou z potravy
u ¢lovéka dolfe absorbovany, ovSenigsné stanoveni této absémp frakce komplikuje
jejich degradace wsvni mikroflorou Qlthof et al. 2001p CA je v mikromolarnich
koncentracich postprandigélpiitomna také v krevni plazi{Nardini et al. 2000; Olthof et
al. 2001h a jeji specifické metabolity mohou byt detekovaycati (Rechner et al. 2001

Krome jiz zmininé schopnosti fungovat jako specificky inhibitot6X byl u CA
a jejich derival detekovan bohaty repertoar biologickylefitych vlastnosti, ndjklad
antioxid&ni vlastnosti, schopnost inhibicaiznych enzym (LOX, COX, glutathion
S-transferazy a xanthin-oxidazy), protizéivé, antivirové a imunostimuéai inky atd.
Diky témto biologickym @inkam, ale také diky schopnosti CA a jejich derivéthibovat
procesy metastazovarKdng et al. 201)la angiogenezeK{m et al. 2009; El-Refaei and
El-Naa 2010)0 nachézeji tyto slaweniny uplaténi i jako chemoterapeutickd agens
(Michaluart et al. 1999; Koltuksuz et al. 2001, Belir et al. 2002; Son and Lewis 2002

Rovrez u inhibitofi LOX byly popsany synergické efekty s retinoidy hilvice
5-LOX pomoci dvou struktugnodliSnych inhibitod, MK-886 a eskulentinu, je schopna
potencovat diferenciaci indukovanou pomoci ATRAeuKemické bu&né line HL-60
(Hofmanova et al. 1998 V zmirgné praci byly jako inhibitory pouZzity esculentin
a MK-886, nicmén k podobné vysledky byly na stejné kBané linii dosazeny i s CA
(Veselska et al. 2004 fenetyl-esterem kyseliny kavové (caffeic acliempethyl ester -
CAPE), coz je vyznamna slozka propoligwé et al. 200k

Molekularni mechanismus, jehoZ ptestnictvim inhibice LOX mZe zesilovat
biologické pisobeni retinoid, stale je&t nejsou pesrt znamy. Nicmé& metabolicka

draha retinoid zahrnuje mnozstvi redoxnich kifgkpii kterych se angazujiizné enzymy
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(Crosas et al. 2003 Ne¢které prace zmiuji moznou inhibici &chto enzyni. Byla
napiklad popsana inhibice epoxidace kyseliny retin@adnoci kyseliny chlorogenoveé
(lwahashi et al. 1986 nebo inhibice &kterych aldo-keto reduktaz, které se podileji na
metabolismu retinoiel prav v disledku aplikace CAPESEda et al. 201)2

2.2.2 Celecoxib

V této praci je jako specificky inhibitor cyklooxggazy-2 (COX-2) pouzivan
celecoxib (CX) (Obr. 6). Jde o latku piat mezi nesteroidni protizétiva léciva
(-non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)elé jsou primarh pouzivana k l&e
zaretlivych onemocsini.

NSAIDs jsou inhibitory cyklooxygenaz, coz jsou enmmy katalyzujici pemnu
kyseliny arachidonové na prostanoidy (prostaglandiprostacykliny a tromboxany).
Izoforma COX-1 je exprimovanaéhné v riznych tkanich a uplabje se i modulaci
rozlicnych fyziologickych proces Oproti tomu exprese izoformy COX-2 je indukovana
cytokiny a fistovymi faktory i procesech spojenych se Ztem a také $ vyvoji nadofi
(Lynch 2001; Baek and Eling 2006 Aktivita COX-2 je spojovana s procesy
karcinogeneze, inhibici apoptdézy, podporou angiegena také s metastazovanim
(Dannenberg et al. 2001; Ghosh et al. 2Pp{®Obr. 7).

I(E?OX%)
K}*§elllia ——, PGH, Invazivita
arachidonova [
Ras PGE, MMP
P-Akt Pro-  TGFa
Adheze TGFu J
Anglogeneze A
h:li %ace Inhibice EGFR
g apoptozy signalizace

Obr. 7 Prostaglandin E , (PGE,) jako hlavni efektor COX2. PGE, inhibuje apopt6zu, podporuje
bunécénou adhezi, motilitu, invazivitu a angiogenezi (Ghosh et al. 2010).
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S rozSiujicim se mnoZzstvim poznditlo interakcich a vazbach mezi metabolismem
lipidu a nddorovou progresi se tak COX-2 stélstji stava cilem protinadorové terapie.
Rastova inhibice nebo indukce apoptozspbenim celecoxibu byly prokazana u &un
karcinomu prostatyl¥andekar et al. 2005 u burek hepatocelularniho karcinomiérn
et al. 2004. Byla také popsana schopnost CXétopné nastolit spravné fungovani
proteinu p53 u butk neuroblastomu Lau et al. 200y a byl také prokadzan jeho
antiangiogeni vliviKlenke et al. 2006; Conde et al. 2011

Na zaklad nékterych praci Ize i@dpokladat, Ze inhibice COX-2 by mohla nejen
ovliviiovat procesy spojené s nadorovou progresi, aleeztallé schopna potencovat
biologicky efekt gkterych retinoid. Bylo zjiS&no, Ze inhibice COX-2 vedla ke zvySeni
proapoptotickeého efektu syntetického retinoidu Nagiroxyphenyl)retinamide (4-HPR)
u burgk karcinomu prsu§imeone et al. 2004

Premgna kyseliny arachidonové pomoci COX na prostangédyen jednou zefi
metabolickych drah kyseliny arachidonové. Jak sezuje, aplikace specifickych NSAIDs,
které blokuji pouze COX, tize vyvolat zvySenou aktivitu transformace kyseliny
arachidonové na leukotrieny; tato transformace galjzovana LOX. To irize byt
piicinou nepiznivych vedlejSich efektpouzivanych I&v, neba’ piebytek leukotrief je
schopen zfsobit vykazovat organovou toxicitlBrnett and Levy 2032 Jako mozné
feSeni tohoto problému jsou vyvijeny latky, kter@duji zarové jako inhibitory COX
i LOX (Burnett and Levy 2032 navic @i spole&ném misobeni vykazuji vyraznlepsi
vysledky (shii et al. 1994.

DalSim zndmym mechanismem, jak mohou COX-2 inhipifgotencovat fisobeni
retinoidi, je ovlivreéni signalni drahy PI3K/Akt. U premalignich lidskyd¢monchialnich
burgk byla pomoci syntetického retinoidu 4-HRP v kondgins celecoxibem potiana
fosforylace serin/threoninové kindzy Akt - a to&sSv efektivitou, nez po pouziti obou
¢inidel samostath V dusledku snizené fosforylace kinazy Akt byla pozoravénhibice
rastu burkk a indukce apoptdzy, coz bylo naslédmotvrzeno tim, Ze hiky s vysokou
konstitutivni expresi aktivni kindzy Akt vykazovatgzistenci uc¢i pusobeni celecoxibu
v kombinaci s 4-HPRSchroeder et al. 2006

U burek karcinomu prsu bylo popsano, Ze na&dmd aktivace receptoru ErbB2
(HER2/Neu) indukuje prostdnictvim Akt kindzy expresi COX-2 a tim redukuje
senzitivitu bugk k 4-HRP. Inhibice COX-2 v kombinaci s 4-HRP vedia zvySeni
citlivosti burgk k indukci apoptozy. Naopak apoptoticky efekt 4R COX-2 inhibitoru

byl redukovan exogennimiganim prostaglandinu,HPGE,), coZz naznéuje, Zze zvySena

24



exprese PGEje jednim z mechanisim které jsou fic¢inou rezistence bwk k retinoidim

(Simeone et al. 2004PGE, je navic znam také svou roli negativniho regulatoorby

kyseliny retinové z retinalu prasdnictvim retinal dehydrogenazgtbck et al. 2011

Nicmére podle prace Liu J. P. et al2qQ09 celecoxib niZe zesilovat efekt ATRA
i mechanismem nezavislym na COX-2, jak bylo prokézana bus¢nych liniich

derivovanych z nadértlustého seva.

Pasobeni retinoid ovSem niZze také vest k indukci exprese COX-2 a nasledné
zvysene tvorb prostanoid. Schopnost indukovat COX-2 byla prokazana nejemysich
bunkach @Alique et al. 2007b; Kim et al. 20D8ale také u lidskych endotelialnich &kn
(Camacho et al. 2008a u burk lidské neuroblastomové linie SH-SY5%I{que et al.
200739.

Je tedy mozné, Ze zvySeni hladiny ATRA se projevipitnovazebs zvySenou
expresi prostanoid které se podili na inhibiciigobeni retinoid. NaruSeni této zjpné
vazby inhibici COX-2 tak rize vést ke zvySeni efektivity retindid

2.3 Metody hodnoceni biologického i €inku retinoid G na
molekularni a bun é€éné urovni

Moderni experimentalni biologie nabizi velké mneiZstetod, jakymi Ize sledovat
raizné aspekty antineoplastickéhaspbeni retinoid na bugéné i molekularni Grovni —
pomoci fiznych technik je mozné u ovlignych burénych populaci hodnotit pbéh
burg¢né diferenciace, indukci apoptozy, amy burééného cyklu a proliferni aktivity,
interakci retinoid s intracelularnimi proteiny i zény genové exprese. Nasleduje proto
kratky prehled metod, které séipstudiu retinoidi s vyuzitim bugény linii v podminkéch

in vitro pouZzivaji nejastji.

2.3.1 Metody hodnoceni burééné diferenciace

Mezi zakladni metody sledovaniupghu diferenciace p#t piimé mikroskopické
pozorovani bu&né morfologie. Je znamo, Ze&hem diferenciace dkteré typy busk
vyrazrée meéni swij tvar, pipadreé Ize pozorovat dalSi morfologické Zny. Nagiklad
u burék neuroblastomu Ize néasledkerispbeni retinoid sledovat zvySeni gtu protruzi a

diferencované hiky tak svou morfologii ppominaji neuronyRonzoni et al. 1995; Lovat
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et al. 1997; Redova et al. 201/ ptipad® studia busk akutni promyelocytarni leukémie
linie HL-60 byla pozorovana zéna promyelocyt na buiky morfologicky odpovidajici
granulocytim, v nichZz byla patrna segmentace &um&ho jadra Kluang et al. 1988;
Zitterbart and Veselska 20p1

SofistikovarjSi metody detekce zin spojenych s bunou diferenciaci
indukovanou retinoidy se opiraji o specifické maykdiferenciace. Markerem se zde
rozumi molekula, néastji protein, jenz se specificky vyskytuje v difer@wvaném stadiu
piislusSného butného typu. Pro semikvantitativni hodnoceni expraaekeru se vyuziva
metoda westernovéhdgnosu, za pomoci niz Ize stanovit mnozstvi proteifureéném
lyzatu Redova et al. 2010; Marzinke and Clagett-Dame 20j& moZné pouzit také
metodu ELISA Liu et al. 2009, nebo imunologické ziani s naslednou detekci mnozstvi
piitomného proteinu pomociiiokové cytometrieofmanova et al. 1998; Veselska et al.
2004; Konopka et al. 2008; Neumann et al. 201dnohdy niZe byt také dlezité
sledovat diferenctmi marker in situ s vyuzZitim imunocytochemického nebo
imunofluorescetniho zn&eni Ponzoni et al. 1995; Fabricius et al. 201 Fi pozorovani
preparatu fluoresc&nim mikroskopem je sice problematické kvantifikovainozstvi
piitomného proteinu, vyhodou ovSem je moznost sledaoistribuci proteinu v biice,
vytvareni specifickych struktur a wipadré vicendsobného zéani i mozné interakce

s dalSimi proteiny.

2.3.2 Metody hodnoceni proliferace

Je obect znamo, Ze proliferani aktivita u diferencovanych bk je snizena oproti
bunkam nediferencovanym. Ostétrpraw potencial omezit proliferaci neoplastickych
burék je jednim z dvodi zajmu o diferenciéni terapii retinoidy v onkologii. Néast;ji
pouzivané prolifekni testy funguji n€psgji na principu detekce metabolickdéepeny
urcité sloweniny na jiny, snadno detekovatelny produkt. PcuZe tak ndjklad Zluta
tetrazoliova 8l MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltedizolium bromid), ktera
se diky aktivit mitochondrialnich dehydrogenazémi na tma¢ modry krystalicky
formazan, ktery se naslefimozpousti dimetylsulfoxidu (DMSO). Test se standaréin
provadi na mikrotitrénich destikach. Na spekrofotometru snadncfitelna intenzita
zabarveni tak odpovida mnozstvifitpmnych metabolizujicich mitochondrii, potazmo

Zivych burgk a umozuje stanovit rozdily v proliferaci meztiznymi experimentalnimi
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variantami Faderl et al. 2003; Veselska et al. 2004; RedovaleR010; Fabricius et al.
2011). Existuji i modifikace této metody, zaloZené fiam@a solich WST nebo XTT, jejichz
metabolické produkty nejsou krystalické a odpada keok s rozpoushim v DMSO
(Redova et al. 2010; Fabricius et al. 2011

| pti hodnoceni butné proliferace lze vyuzit moZnostiupskové cytometrie.
Jednoduchou, ¢a&oliv pro hodnoceni proliferace spiSe origmia metodou mZe byt
sledovani bu&ného cyklu za pomoci interkalaich barviv, nafiklad propidium jodidu
(Lovat et al. 1997; Faderl et al. 2003; Redova et2dl10.

Existuji rovrez protokoly zanitené gimo na sledovani proliferace, jako widgad
inkorporace 5-bromo-2’-deoxyuridinu (BrdU) do kiné DNA kEhem S-faze buiného
cyklu s naslednou detekci pomoci anti-BrdU prdifa{Marzinke and Clagett-Dame
2012.

2.3.3 Metody hodnoceni apoptdzy

DalSim dilezitym parametrem, ktery jefipovliviiovani bugk retinoidy obvykle
sledovan, je frekvence apoptozyail et al. 2009. Pro jeji hodnoceni fize orientané
napomoci vySe zméma analyza buigného cyklu pomoci [itokové cytometrie. Jsou-li
v burg¢né populaci fitomny apoptotické hiky jejichz obsah DNA je niZSi nez u hikn
neapoptotickych na histogramu DNA je lIze detekoyalto tzv. subdiploidni pik.
Na druhou stranu nelze touto metodou zachytitkipw iniciacni fazi apoptozy, u kterych
jes€ nedoslo k fragmentaci DNA a rozpadu na apoptoti¢kaka. Pfitokova cytometrie
se rovrz vyuziva vramci dalSich specifickych deteich postup - nag. zna&eni
annexinem V, detekce aktivovanych kaspaz nebo jtddguroteolytickeého $peni, detkce
zmén membranového potencidlu mitochondrii, prostup vikarpies poskozenou
plazmatickou membranu a dalSFa@lerl et al. 2003; Neumann et al. 2010; Gupta let a
2012.

Mezi dalSi moznosti detekce apoptozy ipaizolace DNA a sledovani jeji
internukleosomalni fragmentacéi lektoforéze v agar6zovém gelu, kdy se viituav.
Zelricek (Ponzoni et al. 1995; Maurer et al. 199%ro hodnoceni fragmentace DNA p
apoptoze lze vyuzit také fgokovou cytometrii, nebo metodu TUNEL (TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labeling) s pomoci specifickyatenych 3'OH koni& DNA (Osone
et al. 2004.
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2.3.4 Metody hodnoceni genové exprese

Jakykoliv zdsah do bénnych proces se pochopitekodrazi i ve zrdindch exprese
rozlicnych gerii. Sledovani zriny exprese jednotlivych vybranych derse provadi
pomoci RT-PCR Neumann et al. 2010; Sun et al. 2D1fripadre pomoci pesrEjSi
kvantitativni RT-PCR v realnémiase (Knutson and Clagett-Dame 2008). Pro paralelni
analyzu exprese velkého dto gerii se pak vyuzivaji metody futiki genomiky, jako nap
DNA mikrocipy (Kim et al. 2006; Garzon et al. 2007; Cheepala et24109; Das et al.
2010; Neumann et al. 201.0vzhledem k téematuipdkladané prace je technologie DNA

mikrocipu struiné shrnuta v nasledujici podkapitole.

Technologie DNA mikro€ipi

DNA mikrocipy predstavuji metodu zaloZenou na paralelni hybridizagteného
vzorku DNA se specifickymi DNA sondami imobilizowani na pevném podkladu.
Nejcastji se jednd o sktka, gipadre membrany, na jejichz povrchu jsou upé&wn
jednaetzcové sekvence DNA vtzv. spotech. Tyto sekvendey divé jedinénosti
reprezentuji jednotlivé geny. V stasnosti pouZivané technologie se v mnohém vzaemn
liSi a |ze je rozdit podle iznych hledisek:

» Podle poétu sond se lze setkat s nizkohustotnéiply, které nesou desitky az stovky
sond, nebo &ipy vysokohustotnimi, které jich nesou tisice aliany.

* NejcasgjSim druhem sond jsou oligonukleotidy, ndérasto je vSak mozné se setkat
i s fragmenty cDNA, nebo BAC (bakterialni artefloia chromozomy) a PAC
(P1l-odvozené arteficialni chromozomy), jeZz jsou vady pro komparativni
genomovou hybridizaci.

* Zn&eni vzorku je nepstji fluorescerni, meér casto pak chemiluminiscéni ¢i
radionuklidové. Fluorescéni zna@&eni umo#uje ozngit vice vzorki raznymi
fluorofory a nasled# je analyzovat spot&¢. Negasgji se pouzivaji jednokanalové
a dvoukanalové technologie, né&bwicekanalove metody komplikuje spektralni
piekryv fluorofoffi a nedostatek prétenych statistickych metod pro analyzy vyskedk

* DNA cipy mohou byt konstruovany jak na detekci RNA aytegzkum transkriptomu,
tak na detekci DNA a tedy vyzkum genondlipy uréené pro analyzu transkriptomu

mohou detekovat expresi mMRNA, expresi kratkych R(MAcroRNA, snoRNA atd.)
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a také expresi jednotlivych exipndiky ¢emuz je mozné sledovat alternativni shst
exprimovanych geh Cipy pro analyzu genomu pak zahrnuji arrayCGH sleduj
zmeény v paitu kopii usek DNA, SNP cipy pro genotypizaci, ktera je zajévana

sondami schopnymi rozliSit jednotlivé znamé jedrideotidové polymorfismy (SNP -

»single nucleotide polymorphism®), a dale p&afgy pro epigenetické analyzy.

Vychozim materialem pro analyzu genové expresezgdovand mRNA, ktera je
témet vzdy pomoci reverzni transkriptazyepsana do komplementarni DNA (cDNA).
Tato cDNA nmiZe obsahovat zdané nukleotidy a bytifmo pouzita pro hybridizaci (Obr.
8). Fimé pouziti zn&ené cDNA je sice jednim z nejjednodusSich a nejrférancné
naranychtreseni, ale vzhledem k tomu, Ze se neprovadi akgué vzorku, je zaptebi
ponerné velké mnozstvi materialu. Proto 8asto pouziva iepis RNA do cDNA, ktera
nasleds slouzi jako templat proippis zndené RNA. e and Day 2003; Svoboda and
Michalek 2004; Pospisilova and Mayer 2005; Tichy.@0
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and Mayer 2005)

Eipu.

Vyhodou je pouziti dvou vzorkl, nejCastéji
testovaného vzorku a vzorku referenéniho. Vyizolovana mRNA je pfepsana do cDNA, ktera je
znacenda odliSnou fluorescenéni znackou (napf. Cy3 a Cy5). Nasleduje smiseni a hybridizace s
¢ipem. Excitace hybridiza¢nich jednotek probiha pomoci dvou laserovych paprska. Intenzita zafeni
emitovaného odliSnymi fluorofory odpovida obsahu testované (Cy5) a referenéni (Cy3) cDNA na
pfislusné jednotce. Pomér Cy5/Cy3 je pak vyjadien v pseudobarevném zobrazeni. (Pospisilova
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2.4 Solidni nddory d étského v éku

Vramci této diserini prace byly k experimeiin pouzivany butné linie
derivované ze dvou typneurogennich solidnich nadodétského ¥ku - neuroblastomu
a meduloblastomu. Tyto histogenetické typy nédoyly pro studii moZnosti ovlivmi
diferenci&niho potencialu retinoid zvoleny zejména zidbodu ¢etnosti jejich vyskytu:
neuroektodermalni nadory jsou ¢egtjSimi solidnimi nadory u &i vibec. DalSim
davodem pro volbu uvedenych typnadoru jsou tive publikované vyzkumy, které
potvrzuji opodstatnost terapeutického pouziti retindigoraw pro I&bu €chto nadoi
(Reynolds and Lemons 2001; Reynolds et al. 2003

2.4.1 Neuroblastom

Neuroblastom (NBL) je embryonalni nador periferafwové soustavy, ktery vznika
z nediferencovanych bgk sympatiku, a je néastjSim extrakranialnim solidnim nadorem
détského ¥ku. U dti do 15 let ¥ku piedstavuje asi 7 % ze vSech néadorovych
onemocgni, ale celymi 15% se podili na umrti na nadoramréemocgni. 90 %
diagnostikovanych neuroblasténse vyskytuje u &i do 10 let ¥ku a jedna se dbec
0 nefastjSi nadorové onemo¢ni céti do jednoho roku &ku. Naproti tomu u adolesceént
a mladych dosglych je tento typ nadoru vzacny. RozloZetippdi je rovhongrné mezi
muzi a Zenami Sterba et al. 2002; Mazanek et al. 2p08

Neuroblastom je spate¢ srhabdomyosarkomem, Ewingovym sarkomem
a lymfomemrazen do skupiny tzv. nadoz malych modrych kulatych bgk (small round
blue cell tumours) Gregorio et al. 2008 Prekurzorovou hikou neuroblastomu je
nediferencovany neuroblast pochazejici z neur@hi. IV pribéhu embryonalniho vyvoje
buiky neuralni liSty extenzivhmigruji do celéhoda a diferencuji daady burc¢nych
typt. Tvori nejen sowiasti periferniho nervového systému, podileji seaistavis Zlaz
s vnitini sekreci, jako jefdn nadledvinéi kalcitonin secernujici hiky. Primarni nador je
tak bu’ adrendlni, nebo extraadrenalni ze sympatickyclglganoblasti hlavy aZz panve
(Gao et al. 2007; Mazanek et al. 20@®br. 9).
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Obr. 9 Lokalizace neuroblastomu. Primarni nadory jsou odvozeny zbunék neurdlni liSty
avznikaji tak v perifernim nervovém systému véetné dfené nadledin, sympatickych a
parasympatickych ganglii. Neuroblastom nej¢astéji metastazuje v lymfatickych uzlinach, kostech
a kostni dfeni, u kojencu také v jatrech a podkozni tkani. (Johnsen et al. 2009)

S rozlenym pivodem pravépodobré souvisi i biologicka variabilita neuroblastomu,
ktera podmiuje i rizny klinicky pribéh onemocini u jednotlivych paciefit Nekteré
nadory tak mohou spont&hnegredovat nebo diferencovat do benignich ganglioom.

Na druhou stranu vice nez polovina padienta v dols diagndzy detekovatelné metastazy
nebo velky, agresivni, lokalizovany nador. Navzdongnzivni terapii je Sance paciént
s neuroblastomem vysokého rizika na trvalé §gté jen okolo 40 % Weinstein et al.
2003; Wood and Lowis 2008

Klinické ptiznaky onemoaini jsou jednak systémove, mezérpati zejména unava,
celkova slabost, nechutenstvi, neprospivani na, sy chovani nebo anémie. Dale se
pak mohou objevovatifznaky zavislé na lokalizaci primarniho naddérumetastaz: mezi
tyto priznaky casto pati nag. bolesti koietin pi metastazich v kostech, problémy
s vyprazdovanim mge a stolice, bolestifitha, anorexie, zvraceni apod.

Dédicnou predispozici k neuroblastomu ma jen 1-2 % pditieV naprosté #sing
piipadi se jedna o sporadické onemé&ch(Mazanek et al. 2008; Wood and Lowis 2008;
Deyell and Attiyeh 20)1 Stejreé jako je neuroblastom variabilni v klinickém choyan
je variabilni i v biologickych charakteristikach&leré z &échto biologickych znak jsou
asociovany s agresivitou onemeénhn a jsou tak vyuZivany jako prognostické faktory.

Nejcastji pouzivanymi prognostickymi faktory u neuroblasio jsou:
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* Ploidie DNA:
Triploidni a hyperdiploidni neuroblastomy, u ktemydoslo ke zrfnam v p@tu celych
sad chromosofy) jsou mén agresivni a vykazuji lepSi odpalr na chemoterapii.
Naproti tomu neuroblastomy s diploidnim nebo &&ndiploidnim obsahem DNA,
vykazujici obecé genomickou nestabilitu &etnymi chromosomalnimi tpstavbami
a translokacemi genetického materidlu js@zeny do skupiny nadors vysokym
stuprém rizika (Look et al. 1984; Wood and Lowis 2008

* Amplifikace MYCN:
OnkogenMYCN je normélg lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 2. Jeho
amplifikace, ktera se vyskytuje u 20-25 ¥padi, je také nefiznivym prognostickym
faktorem Mazanek et al. 2008; Wood and Lowis 2008-myc jec¢lenem proteinové
rodiny Myc: proteiny z této rodiny funguji jako trskripini faktory, které stimuluji
burg¢ny rist a proliferaci, ppsobi proti diferenciaci a zastavburg¢ného cyklu
(Grandori et al. 2000; Wood and Lowis 2008

» DalSi chromosomalni abnormality:
Krom¢ amplifikace onkogenMYCNbylo u neuroblastomu detekovangkalik dalSich
chromozomalnich abnormalit s prognostickym vyznaméeana se naiklad o deleci
kratkého raménka chromozomu 1 (del 1p), ktera sskytyje u 23 % pacieat
a a&koliv je ¢asto asociovana s amplifikadYCN predstavuje nezavisly prediktivni
faktor pro¢asnou progresi choroby, ale nema vliv na délkuaaiko peziti. Delece
dlouhého raménka chromozomu 11 (del 11q), kterdegekovana u 34 % paciént
je sice také negativnim prognostickym faktorempjdkel 1p a amplifikacYCN ale
je zajimavé, Ze se rigstji nachazi v biikkach, kde nedochazi k amplifikaMYCN
(Mazanek et al. 2008; Wood and Lowis 2008

Biologicka variabilita neuroblastomu vedla k vyvgirokého spektra ¢é&bnych
piistupl. L&ba neuroblastomu je koncipovana dle individé&tanoveného stupmnizika
negiznivého ptibéhu onemoceéni. Stupé rizika (nizky, stedni nebo vysoky) se stanovuje
na zaklad hodnoceni klinickych, biologickych a genetickychognostickych faktat.
Zatimco trvalé vyléeni dtti s neuroblastomem nizkého rizika je mozné ve wie 95 %
piipadi, u neuroblastomuigdniho rizika je vyl&eno jiz jen asi 85 % paciéntU vétSiny
déti s neuroblastomem vysokého rizika viak i intenzigtba selhava a na trvalé vyeni
ma Sanci jenifblizn¢ 40 % pacienit. U déti s amplifikaciMYCNa nadorem 4. klinického

stadia je vyléeni mozné jen u 15 az 20 % z nich. Proto se v goskgolE snahy sougedi
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zejména na moznost zlepSenigénych vysledk u diti s neuroblastomemistdiniho nebo
vysokého rizikaazanek et al. 2008

2.4.2 Meduloblastom

Meduloblastom (MBL) je népstjSim embryonalnim nadorem CNS u padient
détskeho ¥ku. Ackoliv se jedna o relativhvzacné onemodni s incidenci 6,5 novych
piipadi na milion dti ve wkové skupig 0-14 let, je picinou celych 10% umrti spojenych
s nadorovym onemoénim u dti (Massimino et al. 2011; Zitterbart et al. 2Q1¥/¢k pri
diagnéze se n&pstji pohybuje mezi 1 a 9 roky. ProkazatelaysSi incidence (okolo
60 %) byla zji&na u chlap& (Massimino et al. 20)1

Onemocgni meduloblastomem jgmzeno mezi primitivni neuroektodermalni nadory
(PNET), a pravépodobr zahrnuje #kolik biologicky odliSnych nadorovych podtip
pochazejicich z kmenovych, resp. progenitorovychébumoze&ku. Obvyklou lokalizaci
tohoto nadoru je strop nebo spodina IV. mozkové dymPodle S¥tové zdravotnické
organizace (WHO) existuje alesppét rozlicnych histologickych tyf meduloblastomu:
klasicky, = desmoplasticky/nodularni, s  extenzivni dularitou, anaplasticky
a velkobur¢ny. V posledni dob byly s pomoci transkrimiho profilovani mRNA Kool
et al. 2008 a microRNA Thompson et al. 2006; Ferretti et al. 2Q008entifikovanyctyii
podskupiny meduloblastomu s odliSnym RNA profilédfitom se ukazalo, Ze naipodu
burék a s tim spojené aktiitsignalnich drah zavisi prognéza onenmiwéra potencialni
odpowd na I&bu (de Bont et al. 2008; Kim et al. 2011; Roussel aattéh 2011

Vzhledem k popsané variabditohoto onemoaii, je patrnym trendem vyzkumu
meduloblastomu detekce biomankekteré by umoznily fesrEjSi diverzifikaci pacient
a optimalizaci konvetnich I&ebnych postujp (Ellison et al. 201}

Genetické a molekuldéngenetické analyzy meduloblastomu identifikovalyénm
v regulaci signalnich drah, které jsou za fyziobbgch podminek dlezité pro fist
a neurogenezi mogkovych progenitorovych bwk. Pati mezi & drahy kltové pro
regulaci fistu, konkréts Shh/Patched, Wnt, Notch, IGF/PTEN/mMTOR a BM®\issel
and Hatten 201}l Stejré jako u neuroblastomu i u meduloblastomu byl prékéaegativni
prognosticky vyznam zvySenéhodho kopii onkogetit MYCC a MYCN (Zitterbart et al.
2011D).
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23/ Vsnan

Obr. 10 Lokalizace meduloblastomu.  Obvyklou lokalizaci primarniho nadoru meduloblastomu je
IV.komora mozkova a nékdy prorusta i do mozeckovych hemisfér. Metastazy meduloblastomu se
nejcastéji vyskytuji v CNS (Neto et al. 2003).

DalSim z diskutovanych prognostickych martkem meduloblastomu je exprese
a intracelularni lokalizace N-koncovych izoforenoteinu p73. Tento proteife znam
svou nezastupitelnou roli pro normalni vyedjunkce nervové tk&nHernandez-Acosta et
al. 2011; Killick et al. 201L Presto doposud chybi ucelg$i informace o expresi
izoforem p73 u nadérmozku, a to ¥etre informaci o prognostickém a prediktivnim
potencialu. Nicméh prvni studie izoforem p73 u meduloblastomu ukazigi pomoci
imunohistochemie detekované zvySeni exprese. @/8Np73 je spojeno s agresijaim
pribéhem nemociZitterbart et al. 200Y, zatimco exprese izoformy TAp73 je spojovana
s lepSi progn6zowQastellino et al. 2007

Souwasna terapie vSech meduloblastormezavisle na podskugin zahrnuje
kombinace chirurgické resekce nadoru, radioterapsystémové chemoterapieckdliv
pokroky v radi&ni terapii a chemoterapii vedly k vyznamnému zvy$emnoty celkového
pieziti az na arove80 % pro onemoami standardniho rizika, nyji 1é&ebné postupy se
stale potykaji s vyznamnou morbiditou a fiepivymi vedlejSimi dinky. Krom¢ akutnich
nezadoucich dinku, které se vyskytuji &Sinou v disledku podani chemoterapie a k nimz
pati leukopenie, trombocytopenie, anemie, nauzea acewi, jSou pacienti vystaveni
i pozdnim nasledim l&by, mezi ®Z Ize z#adit neurokognitivni deficit (snizené 1Q pod
85), dale pak neschopnost koncentrace, poruchytpaniteni, zvySené riziko sociélnich
problémi a dalSi Kassimino et al. 2011; Roussel and Hatten 3011
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Proto i v gipad meduloblastomu je tdezité snaZit se hledat takovécddné
modality, které by umoznily minimalizovat toxiciterapie a fitom zachovat nebo lépe

jese zvysit &innost terapie.
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3 Cile prace

Predkladana disertai prace vznikla v ramdeseni grantového projektu IGA MZR
NR/9341-3 ,Modulace antineoplastického efektu @t LOX/COX inhibitory na
modelu @tskych solidnich nadér in vitro studie”. Tento projekt byl za#en na analyzu
moznosti modulace antineoplastického efektu kygedfi-trans retinové (ATRA) jeji
kombinovanou aplikaci s inhibitory lipoxygenaz &lopxygenaz. Modelovym objektem
byly burg¢né linie neurogennich solidnich néaflodétského ¥ku (neuroblastom,
meduloblastom). Tato studie se zabyvala jednak boeinim efektu kombinované aplikace
ATRA s LOX, resp. COX inhibitory na bgdné urovni (diferenciace, apoptodza,
proliferace), coz bylo i@dmétem dalSi jiz obh4jené disettd prace Redova 2010
Druhou ¢asti studie pak byla analyza #mgenové exprese u ovlismych burc¢nych
populaci — tato problematika ttichlavni naph této disertani prace. V souladu s obsahem
vySe uvedeného vyzkumného projektu a v navaznesfiedchozi vysledky na bainé

arovni byly diki cile pedkladané disertai prace stanoveny takto:

1. U burgénych populaci ovlivéinych ATRA a inhibitory LOX, resp. COX (kyselina
kavova jako inhibitor 5-lipoxygenazy a celecoxikqganhibitor cyklooxygenazy-2)
nebo jejich kombinacemi provésipovou analyzu s vyuZzitim nizkohustotnich
oligonukleotidovycheipu testujicich expresi 440 ginkteré souviseji s nddorovou
invazivitou a metastazovanim.

2. Na zaklad analyzy vysledi expresniho profilovani @&t metodou RT-PCR
zmeény v expresi vybranych gén

3. Na zaklad analyzy vysledk expresniho profilovani identifikovat bégné procesy,
které kombinovana aplikace ATRA s LOX, resp. s Ci@bibitory ovliviuje.

Zavedeni metody expresniho  profilovani s vyuZzitim izkehustotnich
oligonukleotidovych¢ipti na naSem pracovisti bylo naslédayuzito i v ramciieSeni
projektu IGA MZ CR NS/10218-3 ,Role izoforem proteinu p73 v patogene
meduloblastomu: imunocytochemicka a microarray istudv/edlejSi cile této disertai

prace proto byly v souladu s vySe popsanym projeld@noveny takto:
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Provést analyzu genové exprese pomoci nizkohuskotiigonukleotidovycleipi
u ¢tyi pacientskych meduloblastomovych linii a takto gmabat vliv pisobeni
samotné ATRA na hiky téchto pacientskych linii.

Sledovat vliv kombinované aplikace ATRA s LOX, resgp COX inhibitory na
hladinu transkriptu izoformy TAp73 metodou RT-PCR.
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4 Material a metody

4.1 Bunécné linie a kultiva €éni podminky

Jako experimentalni model byly v této praci vyuzityirkové linie neurogennich
solidnich nadar détského ¥ku. Jednalo se dvlinie derivované z neuroblastomu ag¢dv
linie derivované z meduloblastomu. Tyto linie bylwtozné s liniemi pouzitymi
v prechazejicich experimentecRgdova et al. 2030V rdmci propojeni s probihajicim
projektem zarfenym na vyskyt a funkce N-terminalnich izoforemtpimau p73 bylo
vyuzito jeS¢ ¢tyt nesbirkovych primarnich linii, které byly derivowav nasi laborato

z nadorove tk&hpacientt s meduloblastomem.

Neuroblastomové buiéné linie

Bunééna linie SK-N-BE(2) (ECACC 95011815):

Linie byla derivovana v roce 1972 z bioptického naokostni dens pacienta ve &ku 2
mesial s diseminovanym neuroblastomem. Jedna se o adhedenii, jejiz buiky se
vyznauji neuroblastoidni i epiteloidni morfologii. U ¢éburécné linie byla detekovana
amplifikaceMYCN

Bunééna linie SH-SY5Y (ECACC 94030304):

Tato linie byla odvozena od linie SK-N-SH (ECACC08@802), ktera byla derivovana
Z biopsie kostniigne pacienta s neuroblastomem. U této adherentnidimieuroblastoidni
morfologii burgk nebyla popsana amplifikaddYCN V dokumentaci YRL1) k této linii
je uvedeno, Ze u vysSich pasazi byla detekovaatazteuronalnich charakteristik &in
SH-SY5Y.

39



Meduloblastomové burééné linie

Bunééna linie Daoy (ATCC HTB-186TM):

Jednd se adherentni Wdanou linii derivovanou v roce 1985 z bioptického ko
desmoplastickeho meduloblastomu, ktery byl lokal&o v zadni jara lebni ¢tyiletého
chlapce. Akoli pavodni nador vykazoval znaky jak neuronalni, talalgii diferenciace,
tyto charakteristiky jiz nebyly prokazany v deriamé bugcné linii. Buiky této linie maji

polygonalni morfologii a jsou hypertetraploidni.

Bunééna linie D283 Med(ATCC HTB-185TM):

Tato linie byla derivovana v roce 1985 z maligniiemik ascitu a peritoneélnich metastaz
Sestiletého chlapce s meduloblastomem. &o@ linie je suspenzniho charakteru
s moznym vyskytem mnohob&inych agregdit a ukité frakce adherentnich béin

Morfologie adherentnich bgk je epitelialni. Butcna linie je hypodiploidni.

Pacientské buééné linie derivované z meduloblastomu

Tyto linie byly derivovany v Laboratb nadorové biologie idmo ze vzork nadorové

tkare, které byly odebrany paciemn Kliniky détské onkologie LF MU a FN Brno v ramci
indikovaného chirurgického zakroku. Vzorky byly dbd&ny s informovanym souhlasem
pacienta, resp. jeho zakonného zastupce a v labotatly zpracovany pod kédovym

ozna&enim.

Bunééna linie MBL-02
Jde o linii derivovanou z nadorové tkaedenactileté divky s diagnézou lokalizovaného

desmoplastického meduloblastomu.
Bunééna linie MBL-12

Tato linie je derivovana z nadorové tkanmetastatickeho desmoplastického

meduloblastomu kmiho chlapce.
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Bunééna linie MBL-13
Linie je derivovana z nadorové tkamvouletého chlapce s diagnézou metastatického

klasického meduloblastomu.

Bunééna linie MED

Jednd se o linii derivovanou z kostiiégt, kterd byla infiltrovdna nadorovymi bikami.
Primarnim nadorem byl velkob&ny meduloblastom, ktery byl u pacienta diagnostikov
ve Wku 15 let. Kostni gk, z niz byla derivovana linie MED, byla pacient@debirana

v prabéhu relapsu onemoeni ve wku 22 let. U primarniho nadoru byla prokdzana
amplifikaceMYCN

Bunky vSech ¢tyi linii rostou ve formd adherentni kulturya vykazuji polygonalni

morfologii se zndmkami neurondlni diferenciace.

Kultiva ¢ni podminky

NBL burg¢né linie a pacientské MBL linie byly kultivovany vemgsi meédii
DMEM/Ham’s F-12 (v porru 1:1) s pidavkem 20 % fetalniho teleciho séra (FCS), 1%
non-esencialnich aminokyselin, 2 mM L-glutaminuQ 1@/ml penicilinu a 100 mg/ml
streptomycinu (vSe PAA Laboratories, Linz, Rakoysko

Ke kultivaci MBL linie Daoy bylo vyuZito médium DM¥ s pridavkem 10% FCS,
1 % non-esencialnich aminokyselin, 2 mM L-glutamib@0 IU/ml penicilinu a 100 mg/ml|
streptomycinu.

U MBL linie D283 pak Slo o kultivéni médium RPMI 1640 sifwavkem 10% FCS,
2 mM L-glutaminu, 100 IU/ml penicilinu a 100 mg/streptomycinu.

Kultivace vSech uvedenych btimych linii probihala za standardnich podminék p
teplog 37 °C, v atmosfi@ obsahujici 5% CfOa buky byly pasadzovany 1-2x tydn
VSechny pouzité bugné linie byly roviz usgsné kryokonzervovany ve sési DMSO
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) / FCS v peéma 1:9 @i riznych pasézich.
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4.2 Chemikalie a uspo Fadani experiment O

Zasobni roztoky vSecltitpouzivanychtinidel - ATRA v koncentraci 100 mM, CA
v koncentraci 130 mM (vSe Sigma) a CX v koncentrded mM (LKT Laboratories,
St. Paul, MN, USA) byly fipraveny rozpugnim v DMSO (Sigma). Takto fjpravené
zasobni roztoky byly skladovanyipeplo€ -20 °C bez fistupu s¥tla.

Zasobni roztoky reagencii byly pro dosazeni prambvnkoncentraciiedny
v ¢erstvém kultivanim médiu. Pracovni koncentrace jak ATRA, tak LOXC®X
inhibitori vychazely z jiz déive publikovanych datNardini et al. 2000; Dandekar et al.
2005 a rovréz z naSich fedchozich experimeit(Redova et al. 2030 NizSi uvadneé
koncentrace také odpovidaji koncentracim &amym v plazn.

Pracovni koncentrace byly tedy nasledujiciM. a 10uM ATRA, 13uM a 52uM
CA, 10uM a 50uM CX. V pripac¢ meduloblastomové linie D283 byla piad
optimalizanich experimetit snizena koncentrace aplikované ATRA na @Bba 0,1uM
vzhledem ke skutmosti, Zze vySe uva&dé pracovni koncentrace ATRA vykazovaly na

bunky této linie jiz cytotoxické &inky. Aplikacni schéma je znazamo v Tab. 1.

Tab. 1 Schéma zvolenych kombinaci induktoru diferen  ciace a LOX, resp. COX inhibitor 0. RA
- kyselina all-trans retinova, CA - kyselina kavova, CX - celecoxib; v tabulce jsou uvedeny uM
koncentrace pouzitych &inidel.

Bun ééné
linie Kontrola Induktor Inhibitory Kombinace

13 CA 1RA/13CA 10 RA /13 CA
SK-N-BE(2)  \eoviivnené 52CA 1RA/52CA  10RA/52CA

SH-SY5Y , 1 RA 10 RA
DAOY bunky 10CX  1RA/10CX 10 RA /10 CX
50 CX 1 RA /50 CX 10 RA /50 CX
13 CA 0,05RA/13CA 0,1RA/13CA
D283 Ne9vI|vnene 005RA 01RA 52 CA 0,05 RA/52CA 0,1 RA/52CA
bunky 10 CX 0,06 RA/10CX 0,1 RA/10CX

50 CX 0,05 RA/50CX 0,1 RA/50CX

Stejre jako pracovni koncentrace,casové usp@dani experimentbylo zvoleno
v souladu s fedchéazejici studiiRedova et al. 2030 Béhem vSech experimeantbyly
buiky nasazeny vzdy 24 higd aplikaci induktoru diferenciace s LOX, resp. COX
inhibitoru. Jako kontrola byly pouzity Bky neovlivrené, kultivované pouze
v kompletnim médiu. Sklizeni bék a izolace RNA probihaly vZzdydti den po aplikaci

éinidel.

42



4.3 lzolace a kontrola kvality RNA

Z burgcnych linii byla celkova RNA izolovana pomoci kitte@Elute™ Mammalian
Total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). Jeji konceace byla zrétena aistota o¥rena
spektrofotometricky pomoci f{stroje  Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies)
a nekontaminovana RNA (A260/A280 > 2; A260/A230,2) byla dale zpracovana.

4.4 Zpracovani oligonukleotidovych  €ipt (Oligo
GEArrays)

Ke stanoveni expresnich prdfibyly pouzity nizkohustotni oligonukleotidowépy
OHS-802 — Cancer Array (SABiosciences). Tyipy jsou utené k relativni kvantifikaci
exprese 440 génfunkéné spojenych s biologii nadir Pracovni postup byl nasledujici
(veSkeré pouzité chemikalie a kity, neni-li uvedejinak, byly od spolénosti
SABiosciences) :

1. Ampifikace a zna&eni RNA (TrueLabeling-AMP 2.0 Kit)

Prvni faze zahrnovalaigpis MRNA do cDNA. Zakladem bylo navazani primeru,
jenz zaji$oval prepis pouze mRNA z celkové RNA obsazené widau Snds takto
ozna&ené RNA, reverzni transkriptazy, pufru a inhibitd®Naz byla inkubovana 50 min
pii 42 °C, nasledhbyla inkubovana 5 minip75 °C a nakonec zchlazena na 37 °C.

Druhym krokem byla syntéza, amplifikace a &va cRNA. Snis ziskané cDNA,
RNA polymeraz, pufru a biotinem z#eny uraciltrifosfat (Enzo Life Sciences) byl& p
teplog 37 °C ponechanai@s noc. Purifikace ziskané cRNA probihala metodou

centrifugace kolonek.

2. Hybridizace, vymyvani a detekc€Oligo GEArray® HybTube Protocol)

Purifikovana cRNA byla nedna hybridiz&nim roztokem (GEAhyb Hybridization
solution) a hybridizovanaip60 °C @ges noc naifgpravené membrany. Nasledovalo odmyti
nenavazané a nespecificky navazané cRNA za poropitiki 2 x SSC, 1 % SDS a 0,1 x
SSC, 0,5 % SDS.
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3. Chemiluminisceréni detekce(SuperArray Chemiluminescent Detection Kit)

Pred samotnou detekci prdlo blokovani (GEAblocking solution Q) a navazani
konjugatu alkalické fosfatazy konjugované se sareiginem na biotin. Po dalSim promyti
a kratké inkubaci s chemoluminis¢aim cinidlem (CDP-Star ) byly membrany diky
reakci alkalické fosfatazy s timt@inidlem pipraveny k detekci. Samotna detekce byla
provadna pomoci dokumentai stanice FluorChem™ HD2 (Alpha Innotech).

4.5 Analyza obrazu a zpracovani dat

K prevodu ziskanych obrazovych dat na data numerickd jgjich naslednému
hodnoceni byla pouzita webova aplikace GEArray Esgion Analysis Suite
(SABiosciences) (Obr. 11 a Obr. 12). Za pomoci tohsoftwarového nastroje bylo
provedeno odgeni pozadi (spot s nejnizsi intenzitou), a normaae. Za exprimované
byly povaZzovany pouze ty geny, jejichZiprrna denzita spotu bylatsi nez 1,3-nasobek
pramérné hodnoty lokalniho pozadiétéiny (75. percentil) spdt Intenzita signalu
jednotlivych spai byla normalizovana pomoci provozniho (housekegpiggnu
HSP90AB1 jenz byl shod&é vybran za pomoci dvou nezavislych progéa@eNorm
(Vandesompele et al. 2002 NormFinderAndersen et al. 2004Normalizovana data jsou
vyjadiena jako podil nastené optické denzity spotu odpovidajiciho gentimgrnou
optickou denzitou spbdtgenu HSP90ABL.

Vybér gemi se zmnénou expresi po aplikactinidel byl provadn pomoci
shlukovacich nastrdjwebové aplikace GEArray Expression Analysis Sudednotici
kritéria zahrnovala celkovy trend po aplikaci komdme ATRA s CA, resp. sCX
maximalni rozdil v expresi mezi¢kierou z kombinaci a kontrolou (alespoblizici se

dvojnasobku) a v dalSim kroku pak obdobnowmmu ostatnich zkoumanych linii.
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Obr. 11 Analyza obrazu ve webové aplikaci GEArray E  xpression Analysis Suite.
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Obr. 12 Modul GEArray Expression Analysis Suite, v némZ bylo odeéteno pozadi, oznageny
geny, u nichZ nebyla prokazatelna exprese, a provedena normalizace pomoci provozniho genu
HSP90ABL1.
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4.6 RT-PCR

Pro owieni vysledk ziskanych pomoci oligonukleotidovydaiptu byla provedena
RT-PCR sedmi vybranych g&énMetodou RT-PCR byla sledovana i exprese trangkrip
izoformy TAp73. Pomoci M-MLV reverzni transkriptd£yop-Bio) a oligo-dT (Qiagen)
jako primeru byla mRNA f@psana do cDNA, kdy koncentrace celkové RNA v rebya
u vSech vzork konstantni (25 ng RNA / Ll). Vlastni PCR reakce byla provath
v objemu 25 pl a obsahovala réak pufr s MgC} (0,75 mM), 100 uM dNTP, 1U Taq
polymerazy (vSe Top-Bio), 0,25 uM obou pririnest 10 pl cDNA. Sekvence primer
a velikosti produki jsou uvedeny v Tab. 2, v Tab. 3 jsou pak pou&pdatni profily PCR
reakci. PCR primery byly navrhovany pomoci prograRfi Untergasser et al. 2007
PCR produkt byl separovan gelovou elektroforézol%taagar6zovém gelu a analyzovan
na dokumentni stanici pro fluorescéni a chemiluminiscami detekci FluorChem™
HD2 (Alpha Innotech).

Tab. 2 Sekvence primer 4 a velikosti produkt @ RT-PCR.

. o i o velikost
gen sekvence primeru (5' - 3" produktu
CDKN1A TTAGCAGCGGAACAAGGAGT 225 bp

GCCGAGAGAAAACAGTCCAG

GDF15 CTCCAGATTCCGAGAGTTGC 169 bp
AGAGATACGCAGGTGCAGGT
HLA-C TGGTCACCGCTATGATGTGT 207 bp

GCAGAAAGAGATGCCAGAGG

HMGA1 TCACTCTTCCACCTGCTCCT 200 bp
TTGTTTTTGCTTCCCTTTGG

HSP90AB1 CGCATGAAGGAGACACAGAA 169 bp
TCCCATCAAATTCCTTGAGC

Tp53 GCACTGGTGTTTTGTTGTGG 300 bp
GTGGTTTCAAGGCCAGATGT

TAp73 GCAGATTGAACTGGGCCATGA 167 bp
GCAGATTGAACTGGGCCATGA

TIMP1 AGTGGCACTCATTGCTTGTG 198 bp

GAAAGATGGGAGTGGGAACA

Tab. 3 Teplotni profil PCR reakce.

Gvodni denaturace 94T / 4min
denaturace 94T / 30s
annealingova teplota 60C / 30s
elongacni teplota 72T / 60s
zavérecna syntéza 72<C / 5min
celkovy pocet cykli 35
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Prevod obrazovych dat na data numerickd, ktera bylaledd pouzita pro
semikvantitativni analyzu genové exprese, byl pdeves pouZzitim programu ImageJ
(Rasband 1997-20)1Normalizovana data jsou vyj@ha jako podil nagiiené hodnoty
denzity bandu zvoleného genu a hodnoty denzity bardvozniho genitHSPBO90AB1
stejného vzorku. Poslednim krokem bylo vztaZzening#idrych hodnot k fislusné
kontrole. Data jsou tak uvéda v nasobcich denzity daného gentinidly neovlivréné
populace bukk.

4.7 Scratch assay

Bunky byly kultivovany v 96 jamkovych degtach v takové hustét aby v dob
sesSkrabnuti hiky pokryvaly okolo 90% plochy jamky. Ze spodni siradestéky byl
u kazdé jamky popiso¥am oznden jeden bod, ktery napomahal orientatii fpceni.
Casové uspi@dani experimentu bylo nasledujici:

1.den — nasazeni suspenzedbutho kultivatni desky

2.den — pidanicinidel (ATRA s CA, resp. CX)

3.den — seSkrabnuti pruhu lrsterilni 200 ul Sgkou

Casové rozvrzeni bylo zvoleno tak, aby co nejlépgositialodasovému rozloZeni

ostatnich experimeftV intervalech Oh, 12h, 24h a 40h po seSkrabnuyi bunééné

populace dokumentovany ve stejném zorném poli poimeertovaného mikroskopu

Olympus CKX41 a fotoaparatu Olympus SP-350.

Krom¢ sledovani neovlivné burcné populace a variantésidly byl paralelr
provad¢n experiment, kde byl ke vSem vzark piidan mitomycin C (Sigma Aldrich)
o koncentraci 10 pg/ml, aby se zabranilo prolifetaenék a bylo tak mozno sledovat
pouze jejich migraci.

Ziskand obrazova data byla naskedmpracovana a tpvedena na numericka
v programu TScratch (CSElab) (Obr. 13).
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Obr. 13 Analyza obrazu v programu TScratch.  Program analyzuje pomér porostlé a neporostlé
plochy.

4.8 Analyza zapojeni gen 0 se zménénou expresi do
signalnich drah

Funieni analyza geh a jejich zapojeni do signalnich drah bylo analymy
za pomoci programu Advanced Pathway Painter (GSWebovych aplikaci David 6.7
(Huang et al. 2009 a Entrez Genes (NCBI). Byly tak detekovany shypjeri, jejichz
zmenéna exprese naztigje spojeni se stejnym nebo podobnym procegermignalni
drahou. Vystupydchto analyz jsou uvedeny v kontextu ziskanych erpertalnich dat
v kapitole Diskuse.
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5 Vysledky

Retinoidy jsou sotasti mnoha kebnych protokal, které se pouZivaji v ramci
terapie nejen solidnich nadodétského ¥ku, ale také P lécbé akutni promyelocytické
leukémie,¢i neékterych koznich onemoéni (Dragnev et al. 2008 Jedna se o potencialni
regulatory mnoha biologickych prodgesmezi &z pati nagiklad burg¢na proliferace,
diferenciace¢i morfogeneze.

V medicire ¢asto uzivané kombinované terapeutické rezimy majicit podpait
regul&ni potencial retinoid jejich spolénou aplikaci s dalSimi latkami, které
metabolismus retinoidpiimo ¢i ne@imo ovliviwiji, a gipadré - je-li to mozné - omezit
jejich toxicitu a s ni souvisejici nezanedbatelredlgjSi @inky. Cilem pgedkladané
disert&ni prace bylo studium zn genové exprese u NBL a MBL higmych linii po
kombinované aplikaci ATRA a inhibitbr enzymi, které obech participuji
na intracelularni degradaci retinfid 5-LOX a COX-2.

Pro monitorovani zgn v expresi 440 geénfunkéné spojenych s biologii nadoru byly
pouzity nizkohustotni oligonukleotidowipy (OHS-802 — Cancer Array, SABiosciences).
Hodnoceni genové exprese bylo prosréa jak na neovlivénych burcnych populacich,
tak na butcnych populacich ovlivinych kombinacemi ATRA s CA, resp. s CX, aitetit
den po aplikaci (viz Tab. 1). Pro &eni vysledk ziskanych pomoctipu byly zmény
exprese vybranych gémasleds sledovany rovéZ metodou RT-PCR.

V rdmci probihajiciho projektu zatieného na sledovani distribuce a funkce
N-koncovych izoforem proteinu p73 byla expresni Iy provedena takée wtyt
pacientskych MBL linii. Analyzovany byly jednak ngéiwnéné burcné populace, jednak
bunééné populace ovlivné 1uM ATRA. U sbirkovych linii Daoy a D283 byla navic
pomoci RT-PCR sledovana hladina transkriptu TAp73.
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5.1 Expresni profily neuroblastomovych a
meduloblastomovych bun éénych linii

5.1.1 Neuroblastomové buriéné linie

Na zaklad analyzy dat ziskanych z mikiipt bylo identifikovano u bu&né linie
SK-N-BE(2) 103 gen, jejichZz exprese se ¢nila (zvySovala, nebo snizovala) po aplikaci
ATRA s CA, resp. s CX; z toho po aplikaci ATRA s & jednalo o 54 géna po
spole&né aplikaci ATRA s CX o 76 g&n(Obr. 14A). U linie SH-SY5Y to bylo celk&vd6
geni, ztoho u 63 dochazelo ke #&mam v expresi po aplikaci ATRA s CA a u 55
po kombinaci ATRA s CX (B).

A SK-N-BE(2)-103 B SH-SYS5Y - 86

CA
54

cX | CA
76 | 63

CX
55

Obr. 14 Diagram znazor nujici celkovy po €et gen, u kterych byla detekovana zm éna exprese
v duasledku aplikace ATRA s CA, resp. s CX u bun &k NBL linii SK-N-BE(2) (A) a SH-SY5Y (B).

Celkow Ize shrnout, Ze po kombinované aplikaci ATRA aleagch inhibitofi
obecrt dochazelo spiSe ke zvySeni expresaigepouze &kolik geni vykazovalo snizeni
exprese. Rtom Zadny z geln u nichZ doslo ke sniZzeni exprese, nebyl detekavéhou
linii souwcasre.

Geny, u nichz byly identifikovany ziny v expresi, byly naslednuspdadany
do skupin podle typuéthto zneén (Obr. 15 a Obr. 16, detadii§i popisy zmn
u jednotlivych skupin jsou uvedeny v Tab. 4)ii RdalSim zobectni Ize na
z&klad klastrové analyzy sledovat hejcastjsi typy sledovanych zém v expresi:

i. Geny, jejichz exprese se zvySovala v zavislosti keacentraci aplikovanych
¢inidel. Nejvice patrné je to u skupin LA, I[LAJLIK, IV.A, ¢asté&n¢ je tento trend
viditelny i u skupin I.B, 1lI.B, IIl.C, IV.B.

50



ii. Geny, jejichZz exprese se¢mila pouze fi vysSich koncentracich. Detekovano bylo
jak zvySeni genové exprese (skupina IV.C), tak ggjizeni (skupiny I.D, LE,
IV.D).

iii.  Geny, jejichz exprese se zvySila po aplikaci nizSkoncentraciinidel, ale i
vySSich koncentracich ke #m& nedochazi, nebo dokonce dochazi k poklesu

exprese. Patrné je to u skupin I.C, II.B, II.C, Dl

Uvedena data pak byla dale analyzovana ze dvoaryah pohled. Bylo sledovano
jednak zastoupeni génu kterych doSlo ke z#émé exprese nezavisle na pouZzitém
inhibitoru u jednotlivych linii. Tak byly vybranyemy, u nichZ doSlo v rdmci jedné linie
ke stejnému typu zémy exprese (snizeni nebo zvySeni) v zavislosti raolpeni
kombinace ATRA s CA i ATRA s CX. U linie SK-N-BE(2g jednalo o 25 géra u linie
SH-SY5Y o0 29 gein (Tab. 5).

Dale byly ve snaze porovnat vliv jednotlivych inibdoi vybrany geny, u nichZ doslo
ke stejnému typu zémy exprese (snizeni nebo zvySeni) u obou zkoumatigghpo
ovlivnéni bud’ kombinaci ATRA s CA, nebo kombinaci ATRA s CX. Rambinované
aplikaci ATRA s CA tak bylo detekovano 28 gelez vykazovaly stejnou z#nu exprese.
V piipact kombinované aplikace ATRA s CX §lo o 21 gdmab. 6).

Porovnanim takto vybranych kategorii bylo detekavd® gef, jejichZz exprese byla
zvySena u obou linii - a to jak po kombinaci ATRAAS, tak po spokné aplikaci ATRA
s CX.

Ani z pohledu mnoZstvi génse zmdnénou expresi, ani z pohledu zastoupeni
jednotlivych geil, u nichz doSlo ke zém¢ exprese po aplikactinidel, vSak nebyl

pozorovan vyrazny rozdil mezi kombinaci ATRA s CRanbinaci ATRA s CX.
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PTN
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CDK4
HMGB1
MAP2K2
MYBL2
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TPT1

m

o

min avg max

Obr. 15 Vybrané geny se zm énami exprese po aplikaci ATRA s CA u NBL linii. Geny byly
usporadany do skupin podle typu zmén v expresi. PodrobnéjSi popis zmén je uveden v Tab. 4.
Barevné znaceni odpovidajici hladiné exprese (zelena — nejnizsi, ¢erna pramérna, cervena
nejvyssi) je voleno zvlast pro kazdy gen v jedné experimentalni varianté (I, Il) a nezavisle na
ostatnich genech.

52



ATRA/CX
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Obr. 16 Vybrané geny se zm énami exprese po aplikaci ATRA s CX u NBL lini.
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usporadany do skupin podle typu zmén v expresi. PodrobnéjSi popis zmén je uveden v Tab. 4.

nejvyssi) je voleno zvlast pro kazdy gen v jedné experimentalni varianté (lll, 1V) a nezavisle na

ostatnich genech.
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Tab. 4 Popis jednotlivych typ G zmén genové exprese po kombinované aplikaci ATRA s CA
resp. CX na NBL bun é&¢né linie SK-N-BE(2) a SH-SY5Y.

skupina

po éetgenu

typ zm ény v genové expresi

I. Aplikace ATRA a CA,

bun é¢éna linie SK-N-BE(2)

silné zvySeni obzvlasté po aplikaci 10 uM ATRA/13 uM CA a 10 uM ATRA/52 uM

LA 17 CA; zvySeni zaznamenano také po aplikaci 1 yM ATRA at jiz samotné, nebo v
kombinacich s CA
B 5 znatelné zvySeni po aplikaci ATRA v kombinacich s CA; zvySeni zaznamenano
' také po samotné aplikaci 1 uM ATRA
znatelné zvySeni obzvlasté po aplikaci 1 yM ATRA at jiz samotné, nebo v
I.C 16 kominacich s CA; aplikace 10 uM ATRA at jiz samotné, nebo v kombinacich s CA
expresi spiSe sniZuje
mirné zvySeni po aplikaci 1 uM ATRA, znatelné sniZeni po aplikaci 10 yM ATRA
I.D 7 ) A
samotné a v kombinaci s 52 yM CA
I.LE 8 sniZeni po aplikaci 10 yM ATRA samotné i v obou kombinacich s CA

IIl. Aplikace ATRA a CA

, bun é¢éna linie SH-SY5Y

silné zvySeni obzvlasté po aplikaci 10 uM ATRA/52 uM CA; napadné zvySeni

ILA 12 zaznamenano také po aplikaci 10 uM ATRA at jiz samotné, nebo v kombinacich s
CA v zavislovsti na koncentraci
znatelné zvySeni obzvlasté po aplikaci 1 uM ATRA v obou kombinacich a také po
I.B 39 aplikaci 10 uM ATRA/52 uM CA; aplikace samotné ATRA nevykazuje vliv na
expresi
I.C 3 znatelné zvySeni po aplikaci 1 yM ATRA v obou kombinacich
silné zvySeni exprese po aplikaci 10 uM ATRA/52 uM CA; znatelné zvySeni po
I.D 9 aplikaci 1uM ATRA v obou kombinacich; aplikace samotné ATRA vykazuje jen

maly, nebo Zadny vliv na genovou expresi

l1l. Aplikace ATRA a CX, bun é¢&na linie SK-N-BE(2)

silné zvySeni po aplikaci 10 yM ATRA/10 uM CX a 1 yM ATRA/50 uM CX; mirné

IN.A 8 zvySeni po aplikaci 1 uM ATRA/10 uM CX; aplikace samotné ATRA vykazovala
maly, nebo Zadny vliv na genovou expresi
znatelné zvySeni po aplikaci ATRA ve vSech kombinacich s CX; aplikace samotné

.8 7 L .
1 uM ATRA vykazuje jen nepatrny vliv

e 23 silné zvySeni po aplikaci ATRA ve vSech kombinacich s CX; lehké zvySeni po

' aplikaci samotné 1 uyM ATRA
D 38 znatelné zvySeni po aplikaci ATRA ve vSech kombinacich s CX; obzvlasté po

aplikaci 1 yM ATRA/10 uM CX

IV. Aplikace ATRA a CX, bun é¢na linie SH-SY5Y

znatelné zvySeni po aplikaci ATRA v kombinacich s CX; aplikace samotné ATRA

IV.A 9 o AT A .
vykazuje jen minimalni, nebo Zadny vliv na genovou expresi
VB 12 silné zvySeni po alplikaci 1 yM ATRA/10 uM CX; mirné zvySeni po aplikaci 10 uM
' ATRA v obou kombinacich s CX
IvV.C 29 silné zvySeni po aplikaci 1 uM i 10 uM ATRA/50 uM CX
VD 5 znatelné zvySeni po aplikaci 1 yM ATRA/10 uM CX; znatelné sniZeni po vSech

ostatnich kombinacich
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Tab. 5 Geny, u nichz doSlo ke zm éné exprese u jednotlivych NBL linii (SK-N-BE(2)
a SH-SY5Y) po kombinované aplikaci ATRA s CAi po k ombinaci ATRA s CX. Geny, u nichz
dochazelo ke zménam v expresi u obou linii, jsou vyznaceny podtrzenim.

SK-N-BE(2)
Suvgent AP2M1, ATF4, ATP5B, ATP50, BLMH, CDKN1A, CLNS1A, COX6C, COX7A2,
exyrese GDF15, GNAS, GSK3A, HLA-C, HLA-G, HSPB1, IER3, LAMB1, LONP1, NQO1,
P PRKAR1A, RARA, RHOC, TBRG4, TIMP1, TUFM
SH-SY5Y
AP2M1, ATF4, BLMH, CCT5, CDKN1A, COX6C, COX7A2, GSK3A, GTF2I, HLA-
Zvyseni C, HLA-G, IGFBP4, LAMB1, LONP1, NINJ1, NME2, NOTCH2, PCNA, PHB,
exprese: PKM2, PTMA, RBBP4, RHOC, RPN2, SLC20A1, TK1, TNFRSF10B, TSG101,
XRCC1

Tab. 6 Geny, u nichZ dosSlo ke zm éné exprese u obou NBL linii (SK-N-BE(2) a SH-SY5Y) po
kombinované aplikaci ATRA s CA a po kombinaci ATRA s CX. Stejné geny, u nichZ dochazelo
ke zménam v expresi nezavisle na pouzitém inhibitoru, jsou vyznaceny podtrzenim.

ATRA/CA

T AP2M1, ATF4, ATP50, BLMH, CCT5, CDKN1A, CLNS1A, COX6C, COX7A2,
exyrese' GSKSBA, HLA-C, HLA-G, HMGN2, LAMB1, LONP1, NME1, NME2, PCNA, PKM2,
P " PTMA, RARA, RET, RHOC, SLC20A1, TBRG4, TSG101, TUFM, YBX1

ATRA/CX

2vysent AP2M1, ATF4, BLMH, CDKN1A, COX6C, COX7A2, GDF15, GSK3A, GTF2I, HLA-C,

. HLA-G, HMGA1, LAMB1, LONP1, NINJ1, NQO1, PPARD, PRDX4, RHOC, SOD1,
exprese: -\ 5r S
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5.1.2 Meduloblastomové burééné linie

Na zaklad analyzy dat ziskanych z mikiipt bylo identifikovano u bu&né linie
Daoy 80 gef, jejichZz exprese se po pouihidel menila, z toho dochazelo ke zmam
exprese 58 geénpo kombinované aplikaci ATRA s CA a 51 gepo kombinaci ATRA
s CX (Obr. 17A).

U linie D283 byla identifikovana zéma exprese jen u 37 gere toho u 33 genpo
aplikaci ATRA s CA a u 26 géinpo kombinaci ATRA s CX (Obr. 17B).

A  Daoy-80 B D283 - 37

CA cX | CA CX
58 51 33 26

Obr. 17 Diagram znazor nujici celkovy po €et gen, u kterych byla detekovana zm é&na exprese
v dusledku aplikace ATRA s CA, resp. s CX u bun ék MBL linii Daoy (A) a D283 (B).

U MBL linii byly detekovany jak geny, jejichZ exm® se po aplikaginidel zvysila,
tak geny, u kterych doSlo ke snizeni exprese. Genyichz byly identifikovany zgmy
v expresi, byly nasled¢nuspdadany do skupin podle typéchto zngén. Detailr€jSi prehled
téchto skupin je na Obr. 18, Obr. 19 a v Tab. # @&alSim zobectni Ize na
z&klad klastrové analyzy sledovat hejcasgjSi typy zneén v expresi:

i. Geny, jejichZz exprese segnila v primé zavislosti na koncentraci pouzityghidel.
Patrné je to u kategorii V.A, VI.A, VIILA, VIIILA acasti i u skupin geinu kterych
bylo pozorovano snizeni exprese (V.E, VI.D, VIINDIIL.C).

ii. Geny, jejichz exprese byla ovlitma gevazri pri nizSich koncentracickinidel
a vySsi koncentrace se jiz na &rach expreseifliS neprojevovala. Patrné je to
u skupin V.B, VI.C a VII.C.

iii. Geny, jejichz hladina exprese se¢mta az g vysSi koncentracicinidel.

v s

a VIIL.A je patrny \&tSi vliv vy3Si koncentrace ATRA.
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Patet geri, u nichz doSlo k ovlivéni exprese, je u MBL linii mensi ve srovnani
s NBL liniemi. Je vSakieba mit na ieteli, Ze v souladu si@deSlymi optimalizénimi
experimenty Redova 2010byla u linie D283 sniZzena koncentrace ATRA na5Ql
a 0,1uM, neba’ koncentrace ATRA pouzivané u vSediegrhozich linii (luM a 10uM)
byly pro buiky linie D283 jiz znéané toxické. Na zakla&g pozorované cytotoxicity
a sodasrt slabé odpogdi na kombinované {sobenicinidel po snizeni koncentrace
se zda, Ze rozmezi koncentradi, pchz buiky linie D283 jiz reaguji zgnami na drovni
exprese gel ale je& nepodléhaji toxicl, je pongrné Uzké.

| u MBL linii byla data ziskana hodnocenim mikmi analyzovana z pohledu
jednotlivych linii i z pohledu jednotlivych inhilati. U linie Daoy tak bylo po aplikaci
ATRA s CA i po aplikaci ATRA s CX detekovano 8 dgerejichZz exprese se zvysSovala,
a 8 geni, u kterych doSlo k poklesu exprese. U linie D28& pylo detekovano 18 gén
u kterych doSlo nezavisle na pouzitém inhibitoruzkgSeni exprese, a 3 geny, u nichz se
exprese snizila (Tab. 8).

Nezavisle na linii pak byly po kombinované aplikadiRA s CA detekovany pouze
2 geny, u nichz dochazelo ke zvySeni exprese,emnligkterého byla exprese snizena.

V piipadt uziti kombinace ATRA s CX pak bylo detekovano 8igse zvySenou
expresi a 1 gen, u kterého dochazelo ke snizebi Q)a

U obou MBL linii byly detekovany pouze dva gery¥F15 a UBE2L6, u kterych
dochéazelo ke zvySeni exprese jak po kombinaci ATRBA, tak po spolmé aplikaci
ATRA s CX.
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Treatment with ATRA / CA
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Obr. 18 Vybrané geny se zm énami exprese po aplikaci ATRA s CA u MBL linii. Geny byly
usporadany do skupin podle typu zmén v expresi. PodrobnéjSi popis zmén je uveden v Tab. 7.
Barevné znaceni odpovidajici hladiné exprese (zelena — nejnizsi, ¢erna prumeérna, Cervena

nejvyssi) je voleno zvlast pro kazdy gen v jedné experimentalni varianté (V, VI) a nezavisle na
ostatnich genech.
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Treatment with ATRA/ CX
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Obr. 19 Vybrané geny se zm énami exprese po aplikaci ATRA s CX (vpravo) u MBL | inii. Geny
byly uspofadany do skupin podle typu zmén v expresi. PodrobnéjSi popis zmén je uveden v Tab. 7.

e

nejvyssi) je voleno zvlast pro kazdy gen v jedné experimentalni varianté (VII, VIII) a nezavisle na
ostatnich genech.
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Tab. 7 Popis jednotlivych typ G zmén genové exprese po kombinované aplikaci ATRA s CA,
resp. s CX u MBL bun é€nych linii Daoy a D283.

skupina

po éetgenu

typ zm ény v genové expresi

I. Aplikace ATRA a CA,

bun é¢&na linie Daoy

silné zvySeni obzvlasté po aplikaci 10 yM ATRA at jiZ samotné nebo v obou

VA 13 kombinacich s CA
znatelné zvySeni po aplikaci 1 yM ATRA v kominacich s CA; zvySeni také po
V.B 27 samotné aplikaci 10uM ATRA i 10uM ATRA/13uM CA; po kombinaci 10 uM
ATRA/52 uM CA jiz k vyraznému zvySeni exprese nedochazi
V.C 3 mirné zvySeni po aplikaci vSech variant, kromé kombinaci ATRA s 52 yM CA
VD 4 snizeni obzvlasté po aplikaci 1 uM ATRA, at uZ samotné, nebo v kombinaci s 13
’ MM CA; mirné sniZeni i po ostatnich kombinacich kromé samotné 10 uM ATRA
V.E 11 vyrazné snizeni po vSech pouzitych kombinacich, véetné samotné ATRA

Il. Aplikace ATRA a CA

,bun é¢na linie D283

zvySeni po vSech kombinacich i samotné ATRA, obzvlasté po 0,1 uM ATRA

VILA 4 ‘o . .
samotné i v kombinacich
vyrazné zvysSeni po aplikaci 0,1 yM ATRA/13 uM CA a 0,1 pM ATRA/52 uM CA,;
VI.B 14 aplikace 0,05 uM ATRA samotnd i v kombinaci vykazuje maly, nebo zadny vliv
stejné jako samotnd aplikace 0,1 uM ATRA
VI.C 8 znatelné zvySeni po aplikaci 0,05 yM ATRA/13 uM CA a 0,05 uM ATRA/52 uM CA
VI.D 7 vyrazné snizeni po vSech pouzitych kombinacich, véetné samotné ATRA

lll. Aplikace ATRA a CX, bun é¢éna linie Daoy

silné zvySeni po aplikaci kombinaci ATRA s 50 yM CX a po aplikaci samotné 10 uM

VILA 10 ATRA
VILB 15 vyrazné zvyseni po aplikaci 10 uM ATRA/50 yM CX; mirné zvySeni i po vSech
’ ostatnich kombinacich, véetné samotné ATRA
VILC 11 snizeni obzvlasté po aplikaci 1 uM ATRA, at uZz samotné, nebo v kombinacich s
’ CX; mirné sniZeni i po aplikaci 10 yM ATRA samostatné i v kombinacich s CA
VII.D 15 vyrazné snizeni po vSech pouzitych kombinacich, véetné samotné ATRA

IV. Aplikace ATRA a CX, bun é¢éna linie D283

VIILA 4 znatelné zvySeni obzvlasté po aplikaci 0,1 yM ATRA samotné i v kombinacich
mirné zvySeni po aplikaci vSech variant obzvlasté po aplikaci 0,05 yM ATRA/50 uM
VIII.B 15
CX
VIII.C 8 vyrazné snizeni po vSech pouzitych kombinacich, véetné samotné ATRA
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Tab. 8 Geny, u nichz doSlo ke zm éné exprese, u jednotlivych MBL linii (Daoy a D283) po
kombinované aplikaci ATRA s CA i po kombinaci ATRA s CX. Geny, u nichz dochazelo ke
zmeénam v expresi u obou linii, jsou vyznaceny podtrzenim.

Daoy

zvyseni
exprese:
snizeni
exprese:

ACP2, GDF15, HLA-G, KRT18, MARS, NOTCH2, PPARG, UBE2L6

CD24, COL6A3, FBN1, GAS6, HMGB1, JUND, PLK2, YBX1

D283

zvySeni  AP2M1, ATF4, BLMH, CANX, CDKN1A, COX6C, COX7A2, FTL, GDF15, MAP2K2,
exprese: PFDN5, PPARD, RARA, RHOA, SOD1, TIMP1, UBE2L6, UCHL1

SNIZENl — pNA2, MYBL2, MYC
exprese:

Tab. 9 Geny, u nichz doSlo ke zm éné exprese u obou MBL linii (Daoy i D283) po
kombinované aplikaci ATRA s CA a po kombinaci ATRA s CX. Stejné geny, u nichz dochazelo
ke zménam v expresi nezavisle na pouzitém inhibitoru, jsou vyznaceny podtrzenim.

ATRA/CA
zvyseni
exprese:

snizeni . CCND2
exprese:

GDF15, UBE2L6

ATRA/CX
zvyseni
exprese:

snizeni . AP2M1
exprese:

ATF4, CDKN1A, GDF15, HMGA1, HMGB1, PFDN5, TIMP1, UBE2L6

5.1.3 Pacientské meduloblastomové linie

RovréZz u ¢tyt pacientskych MBL linii byly provedeny expresni Bag - a to
u neovlivrenych burénych populaci a u bitnych populaci ovlivenych 1uM ATRA.
| vtomto gipadt bylo vyuzito nizkohustotnich oligonukleotidovyalipt OHS-802 —
Cancer Array (SABiosciences).

Na zéklad srovnani, do kterého byly zahrnuty i vysledky bé&lovych MBL linii,
vykazovalo celkem 16 génzmeny v expresi po aplikaci ATRA uigéch a vice linii
sowasre a zarové u nich doslo ke stejné 2Zme exprese (zvyseni, snizeni) alespottech
linii ze Sesti. K vybru pro dalsi hodnoceni bylyigany 3 genyCCT5, HMGAL, RHOY
u nichz byly znény sice tizného typu (zvySeni, sniZzeni), ale jednalo seé&’tgeny, které

byly vybrany na zaklat expresni analyzy sbirkovych NBL a MBL linii (Taf2).
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Grafické zobrazeni zén exprese vybranych gémle vysledk mikrocipové analyzy je na
Obr. 20. V Tab. 10 je pro zjednoduSeni uvedeno,azkgaké zminé v expresi po aplikaci
ATRA doSlo. Obec# Ize fici, Zze u zkoumanych linii byl detekovan spiSe pskfjenové
exprese. Ke zvySeni genové exprese nefmétiech linii sodasré doslo pouze vifpads
genmi GDF15aTIMP1.
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TUFM Y B EaEae.
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Obr. 20 Grafické zobrazeni vysledk @G analyzy exprese vybranych gen G pomoci mikro €ipt
u bun ék pacientskych MBL linii po ovlivn  éni ATRA. ATRA byla aplikovana v koncentraci 1 uM.
Barevné znaceni odpovida hladiné exprese (zelena nejnizsi, ¢ernd prdmérnd, cervena nejvyssi).
Barevné znaceni v levém sloupci je voleno zvlast pro kazdy gen v ramci experimentu a nezavisle

Y

V pravém sloupci je barevné znac¢eni voleno pro vSechny geny v rdmci experimentu.
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Tab. 10 Vybrané geny, u nichZ byly po aplikaci 1 uM ATRA detekovany zm ény v expresi
alespo i u tfech MBL linii z celkem Sesti analyzovanych.  Legenda: + zvySeni exprese, - snizeni
exprese, Sedé pole ~ bez vlivu na genovou expresi.

gen MED MBL-02  MBL-12  MBL-13 Daoy HTB185

ASNS | |
ATF4 | |
CANX | |
CAP1 | |
CCT5 [ |
CTNNAL | | |
GDF15 | |
GNAS | |
H2AFZ | |
HvGAar | [+ 1]
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |

JUND
MYBL2
RB1
RHOC
THBS1
TIMP1
TP53I3
TUFM
UCHL1

5.2 Porovnani exprese vybranych gen 1 u sbirkovych
neuroblastomovych a meduloblastomovych linii

Po provedeni analyzy genové exprese pomoci gipddylo identifikovano celkem
160 geri, které vykazovaly po kombinované aplikaci ATRAIespai jednim inhibitorem
zménu minimalr€ u jedné linie. Zdchto 160 gefh vykazovalo 42 gehnstejny typ zniny
(zvySeni, resp. snizeni) alesipawe ftech z osmi moznych experimentalnich variant
kombinaci ATRA s inhibitorem (Tab. 12).

Ve snaze odfit vysledky z oligonukleotidovychiipt bylo z vySe uvedenych 42 gen
vybrano 6, u kterych byla nasledexprese analyzovana za pomoci RT-PCR. Tyto geny
bung¢nych proces. Jednalo se o

i. provozni gen, ktery byl pouZit pro normalizaci (dSPB90AB1,)
ii. gen, jehoZ fisobeni je spojeno s inhibici bigmého cyklu CDKN1A),
iii. gen, o M2 je zndmo, Ze se podili na kontrole diferenc{&®2F15),

iv. gen, jenz je funén¢ spojen s imunitnim systémeitdl(A-C.),
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v. gen, ktery kéduje inhibitor metaloproteinaz a takfynkiné spojeny s pohybem
burgk (TIMP1) a

vi. gen, ktery kdéduje protein, jenz diky schopnostiatd2NA vystupuje jako regulator
transkripce v roztinych bur¢nych procesech, navic jako jediny vykazoval zvySeni
exprese vyhradnpo aplikaci kombinace ATRA a CXHMGAL).

V ramci analyzy zapojeni vybranych dgewlo signalnich drah bylo zZipodniho
souboru 160 genvybrano dalSich 5 gé&n Tyto geny sice neprosly zvolenym kritériem
(shodné zrny alespd ve tech z osmi moznych experimentalnich variant kondiina
ATRA s inhibitorem), nicméh se jedna o geny, jejichZz exprese vykazuje zvy8eNBL
linii po aplikaci ATRA s CA, resp. CX a praggbdobrg se podili na opravach DNA
(PCNA, XRCC1, XRCC5, XRCI@a genRAC1lktery je spolén¢ s genyRHOAa RHOC
klicovym genem p prestavbach cytoskeletu. Nebsou tyto geny zmiiny v nasledujici
kapitole, je na tomto misumisen jejich pehled (Tab. 11).

Tab. 11 Vybrané geny, u nichZ byla detekovana zm éna v expresi, a jejichz mozné p uasobeni
v bunce je vtextu dale diskutovano. Legenda: + zvySeni exprese, - snizeni exprese, Sedé
pole ~ bez vlivu na expresi.

CA cX
N ~
§ & § &
T 92 > & F 2 > &
gen r;’f & § q rﬁf 3 s q
PCNA [+ ][+][-] [+] [-]
RACT [+ ] [+ ]
XRCC1 [+ ][ -] [+]
XRCC5 [ +]
XRCC6 [+ ] [+ ]
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Tab. 12 Vybrané geny, u nichz byla detekovana stejn & zména alespo i ve tfech z osmi
moznych experimentalnich variant kombinaci ATRA s i

nhibitorem. V tabulce jsou pro
srovnani uvedeny i vysledky z RT-PCR (tmav & oznaéené fradky). Legenda: + zvySeni

exprese, - snizeni exprese, Sedé pole ~ bez vlivu n  a expresi.
CA cX
g o3 F o3
F 2 502 F 2 38
gen rﬁf 0'? §d 4 rff ;,T § &
AP2M1 [+] EXEIIEXIEN
ATF4 [+ ][+] EXINENENEREY
BLMH [+] EXNENER
CANX [+]
CCT5 [+][+] [+]
COKN1A | [ +] EXENER
£ EF £ || EF EE E1 B
CLNS1A [+] [+]
COX6C [+] EXENER
COXT7A2 [ +] [+ [+ ]]+]
FTL EXER
GDF15 [+] EXENER
=X N B || EE B B B
GSK3A [+] EEIEREY
GTF2! (-] [+][+]
HLA-C [ +] [+ ][+]
E EF £ || EE E
HLA-G [+] [+][+]
HMGA1 EXIERIENER
E3 =
HMGB1 [ -] (-] -]
LAMB1 [+][+] [+][+]
LONP1 [+] [+ ][+ ][]
MAP2K?2 [ -] ERINER L]
NINJ1 [+][ -] [+][*]
NMET [+] [-] [+]
NME2 [ +] (-] [ +]
NOTCH?2 [ -] [+]
NQO1 [+] [+][+]
PFDN5 EREIIES
PKM2 [+] [ -] [+]
PPARD ERINEE
RARA [+] EREIIEREN
RET [+] [+]
RHOA EXES [-]
RHOC [+ ][+] EXIENER
SLC20A1 [+] [ -] [+]
soD1 EESERE
TBRG4 [+][+][ -] [+] [+ ]
TIMP1 [+] ENENER
£ E5 E || EE E EE B
TK1 [+][*] [+]
TNFRSF108B [+]
TSG101 [+] [+]
TUFM [+] [-] [+]
UBE2L6 [+] [+]
UCHL1 [ +] [ +]
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Pfi analyze dat z mikfdpia bylo v rekterych gipadech pozorovano snizeni genoveé
exprese po aplikaci samotn@¥ ATRA oproti kontrole, &koliv kombinace ATRA s CA,
resp. CX genovou expresi zvysSovaly. ¥kolika piipadech byl podobny trend pozorovan
i pfi analyze dat z RT-PCR, a proto byla provedenarktnit RT-PCR na bitkach NBL
linii po aplikaci koncentréni fady samotné ATRA (0,5; 1; 5; 10 ATRA). Pii tomto
ovéieni byla sledovana exprese §&€BDF15aTIMP1 (Obr. 21, Obr. 22). Nicmérzadné
shizeni expreseithto geri pii ovlivnéni nizSimi koncentracemi ATRAu kontrole
nebylo metodou RT-PCR potvrzeno. Tento experimaenizp potvrdil zvySeni exprese
genu GDF15 u linie SK-N-BE(2) v zavislosti na kontraci samotné ATRA.

s £ gz 3 2
E 2 B g2 2 4
Q =3 — ) — Z
I —— GDF15 SK-N-BE(2)
D G GEED CEEED GEED TIMP1 SK-N-BE(2)
GDF15 SH-SYS5Y

Obr. 21 Exprese gen G GDF15 a TIMP1 detekovana metodou RT-PCR u bun &k NBL linii
v zavislosti na koncentraci samotné ATRA. Vliv na snizeni exprese pfi niz§ich koncentracich
oproti kontrole nebyl prokadzan. Koncentrace jsou uvadény v uM.

OSkE-M-BEZ)- <DF15 OS5SH-SY5Y- GDF15
B Sk-N-BEZ)- TIMP1 B SH- 555 - TIMPA
p
1.3 —
| _
05 4
1] T T T T
contml 05 ATERS& | ATRA 3 ATRA 10 ATRA

Obr. 22 Exprese gen U GDF15 a TIMP1 detekovana metodou RT-PCR u bun €&k NBL linii
v zavislosti na koncentraci samotné ATRA. Vliv na sniZzeni exprese pfi nizSich koncentracich
oproti kontrole nebyl prokazan. Graf zobrazuje numericka data ziskana po pouziti denzitometrie;
tato data jsou vztazena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.
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5.2.1 Provozni genHSPB90AB1

Jako provozni gen byl zvoleétSPBO90AB1Tento gen byl vybran pomoci program

NormFinder a GeNorm na zéakiadat z mikrgipt jako gen s nejstabitiii expresi. Zadna

zmena exprese Zpobena vlivem kombinované aplika¢midel u tohoto genu nebyla

detekovana ani za pomoci RT-PCR (Obr. 23).
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Obr. 23 Exprese genu HSPB90AB1 detekovana metodou RT-PCR u

bun &k NBL (SK-N-BE(2),

SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. A — Dokumentace
vysledku RT-PCR. V pfipadé linie D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 yM. B - Graf
zobrazujici numericka data ziskana po pouziti denzitometrie. Data byla nejprve normalizovana
a potom vztazena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.
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5.2.2 Zmény exprese genlCDKN1A

Protein p21 kédovany gene@DKN1Aje znamy jako regulator b&&ného cyklu
(Jung et al. 201 Exprese tohoto genu byla sledovana jak pomokiagipta (Obr. 24),
tak metodou RT-PCR (Obr. 25).
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Obr. 24 Grafické zobrazeni vysledk G mikro ¢ipové analyzy exprese genu CDKN1A u bun ék
NBL (SK-N-BE(2), SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po ovlivh éni ATRA s CA, resp. CX.

ATRA byla aplikovana v koncentracich 1 uM a 10 yM (1 ATRA, 10 ATRA); CA v koncentracich
13 uM a 52 uM (13 CA, 52 CA), a CX v koncentracich 10 yM a 50 uM (10 CX, 50 CX). V pfipadé
linie D283 byly koncentrace ATRA sniZzeny na 0,05 a 0,1 uM. Barevné znaceni odpovida hladiné
exprese (zelena nejnizsi, ¢erna primérna, Cervena nejvyssi). Barevné znaceni v levych sloupcich
je zvoleno zvlast pro kazdy gen v ramci experimentu a nezavisle na ostatnich genech (v kazdém

znaceni voleno pro vSechny geny v rdmci experimentu.

Dle vysledki z mikraipu u linie SK-N-BE(2) dochazi ke zvySeni exprese genu
CDKNI1A prevazre pii nizSich koncentracich. To alespeamco¥ odpovida vysledkm
ziskanym pomoci RT-PCR, dle kterych byla zvySenarese detekovanatipvSech
experimentalnich zasazicltkaliv pii ovlivnéni nejvysSimi koncentracemi (1M ATRA
s 52uM CA a 10uM ATRA s 50uM CX) jiz zvySeni bylo jen slabé. U linie SH-SY5Y
bylo na zaklad vysledki z mikratipu detekovano zvySenitipaplikaci nizSich koncentraci
ATRA s CA, ale RT-PCR toto zji&i nepotvrdila. Naopak detekce zvySené exprese po
vysSich koncentracich kombinaci ATRA s CX byla w ténie detekovana jak za pomoci
mikrocipu, tak za pomoci RT-PCR.

U burek linie Daoy bylo detekované zvySeni exprese zaqmmikratipt i RT-PCR
jen mirné. V pipact linie D283 bylo detekovano mirné zvyseni expredeka po vSech

testovanych kombinacichinidel a to pomoci obou metod.
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Obr. 25 Exprese genu CDKNI1A detekovanad metodou RT-PCR u bun ék NBL (SK-N-BE(2),
SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. A — Dokumentace
vysledku RT-PCR. V pfipadé linie D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 uyM. B - Graf
zobrazujici numericka data ziskana po pouziti denzitometrie. Data byla nejprve normalizovana
a potom vztazena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.

Nejvice patrné je zvySeni exprese u linie SK-N-BE(2). U linie SH-SY5Y je zvySeni exprese
patrné jen po nejvyssich koncentracich Cinidel (10 uM ATRA s 52 yM CA a 10 yM ATRA s 50 uM
CX). Exprese u bunék MBL linii je zvySena jen lehce.

U linie SK-N-BE(2) tedy dochazelo ke zvySeni exprg@nuCDKN1A po aplikaci
nizsi koncentraceginidel, u linie SH-SY5Y po vysSich koncentracichmdmnaci ATRA
s CX a u MBL linii bylo po aplikaci ATRA s CA, resf® CX patrné zvysSeni exprese jen

lehce.
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5.2.3 Zmény exprese genuGDF15

Protein kodovany gener®sDF15 pati do rodiny fistovych faktoi TGH3 a je
spojovan s neuronalni diferenciacMifneault and Batra 2000 Zm¢ny exprese,
v zavislosti na koncentraci pouzityémidel, se u tohoto genu projevovaly asi nejvykgizn
ze vSech zkoumanych gerjiz na zaklad dat z mikr@ipu (Obr. 26). Tato senzitivita byla
potvrzena i pomoci RT-PCR (Obr. 27).
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Obr. 26 Grafické zobrazeni vysledk & mikro €ipové analyzy exprese genu GDF15 u bun ék NBL
(SK-N-BE(2), SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po o vlivn éni ATRA s CA, resp. CX. ATRA
byla aplikovana v koncentracich 1 uM a 10 uM (1 ATRA, 10 ATRA); CA v koncentracich 13 uyM
a 52 uM (13 CA, 52 CA), a CX v koncentracich 10 uM a 50 yM (10 CX, 50 CX). V pripadé linie
D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 uM. Barevné znaceni odpovida hladiné
exprese (zelena nejnizsi, ¢erna primérna, Cervena nejvyssi). Barevné znaceni v levych sloupcich
je zvoleno zvlast pro kazdy gen v rdmci experimentu a nezavisle na ostatnich genech (v kazdém

x

znaceni voleno pro vSechny geny v ramci experimentu.

U kontrolniho vzoru bukk linie SK-N-BE(2) nebyla exprese ge@DF15 prokazana
ani za pomoci mikréipt, ani s pomoci RT-PCR, a tak je pozorované zvysagrantni.
Kromé takto vyrazného zvySeni bylo navic pozorovano avgdi exprese v zavislosti na
koncentraci, a to shodrza pomoci obou metod.cRoliv pii experimentech sledujicich
vliv kombinacecinidel nebyla v kontrolni busgné populaci této linie prokazatelna exprese
genu GDF15 pii opakovaném rozmrazeni iiky této linie vykazovaly nizkou expresi
tohoto genu. Bylo tomu tak v dapljicim experimentu zagheném na samotnéigobeni
raznych koncentraci ATRA (Obr. 21, Obr. 22).
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Obr. 27 Exprese genu GDF15 detekovana metodou RT-PCR u bun ék NBL (SK-N-BE(2),
SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. A — Dokumentace
vysledku RT-PCR. V pfipadé linie D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 yM. B - Graf
zobrazujici numericka data ziskana po pouziti denzitometrie. Data byla nejprve normalizovana
a potom vztaZzena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.

K nejvyraznéjSimu zvySeni exprese doSlo u linie SK-N-BE(2) a také u linie Daoy. U linie
SH-SY5Y doslo ke zvySeni jen po kombinacich s 50 yM CX.

U linie SH-SY5Y byla na zakladdat z mikr@ipt pozorovana exprese pouze u dvou
buréénych populaci ovlivénych 10uM ATRA v kombinaci s 1QuM, resp. s 5aM CX.
Dle RT-PCR byla expred8DF15 sice prokazéana u vSech vzoylale ke zvySeni doslo jen
po aplikaci kombinaci ATRA (1 i 10M) s 50uM CX, coZ alespd cast&én¢ odpovida

vysledkim z mikraipa.
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U linie Daoy pak byla detekovana zvySen& expresévislosti na koncentraci, a to
jak za pouziti mikréipt, tak s pomoci RT-PCR. Rozpornym vysledkem ovSedejekce
snizené exprese po kombinované aplikacuMOATRA s 50uM CX pomoci metody
RT-PCR. U linie D283 bylo atma metodami detekovano slabé zvySehi rpzSich
koncentracich pouZzityctinidel.

Lze tedy shrnout, Ze exprese geBIDF15 se zvySovala v zavislosti na pouZzité
koncentracicinidel u linii SK-N-BE(2) a Daoy (vyjma nejvySSi koentrace), vippac
linie SH-SY5Y dochazelo ke zvySeni jen po kombiohdTRA s CX a u linie D283 byla

> s

exprese zvySena spiSe po nizSich koncentr&aiael.

5.2.4 Zmény exprese geniHLA-C

Gen HLA-C kéduje molekulu HLA |I. itidy, ktera je dlezitou sloZzkou imunitniho
systému, neltbskrze ni jsou na povrchu bk prezentovany antigeny T lymfodyn
(Davidson et al. 1985VIiv ATRA s CA, resp. s CX na expresi genu HLABYI sledovan
jak pomoci mikrgipia (Obr. 28), tak pomoci RT-PCR (Obr. 29).
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Obr. 28 Grafické zobrazeni vysledk G mikro €ipové analyzy exprese genu HLA-C u bun ék NBL
(SK-N-BE(2), SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po o vlivn éni ATRA s CA, resp. CX. ATRA
byla aplikovana v koncentracich 1 yM a 10 yuM (1 ATRA, 10 ATRA); CA v koncentracich 13 uyM
a52 uM (13 CA, 52 CA), a CX v koncentracich 10 yM a 50 yM (10 CX, 50 CX). V pfipadé linie
D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 yM. Barevné znaceni odpovida hladiné
exprese (zelen& nejnizsi, cernd primeérna, cervena nejvyssi). Barevné znaceni v levych sloupcich
je zvoleno zvlast pro kazdy gen v rdmci experimentu a nezavisle na ostatnich genech (v kazdém

x

znaceni voleno pro vSechny geny v rdmci experimentu.
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Obr. 29 Exprese genu HLA-C detekovana metodou RT-PCR u bun ék NBL (SK-N-BE(2),
SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. A — Dokumentace
vysledku RT-PCR. V pfipadé linie D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 yM. B - Graf
zobrazujici numericka data ziskana po pouziti denzitometrie. Data byla nejprve normalizovana
a potom vztazena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.

U obou neuroblastomovych linii bylo detekovano mirné zvyseni exprese, u linie SK-N-BE(2)
po aplikaci nizSich koncentraci ¢inidel, zatimco u linie SH-SY5Y spiSe po vySSich koncentracich. U
linie Daoy nebyly detekovany zadné vyznamnéjSi zmény a zatimco u linie D283 je patrné zvyseni
exprese po kombinacich ATRA s CA.
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Obk¢ NBL linie vykazovaly mirné zvySeni exprese gefiuA-C, a to jak i detekci
za pomoci mikréipi, tak metodou RT-PCR. U linie SK-N-BE(2) po aplikagZSich
koncentracic¢inidel, zatimco u linie SH-SY5Y spiSe po vysSicméentracich. U linie
Daoy sice vysledky z mikegpové analyzy nazraji nejen silnou expresi, ale i zvySovani
exprese v reakci na aplikaci kombinace ATRA s C#Sem metoda RT-PCR takovéto
zvySeni nepotvrdila. A naopak zatimco za pom#ph se nepod@lo detekovat zZadné
vyrazné zminy v expresi gentHLA-C u linie D283, tak pomoci RT-PCR se u této linie
poddilo detekovat zvySeni exprese po aplikaci kombiAgdRA s CA.

U obou NBL linii doSlo k mirnému zvySeni expresengélLA-C. U MBL linii je

ovSem detekované zvySeni sporné.

5.2.5 Zmény exprese gentHMGA1

Gen HMGA1 koéduje protein, ktery se vaze do malého Zlabku DN@éblastech
bohatych na A a T a podili se na regulaci transkri®eeves and Beckerbauer 2D0Rro
ovéteni za pomoci RT-PCR (Obr. 30) byl gdMGAL vybran jako jediny gen, na jehoz
expresi dle mikréipové analyzy (Obr. 31),gsobila kombinace ATRA s CX vice nez
kombinace ATRA s CA.
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Obr. 30 Grafické zobrazeni vysledk G mikro éipové analyzy exprese genu HMGA1 u bun ék
NBL (SK-N-BE(2), SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po ovlivnh éni ATRA s CA, resp. CX.

ATRA byla aplikovana v koncentracich 1 uM a 10 uM (1 ATRA, 10 ATRA); CA v koncentracich
13 uM a 52 uM (13 CA, 52 CA), a CX v koncentracich 10 uM a 50 uM (10 CX, 50 CX). V pfipadé
linie D283 byly koncentrace ATRA sniZzeny na 0,05 a 0,1 yM. Barevné znaceni odpovida hladiné
exprese (zelena nejnizsi, ¢erna primérna, Cervena nejvyssi). Barevné znaceni v levych sloupcich
je zvoleno zvlast pro kazdy gen v ramci experimentu a nezavisle na ostatnich genech (v kazdém

n

znaceni voleno pro vSechny geny v rdmci experimentu.
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Obr. 31 Exprese genu HMGA1 detekovana metodou RT-PCR u bun &k NBL (SK-N-BE(2),

SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. A —
vysledku RT-PCR. V pfipadé linie D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 yM. B - Graf
zobrazujici numericka data ziskana po pouziti denzitometrie. Data byla nejprve normalizovana

a potom vztazena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.

Mirné zvySeni bylo detekovano u linii SH-SY5Y a D283 po kombinacich ATRA s CX. Slabé
zvySeni bylo detekovano také u linie SK-N-BE(2) po kombinaci 1 yM ATRA s 52 uM CA. U linie

Daoy pak bylo detekovano malé snizeni exprese po vétSiné kombinaci.

Zmeny exprese gentiMGAL byly na zaklad dat z mikr@ipt pozorovany pouze

po aplikaci kombinace ATRA s CX a to u vSetthiit zkoumanych linii. Oproti gekavani

nebylo pomoci RT-PCR u linii SK-N-BE(2) a Daoy pa&no zvyseni exprese vyhe po

kombinacich ATRA s CX. U linie SK-N-BE(2) bylo dé&mvano slabé zvySeni jen
po kombinaciluM ATRA s 52iM CA a u linie Daoy bylo dokonce pozorovano malé
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snizeni exprese po vSech kombinacich Kraombinace 1@M ATRA s 50uM CX. Linie
SH-SY5Y a D283 pak v souladu s datyipgi vykazovaly mirné zvySeni exprese genu
HMGA1 po kombinované aplikaci ATRA a CX.

Zda se tak, Ze kombinovanou aplikaci ATRA s CApresCX lze expresi genu
HMGAL ovlivnit, nicmérg metoda RT-PCR nepotvrdila rozdilnéispbeni kombinaci
ATRA s CA a ATRA s CX na expresi tohoto genu.

5.2.6 Zmény exprese genu'l|MP1

Inhibitory matrixovych metaloproteindz, mezi ktg@i i proteinTIMP1 kddovany
stejnojmennym genem, se vyznahpodileji na regulaci pohybu bék(Reed et al. 2003
| exprese tohoto genu byla sledovana pomoci niigto(Obr. 32) a RT-PCR (Obr. 33).
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Obr. 32 Grafické zobrazeni vysledk & mikro €ipové analyzy exprese genu TIMP1 u bun ék NBL
(SK-N-BE(2), SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po o vlivn éni ATRA s CA, resp. CX. ATRA
byla aplikovana v koncentracich 1 uM a 10 uM (1 ATRA, 10 ATRA); CA v koncentracich 13 uM
a52 uM (13 CA, 52 CA), a CX v koncentracich 10 yM a 50 uM (10 CX, 50 CX). V pfipadé linie
D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 yM. Barevné znaceni odpovida hladiné
exprese (zelen& nejnizsi, cerna primeérna, cervena nejvyssi). Barevné znaceni v levych sloupcich
je zvoleno zvlast pro kazdy gen v rdmci experimentu a nezavisle na ostatnich genech (v kazdém

znaceni voleno pro vSechny geny v ramci experimentu.
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Obr. 33 Exprese genu TIMP1 detekovand metodou RT-PCR u bun &k NBL (SK-N-BE(2),
SH-SY5Y) a MBL (Daoy, D283) linii po ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. A — Dokumentace
vysledku RT-PCR. V pfipadé linie D283 byly koncentrace ATRA snizeny na 0,05 a 0,1 yM. B - Graf
zobrazujici numericka data ziskana po pouziti denzitometrie. Data byla nejprve normalizovana
a potom vztazena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.

NejvyraznéjSi zvyseni exprese bylo detekovano u linie SK-N-BE(2) po aplikaci ATRA s CA
i ATRA s CX. U linii SH-SY5Y a D283 bylo detekovano pouze lehké zvySeni exprese po aplikaci
vysSich koncentraci at' jiz ATRA s CA, nebo ATRA s CX. Lehké zvySeni bylo zaznamenano také

u bunék linie Daoy po aplikaci vySSich koncentraci ATRA s CX.

U linie SK-N-BE(2) bylo po aplikaci ATRA samotnévi kombinaci s inhibitory
detekovano vyrazné zvysSeni exprese gdimMP1l za pomoci mikréipt i za pomoci
RT-PCR. U linie SH-SY5Y bylo pomoci mik¢ipu detekovano zvyseni exprese pouze po
vySSich koncentracich kombinace ATRA s CX. Za panRic-PCR bylo navic detekovano
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i zvySeni po vysSich koncentracich kombinace ATR®&As U linie D283 bylo za pomoci
mikrocipu detekovano zvysSeni po aplikaci kombinaci ATRA s ICATRA s CX, zvlas
ve vysSich koncentracich. Pomoci RT-PCR bylo det&ho zvySeni exprese spiSe po
kombinacich ATRA s CX, zato vSak t#ipnizSich koncentracich. V souladwipovou
analyzou bylo za pomoci RT-PCR detekovano zvySemiese gendIMP1 u linie Daoy
po aplikaci vySSich koncentraci ATRA s CX.

Lze tak tvrdit, Ze u linie SK-N-BE(2) dochazelo keySeni expres€IMP1 po vSech
kombinacicinidel, zatimco u MBL linii a linie SH-SY5Y spige kombinacich ATRA

s CX.

Scratch Assay

ZvySena exprese inhibitoru matrixovych metaloprgiei a zmny v regulaci
cytoskeletu (budou diskutovany v dalSim textu - stz 87 a 94) vedly k otazce, zda jde
pouze o morfologické zémy souvisejici s neuronalni diferenciaci, tedy Zgjens tvarem
burgk a s tvorbou novych neuronalnich ¥yki apod., nebo zda je Zmou expresesthto
gen ovlivnéna také schopnost migrace BknOmezeni schopnosti pohybu by mohlo byt
v souladu se zvySenou expresi inhibitoru matrixbvgeetaloproteinaZ IMP1, ktera byla
popsana v fedchozi podkapitole.

K ovéteni gipadnych zmin v pohyblivosti busk byla zvolena tzv. Scratch Assay.
Aby byly co nejlépe rozliSeny vlivy proliferace aigrace, pokus byl proveden jak ve
standardnim usgédani, tak sifidavkem mitomycinu C, ktery zalingje proliferaci busk.
Scratch assay byla provedena pouze u NBL liniiph@&BBL linie D283 je polosuspenzni
a pro tento experiment tedy nevhodna. Navic u MBii Ibylo oproti NBL liniim
detekovano mnohem mé&nzngn exprese u geén spoluzodpovdnych za pestavby
cytoskeletu.

Na zaklad ziskanych dat je nejvyragsim vysledkem potvrzeni toxickeéhdgobeni
50 uM CX, a to jak v kombinaci siM ATRA, tak v kombinaci s 1M ATRA.
Na rozdil od ostatnich kombinaci se neporostlah@ac bugénych populaci ovlivénych
ATRA s 50uM CX v prabéhu experimentu vyrovnala, nebo dokonce rigzsoproti ¢asu
Oh.

Prekvapivym vysledkem je sice néjs vyrazné, ale festo rychlejSi zdistani

neporostlé plochy u bgdnych populaci ovlivenych kombinacemicinidel kromg
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kombinaci ATRA s 5QuM CX. Tento vysledek je vyrazjsi u bugénych populaci bez
piidavku mitomycinu C, coz naztige zvySeni proliferéni aktivity po aplikaci ATRA
s CA, resp. CX.

Lze shrnout, Ze na zaklaaiskanych dat se potvrdilo toxickégmbeni 5uM CX.
Vysledky také nazriaji schopnost kombinaci ATRA s CA, resp. CX zvySitrg¢nou
proliferaci. OvSem nebyl detekovan Zadny trendyykiey nazn&oval zménu mobility
burgk po aplikaci ATRA s CA, resp. CX (Obr. 34).

SK-N-BE(2)
14 25

.DOh O12h m24h m38h SK-N-BE(2), mitomyein C .DOh O12h m24h  m38h

0.8
06 1
0.4
0.2

O0h D12h m24h m38h

OOh ©O12h ®@24h m38h

Obr. 34 Vysledky Scratch Assay na bu fkach NBL linii. V grafech jsou zaznamenany hodnoty
odpovidajici podilu procenta neporostlé plochy ve zkoumaném c¢ase k procentu neporostlé plochy
v fase Oh. Obrazova data byla pfevedena na numerickd data pomoci programu TScratch.
Koncentrace jsou uvadény v uM.

Vliv ATRA s CA, resp. SCX na migraci in vitro nebyl prokazan. Potvrdilo se pouze
cytotoxické pusobeni CX.

5.3 Vliv kombinované aplikace ATRA s CA, resp.CXn a
hladinu transkriptu TAp73a TP53

Protein p73 se vyznamnpodili na procesech probihajicichchem vyvoje
a diferenciacetuznych burk a tkani. V ramci prace na projektu zgsném na expresi
a intracelularni distribuci N-terminalnich izoforeproteinu p73 u buitk MBL byla
u sbirkovych linii (Daoy, D283) pomoci RT-PCR sledoa hladina transkriptu TAp73.

Izoforma TAp73 je v literatte zmiiovana v souvislosti s tumor supresivnimi funkcemi
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(Tomasini et al. 2008a bylo téz prokdzano, Ze hladina této izoformy eokthem
neurogenezeSaifudeen et al. 2005

Ackoliv na zaklad mikrocipovych analyz nebyla detekovana exprese gERU3
u ovlivnénych burénych populaci, fekvapiv byl pozorovan ndist hladiny transkriptu
TAp73 po aplikaci samotné ATRA, ale i po kombinoganpisobeni ATRA s LOX, resp.
COX inhibitory (Obr. 35). Vzhledem k moznému fénkmu propojeni byla provedena
i analyza exprese gemtP53 metodou RT-PCR, ale u tohoto genu zadné zvySqiess

zaznamenano nebylo (Obr. 36).
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Obr. 35 Hladina transkriptu TAp73 detekovana metodo u RT-PCR u bun ék shirkovych MBL
linii po ovlivnh éni ATRA s CA, resp. CX. A — Dokumentace vysledku RT-PCR.
B - Graf zobrazujici numerickd data ziskana po pouZiti denzitometrie. Data byla nejprve
normalizovana a potom vztazena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.

U obou zkoumanych linii je patrny nartst exprese po aplikaci €inidel. Po pouziti vySSich
koncentraci zvlasté CX jiz k dalSimu nardstu exprese nedochazi.
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Obr. 36 Exprese genu TP53 detekovana metodou RT-PCR u bun ék sbirkovych MBL linii po
ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. A — Dokumentace vysledku RT-PCR. B - Graf zobrazujici
numericka data ziskana po pouziti denzitometrie. Data byla nejprve normalizovana a potom
vztaZzena ke kontrole. Koncentrace jsou uvadény v uM.

Ackoliv jsou patrné drobné zmény v expresi sledovaného genu, nepodafilo se detekovat
souvislost s koncentraci €inidel.

Vzhledem ke komplikacim ip kultivaci pacientskych linii byla pro srovnavaci
experiment s kombinovanou aplikaci pouzitelna pdirie MBL-13. U této linie byla na
burgénych populacich ovlivenych nizsimi koncentracemi ATRA v kombinaci s CAsp.

s CX provedena RT PCR vybranych @ea transkriptu TAp73 (Obr. 37, Obr. 38).
VyrazrgjSi zvySeni exprese bylo detekovano pouze u gdbdE15a slabé zvySeni exprese

bylo detekovano i u transkriptu TAp73
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Obr. 37 Exprese vybranych gen 0 detekovana metodou RT PCR u bun é&€né linie MBL-13 po
ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. Patrné zvySeni exprese bylo detekovano u genti GDF15 a lehce
i u transkriptu TAp73. Koncentrace jsou uvadény v uM.
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Obr. 38 Exprese vybranych gen U detekovana metodou RT PCR u bun é&¢&né linie MBL-13 po
ovlivn éni ATRA s CA, resp. CX. Koncentrace jsou uvadény v uM. Graf zobrazuje numericka data
ziskana po pouziti denzitometrie. Data byla nejprve normalizovana a potom vztazena ke kontrole.
Patrné zvySeni exprese bylo detekovano u gentt GDF15 a slabé i u transkriptu TAp73.
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6 Diskuse

Mezi typické vlastnosti ndddmpati porucha diferenciace. Proto terapie, jejimz cilem
je indukce diferenciace transformovanych &undo termindlnich stadii spaies
s naslednou indukci apoptozyepstavuje jednu ze slibnych stratediilgcbé malignit.

Jednim z nejznagsich induktot diferenciace jsou retinoidy. Tyto derivaty vitamin
A se v buice podileji na regulaci mnoZzstviildzitych biologickych procds Jejich
pusobnost zasahuje od regulace pragas embryonalnim vyvoji pes dilezitou tlohu pi
procesu vidni, funkce v imunitnim systému aZ po regulace pibaEpojenych ststem
a udrzovanim homeostazglomhoff and Blomhoff 2006 Takto Siroka Skala dinka
retinoidi je ponejvice zaloZena na jadernych receptorech BRAXR, které se vazou na
specificka mista v genomu a funguji jako transkripaktivatory, resp. represory podle
pifitomnosti nebo néftomnosti navazanych retindid

U fady malignit byl prokazan klinickytfnos terapie pomoci retindid ATRA je
Klinicky vyuZzivana pi lécbé akutni promyelocytarni leukémie, t& RA u neuroblastomu
a 9<is RA u Kaposiho sarkomu. U premalignich stayako jsou orélni leukoplakie
a xeroderma pigmentosum, byl zaznamenan klini¢kyog pouZiti 13is RA. Casteénych
aspcha bylo dosazeno i s vyuZitim syntetického retinodHRP i chemoprevenci
u sekundarniho karcinomu prderéemantle et al. 2003

Kromé jiz Kklinicky ovéfenych ginosi retinoidi v I&¢bé malignit existuje mnoZstvi
praci na experimentalnich modelech n&nijiaich dalSi potenciélni vyuZiti retindidJako
piiklad Ize uvést studie na ovarialnim karcinorRurev et al. 201)1 synovialnim sarkomu
(Adwankar et al. 1991; Ishibe et al. 2008 osteosarkomufozza et al. 2001 Uskalim
pouZiti retinoidi je vSak jejich toxicita a rowZ ziskan&i piirozend rezistencé(tiz et al.
2002.

Moznosti, jak zcela pott#t nebo alespid minimalizovat toxicitu retinoid, pripadre
jak prekonat rezistenci k retinaidh, je vyuziti kombinovanych terapeutickych re#im
Je tak nafiklad popsana dinnad kombinace retinoids interferony DiPaola et al. 1999;
Todesco et al. 2000; Shin et al. 2002; Kalvakolatual. 20103, analogy vitaminu D
(Defacque et al. 1997; Matrti et al. 1997; Choi et 2011; Stefanska et al. 201 HDACiI
(Kuendgen et al. 2005; Trus et al. 2005; De los 8suet al. 200y a také se slagninami,
které se Fimo, nebo neffmo podili na degradaci retingidzv. RAMBAS. Mezi tyto
RAMBAs seiadi hlave inhibitory cytochromu P-450, nagiazol (Njar 2002; Njar et al.
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2006; Ahmad 2011 ale je mozné k nim kadit i slokeniny, kterymi se zabyva tato
disert&ni prace, a to inhibitory 5-lipoxygenazy (5-LOXJd¢fmanova et al. 1998; Veselska
et al. 2004 a inhibitory cyklooxygenazy-2Simeone et al. 2004; Schroeder et al. 2006
Predkladana disertai prace tematicky pokEaje ve snaze objasnit procesy
probihajici pi modulaci antineoplastického efektu ATRA na modshlidnich nadar
détského ¥ku — neuroblastomu a meduloblastomu. Prace vycha&ziperimentalniho
protokolu COMBAT, ktery byl navrzen jako kombinodametronomicka terapie pro
détské pacienty s relabujicimi solidnimi nadoryipp s nadory vysokého rizik&ierba et
al. 2006; Zapletalova et al. 2012V ndvaznosti naipdchozi experimenty orientované
prevazré na burénou Urovaé indukované diferenciace po kombinovanéisgbeni ATRA
s LOX, resp. COX inhibitoryRedova 2010se tato disertani prace zartuje na sledovani
expresnich profil a jejich odliSnosti v zavislosti na kombinovandikagei ATRA s CA
a CX.

6.1 Zmeény expresnich profil G v dusledku kombinovaného
pusobeni ATRA s CA, resp. CX

Kombinovana aplikace ATRA s CA, resp. CX vedla wwkanych bu&nych linii
k fad® zmeén v expresi sledovanych genkteré jsou spojovany s progresi nadorovych
onemocgni. V piipact gemi, u nichZ byla zaznamenana obdobn&manexprese u vice
linii sowasre, byl rovrez podrobuji studovan jejich potencialni vliv na bémé funkce.

Bylo tak detekovanodkolik vétSichéi mensSich funkné propojenych skupin gén

6.1.1 Geny, které se podileji na regulaci bu&ného cyklu, apoptdzy a

indukované diferenciace

Oc¢ekévatelnym vysledkem byla detekceéonv expresi u gah) které koduji proteiny
zapojené v regulacich proliferace a diferenciacea@i zkoumanych 440 gérse podélo
detekovati geny, jejichZ exprese byla zvySena u vé&st sbirkovych linii - a to jak po
aplikaci samotné ATRA, tak v koncentra zavislosti po kombinované aplikaci ATRA
s CA, resp. CX. Jednalo se o0 ge€dKN1A ATF4aGDF15
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Gen CDKN1A

Gen CDKNI1A kéduje inhibitor cyklin dependentni kinazy p2lemt pisobi jako
inhibitor burééného cyklu v odpoddi na rozléné stimuly. Vazbou na komplexy cyklin-
CDK2 nebo cyklin-CDK4 a inhibici jejich aktivity meaha p21 zastavitiechod biiky
z G, do S-faze. Exprese tohoto genuipena nadorovym supresorem p5&aiv nékteré
prace naznalji i antiprolifer&ni aktivitu p21, kterd je nezavisla na klasickénslgaci
prostednictvim p53. Protein p21 je také zndm svou schsgbrinterakce s proteinem
PCNA a hraje tak roli p replikaci DNA v S-fazi a takéipopravach DNA Abbas and
Dutta 2009.

ZvySeni exprese genlCDKN1A resp. jim kbddovaného proteinu p21 bylo
v souvislosti s fisobenim retinoi@l popsano jak v podminkagh vivo u akutni myeloidni
leukémie Ryningen et al. 2008 tak v mnoha fipadechin vitro, jako nap. u akutni
T-lymfoblastické leukémie Lo et al. 2009 u pre-B lymfomu Bao et al. 2008
u hepatoblastomuL{m et al. 2011; Park et al. 20)1a také u neuroblastomu a to jak po
samotné aplikaci ATRAWainwright et al. 2001; Liu et al. 2004; MarzinkadaClagett-
Dame 2012, tak @i pouziti ATRA v kombinace s HDACde los Santos et al. 2007

S inhibitorem bu&ného cyklu p21 je row funkiné spojen genTSG101 jehoz
zvySena exprese byla detekovarievdzre pouze u NBL linii. Produkt geniSG101
se vaze na p2l a stabilizuje Romz podporuje inhibici buftného fistu a pipadnou
diferenciaci Oh et al. 2002 Mutace a alternativni sést se s vysokou frekvenci vyskytuji
u karcinomu prsu a naz&igi tim moznou roli gend SG101v karcinogeneziGayther et
al. 1997; Li et al. 1991

Zvyseni exprese p2l a st&jtak i jeho pipadna stabilizace pomoci TSG101 po
aplikaci ATRA s LOX, resp. COX inhibitory tak nazhige alespa dotasné pozastaveni
proliferatni aktivity. Toto pozastaveni ke poslouzit k opravam DNA, iipadré k
nastartovani diferenciace nebo apopt6zy. Totoémjije v souladu s naSkgrchozi praci
(Redova et al. 20230kde bylo za pomoci MTT a WST testu prokadzandesmiiprolifergni
aktivity u burek NBL i MBL linii po aplikaci ATRA s CA, resp. s CX
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GenATF4

Gen ATF4 kbéduje transkripni faktor z rodiny ATF/CREB. Jednd se o rodinu
transkrignich faktofi vazajicich se na cAMP responzivni elementy (CREQieinATF4
formuje bu’ homodimery nebo heterodimery s rémlymi partnery. Mista v genomu,
na které seATF4 vaze, se tak mohou liSit podle aktuélniho sloZesterodimeru. Diky
tomu seATF4 podili na regulaci exprese dgemapojenych v reakcich na oxiha stres,

v syntéze aminokyselin, ale také v procesech difgage, proliferace, metastazovani
a angiogenezeédfneri and Harris 2008

Armstrong et al. Z010 demonstrovala souvislost mezi zvySenou hladinatemu
ATF4 a apoptozou indukovanou retinoidy, kdy k indukgl pouzit synteticky retinoid
fenretinid. Fenretinid indukuje stres endoplazneitio retikula, ktery rize vyvrcholit
apopt6zou u buik linii derivovanych z neuroektodermalnich nadgiicemz ve zmisné
praci byla vyuzita i NBL linie SH-SY5Y.

V souvislosti s apoptézou byla u linii SH-SY5Y adyadetekovana zvysena exprese
genuTNFRSF10Bznamého téz jakd@RAILR2 Protein kédovany timto genem deenem
nadrodiny receptdr TNF (tumor necrosis factor receptor) a obsahujgaaelularni
doménu smrti (death domain). Sasné prace pak dokladaji, Ze indukci apoptdzypkter
tento receptor fize vyvolat, Ize zesilit gsobenim retinoidl (Chambaut-Guerin et al.
1995; Dhandapani et al. 20).1ZvySeni exprese génjez mohou byt spojeny s apoptdzou,
také odpovida vysledkn naSi pedchozi studie Redova et al. 2030 kde u vSech
zkoumanych linii s vyjimkou linie Daoy bylatipanalyze bu&ného cyklu detekovana
zvySena proporce sub-G1 faze, coz naajeaucity podil apoptotickych butk v burg¢né
populaci.

Gen GDF15

Pro zesileni indukce bagné diferenciace vigledku gisobeni kombinaci zvolenych
¢inidel hovai rovréZz zvySeni exprese gen&DF15 Protein GDF15 kbddovany
stejnojmennym genem je téZ znam j&doF; MIC1; PLAB MIC-1; NAG-1 neboPTGFB
a pati do nadrodiny transformujicichistovych faktoé-p (TGF). Jak jiz napovida
mnoZstvi rozknych jmen tohoto proteinu, sekrece GDF15 zasahoij&amtroly velkého

mnozstvi fyziologickych i patologickych prodes
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Funkce zprosedkované GDF15 zahrnuji v prvdad procesy souvisejici
s embryonalnim vyvojem, dale pak kontrolni funk&eimunitni odpowdi, odpo¥di na
bung¢ny stres atd.Nlimeault and Batra 2000 Predevsim u mysi byl zkouman a prokazan
vliv tohoto proteinu na vyvoj a jeho spoliast [ reparaci po poSkozeni nervovych tkani
(Schober et al. 2001 Rozhodujici roli B vyvoji nervovych tkani také dokladé prace
vyuzivajici mysi s ,knock-outovanym“ geneBDF15 U takto geneticky modifikovanych
mysSi byla detekovana redukcekterych senzorickych neuréra motoneuroh (Strelau et
al. 2009.

Nekolik praci také uvadi spojitost GDF15 s nadorovgupresorem p53L{ et al.
2000; Yang et al. 2003Na z&klad pokusi in vitro (linie derivované z karcinomu prsu)
i in vivo (na imunodeficientnich mysich) tyto prace doklda@ GDF15 je parakrinnim
mediatorem signalni drahy p53 a indukuje zastawgédného fistu a apoptézu. V ramci
téchto experimerit byla prokazéna také pozitivni korelace mezi mno#st GDF15
a proteinu p21 po aplikaci doxorubicinu, ktery vigéosti na davce hladinuédhto
proteini zvySoval. Ke zvySeni ovSem dochazelo pouze u dimémutovanym genem pro
pS53.

U nami testované linie Daoy byla popsana mutacemnudkddujicim p53, aipsto
dochazelo po aplikaci ATRA s CA, resp. s CX ke =2njsexprese gén GDF15
i CDKN1A obdobr jako u ostatnich linii. Nabizi se tak mozna sdosgiss izoformou
TAp73 (patici do rodiny p53), neliohladina transkriptu této izoformy vykazovala také

zvyseni.

6.1.2 Reorganizace cytoskeletu &hem indukované diferenciace

ZvySeni exprese dalSich genu nichZz je zndma Klova role pi piestavbach
cytoskeletu Bhem bur¢né diferenciace, bylo detekovano vétsi mie u NBL linii,
zatimco u MBL linii bylo takovéto zvySeni jen spaicke. Geny, jejichZz exprese byla
alespa v nekterych gipadech zvySena i u MBL linii, bylRHOA RHOCa GSK3A

GenyRHOAa RHOC pochéazeji z rodiny Rho GTPaz, jefienové jsou znami svou
Gcasti v mnoha procesech, jako je dynamika cytoskeletirecny cyklus, ¢i regulace
transkripce. Neni tedyiekvapivé, Ze byla popsana souvislost igentéto rodiny jak

s onkogennimi, tak antionkogennimi proceMeda and Ridley 2008; Wenandy et al.
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2008. Existuji i studie dokumentujici schopnost reiitiicaktivovat proteiny z rodiny Rho
GTPA&z. V souvislosti sigobenim ATRA tak byla prokazana schopnost aktivpvatein
RhoA. Takto aktivovany protein se pak podili nautagi prestaveb cytoskeletufip
indukované neuronalni diferencia8ifgh et al. 2003; Pan et al. 200Krom¢ schopnosti
aktivovat protein RhoA byla popséana i souvislostzimgisobenim ATRA a zvySenou
hladinou proteinu RhoA v prekurzorovychithdch mySiho nervového systémukaliv
zvySeni na urovni mRNA se nepdilia potvrdit (Sato and Heuckeroth 2008

Protein kodovany genenGSK3A je jednim typem kinazy glykogen syntazy 3
(GSK3). GSK3 jsou serin/treonin kinazy, které biglgntifikovany jako kiéové regulatory
enzymi zapojenych do metabolismu glukézywdodgett and Cohen 198ZExistuji dw
izoformy tohoto proteinu: GSiKa GSK3, které jsou kddovany samostatnymi gerikadiv
vykazuji 85% homologii a jejich kinAzové domény doke 95% homologii\WWoodgett
1990. Sowasné studie dokladaji vyznamnou regualaoli, kterou GSK3 proteiny hrajiip
neuronalnim vyvoji - tyto procesy zahrnuji neuroggn neuronalni migraci, neurondélni
polarizaci a axonalniust. Schopnost GSK3 protéirzasahovat do takového mnozstvi
proces je dana mnozstvim substtakteré mohou fosforylovat a tim ovligvat mnozstvi
daného proteinu v liige, jeho schopnost vazat DNA a také jeho jaderokalizaci. Mezi
tyto substraty p&t CREB, Nfat, neurogenin2, SMAD, c-Junfecatenin a také &kolik
proteini asociovanych s mikrotubuly (MAPsYltou and Snider 2005; Hur and Zhou
2010. Pra« diky regulaci aktivity MAPs se mohou proteiny GSp@dilet na reorganizaci
cytoskeletu fi bunééném dleni, migraci, éistu axor apod. Hur and Zhou 2010

Exprese gehnCCT5aRAC1byla zvySena jen u NBL linii. Protein kédovany gen
CCT5 je molekularni chaperon, ktery pomaha razfim proteifim zaujmout spravnou
prostorovou konformaci - a to i takovym proti@im, které pai mezi zakladni slozky
cytoskeletu, jako jsou aktin a tubulihigng and MacRae 1997; Lundin et al. 2010
Aktivita a znEny v intracelularni lokalizaci proteinlCCT5 byly detekovany
prestavbach cytoskeletu u neuritogeneze na mysi MBL(Roobol et al. 1995 Ugast na
piestavbach cytoskeletuétrem diferenciace byla popsana také u g&AC] jehoz
produkt paiti spolu s vySe zmémymi produkty gett RHOA a RHOC mezi Rho GTPazy
(Hall 1998; Frantz et al. 2002). Popsana byla rake proteinuRAC1pii procesu zvaném
~neurite outgrowth” - tento termin zahrnujegateni rast vykEzka budouci nervové hiky
pied roza&lenim na axon a dendritiKflodosevich and Monyer 2010

Zvysena exprese gemNME1aNMEZ2 ktera byla v této praci prokazana u NBL linii,

je obecw spojovana s vice diferencovanym fenotypem u lidskymySich bu&nych linii
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(Backer et al. 2000; Negroni et al. 2000; Amendotaaé 200). Navic je zndma
i schopnost proteilnNME1 a NME2 aktivovatleny rodiny Rho GTPaziimz se mohou
podilet na regulaciipstaveb cytoskeletu a s tim spojenyclézach buscné morfologie,
migrace buik apod. Boissan et al. 2007; Miyamoto et al. 2009

Vliv samotné ATRA a stefhtak ATRA v kombinacich s CA, resp. CX vedl u Bkin
NBL linii ke zméndm morfologie, jak bylo zaznamenano jifive ve studii na buftné
arovni (Redova et al. 20)0proto pifikaz zvySené exprese gernez se Gastni pestaveb
cytoskeletu, je zcela v souladu s naSit@dezhozimi vysledky. V jistém nesouladu je vSak
sporadicka detekce zvySené exprediderych vySe zmignych geri u MBL linii, nebd’
u t&chto linii nebyly Zadné morfologické 2my pozorovany a ani v literatel nebyly Zadné

zmeény burgcné morfolgie ve spojitosti s diferenciaci u MBLilipopsany.

6.1.3 Vliv retinoid @ na extracelularni prostor

U NBL linii zvySena exprese dalSictyrech ged (NINJ1, LAMB1, RET, GTF2I)
spojovanych s diferenciaci nervovych Bkinnejen dokazuje, Ze je moZzné retinoidy
indukovanou diferenciaci NBL bgh potencovat LOX, resp. COX inhibitory, ale také
nazn&uje, ve kterych dalSich bagnych procesech a signalnich drahdch se diferenciace
projevuje.

Protein ninjurin kodovany geneMINJ1 je adhezivni molekula, ktera podporujestr
cytoplazmatickych protruzi nervovych hikn a hraje tak dlezitou roli ve vyvoji
nervovych spdj (Araki et al. 1997.

LamininB, produkt genu LAMBI1, je slozkou heterotrimerickych protéin
extracelularni matrix, které reguluji bimou viabilitu a funkce. ZvySena exprese genu
LAMB1 byla popsana u mySich embryonalnich kmenovyché¢lbubéhem ATRA
indukované neuronalni diferenciacgh(lang and Gudas 20p&ialezitou roli laminini pri
vyvoji neurori doklada také pracen vivo na mysich s disfurgkim genemLAMB2 ve
Schwannovych hikach. Disrupce pomoci systému Cre-loxP vedla k keidexprese
i laminind a2 a Bl a takto mutantni mysi vykazovaly motorické dejekiedouci az
k paralyze zadnich kéetin a neovladatelnémiesu Chen and Strickland 2003

ProtoonkogerRET, ktery jec¢lenem nadrodiny kadhefinkdduje transmembranovou
receptorovou tyrosin kinazu, jez zph@stkovava signaly pro bgény rast a diferenciaci

(Wells and Santoro 20p9ProtoonkogerRET byl také popsan jako Kibva komponenta
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pfi  transkrignim  programu spojenym s diferenciaci indukovanoutinoaly
u neuroblastomu. Experimenty vedouci k tomuto &jiStoyly provadny i na stejnych
NBL liniich, jaké byly pouzity v této disertai praci Oppenheimer et al. 20D.7Krome
samotné spojitosti s neuronalni diferenciaci uddiessio et al. 1995 sowasre korelaci
exprese RET s expresi neurofilament NF-200, coz je takéépinsouladu s naSimi
piedchozimi vysledkyRedova et al. 2030

Gen GTF2l kdduje multifunkni transkrigni faktor, ktery niZze fungovat jako
aktivator i represor transkripce, aléastni se také signalni transdukd¢ezebnik et al.
2009. O jeho zapojeni do neuronalni diferenciac&dsivskut&nost, Zze porucha v tomto
genu je jednou z moznychigin Williams-Beurenova syndromu. Jedna se 0 vyvojpvo
poruchu s celodadou giznaki, vcetrg poruch neurokognitivnich funkci projevujicich
se snizenym 1Q, hypersociabilitou at&akurai et al. 2010 Ffima spojitost s vyvojem
nervoveé trubice pak byla prokazdna na mysich ieficich pro tento gerEfkhmandakh
et al. 2009; Makeyev and Bayarsaihan 2009; Saketrai. 2010.

6.1.4 Poskozeni burénych struktur p iasobenim ATRA s LOX, resp.
COX inhibitory

Kombinovana aplikace ATRA spolu s inhibitory LOXesp. COX vedla u nami
zkoumanych linii ke zvySeni exprese @eRkteré koduji proteiny dastnici se reparace
DNA, odstraiovani poSkozenych protéira zvladani oxidaniho stresu. Jednim z moZznych
vyswtleni zvySeni exprese takovychto ganuze byt nespecificky vliv spojeny s toxicitou
pouzitychc¢inidel, jejimz vysledkem je poSkozeni DNA i protiéia jejich nasledna oprava
¢i odstrarni. Na druhou stranu se na zakiguublikovanych dat se nabizi éktera dalSi

vyswétleni.

PosSkozeni DNA

Zvyseni exprese u g@nXRCC1 XRCC5a XRCC6 jez se Gastni reparace DNA,
bylo detekovano u NBL linii SK-N-BE(2) po kombinabi ATRA s CX, zatimco u linie
SH-SY5Y po kombinacich ATRA s CA. DalSim genem Kédm protein, ktery se podili
na opravach DNA, je geACNA jeho zvySena exprese byla detekovana u linie $BYS
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po aplikaci obou kombinaci a u linie SK-N-BE(2) gombinovaném fisobeni ATRA

s CA. U MBL linii bud nebyla zména v expresi tohoto genu detekovana, nebo bylo
prokazano snizeni exprese. Ke snizeni exprese @ENA doSlo u linie Daoy

po kombinaci ATRA s CA a u linie D283 po kombinddiRA s CX.

Na rozdil od proteiin i¢astnicich se proteolyzy neni v gaané literatte popsana
piim& souvislost {sobeni retinoid na expresi gan zapojenych do oprav DNA. Tato
skute&nost naznéuje, Zze se v naSentipact pravdpodobré jedna o toxické {sobeni
vyvolané nap oxidatnim stresem, ktery byl po aplikaci retindidopsan Castro-Obregon
and Covarrubias 1996; Myung et al. 1998; Oh et 2010. Pra¢ pro opravy vzniklé
oxidativnim poskozenim DNA jsou typické excizni aegce, jichZ se dastni proteiny
XRCC1 XRCCH XRCC6aPCNA(Travali et al. 1989; Thompson et al. 1990; Smided a
Chu 1997; Myung et al. 1998

Do reparaci DNA je zapojen i g¢tMGBY1, jehoZ exprese se wkierych linii po
kombinované aplikaci ATRA s CA (SK-N-BE(2), Daoy}iCX (Daoy, D283) sniZovala.
Proteiny HMGB jsou Siroce roz&hé nehistonové proteiny fungujici jako DNA
chaperony, které se podileji na mnozstvi prbcesliviiujicich strukturu chromatinu -
transkripce, replikace, rekombinace, oprava DNAaji@tovani genomickeé stabilitySfros
2010. Presny mechanismus, kterym HMGB1 modulujélgh oprav DNA, zatim neni
dokonale popsan, ale zda se, Zizendochazet jak ke zvySendiinosti oprav diky lepSi
interakci mezi posSkozenou DNA a reparami proteiny, tak Kk inhibici oprav Kudi
zablokovani fistupu k poskozené DNAValina et al. 2002; Liu et al. 20)0Detekované
snizeni exprese gendMGB1 u nadmi zkoumanych linii tak sice nepoméha &tiv
pusobeni retinoid s LOX, resp. COX inhibitory, ale neni také v romp@ pozorovanymi
zmeénami exprese ostatnich gerVyssi citlivost NBL linii k nespecifickému poSkexzi je
v souladu s naSitedchozi praci, stejnjako vysSi rezistence Kipobeni ATRA u linie
Daoy. Zdanliva rezistence k posSkozeni u linie D83ak vys¥tlitelna nutnosti pouZit

snizenou koncentraci ATRA.

Indukce proteolyzy

U MBL linii bylo naopak detekovano veitéi mie nez u NBL linii zvySeni exprese
dvou ger, jejichZz proteiny jsou zapojeny do ozpaani proteid ubikvitinem pro jejich

naslednou degradaci. Slo o protdifBE2LG jehoZ exprese byla zvy3ena nezavisle
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na pouzitém inhibitoru u obou linii, a g&iCHL1, jenZ vykazoval zvySeni nezavisle na
pouzitém inhibitoru pouze u linie D283. U NBL lifbyla zvySena exprese gebBE2L 6
detekovana jen u linie SH-SY5Y po kombinaci ATRACX a genuUCHLL1 u linie
SK-N-BE(2) po kombinaci ATRA s CA.

Modifikace proteii ubikvitinem je dlezity buré¢ny mechanismus slouZici
k ozn&eni abnormalnich nebo jiz nepalbnych proteidh uréenych k degradaci. Proces
ubikvitinace je tistupiovy a podle &chto stupa se enzymy odliSuji ozdanim E1-3.
Navic existuji dalSi do systému zapojené tzv. deutmacni enzymy (mezi & pati
UCHLY1), které jsou schopné navazany ubikvitin ze substodstranit,cimz gidavaji
tomuto komplexnimu systému dalSi ragr{Day and Thompson 2010

Zvyseni mnozstvi enzyiinpodilejicich se na ubikvitinaci protéitylo odhaleno jako
jeden z nefimych mechanisin kterym se retinoidy dastni regulace procgsv buice
(Dragnev et al. 2003 Asi nejlépe prozkouman je tento mechanismus wtrdk
promyelocytarni leukemie, kde byla popsana schdpA®&RA indukovat proteolyzu za
pomoci proteinu UBELL (protein se skupiny E1), &terede k degradaci onkogenniho
produktu PML/RAR: a k nasledné indukci apoptdzy, coz dale podpoanfgonkogenni
efekt Kitareewan et al. 2002 Navic enzymem ze skupiny E2, jenz gagini degradace
fuznich proteif u PLM, je dle Kramera2008 praw nami detekovan{BE2L6patici do
skupiny E2. Proteolyza e byt také jednim z mechani§magicinujicich indukovanou
diferenciaci, jak doklad#n vitro studie demonstrujici, Ze ATRA podporuje ubikvitna
a degradaci cyklinu D1. SniZeni hladiny cyklinu [ltotiz Gzce spojeno s akumulaci
hypofosforylované formy Rb proteinu a nasléde zastavenim b&ného cyklu v G-fazi
(Spinella et al. 1999 Detekce deubikvitinaniho enzymuJCHL1 je zajimava s ohledem
na jeho takka specificky vyskyt u nervovych bék a jeho popisovanou schopnost
L=uzamknout a drZzet" neurony v diferencovaném stéay and Thompson 201L0Na
zaklad téchto poznati Ize u MBL linii uvazovat v souvislosti se zvySenéxprese gan
podilejicich se na proteolyze nejen jako o nesppgifvyvolané odpo¥di na poskozeni
proteini, ale také o funknim zapojeni do indukované diferenciacéicémz detekce

zvysené exprese getlCHL1 by u linie D283 mohla naztavat neuronalni diferenciaci.
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ZvySeni aktivity mitochondrii a s ni spojeny oxid#&ni stres

U germi TUFM aLONP1bylo zaznamenéno zvySeni expressdpvSim u NBL linii.

Produktem genuTUFM je protein, ktery participuje na translaci protein
v mitochondriich. ZvySeni mitochondrialni aktivitdiky zvySené expresi gentlJFM se
pravdEpodobré podili nejen na zesileni diferenciace u myoblast@®ochard et al. 2000
ale mize hréat dlezitou roli i u diferenciace NBL bk (Cordeau-Lossouarn et al. 1991;
Wrutniak et al. 1998 Ugast genutlT' UFM pii neuronalni diferenciaci také potvrzuje detekce
mutace tohoto genu v souvislosti s infantilni eatmdatii {alente et al. 2007

Gen LONP1 kéduje protein mitochondrialni matrix znamy jakon | peptidaza 1.
Tento protein se spolu s chaperony podili na cidegradaci polypeptid Pomaha tak
nejen odstrdovat toxické proteinové agregaty, ale cilenym a@iswanim ukitych
proteini se podili na regulaci replikace a transkripd&gg et al. 1993; Voos 2009

Na zvySenou aktivitu mitochondrii poukazuje takésani exprese génCOX6C
aCOX7A2 jez byly detekovany u vSech nami pouzivanych knong linie Daoy. Tyto
geny koduji podjednotky cytochrom ¢ oxidazy, kteréii komponent mitochondrialniho
respir&niho fetzce, ktery katalyzuje transfer elektronu z reduk@e cytochromu ¢ na
kyslik. ZvySeni respikai aktivity mitochondrii Bhem diferenciace neuronalnich
kmenovych bueék doklada Wang et al. 2010, vtéto praci se také zaiuje
na problematiku snazSiho poSkozeni mitochondriBNA a dileZitost udrZeni integrity
MtDNA pii mitochondrialni maturacidhem diferenciace.

Zminéné poSkozeni DNA souvisi nejen &Si dostupnosti DNA, diky zvySené
transkripci, ale také s vySSi resgiméa aktivitou, i které vznikaji vysoce reaktivni formy
kysliku (ROS — reactive oxygen species). Jak jilo byvedeno vy3e, spojitost mezi
pusobenim retinoil a oxid&nim stresem jiz byla popsana, a i v naSefipgat byly
prokazany dva geny spojované s o¥itian stresem, jejichZz exprese po aplikaci ATRA
s CA, resp. s CX vistala. Jednalo se 0 geBpPD1aNQOL1l

Exprese gen®OD1byla zvySena u vSech linii kraniinie Daoy po aplikaci ATRA
s CX a u linie D283 také po kombinaci ATRA s CA.libie Daoy po kombinaci ATRA
s CA doSlo dokonce ke snizeni. Ge&0OD1 kbéduje superoxid dismutazu, ktera
v cytoplaznd a mitochondriich vychytava kyslikové radikaly ak tase podili
na vyrovnavani se s oxi¢ctaim stresemMlondola et al. 2004; Miao and St Clair 2009

Gen NQOJ, jehoz zvySenou expresi jsme pozorovali jen u NBli, je spojovan

nejen s oxidé&nim stresem, ale i s neuronalni diferenciaci. Fatain tohoto genu je
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cytoplazmaticka 2-elektron reduktdza, ktetédehazi jednoelektronové redukci chinonu
jejimz vysledkem je vznik reaktivniho radikalda{swal et al. 1988; Siegel et al. 2004
Transkrignim faktorem, ktery spousti expresi ge¥@QO1je faktor Nrf2, picemz Zhao et
al. 2009 ve své praci na linii SH-SY5Y dokazuje jeho zvySe expresi i aktivitu
(spol&né se zvySenou expreNiQO]) pii RA indukované diferenciaci.

Spojenim &chto poznatik s naSimi daty rizeme usuzovat na jeden z moznych
procesi béchem indukované diferenciace. ZvySenim mitochonariaktivity dochazi nejen
ke zvySené respiraci, ale také &3i produkci vysoce reaktivnich forem kysliku (RGS
reactive oxygen species), které mohou a také pofik@NA. Proto jsou v biice ve
zvySené nie produkovany enzymy, jenz kyslikové radikaly pomjaprevadt na més
reaktivni formy §ODJ1 NQOJ), a proteiny, jez zaji%iji opravy DNA XRCCZ16). ZvySeni
aktivity mitochondrii by také mohlo vysilit detekci zdanlivého zvySeni prolifera
aktivity po aplikaci 1uM ATRA u burek NBL linii v naSich pedchazejicich vysledcich
(Redova et al. 2000Vzhledem k faktu, Zefpmena tetrazoliovych soli, jako jsou MTT
a WST, na barevné produkty probiha v mitochondriigh mozné, Ze ip nizSich
koncentracich retinoidy zvySena aktivita mitochondsp. jejich enzyiin vyrovnala pop
pievazila Ubytek celkového P burgk zpisobeného antiproliferativnim cinkem
pouzitych¢inidel. Podobné modifikace oviiwjici buréény metabolismus a tim i vysledky
kolorimetrickych test jiz byly v literatde popsany Sylvester 2011 ReSenim by
v takovém pipad® mohlo byt vyuziti testu nezavislého na mitochatdrjinap. znaeni

DNA za pomoci BrdU, nebo porovnanim vyslédkcelkovym obsahem protéin

Vliv na migraci

V biologii nddoti je schopnost migrace kbiva pro invazivitu nddorové tkéma pro
schopnost nadoru metastazovat. Intnibivliv na pohyblivost bugk ma produkt genu
TIMP1, ktery inhibuje matrixové metaloproteinazy, cozoys proteinazy zapojené
do degradace extracelularni matrikoffler and Ptrides 1998 Vzhledem k detekci
zvySené exprese tohoto genu po kombinované apl&aBA s CA i CX u NBL i MBL
linii byla pohyblivost busk zkouméana pomoci Scratch assay, Nicénésuto metodou
se zadny vliv na pohyblivost neprokéazal.

DalSi oblasti, ve které se protelfiIMP1 uplatiuje, je ochrana ied oxid&nim

stresem Gonzalez et al. 2000; Sarang et al. 2D0R2 ohledem na detekci Zmu dalSich
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genmi spojovanych s ochranourgal volnymi radikaly (viz vySe) je tedy mozné, Ze ke
zvySeni exprese u nami zkoumanych linii doslo gnagouvislosti s oxidamim stresem.
Nenahodnost detekce zvySeni exprese geNP1 po aplikaci retinoid potvrzuje i prace
Dutta et al. 2010, ktery natist expreselIMP1 po aplikaci retinoid pozorovalin vitro

u karcinomu prsu, a také naSe detekce zvySenésexprprimarnich MBL linii.

Vliv na imunitni systém

Imunitni systém je dalSi z oblasti, do které retgesvym msobenim také zasahuiji.
U vSech hodnocenych linii bylo zaznamenano zvy8gpiese dvou géin jejichZ proteiny
jsou @imo zapojené do imunitni odpéi a toHLA-C aHLA-G. Dale pak bylo prokadzano
zvySeni exprese ger@ANX jimZ kodovany protein funguje jako chaperon, kteg podili
na ugeni spravné prostorové konformace molekul HLAZhgng and Salter 1998
Molekuly HLA tfidy | jsou gitomny na povrchu vSech jadernych Bkim jejich &elem je
prezentovat fragmenty proté@invyskytujicich se uvnit buiky na povrch, ktery je
monitorovan imunitnim systémeréliger 2008 Nejen prezentovany fragment proteinu,
ale i mnoZzstvi HLA-1 molekul je kéibvym parametrem rozhodujicim mezepitim buiky
a lyzi zpisobenou CD8+ cytotoxickymi T lymfocyty (CTLHEhodin et al. 1996

Na buikach NBL linii bylo detekovano nejen zvySeni expregeri kodujicich
HLA I. receptory (Gross et al. 1992; Voigt et aD0B; Carlson et al. 2008), ale byla
pozorovana i $Si senzitivita takto ovlivénych burk k lyzi zpasobené CTL Vertuani et
al. 2003. Tato zjiSéni nazn&uji, Ze by aplikace retinoidv kombinaci s imunoterapii
zaloZzené na T hikdch mohla byt efektivniiplécbé neuroblastomu. NasSe poznatky pak
indikuji dalSi moznost, jak tutodbu dale modulovat pomoci CA, resp. CX, a poukazuji

také na potencialni vyuzitiidécbé meduloblastori.

6.2 Srovnani neuroblastomovych a meduloblastomovych
linii

Prvnim patrnym vysledkem expresni analyzy bylo pozéni obecé zvySené
exprese gahn u nichZz se po aplikaci ATRA s CA, resp. CX prdjevéjaky trend ve
zménach exprese. N&sgji detekovanou zrnou bylo zvySeni genové exprese.

Ke zvySeni dochazelo nejen line&mw zavislosti na koncentraci, atasto také pouzeip
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nizSich koncentracich, zatimco vysSi koncentragaresx nezvySovaly, nebo dokonce
dochéazelo k jejimu snizeni. Vy3Si p&mgen se zvySenou expresi oproti gem se
snizenou expresi uvgd i nékteré recentni prace zabyvajici se vlivem ATRA
na diferenciaci butk (Dai et al. 2011; Ying et al. 20).1

U NBL linii bylo detekovano 105 gé&nu linie SK-N-BE(2) a 85 génu linie
SH-SY5Y, u kterych byla sledovana &mind exprese po aplikaci ATRA s CA, resp. CX.
V reakci na pouzit&inidla nebyl prokazan zadny vyznamny rozdil mezuftymi
inhibitory, ani mezi liniemi.

Na rozdil od NBL linii, u MBL linii bylo detekovanwétSi mnozstvi gein se
sniZzenou expresi, ovSem Zadny gen, u kterého gdStibenim ATRA s CA, resp. CX ke
snizeni exprese, nebyl detekovan u vice liniicas@. MBL linie se od NBL linii liSily
celkow mensim pétem gerd, u nichZ dochazelo ke zmam exprese. Zatimco linie D283
se ukazala jako vysoce citliva kgpbeni ATRA az do té miry, Ze bylo nutné snizit
koncentrace pouzité k ovligni, buiky linie Daoy reagovaly nejvice fip vySSich
koncentracich ATRA. Tento zjevny rozdil v citlivogouzitych linii vSak znesn#édje
interpretaci ziskanych vysledk

DalSim faktorem, ktery néfznivé ovliviuje vyklad vysledl, je obecs nizSi p@et
praci zabyvajicich se MBL. Tato situace jeiggbena v prvniad relativni vzacnosti
tohoto onemoaini a dale pak problematickou kultivaci linii dennamych z budk MBL.

Na druhou stranu detekcékolika geri, jeZz shoda reaguji na pouzitéinidla jak u obou
zkoumanych MBL linii, tak u NBL linii nazrtaje, Ze pozorované zvySeni expresehto
geni by mohlo mit obecnou platnost.

U NBL i MBL linii byla detekovana zvySena expresengy které naznauji vliv
pouzitych ¢inidel na inhibici bus¢ného cyklu a fipadnou indukci apoptézy. Zatimco
u NBL linii bylo po aplikaci ATRA s CA, resp. CX tekovano ¥tSi mnoZzstvi gein se
zvySenou expresi, které jsou spojovany se zvysemitachondrialni aktivitu, a geén jez
se podileji na reorganizaci cytoskeletu, u MBLilinyla expreseéthto geri beze zmin,
nebo byla zvySena jen sporadicky. Naopak u MBL lyily detekovany ziny v expresi
geri podilejicich se na ubikvitinaci protéinkteré mohou byt nejen znamkou degradace
poSkozenych protein ale také mohou souviset s indukovanou difereficiac

Na zaklad pozorovanych zem genové exprese se tak lze domnivat, Ze
u sledovanych NBL linii dochazelo k zastaurécného cyklu a indukci diferenciace,
ktera se projevovala zvySenou produkci energiebjdd spotebovavana mimo jiné na

piestavbu cytoskeletu. U sbirkovych MBL linii pak eicdochazelo také k zastav
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bunééného cyklu, ale k indukci diferenciace dwnedoslo, nebo k ni doSlo odliSnym
zpisobem nez u NBL linii.

6.3 Vliv kombinované aplikace ATRA a CA, resp.CXn a
expresi izoformy TAp73

Protein p73,¢len genové rodiny p53, se vyznagnmpodili na embryogenezi
a tumorigenezi nervové soustavy u vybranychitgmbryonalnich nAdaérCNS. Klicovou
roli proteinu p73 na ontogenezi nervové soustavilatta vyzkumTP73/- mysi, které
vykazovaly vyvojové abnormality NS, jako je dysgemehipokampu a gyrus dentatus,
poruchy feromonové signalizace, hydrocefal¥ar(g et al. 2000 redukce kortexu,
objemu bilé hmoty mozkové a corpus callosuvieyer et al. 2004 a Ubytek neurah
sympatiku Pozniak et al. 2000 Narist exprese p73, ovSem bez rozliSeni izoforem, po
aplikaci retinoidi byl dokladovan u butk NBL (De Laurenzi et al. 20Q0a k zvysSeni
exprese doslo i u bék MBL a ependymoblastomufipdiferenciaci indukované NGF
(Antonelli et al. 200). Indukce p73 fisobenim syntetického retinoidu bexarotenu byla
popsana také u bek T-burécného lymfomu Nieto-Rementeria et al. 2009

Pokud jde o izoformu TAp73, prace na TAp73-/- mgSiloklada kikovou roli této
izoformy @i normalnim vyvoji hipokampu, déle doklada nada@rasupresivni funkce
a naznduje také roli pi udrzeni genomove stabilityf masini et al. 2008 Saifudeen et al.
(2005 také zmiuje dilezitou roli izoformy TAp73 p nefrogenezi. Bhem diferenciace
nefroni je exprese izoformy DeltaNp73 nahrazovana izofarmap73.

Jako souvast probihajiciho projektu, ktery se zabyval exprBisterminalnich
isoforem proteinu p73 v nddorové tkani MBL, byla st@irkovych MBL liniich a jedné
pacientské MBL linii sledovana hladina izoformy TApza pomoci RT PCR.

U vSech ti sledovanych linii doSlo ke zvySeni exprese, pbkag ATRA s CA
i s CX. Pro porovnani byla sledovana i hladina egprgenurP53 ale u tohoto genu
k Zzadnému zvySeni nedoslo. U obou sbirkovych faké bylo detekovano zvySeni exprese
genu CDKN1A ktery bezprosedre s rodinouTP53 souvisi a genuGDF15 ktery byl
popsan jako parakrinni mediator signalni drafp3(Osada et al. 2007 ZvySeni exprese
genu GDF15 po samotné ATRA bylo detekovano i u primarnich MBhii MBL-6
a MBL-12 a u linie MBL-13 byla zvySena exprese #eténa po kombinované aplikaci
ATRA s CAi CX.
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U linie Daoy byla dale detekovana zvySena expresseu JNFRSF10B jenz se
Gcastni apoptotickych procgsa mize byt aktivovan skrze drahu p58dhmood and
Shukla 2010; Maldonado et al. 2010Na zaklad téchto zjiSeni se jevi, Ze ATRA
v kombinaci s CA, resp. s CX je schopna aktivovaahd p53. Nicméh zjistni,
Ze nedoSlo ke zémé exprese samotného gem®53, a navic popsana skéest, Zze gen
TP53 je u linie Daoy mutovan, tize vést k domince, Ze aktivace této drahy probih&

prostednictvim TAp73, jehoz exprese sémhv zavislosti na pouzité koncentrgaiidel.

Zmeény v expresi gefi u primarnich MBL linii

U pacientskych linii bylo detekovancekolik geni, u nichZz doSlo k podobnym
zmenam exprese nasledkemigobeni ATRA. Pomoci nasledné analyzy se ovSem
nepodéilo zachytit Zadny trend, ktery by poukazoval ngaky urity vliv ATRA na
bung¢né procesy uéthto linii. Jistym naznakem by snad mohla byt podab odpowdi
na aplikaci ATRA u linii MBL-12 a MBL-13 se shirory neuroblastomovymi liniemi.

U obou &chto linii byla detekovana zvySena expresetgéfT5a RHOC pricemzZ tyto
geny vykazovaly zvySeni expresgepaZzig u neuroblastomovych sbirkovych linii a jsou
spojovany s regulacirpstaveb cytoskeletietbem indukované diferenciace.

Nejednotnou odpasd’ na aplikaci ATRA u jednotlivych linii 1ze vystlit jednak
metodickymi i¢cinami, které souvisi s obtiznou kultivaci d&ipadre také znamou

heterogenitou butk meduloblastomu.
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7 Zaver

Ackoliv bylo pii lécb¢ pediatrickych malignit v poslednich dekadach desaz
vyznamneého pokroku, prognéza pactestmetastatickymi a vysoce rizikovymi solidnimi
nadory Zistava stale ndfzniva. Meziintenzivdh zkoumané terapeutické&iptupy paiti
i diferenci&ni terapie, ktera je schopna zvratit maligni fepoburék zpst na fenotyp
normalni. Diky této schopnosti maji diferericigcinidla, mezi gz pati kyselina retinova,
potencial potl&ovat tast a invazivitu eiznych tyg malignit. Redkladana disertai prace
vychazi z hypotézy, Ze antineoplastick&nily kyseliny retinové Ize dale modulovat
omezenim intracelularniho metabolismu této &miny a to za pomoci inhibitdr
takovych enzym, jez se metabolickych prode&castni. V této praci byla vyuzita kyselina
kavova jako inhibitor 5-lipooxygenazy a celecoxalg inhibitor cyklooxygenazy-2.

V piedkladané préaci byly sledovany &y v expresi 440 génfunkéné propojenych
s biologii nadat, a to na sbirkovych neuroblastomovych a sbirkoviyglacientskych
meduloblastomovych liniich. U vybranych d@enbyly zmény exprese v fibéhu
indukované diferenciace &wovany pomoci RT-PCR. Na zakke@xpresni analyzy byla
u ovlivnénych burénych populaci detekovandgvazié zvySena exprese gema v mnoha
piipadech v zavislosti na koncentraci pouzitycthidel (jak ATRA, tak inhibitof).

Dil¢i cast prace, kterd navazovala na projekt &amy na sledovani exprese
a intracelularni distribuci N-terminalnich izoforenproteinu p73, se u btk
meduloblastomovych linii anovala detekci hladiny transkriptu TAp7&hem pisobeni
ATRA s CA, resp. CX. Rtom u obou sbirkovych a u jedné pacientskeé limepedéilo
prokazat schopnostdhto kombinackinidel zvySit hladinu transkriptu TAp73. Potencial
zvySit hladinu izoformy TAp73, ktera je zndma svytamor supresorovymidinky tak
odhaluje dalsi oblast, kterou jsou retinoidy schopagulovat.

Analyza exprese sledovanych gen neuroblastomovych a meduloblastomovych
linii prokazuje schopnost ATRA v kombinaci s CAspe CX pozastavit biiny cyklus,
indukovat buwsc¢nou diferenciaci, apoptézu a u neuroblastovychi ltaké regulovat
piestavby cytoskeletu. Pr&schopnost regulovatigstavby cytoskeletu, které odpovidaji
pozorovanym morfologickym zémam, spolu se skuteosti, Ze u neuroblastomovych linii
byl detekovan #Si paet geri se zndnénou expresi, nez u meduloblastomu, podporuje

tvrzeni, Ze neuroblastomoveé linie jsou ciJ8i k pisobeni ATRA.
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Vysledky pedkladané disertai prace tedy nejen dokumentuji potencial ATRA
indukovat bus¢nou diferenciaci, ale podporuji takévodni hypotézu, Zeginky ATRA je
mozné zesilovat kombinovanou aplikaci s LOX, reS@X inhibitory. Navic vysledky
expresni analyzy poukazuji na dalSi retinoidy awdiwané procesy, jako je podpora
imunitniho systému zvySenim exprese HLA-I molekulzvySeni aktivity mitochondrii

které mohou takéffspivat k protinddorovémuigobeni.
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