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Uvod

Neuroblastom vysokého rizika (HR NBL) ziistava jednim z nejhaie lécitelnych détskych nddorovych onemocnéni. HR NBL
je charakteristicky agresivnim rstem a velmi nepiiznivou prognézou bez ohledu na klinické stddium. S tim souvisi snaha o ovliv-
néni HR NBL novymi 1éky. Jednou z hlavnich pficin selhdni chemoterapie je vznik rezistence na pouZitd cytostatika. Zaméfili
jsme se na studium bunék HR NBL rezistentniho na ne zcela b&Zné pouzivanému cytostatikum: ellipticin.

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol), rostlinny alkaloid s planarni strukturou, byl poprvé izolovéan v roce 1959
z listh stromu Ochrosia elliptica Celedi Apocyanaceae. Od 70. let byly polarnéjsi derivaty 9-methoxyellipticin a 2-methyl-9-hyd-
roxyellipticin ve formé acetitu (NMHE) vyuZivany k 1é¢b€ pokrocilého karcinomu prsu s kostnimi metastdzemi, akutni mye-
loblastické leukemie a karcinomu Stitné Z1azy [1,2]. Protinddorova aktivita ellipticinu a jeho derivatl je popsdna [3] a v soucas-
né dobé€ je zkoumano i pouziti ellipticind pfi inhibici retrovirové integrazy pii 16¢bé AIDS [4].

Za hlavni cytotoxicky a protinddorovy ucinek ellipticinu a jeho derivatd je povaZzovéna interkalace do DNA [5] a/nebo inhi-
bice topoizomerazy II. [6]. Ellipticin a 9-hydroxyellipticin také selektivné inhibuji fosforylaci proteinu pS3 v nékolika lidskych
nadorovych bunécnych liniich [7]. Ellipticiny rovnéZ odptahuji oxidativni fosforylaci v mitochondriich [8], a tim naruSuji ener-
getickou rovnovahu bunék. Bylo také popséno, Ze ellipticin zabratiuje proliferaci bunék regulaci exprese cyklinu B1 a Cdc2, stej-
né tak jako fosforylaci Cdc2 [9,10]. Zajimava je také studie provddéna Haagem a spolupracovniky [11], z jejichZ vysledkt vyply-
v4, Ze ellipticinem zprostiedkovand apoptéza je indukovana stresem endoplasmatického retikula.

Velmi dilleZitym aspektem pozorovanym pfi 1éCbé ellipticiny byla individudlni variabilita v odpovédi pacientll na podané 1€¢i-
vo. Jednim z vysvétleni specifity chemoterapeutického ucinku i selektivni odpovédi na podané 1é¢ivo miiZe byt rozdilna enzy-
movda vybava lidského organismu enzymy, dilleZitymi pro biotransformaci ellipticinu (cytochromy P450, cyklooxygeniza, mye-
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poptipadé vede az k jejich likvidaci [12].

Vysledky

Lidska neuroblastomové linie UKF-NB-4 rezistentni na ellipticin (UKF-NB-4 ELLI) byla ziskdna dlouhodobym kultivova-
nim bunék linie UKF-NB-4 (linie ziskana z relapsu vysoce rizikového neuroblastomu do kostni dfen¢) v Iscove’s modified Dul-
becco’s mediu doplnéného 0,3 % w/v hydrogenuhli¢itanem sodnym, 4 mM L-glutaminem, 10 % fetdlnim hovézim sérem (FBS)
a 100 U/ml penicilinem a 100 png/ml streptomycinem pii 37 °C, 5 % CO, a 95 % vlhkosti vzduchu se zvySujici se koncentraci
ellipticinu. ,,PasdZovani* bunék probihalo podle potfeby, vétSinou v pétidennich intervalech. Poc¢ate¢ni koncentrace ellipticinu,
které byly buriky vystaveny byla 1 uM (zdsobni roztok 10 mM v DMSO). Findln€ jsou buriky kultivovany s ellipticinem o kon-
centraci 2,5 uM. Viabilita bun€k byla testovdna pomoci MTT testu, ve kterém Zivé buiiky metabolizuji 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-y1)-2,5 difenyltetrazolium bromid (MTT) na barevny produkt formazan. Po rozpusténi sraZeniny formazanu byla méfena absor-
bance pii vlnové délce 570 nm CteCkou mikrodesticek VERSA max a vyhodnocena softwarovym programem SOFT max PRO.
Vynesenim naméfenych hodnot do grafu byly urceny ICs,. ICs, ve ¢tyfdennim MTT testu linie UKF-NB-4 byla 1,0 uM.a linie
UKF-NB-4 ELLI byla 2,8 uM.



Pomoci komparativni genomové hybridizace (CGH) [13] jsme vySetfili HR NBL bunéc¢nou linii UKF-NB-4 ELLI. Pfi CGH
vySetieni jsme porovnali DNA parentédlni linie UKF-NB-4 s DNA zdravého dobrovolnika a prokazali zmény odpovidajici HR
NBL zahrnujici amplifikaci MYCN (2p24), zmnoZeni 17q a deleci 1p32.2-ter. Ddle jsme porovnali DNA parentalni linie s DNA
rezistentni linie na ellipticin ke zjiSténi novych zmnoZeni nebo ztrait DNA u této rezistentni linie. MoZné zmény chromozémo-
vych oblasti jsme oveéfovali metodou FISH, kterd ndm umoZiuje, pfi pouZiti specifické sondy, zjistit pfesny pocet konkrétnich
genll a chromozomil. Linie UKF-NB-4 a UKF-NB-4 ELLI jsou ob¢ triploidni.

U linie UKF-NB-4 ELLI jsme potvrdili na 1. chromozomu pfetrvavajici ztratu v oblasti 1p32.2-ter, na 2. chromozému ampli-
fikaci onkogenu MYCN a tetrazomii 1. a 2. chromozomu. Zajimav4 zména probéhla na 7. chromozému. Parentélni linie ma tri-
zomii 7. chromozému se zmnoZenim oblasti 7q21 odpovidajici lokalizaci gentt multidrug resistance 1 (gen MDR1, jehoZ pro-
duktem je P-glykoprotein) a cytochrom P450 3A4. U rezistentni linie doslo ke ztraté¢ zmnoZenych kopii a pocet kopii genil nyni
odpovida trizomii 7. chromozému. Dalsi cytochromy P450, CYP1A1 a CYPIB1 lokalizované v oblasti 15q22-24 respektive 2p21
si zachovdvaji zmnoZeni shodné s parentélni linii. Jednim z literarn€ uvedenych mechanismi rezistence je eliminace aktivity
enzymu topoizomerdzy II alfa (TOP2A). Parentélni linie ma gen pro TOP2A, nachazejici se v oblasti 17q21-22, zmnoZeny, rezi-
stentni linie zmnoZeni ztrici a pocet kopii odpovida trizomii 17. chromozomu. Dal§im popsanym mechanismem mnohocetné
Iékové rezistence je zvySend exprese ,,lung resistance-related protein® (LRP), ktery je lokalizovan v oblasti 12q13-14. Metodou
CGH a nasledné FISH jsme potvrdili ztratu oblasti 12q12-21.1. Jednim z enzym aktivujicich ellipticin je myeloperoxidaza (MPO)
nachdazejici se v oblasti 17q23.1. Oproti parentalni linii doSlo ke ztraté jedné kopie genu MPO, ale i pfesto si rezistentni linie
zachovava zmnoZeni. Dal§im mechanismem l€kové rezistence je zvySend exprese Bcl-2, zabratiujici vzniku apoptdzy. Rezistentni
linie m4 oblast 18q21.3, s lokalizaci genu Bcl-2, zmnoZenou.

Diskuze a zavéry

Z nasSich vysledk vyplyva, Ze rezistence na pouZité cytostatikum je jev sloZity, spojeny s mnohocetnymi zménami chromo-
z6mu a podminény fadou mechanismd, které mohou, ale také nemuseji korelovat se zménami na chromozémech. Oblasti chro-
mozomd, kde jsou lokalizovany geny MDR1 (7q21), MRP1 (16p13), LRP1 (12q13-14) byva u chemorezistentnich nadort zmno-
Zend nebo amplifikovand. Linie UKF-NB-4 ELLI Zadné takové zmény nemad. U linie UKF-NB-4 rezistentni na doxorubicin (UKF-
NB-4 DOXO), kterda m4 gen MDR1 amplifikovany, byla pritokovym cytometrem potvrzena vysoka exprese P-glykoproteinu
(P-gp). U linie UKF-NB-4 ELLI nebyla exprese P-gp prokdzana. Z t€chto skutecnosti vyplyvé, Ze a¢ je mechanismus pisobeni
doxorubicinu a ellipticinu na buiiky podobny (interkalace DNA), ellipticin neni pfes P-gp vypuzovan, a tudiZ mechanismus che-
morezistence je u UKF-NB-4 ELLI a UKF-NB-4 DOXO rozdilny. Jedinou zménou, kterd odpovid4 popsanym mechanismdm je
zmnoZeni genu Bcl-2, coZ pravdépodobné vyvoldva zvySenou expresi Bcl-2 na trovni mRNA a proteinu zabratiujici butice vstou-
pit do apoptdzy. Pro podrobnéjsi posouzeni vlivu zmnoZeni nebo ztrat chromozomovych oblasti na vznik chemorezistence je nut-
né posoudit nejenom zmény DNA ale zaméfit se i na zmény exprese mRNA a proteinu.
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