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SníÏení poãtu kopií a zmûny exprese genu N-myc 
u chemorezistentních neuroblastomov˘ch linií.
Procházka P., Hrabûta J., Vícha A., Poljaková J., Eckschlager T.
Klinika dûtské hematologie a onkologie UK, 2. LF a FN Motol, Praha

I pfies úspûchy pediatrické onkologie zÛstává neuroblastom vysokého rizika (HR NBL) jedním z nejhÛfie léãiteln˘ch dûtsk˘ch

nádorov˘ch onemocnûní. Pro diagnostiku HR NBL je nejdÛleÏitûj‰ím prognostick˘m znakem amplifikace onkogenu N-myc. Ten

je lokalizovan˘ na krátkém raménku 2. chromozómu v oblasti 2p24 a je sloÏen se ze tfií exonÛ. Jeho produktem je jadern˘ fos-

foprotein s vazebnou afinitou k DNA ovlivÀující transkripci a replikaci. Gen N-myc je nezbytn˘ pro v˘voj a diferenciaci neuro-

ektodermu. Jeho nadmûrná exprese v˘raznû pfiispívá k malignímu potenciálu buÀky. N-myc amplifikuje v ãasném stádiu v˘voje

nádoru a v dal‰ím prÛbûhu onemocnûní se amplifikace nemûní. Vyskytuje se ve dvou formách: 1/ extrachromozomální acentric-

ké fragmenty (Double minute Chromatin Bodies, dmin); 2/ intrachromozomální, homolognû se barvící oblasti (Homogenously

Staining Regions, HSRs). Amplifikovan˘ onkogen N-myc je v neuroblastomov˘ch buÀkách pfiítomen zpravidla ve 3-300 kopiích.

[1] Pfiesn˘ poãet není z klinického hlediska dÛleÏit˘, neboÈ je jednoznaãnû ovûfieno, Ïe nádorové buÀky obsahující více neÏ 8 kopií

pfii zachování diploidního stavu chromozómu, jsou vÏdy agresivní. Zmûny poãtu kopií genu N-myc klasifikujeme do dvou sku-

pin. Gain – zmnoÏení kopií nejv˘‰e o trojnásobek poãtu 2. chromozómÛ. Amplifikace – zmnoÏení o ãtyfinásobek a vût‰í oproti

kontrolní centromerické próbû na témÏe chromozómu. Amplifikace N-myc u HR NBL koreluje s agresivním rÛstem a velmi

nepfiíznivou prognózou bez ohledu na klinické stádium. S tím souvisí snaha o ovlivnûní HR NBL nov˘mi léky. Jednou z hlav-

ních pfiíãin selhání chemoterapie je vznik rezistence na pouÏitá cytostatika. Zamûfiili jsme se na studium N-mycu u bunûk HR

NBL rezistentních k bûÏnû pouÏívan˘m cytostatikÛm: doxorubicinu, vinkristinu, cisplatinû a látkám, které vykazující protinádo-

rové úãinky: BS-RNáze a ellipticinu.

Ellipticin má více mechanismÛ úãinku, za hlavní je povaÏována interkalace do DNA a tvorba aduktÛ, inhibice topoizomerá-

zy II, naru‰ení oxidativní fosforylace v mitochondriích, regulace exprese cyklinu B1 a Cdc2 a fosforylace Cdc2. Pro úãinnost

ellipticinu je nezbytná jeho aktivace oxidativními enzymy (cytochromy P450, cyklooxygenáza, myeloperoxidáza). Mechaniz-

mus protinádorového úãinku RNáz není plnû objasnûn. Nedávno bylo zji‰tûno, Ïe indukují autofagii nádorov˘ch bunûk. [2] Dále

se pfiedpokládá inhibice proteosyntézy ‰tûpením tRNA, uplatÀuje se i ‰tûpení rRNA, aktivace kaspáz a sníÏení exprese Bcl-2. Ani

mechanismus cytotoxick˘ch a antiproliferativních úãinkÛ doxorubicinu nebyl dosud plnû vysvûtlen. Doxorubicin je cytostati-

kum ze skupiny antracyklinÛ. Jeho hlavním úãinkem je interkalace DNA a dále inhibice topoizomerázy-II, coÏ vede k po‰kozo-

vání DNA, naru‰ení replikace DNA, DNA-dependentní syntézy RNA a proteosyntézy. Doxorubicin je redukován na volné radi-

kály semichinonu, které reagují s molekulárním kyslíkem za vzniku vysoce reaktivních slouãenin. Dal‰í místo pÛsobení doxoru-

bicinu je na úrovni bunûãné membrány, kde se váÏe na lipidy a ovlivÀuje tak fiadu bunûãn˘ch funkcí. Protinádorov˘ a cytotoxick˘

úãinek vinkristinu je dán nûkolika mechanizmy. Vinkristin interaguje s mikrotubulárním systémem, pfiiãemÏ dochází ke zniãe-

ní mikrotubulÛ a tím v‰ech struktur je obsahující, jako napfi. dûlící vfieténko. Chromozómy se tak nedostanou do jádra dcefiin˘ch

bunûk. Selektivnû inhibuje v nádorov˘ch buÀkách opravné mechanizmy DNA a blokuje úãinek DNA-dependentní RNA poly-

merázy, coÏ inhibuje syntézu RNA. Cisplatina je komplexní slouãenina tûÏkého kovu urãená k terapii nádorÛ. Mechanismus

pÛsobení platinov˘ch derivátÛ je podobn˘ ostatním alkylaãním cytostatikÛm. tj. po‰kozování DNA a vznik interkalaãních vazeb

mezi fietûzci a vznik aduktÛ, coÏ zamezuje replikaci. [3] Uvnitfi bunûk je men‰í mnoÏství iontÛ chloru neÏ mimo buÀky. Proto

v tomto prostfiedí dochází k uvolÀování kovalentnû vázaného chlóru z cisplatiny a vzniku nukleofilního radikálu. Ten reaguje

s purinov˘mi bázemi nukleov˘ch kyselin.

Primární i získaná rezistence nádorov˘ch bunûk k cytostatikÛm je podmínûna fiadou mechanizmÛ. Nejãastûji se jedná o zv˘-

‰enou schopnost odstranit cytostatika z buÀky (P-glykoprotein – produkt genu MDR1, MRP, LRP) [4-6], detoxifikovat je (glu-

tathion-S-transferáza, metalothioneiny, monooxygenázy) [7, 8], zabránit vzniku apoptózy (zv˘‰ená exprese Bcl-2) [9] nebo zv˘-

‰it opravu po‰kozené DNA (alkylguanin-DNA alkyltransferáza, O6-metylguanin-DNA transferáza) [10]. Jindy jsou v nádorové

buÀce neaktivní enzymy aktivující cytostatika nebo jsou modifikované cíle cytostatik (topoizomeráza I a II, dihydrofolátreduk-

táza) [11].

Cílem na‰í práce bylo pomocí komparativní geonomové hybridizace (CGH) [12], umoÏÀující zjistit novû vzniklé amplifika-

ce, zmnoÏení nebo ztráty konkrétních chromozomov˘ch oblastí, vy‰etfiit pût HR NBL bunûãn˘ch linií s experimentálnû navoze-

nou chemorezistencí na BS-RNázu, ellipticin, vinkristin, doxorubicin nebo cisplatinu. Pfii CGH vy‰etfiení jsme porovnali DNA

parentální linie UKF-NB4 s DNA zdravého dobrovolníka a prokázali zmûny odpovídající HR NBL zahrnující amplifikaci N-myc

(2p24), zmnoÏení 17q a deleci 1p32.2-ter. Dále jsme porovnali DNA parentální linie s DNA rezistentních linií ke zji‰tûní zmno-

Ïení nebo ztráty DNA. Pomocí CGH jsme prokázali ztrátu 2p24 u v‰ech pûti rezistentních linií odpovídající sníÏení poãtu kopií

amplifikovaného N-myc.

Tento úbytek kopií N-myc genu jsme ovûfiili metodou FISH, kterou bylo moÏné stanovit pfiesn˘ poãet kopií v kaÏdé buÀce.

Poãet nadbyteãn˘ch kopií byl poãítán jako poãet kopií N-myc sníÏen˘ o poãet centromer druhého chromozomu. BuÀky paren-

tální linie UKF-NB4 mají prÛmûrnû 62 kopií. U linie rezistentní k ellipticinu byl poãet kopií sníÏen na 38 kopií, u linie rezistentní

k BS-RNáze a k vinkristinu na 44 kopií, k doxorubicinu na 43 kopií a k cisplatinû na 45 kopií. Rozdíly mezi poãtem kopií v paren-
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tální linii a v jednotliv˘ch rezistentních liniích byly statisticky v˘znamné (t-test, p < 0,05). V̆ sledek je zajímav˘ tím, Ïe v prÛ-

bûhu léãby se nepopisují v˘znamné zmûny poãtu kopií. Ale v na‰em experimentu u rezistentních linií, pfiipraven˘ch kultivací

v mediu s pfiídavkem protinádorové látky, se poãet kopií sníÏil.

Metodou RT PCR v reálném ãase jsme zji‰Èovali expresi mRNA N-myc. Parentální linie má ve srovnání se vzorkem leuko-

cytÛ periferní krve zdravého dobrovolníka expresi o více neÏ 3 fiády vy‰‰í. V‰ech pût rezistentních linií UKF-NB4 ve srovnání

s parentální linií exprimovalo mRNA N-myc pfiibliÏnû o jeden fiád ménû. Mezi poãtem kopií genu a jeho expresí byla zji‰tûna

korelace.

Nejasn˘ zatím zÛstává v˘znam poklesu poãtu kopií genu N-myc a sníÏení jeho exprese u chemorezistentních linií. Jednou

z moÏností je v˘znam pfii vzniku chemorezistence, kdy niÏ‰í amplifikace umoÏÀuje b˘ti buÀce rezistentní. Jinou moÏností by byla

zv˘‰ená citlivost vysoce amplifikujících bunûk na cytostatika v dÛsledku, kterého se amplifikace u bunûk nemûní, ale sniÏuje se

mnoÏství bunûk s vysokou amplifikací.

Práce vznikla za finanãní podpory M·MT, IGA a GAUK.
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Komplexní sledování kardiotoxicity onkologické léãby.
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Úvod
Kardiotoxicita onkologické léãby pfiedstavuje závaÏn˘ problém, zejména pfii pouÏití reÏimÛ obsahujících antracykliny. Ke sle-

dování kardiotoxicity onkologické léãby byla doporuãena fiada metod. Kromû standardnû pouÏívan˘ch metod (echokardiografie,

elektrokardiografie) se v poslední dobû na tomto poli prosazují i biochemické markery srdeãního po‰kození.

Cíl
Sledování akutní a chronické kardiotoxicity antracyklinÛ pomocí 3 diagnostick˘ch metod – biochemick˘ch markerÛ – N-ter-

minálního pro brain natriuretického peptidu (NT-proBNP), kardiálního troponinu T (cTnT); echokardiografie (ECHO) a elektro-

kardiografie (EKG).

47




