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46 | Snizeni poctu kopii a zmény exprese genu N-myc
u chemorezistentnich neuroblastomovych linii.

Prochazka P., Hrabéta J., Vicha A., Poljakova J., Eckschlager T.
Klinika détské hematologie a onkologie UK, 2. LF a FN Motol, Praha

I ptes uspéchy pediatrické onkologie ziistdva neuroblastom vysokého rizika (HR NBL) jednim z nejhtie 1éCitelnych détskych
je lokalizovany na kritkém raménku 2. chromozému v oblasti 2p24 a je sloZen se ze tfi exonil. Jeho produktem je jaderny fos-
foprotein s vazebnou afinitou k DNA ovliviiujici transkripci a replikaci. Gen N-myc je nezbytny pro vyvoj a diferenciaci neuro-
ektodermu. Jeho nadmérnd exprese vyrazné prispiva k malignimu potencidlu butiky. N-myc amplifikuje v ¢asném stadiu vyvoje
nidoru a v dalSim pribéhu onemocnéni se amplifikace neméni. Vyskytuje se ve dvou forméch: 1/ extrachromozomalni acentric-
ké fragmenty (Double minute Chromatin Bodies, dmin); 2/ intrachromozomalni, homologné se barvici oblasti (Homogenously
Staining Regions, HSRs). Amplifikovany onkogen N-myc je v neuroblastomovych burikdch pfitomen zpravidla ve 3-300 kopiich.
[1] Pfesny pocet neni z klinického hlediska dileZity, nebot je jednoznacné ovéteno, Ze nddorové buiiky obsahujici vice nez 8 kopii
pfi zachovéani diploidniho stavu chromozému, jsou vZdy agresivni. Zmény poctu kopii genu N-myc klasifikujeme do dvou sku-
pin. Gain — zmnoZeni kopii nejvyse o trojndsobek poctu 2. chromozému. Amplifikace — zmnoZeni o ¢tyfndsobek a vétsi oproti
kontrolni centromerické probé na témze chromozému. Amplifikace N-myc u HR NBL koreluje s agresivnim riistem a velmi
nepiiznivou prognézou bez ohledu na klinické stddium. S tim souvisi snaha o ovlivnéni HR NBL novymi léky. Jednou z hlav-
nich pfic¢in selhdni chemoterapie je vznik rezistence na pouZitd cytostatika. Zaméfili jsme se na studium N-mycu u bunék HR
NBL rezistentnich k b&Zné pouZivanym cytostatikiim: doxorubicinu, vinkristinu, cisplatiné a latkam, které vykazujici protinddo-
rové ucinky: BS-RNaze a ellipticinu.

Ellipticin ma vice mechanismu tc¢inku, za hlavni je povaZovana interkalace do DNA a tvorba aduktt, inhibice topoizomera-
zy 11, naruSeni oxidativni fosforylace v mitochondriich, regulace exprese cyklinu B1 a Cdc2 a fosforylace Cdc2. Pro a¢innost
ellipticinu je nezbytna jeho aktivace oxidativnimi enzymy (cytochromy P450, cyklooxygendza, myeloperoxiddza). Mechaniz-
mus protinddorového t¢inku RNaz neni pln€ objasnén. Nedavno bylo zjisténo, Ze indukuji autofagii nadorovych bunék. [2] Déle
se pfedpoklada inhibice proteosyntézy Stépenim tRNA, uplatituje se i St€peni rRNA, aktivace kaspdz a sniZeni exprese Bcl-2. Ani
mechanismus cytotoxickych a antiproliferativnich G¢inki doxorubicinu nebyl dosud plné vysvétlen. Doxorubicin je cytostati-
kum ze skupiny antracyklind. Jeho hlavnim u¢inkem je interkalace DNA a dile inhibice topoizomerazy-II, coz vede k poSkozo-
vani DNA, naruSeni replikace DNA, DNA-dependentni syntézy RNA a proteosyntézy. Doxorubicin je redukovan na volné radi-
kéaly semichinonu, které reaguji s molekuldrnim kyslikem za vzniku vysoce reaktivnich sloucenin. Dal$§i misto ptisobeni doxoru-
bicinu je na drovni bunéné membrany, kde se vaZe na lipidy a ovliviiuje tak fadu bunécnych funkci. Protinddorovy a cytotoxicky
uc¢inek vinkristinu je dian nékolika mechanizmy. Vinkristin interaguje s mikrotubuldrnim systémem, pficemZ dochazi ke znice-
ni mikrotubuld a tim vSech struktur je obsahujici, jako napt. délici vieténko. Chromozomy se tak nedostanou do jadra dcefinych
bunék. Selektivné inhibuje v nddorovych butikdch opravné mechanizmy DNA a blokuje t¢inek DNA-dependentni RNA poly-
merazy, coZ inhibuje syntézu RNA. Cisplatina je komplexni sloucenina téZkého kovu urcend k terapii nddord. Mechanismus
pusobeni platinovych derivatl je podobny ostatnim alkylaénim cytostatiktim. tj. poSkozovani DNA a vznik interkala¢nich vazeb
mezi fetézci a vznik aduktil, coZ zamezuje replikaci. [3] Uvnitf bun€k je menSi mnoZstvi iontdl chloru neZ mimo buiiky. Proto
v tomto prostiedi dochdzi k uvoliiovani kovalentné vdzaného chloéru z cisplatiny a vzniku nukleofilniho radikélu. Ten reaguje
s purinovymi bazemi nukleovych kyselin.

Primérni i ziskand rezistence nddorovych bunék k cytostatikiim je podminéna fadou mechanizmu. Nejcastéji se jednd o zvy-
Senou schopnost odstranit cytostatika z buiiky (P-glykoprotein — produkt genu MDR1, MRP, LRP) [4-6], detoxifikovat je (glu-
tathion-S-transferdza, metalothioneiny, monooxygendzy) [7, 8], zabranit vzniku apoptdzy (zvySend exprese Bcl-2) [9] nebo zvy-
Sit opravu poSkozené DNA (alkylguanin-DNA alkyltransferaza, O6-metylguanin-DNA transferaza) [10]. Jindy jsou v nddorové
buiice neaktivni enzymy aktivujici cytostatika nebo jsou modifikované cile cytostatik (topoizomeraza I a II, dihydrofolatreduk-
taza) [11].

Cilem nasi prace bylo pomoci komparativni geonomové hybridizace (CGH) [12], umozZilujici zjistit nové vzniklé amplifika-
ce, zmnoZeni nebo ztraty konkrétnich chromozomovych oblasti, vySetfit pét HR NBL buné¢nych linii s experimentalné navoze-
nou chemorezistenci na BS-RNézu, ellipticin, vinkristin, doxorubicin nebo cisplatinu. Pfi CGH vySetieni jsme porovnali DNA
parentélni linie UKF-NB4 s DNA zdravého dobrovolnika a prokdzali zmény odpovidajici HR NBL zahrnujici amplifikaci N-myc
(2p24), zmnoZeni 17q a deleci 1p32.2-ter. Dale jsme porovnali DNA parentilni linie s DNA rezistentnich linii ke zjiSténi zmno-
Zeni nebo ztradty DNA. Pomoci CGH jsme prokdzali ztratu 2p24 u vSech péti rezistentnich linii odpovidajici sniZeni poctu kopii
amplifikovaného N-myc.

Tento tbytek kopii N-myc genu jsme ovéfili metodou FISH, kterou bylo moZné stanovit pfesny pocet kopii v kazdé burice.
Pocet nadbyte¢nych kopii byl pocitan jako pocet kopii N-myc sniZeny o pocet centromer druhého chromozomu. Buiiky paren-
talni linie UKF-NB4 maji primérné 62 kopii. U linie rezistentni k ellipticinu byl pocet kopii sniZen na 38 kopii, u linie rezistentni
k BS-RNaze a k vinkristinu na 44 kopii, k doxorubicinu na 43 kopii a k cisplatin€ na 45 kopii. Rozdily mezi poctem kopii v paren-
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taln{ linii a v jednotlivych rezistentnich liniich byly statisticky vyznamné (t-test, p < 0,05). Vysledek je zajimavy tim, Ze v pra-
béhu 1éCby se nepopisuji vyznamné zmény poctu kopii. Ale v naSem experimentu u rezistentnich linii, pfipravenych kultivaci
v mediu s pfidavkem protinddorové latky, se pocet kopii sniZil.

Metodou RT PCR v redlném case jsme zjiStovali expresi mRNA N-myc. Parentdlni linie m4 ve srovnini se vzorkem leuko-
cytd periferni krve zdravého dobrovolnika expresi o vice nez 3 fady vyssi. VSech pét rezistentnich linii UKF-NB4 ve srovnani
s parentdlni linii exprimovalo mRNA N-myc pfiblizné o jeden fdd méné. Mezi poctem kopii genu a jeho expresi byla zjiSténa
korelace.

Nejasny zatim zstdva vyznam poklesu poctu kopii genu N-myc a sniZeni jeho exprese u chemorezistentnich linii. Jednou
7 moZnosti je vyznam pfi vzniku chemorezistence, kdy niz§i amplifikace umoZiiuje byti butice rezistentni. Jinou moZnosti by byla
zvySena citlivost vysoce amplifikujicich bun€k na cytostatika v dsledku, kterého se amplifikace u bun€k neméni, ale sniZuje se
mnoZstvi bunék s vysokou amplifikaci.

Prdce vznikla za financni podpory MSMT, IGA a GAUK.
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