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Úvod
Neuroblastom vysokého rizika (HR NBL) zÛstává jedním z nejhÛfie léãiteln˘ch dûtsk˘ch nádorov˘ch onemocnûní. HR NBL

je charakteristick˘ agresivním rÛstem a velmi nepfiíznivou prognózou bez ohledu na klinické stádium. S tím souvisí snaha o ovliv-

nûní HR NBL nov˘mi léky. Jednou z hlavních pfiíãin selhání chemoterapie je vznik rezistence na pouÏitá cytostatika. Zamûfiili

jsme se na studium bunûk HR NBL rezistentního na ne zcela bûÏnû pouÏívanému cytostatikum: ellipticin.

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol), rostlinn˘ alkaloid s planární strukturou, byl poprvé izolován v roce 1959

z listÛ stromu Ochrosia elliptica ãeledi Apocyanaceae. Od 70. let byly polárnûj‰í deriváty 9-methoxyellipticin a 2-methyl-9-hyd-

roxyellipticin ve formû acetátu (NMHE) vyuÏívány k léãbû pokroãilého karcinomu prsu s kostními metastázemi, akutní mye-

loblastické leukemie a karcinomu ‰títné Ïlázy [1,2]. Protinádorová aktivita ellipticinu a jeho derivátÛ je popsána [3] a v souãas-

né dobû je zkoumáno i pouÏití ellipticinÛ pfii inhibici retrovirové integrázy pfii léãbû AIDS [4].

Za hlavní cytotoxick˘ a protinádorov˘ úãinek ellipticinu a jeho derivátÛ je povaÏována interkalace do DNA [5] a/nebo inhi-

bice topoizomerázy II. [6]. Ellipticin a 9-hydroxyellipticin také selektivnû inhibují fosforylaci proteinu p53 v nûkolika lidsk˘ch

nádorov˘ch bunûãn˘ch liniích [7]. Ellipticiny rovnûÏ odpfiahují oxidativní fosforylaci v mitochondriích [8], a tím naru‰ují ener-

getickou rovnováhu bunûk. Bylo také popsáno, Ïe ellipticin zabraÀuje proliferaci bunûk regulací exprese cyklinu B1 a Cdc2, stej-

nû tak jako fosforylaci Cdc2 [9,10]. Zajímavá je také studie provádûná Haagem a spolupracovníky [11], z jejíchÏ v˘sledkÛ vypl˘-

vá, Ïe ellipticinem zprostfiedkovaná apoptóza je indukovaná stresem endoplasmatického retikula.

Velmi dÛleÏit˘m aspektem pozorovan˘m pfii léãbû ellipticiny byla individuální variabilita v odpovûdi pacientÛ na podané léãi-

vo. Jedním z vysvûtlení specifity chemoterapeutického úãinku i selektivní odpovûdi na podané léãivo mÛÏe b˘t rozdílná enzy-

mová v˘bava lidského organismu enzymy, dÛleÏit˘mi pro biotransformaci ellipticinu (cytochromy P450, cyklooxygenáza, mye-

loperoxidáza) [12] Tyto enzymy aktivují léãivo na terapeuticky úãinnûj‰í derivát, kter˘ nádorové buÀky po‰kozuje efektivnûji,

popfiípadû vede aÏ k jejich likvidaci [12].

V˘sledky
Lidská neuroblastomová linie UKF-NB-4 rezistentní na ellipticin (UKF-NB-4 ELLI) byla získána dlouhodob˘m kultivová-

ním bunûk linie UKF-NB-4 (linie získaná z relapsu vysoce rizikového neuroblastomu do kostní dfienû) v Iscove’s modified Dul-

becco’s mediu doplnûného 0,3 % w/v hydrogenuhliãitanem sodn˘m, 4 mM L-glutaminem, 10 % fetálním hovûzím sérem (FBS)

a 100 U/ml penicilinem a 100 μg/ml streptomycinem pfii 37 °C, 5 % CO2 a 95 % vlhkosti vzduchu se zvy‰ující se koncentrací

ellipticinu. „PasáÏování“ bunûk probíhalo podle potfieby, vût‰inou v pûtidenních intervalech. Poãáteãní koncentrace ellipticinu,

které byly buÀky vystaveny byla 1 μM (zásobní roztok 10 mM v DMSO). Finálnû jsou buÀky kultivovány s ellipticinem o kon-

centraci 2,5 μM. Viabilita bunûk byla testována pomocí MTT testu, ve kterém Ïivé buÀky metabolizují 3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5 difenyltetrazolium bromid (MTT) na barevn˘ produkt formazan. Po rozpu‰tûní sraÏeniny formazanu byla mûfiena absor-

bance pfii vlnové délce 570 nm ãteãkou mikrodestiãek VERSA max a vyhodnocena softwarov˘m programem SOFT max PRO.

Vynesením namûfien˘ch hodnot do grafu byly urãeny IC50. IC50 ve ãtyfidenním MTT testu linie UKF-NB-4 byla 1,0 μM.a linie

UKF-NB-4 ELLI byla 2,8 μM.
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Pomocí komparativní genomové hybridizace (CGH) [13] jsme vy‰etfiili HR NBL bunûãnou linii UKF-NB-4 ELLI. Pfii CGH

vy‰etfiení jsme porovnali DNA parentální linie UKF-NB-4 s DNA zdravého dobrovolníka a prokázali zmûny odpovídající HR

NBL zahrnující amplifikaci MYCN (2p24), zmnoÏení 17q a deleci 1p32.2-ter. Dále jsme porovnali DNA parentální linie s DNA

rezistentní linie na ellipticin ke zji‰tûní nov˘ch zmnoÏení nebo ztrát DNA u této rezistentní linie. MoÏné zmûny chromozómo-

v˘ch oblastí jsme ovûfiovali metodou FISH, která nám umoÏÀuje, pfii pouÏití specifické sondy, zjistit pfiesn˘ poãet konkrétních

genÛ a chromozómÛ. Linie UKF-NB-4 a UKF-NB-4 ELLI jsou obû triploidní. 

U linie UKF-NB-4 ELLI jsme potvrdili na 1. chromozómu pfietrvávající ztrátu v oblasti 1p32.2-ter, na 2. chromozómu ampli-

fikaci onkogenu MYCN a tetrazomii 1. a 2. chromozómu. Zajímavá zmûna probûhla na 7. chromozómu. Parentální linie má tri-

zomii 7. chromozómu se zmnoÏením oblasti 7q21 odpovídající lokalizací genÛ multidrug resistance 1 (gen MDR1, jehoÏ pro-

duktem je P-glykoprotein) a cytochrom P450 3A4. U rezistentní linie do‰lo ke ztrátû zmnoÏen˘ch kopií a poãet kopií genÛ nyní

odpovídá trizomii 7. chromozómu. Dal‰í cytochromy P450, CYP1A1 a CYP1B1 lokalizované v oblasti 15q22-24 respektive 2p21

si zachovávají zmnoÏení shodné s parentální linií. Jedním z literárnû uveden˘ch mechanismÛ rezistence je eliminace aktivity

enzymu topoizomerázy II alfa (TOP2A). Parentální linie má gen pro TOP2A, nacházející se v oblasti 17q21-22, zmnoÏen˘, rezi-

stentní linie zmnoÏení ztrácí a poãet kopií odpovídá trizomii 17. chromozomu. Dal‰ím popsan˘m mechanismem mnohoãetné

lékové rezistence je zv˘‰ená exprese „lung resistance-related protein“ (LRP), kter˘ je lokalizován v oblasti 12q13-14. Metodou

CGH a následnû FISH jsme potvrdili ztrátu oblasti 12q12-21.1. Jedním z enzymÛ aktivujících ellipticin je myeloperoxidáza (MPO)

nacházející se v oblasti 17q23.1. Oproti parentální linii do‰lo ke ztrátû jedné kopie genu MPO, ale i pfiesto si rezistentní linie

zachovává zmnoÏení. Dal‰ím mechanismem lékové rezistence je zv˘‰ená exprese Bcl-2, zabraÀující vzniku apoptózy. Rezistentní

linie má oblast 18q21.3, s lokalizací genu Bcl-2, zmnoÏenou.

Diskuze a závûry
Z na‰ich v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe rezistence na pouÏité cytostatikum je jev sloÏit˘, spojen˘ s mnohoãetn˘mi zmûnami chromo-

zómÛ a podmínûn˘ fiadou mechanismÛ, které mohou, ale také nemusejí korelovat se zmûnami na chromozómech. Oblasti chro-

mozómÛ, kde jsou lokalizovány geny MDR1 (7q21), MRP1 (16p13), LRP1 (12q13-14) b˘vá u chemorezistentních nádorÛ zmno-

Ïená nebo amplifikovaná. Linie UKF-NB-4 ELLI Ïádné takové zmûny nemá. U linie UKF-NB-4 rezistentní na doxorubicin (UKF-

NB-4 DOXO), která má gen MDR1 amplifikovan˘, byla prÛtokov˘m cytometrem potvrzena vysoká exprese P-glykoproteinu

(P-gp). U linie UKF-NB-4 ELLI nebyla exprese P-gp prokázána. Z tûchto skuteãností vypl˘vá, Ïe aã je mechanismus pÛsobení

doxorubicinu a ellipticinu na buÀky podobn˘ (interkalace DNA), ellipticin není pfies P-gp vypuzován, a tudíÏ mechanismus che-

morezistence je u UKF-NB-4 ELLI a UKF-NB-4 DOXO rozdíln˘. Jedinou zmûnou, která odpovídá popsan˘m mechanismÛm je

zmnoÏení genu Bcl-2, coÏ pravdûpodobnû vyvolává zv˘‰enou expresi Bcl-2 na úrovni mRNA a proteinu zabraÀující buÀce vstou-

pit do apoptózy. Pro podrobnûj‰í posouzení vlivu zmnoÏení nebo ztrát chromozomov˘ch oblastí na vznik chemorezistence je nut-

né posoudit nejenom zmûny DNA ale zamûfiit se i na zmûny exprese mRNA a proteinu.
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