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Proliferacia a apoptéza buniek po downregulacii MIAT v NBL liniach s a bez NMYC amplifikacie

Neuroblastom (NBL) je zhubny nador periféerneho nervoveho systému a najcastejsi extrakranialny solidny A SH-SY5Y UKE-NB-4
nador deti zodpovedny za 11 % Umrti na nadorové ochorenia u pacientov mladsich ako 15 rokov (Brodeur,
2003). SlOO . T I o Sloo .
Amplifikacia onkogenu NMYC je znama ako negativny prognosticky marker u NBL. Koreluje s vyssou % 80 - ] i % 80 - I T
agresivitou nadoru a rezistenciou na liecbu (Brodeur, 2003). x: Kok % I L
Funkcne molekuly RNA, ktoré sa pocas procesu translacie neprekladaju do proteinov, sa oznacuju ako e\; o0 - siNC e\; °0 - « SINC
nekodujuce RNA (ncRNA). ncRNA hraju délezitu ulohu pri vyvoji buniek, fyziologii a patogenéze mnohych € 40 —  —siMIAT €, —siMIAT
chordb. Deregulované hladiny expresie dlhych nekddujicich RNA (IncRNA), ktoré si typom ncRNA s dizkou < oy
presahujucou 200 nukleotidov, boli pozorované pri roznych chorobach, vratane zhubnych nadorov. Podielaju = 20 - = 20 - o
sa na vzniku a progresii tychto choréb (Sana et al., 2012). IncRNA ,myocardial infarction associated S $
transcript" (MIAT) vykazuje aberantnu expresiu pri réznych chorobach (infarkt myokardu, schizofrenia, 0 oah  48h  7oh 0 oah  48h  oh
ischemicka mozgova prihoda, diabetické komplikacie, vekovo podmieneny katarakta a niektoré druhy
nadorov) (Ishii et al., 2006).
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Expresia MIAT sa hodnotila pomocou gRT-PCR (TagMan sonda). Knockdown MIAT v NBL sme previedli ~ =
pomocou siRNA MIATa ako kontrolu sme pouzili nekodujucu siRNA. Viabilitu a proliferaciu sme stanovili 60 1 _ _
PrestoBlue. Apoptozu (Annexin V/DAPI) a bunkovy cyklus sme analyzovali pomocou prietokovej cytometrie. : SINC : SINC
Migracia buniek bola stanovena ,scratch assay". Metabolizmus mitochondrialnej energie, respiracna ' 40 “sMIAT . = sMIAT
funkcia a glykolyza sa merali pomocou Agilent Seahorse XFp ,Cell Mito Stress Test™ a ,Glycolysis Stress 20 |
vzorkach bola detekovana pomocou RNA ISH (RNA in-situ hybridizacia). 0 | | | 0 | | |
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Test". Expresiu NMYC a c-MYC proteinu sme stanovili western blotom. Expresia MIAT v pacientskych

zév]@w Obrazok 2. Knockdown MIAT v bunkovych liniach NBL s NMYC amplifikaciou indukoval apoptozu, na rozdiel od linie bez
NMYC amplifikacie, kde sme zistili iba inhibiciu proliferacie. Percento viabilnych buniek UKF-NB-4 a SH-SY5Y po knockdown

. . , vV , ;e sl 1 . v MIAT merana PrestoBlue (A). Apoptdéza buniek UKF-NB-4 a SH-SY5Y po knockdown MIAT merana prietokovou cytometriou
» Expresia MIAT je vyrazne vyssia u NBL bunkovych liniach NBL s NMYC amplifikaciou nez u (Annexin VIDAPI) ) (B) (A). Apop p p y

NBL linii bez NMYC amplifikacie (obr. 1) (p<o,01).
» Knockdown MIAT znizuje proliferaciu a indukuje bunkovd smrt v liniach s NMYC

Metabolické zmeny po downregulacii MIAT

amplifikaciou. U linii bez amlifikacie znizuje iba bunkovu proliferaciu (obr. 2). SH-SYEY UKE-NB-4
» Downregulacia MIAT zastavi bunkovy cyklus vo faze Go v bunkovej linii NBL s amplifikaciou A o 27  Glukéza Oligomycin 2-DG _ 2|  Glukéza Oligomycin 2-DG
NMYC a znizi S fazu (obr. 3) a inhibuje migraciu NBL buniek (obr. 5). % 1.6 - % 1.6 - I .
» Knockdown MIAT znizuje glykolyticku aktivitu a bunkovu respiraciu (obr. 4). o % 12 1 | o % 1.2 1 — |
» Knockdown MIAT znizuje expresiu NMYC proteinu a mRNA v NBL bunkovych liniach s NMYC é 808~ S!I\N/I(I:AT C:) 308 - Sf::'/lfAT
amplifikaciou a c-MYC v linidch bez amplifikacie (obr. 6). £04 - > £04 >
» Expresia MIAT je zvysena u pacientov s NBL (obr. 7). T 0t T 0+
£ 1 8 14212834 414854616874 E 1 8 14212834414854 616874

Tieto vysledky ukazuju, ze hladiny MIAT su potencialne spojené s NBL a NMYC statusom a zda &as (min) &as (min)
sq, ze sU dolezité pre proliferaciu NBL, najma pre tie, ktoré maju amplifikaciu NMYC.
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Expresia MIAT v NBL bunkovych Iliniach s a bez NMYC amplifikacie
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= Obrazok 4. Glykolyticka aktivita (A) v bunkach UKF-NB-4 a SH-SY5Y bola stanovena v realnom Case pomocou analyzatora
% 10 - extracelularneho toku Seahorse. XFp ,Glycolysis Stress Test® a bunkova respiracia (B) pomocou XFp ,Cell Mito Stress Test".
as . Knockdown MIAT znizoval v porovnani s kontrolami v bunkach UKF-NB-4 a SH-SY5Y glykolyzu, glykolyticku kapacitu aj
z rezervu. Tiez sa znizovala bazalna, ATP-viazana respiracia aj maximalna respiracna kapacita.
Q | Te— T = T = T T T T T |

N Z ! e v N % » C :
& & £ & ¥ & Migrécia NBL buniek po knockdowne MIAT
S %\2\ \Sl‘ Q‘l‘ \\)‘l‘ N

- | ; SH-SY5Y
oh 24h i 48 h

NBL bunkove linie bez NMYC amplifikacie = NBL bunkové linie s NMYC amplifikaciou

Obrazok 1. Hladiny expresie MIAT na paneli bunkovych linii NBL s NMYC amplifikaciou (UKF-NB-4, UKF-NB-2, UKF-NB-1,
KELLY a IMR-32) a bez NMYC amplifikacie (SK- N-AS, SH-SY5Y). HDFn (normalne ludské fibroblasty) SiNC

Bunkovy cykius po downregulacii MIAT v bunkovej linii NBL s a bez NMYC amplifikacie
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Obrazok 3. Percento faz bunkového cyklu v bunkach UKF-NB-4 a SH-SY5Y transfekovanych siMIAT a siNC.

Obrazok 5. Scratch assay po 24h a 48h u buniek s NMYC amlifikaciou UKF-NB-4 a bez NMYC amlifikacie SH-SY5Y
transfekovanych siMIAT a siNC.
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c-MYC = T e — — g % 0'6 ] ’;* Obrazok 7. Metédou RNA in-situ hybridizacia, sme preukazali vysoku expresiu MIAT (Cervené body) u pacienta s NBL s NMYC
- = amplifikaciou (A), nizSiu u pacienta s NBL bez NMYC amplifikacie (B). U ganglioneuroblastomu (C) a ganglioneuromu (D) sme
B-GCHN  —— —— — S — — — — E §0'4 | ** expresiu MIAT nedetekovali.
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SH-SY5Y SK-N-AS Brodeur GM, (2003). Nat. Rev. Cancer 3.
Obrazok 6. Expresia proteinu NMYC (A), c-MYC (C) a mRNA NMYC (B), c-MYC (D) v bunkdch UKF-NB-4, KELLY (NMYC Ishii N, Ozaki K, Sato H et al,, (2006). J HumGenet 51(12).
amplifikujuce) a SH-SY5Y, SK-N-AS (bez NMYC amplifikacie) po transfekcii MIAT siRNA (siMIAT) alebo nekddujicej siRNA Sana J, Faltejskova P, Svoboda M, Slaby O, (2012). J Trans| Med 10(2).
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