Oxyberberin senzibilizuje bunky rakoviny pecene na sorafenib inhibiciou drahy
NOTCH1-USP7-c-Myc

Abstrakt

Sorafenib je prvoliniovou terapiou pre pacientov s pokrocCilym Staddiom HCC, ale
miera jeho klinického vylieCenia je neuspokojiva z dovodu neziaducich reakcii a liekovej
rezistencie. Naliehavo st potrebné nové alternativne stratégie na prekonanie rezistencie na
sorafenib. Oxyberberin (OBB), hlavny metabolit berberinu in vivo, vykazuje potencidlnu
protinadorova ucinnost’ pri réznych l'udskych malignitach, vratane rakoviny pecene. Zostava
vSak nezname, ¢i a ako OBB senzibilizuje bunky rakoviny peCene na sorafenib.

Metody:

Na stanovenie synergického ucinku OBB a sorafenibu na zabijanie buniek HCC sa pouzili
testy bunkovej zivotaschopnosti, farbenie trypanovou modrou a prietokova cytometria. Na
desifrovanie mechanizmu, ktorym OBB senzibilizuje sorafenib, sa pouzili testy PCR, western
blot, koimunoprecipitacia a RNA interferencné testy. Na konsolidaciu naSich zisteni sa pouzili
modely xenoimplantatu HCC a klinické vzorky HCC.

Vysledky:

Prvykrat sme zistili, Ze OBB senzibilizoval bunky rakoviny pefene na sorafenib, ¢im sa zvysil
jeho inhibi¢ny ucinok na rast buniek a indukciu apoptézy in vitro. Je zaujimavé, ze sme
pozorovali, Ze OBB zvysil citlivost’ bunieck HCC na sorafenib zniZzenim expresie ubikvitin-
Specifickej peptidazy 7 ( USP7), dobre znameho génu podporujuceho nador. Mechanicky
OBB inhiboval transkripciu USP7 sprostredkovanii notch homoldégom 1, ¢o viedlo k
downregulacii homoldgu virusového onkogénu V-Myc vtacej myelocytomatozy (c-Myc),
ktory synergizoval so sorafenibom na potlacenie rakoviny pecene. Okrem toho vysledky na
zvieratach ukazali, Ze spolo¢na liecba s OBB a sorafenibom vyznamne inhibovala rast nadoru
xenoimplantatov rakoviny pecene u mysi.

Zavery:

Tieto vysledky naznacuju, ze OBB zvySuje citlivost’ buniek rakoviny pecene na sorafenib
prostrednictvom inhibicie signadlnej drahy homologu 1-USP7-c-Myc, ktord potencialne
poskytuje novu terapeutick stratégiu pre rakovinu pecene na zlepSenie uc€innosti sorafenibu.

UvVoD

Rakovina pecene je rozSirena a smrtel'na malignita, ktora v roku 2020 sposobila viac ako 830
000 Umrti.Je to Osma najcastejSia rakovina u Zien a piata najCastejSia rakovina u
muzov. Moznosti lieCby v€asného Stadia rakoviny pecene zahfnaja resekciu nddoru, ablaciu a
transplantidciu pecene; vcasnad diagnostika je vSak tazkd pre nedostatok typickych
symptomov. Sorafenib, perordlny multikindzovy inhibitor, je od roku 2007 Standardnou
terapiou prvej linie pre pokrocily karcindbm pecene. Blokuje signdlnu drdhu Raf
serin/treoninkindzy/mitogénom aktivovanej proteinkindzy/extracelularne regulovanych
proteinkindz na inhibiciu proliferacie nadorovych buniek a cieli na signalizaciu receptora
PDGF a receptora VEGF na inhibiciu nadorovej angiogenézy. Rezistencia na sorafenib je
vSak vyznamnym problémom pri liecbe rakoviny pecene. Pochopenie zékladnych
molekuldrnych mechanizmov rezistencie na sorafenib je nevyhnutné na zlepSenie prezitia
pacientov a vyvoj ucinnejsich stratégii protinadorovej liecby rakoviny pecene.



Ubikvitin-Specifickd peptidaza 7 (USP7), tiez zndma ako ubikvitin-Specificka protedza
spojena s herpesom, je Siroko Studovany deubikvitinovy enzym, ktory odstraiuje
polyubikvitinové retazce zo svojich downstream cielovych proteinov. USP7 reguluje
bunkovy cyklus, reakciu na poskodenie DNA, apoptézu, imunitni reakciu a mnoho d’alsich
bunkovych procesov zacielenim na rézne substraty, ako su Myc, p53, PTEN, Claspin a
Foxp3. Dysregulacia stability a funkcie jeho substratov zavisld od USP7 je rozhodujuca pre
inicidciu, progresiu a recidivu niekolkych nddorov vratane rakoviny pluc, kolorektalneho
karcindému, prsnika, neuroblastomu, meduloblastomu, prostaty a pecene. Napriek vyvoju
desiatok inhibitorov USP7, ich klinické aplikécie Celia prekdzkam, ako je nizka rozpustnost,
vedl'ajsie ucinky a obavy o bezpecnost’. Skrining starych liekov alebo prirodnych produktov s
obmedzenymi vedlajsimi u¢inkami, ktoré inhibuja USP7, je teda vysoko atraktivny pre lieCbu
rakoviny.

Berberin (BBR) je alkaloid izochinolinového derivatu izolovany z Huang Lian (Koptis ¢insky
)a inych ¢inskych lie¢ivych bylin a je a¢inny pri liecbe roznych klinickych ochoreni, ako je
hnacka, metabolicky syndrom a cukrovka. BBR ma protirakovinova aktivitu zahfiiajucu
viaceré signalne drahy a biologické procesy a ma inhibi¢né u¢inky na roézne druhy rakoviny,
ako je rakovina hrubého ¢reva, rakovina pecene, glioblastém a rakovina prsnika. BBR potlaca
AKT serin/treoninkinazu, mitogénom aktivovanu proteinkindzu a proteinkindzu AMP-
aktivovanu katalyticku podjednotku alfa drahy a priamo inhibuje proliferaciu, pohyb, invaziu
a metastazy rakovinovych bunick. Dalsie $tudie vsak zistili, Ze prirodny oxoderivait BBR
(oxyberberin, OBB) ma podla vsetkého vynikajuce biologické aktivity a sl'ubné medicinske
aplikdcie. OBB ma4 vysSiu vyskumnu a aplika¢nli hodnotu vd’aka zvysenej lipofilite a 'ahSe;j
absorpcii cez biofilmy, ked’ sa BBR metabolizuje na jeho oxidovany derivat OBB.

Skumali sme, ¢i OBB zvySuje protirakovinova Uc¢innost’ sorafenibu a deSifruje suvisiace
molekularne mechanizmy. Zistili sme, Ze OBB dramaticky zvysil citlivost’ buniek rakoviny
peCene na sorafenib inhibiciou aktivacie notch homologu 1 (NOTCHI1), potlacenim
transkripcie USP7 a podporou degradacie c-Myc. Nase vysledky naznacuji, ze OBB mdze
byt novym kandiddtom na liek zamerany na USP7 a Ze kombinacia OBB a sorafenibu pri
rakovine pe€ene je nova stratégia, ktora si zasluzi d’alSie skimanie.

METODY

Bunkova kultara

Bunkova linia T'udskej rakoviny pecene Hep3B bola zakiipend od American Type Culture
Collection a pasazovana pocas < 6 mesiacov v laboratoriu. Bunkova linia Huh7 bola ziskana z
Fudan Cell Bank (Shanghai, Cina) a bunkova linia I'udskej rakoviny pedene LM3 bola
zaktipena od BeiNa Culture Collection (Peking, Cina). Vietky bunky boli kultivované v
médiu DMEM (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)
obsahujicom 10 % fetdlneho hovédzieho séra, streptomycin (100 pg/ml) a penicilin (100
U/ml) pri 37 °C v 5. % CO02 inkubator .

Cinidla a protilatky

BBR (kat. ¢. HY-N0716), OBB (kat. ¢. HY-N5027) a sorafenib (kat. ¢. HY-10201) boli
zakipené od MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ). P22077 (kat. ¢. S7133) a
LY2109761 (kat. €. S2704) boli zakupené od Selleck (Houston, TX). TGF-p (kat. ¢. P70543)
bol zakupeny od MCE (New Jersey). Suprava na pocitanie buniek-8 (kat. ¢. CK04) bola



zakipena od Dojindo Molecular Technologies Inc. (Kumamoto, Japonsko). Suprava na
detekciu apoptézy Annexin V-FITC (kat. ¢. C1062) bola zaklipena od Beyotime Institute of
Biotechnology (Shanghai, Cina). Protilatky proti poly (ADP-rib6za) polymeraze 1 (PARP;
kat. €. 9532), c-Myc (kat. ¢. 18583) a USP7 (kat. ¢. 4833), ¢lenom rodiny SMAD 3 (kat. ¢.
9523), Notch 1 (kat. ¢. 4147), kaspaza 3 (kat. ¢. 9662), ubikvitin (kat. ¢. 3936) a fosforylovana
c-Jun N-terminalna kindza (kat. ¢. 9255). od Cell Signaling Technology Inc. (Danvers, MA).
Protilatky proti FOXO6 (kat. ¢. 19122-1-AP) boli ziskané od Proteintech (Chicago, IL).
Protilatky proti glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaze (GAPDH) (kat. ¢. sc-137179) boli
ziskané od Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA).

Kvantitativha PCR

Bunky hepatokarcindému boli lyzované ¢inidlom TRIzol (ComWin Biotechnology, Peking,
Cina, CW0580S), aby sa extrahovala celkova RNA a syntéza prvého vlakna komplementarnej
DNA sa uskuto¢nila pomocou transkriptizy M-MLV (Invitrogen, CA, C28025-011). Na
kvantifikdciu hladin mRNA sa uskutoc¢nila kvantitativna polymerazova retazova reakcia v
realnom ¢ase pomocou SYBR kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie v redlnom case
Green Master Mix (TAKARA, Tokio, Japonsko, RR0O91A) v objeme 20 ul podl'a pokynov
vyrobcu pomocou zariadenia LightCycler96. (Roche) zariadenie. Pouzili sme 2 referen¢né
gény ( GAPDH a p-aktin ) pre vsetky kvantitativne testy polymerazovej retazovej reakcie v
realnom case.

Pouzité priméry boli nasledovné: USP7 forward: TCGTCGCACATTGAGACGG, reverzny:
CTTGTCGGCATGGTTGGGAAT; GAPDH dopredu:ACGGATTTGGTCGTATTGGG,
dozadu:CGCTCCTGGAAGATGGTGAT,; p-aktin vpred: CATGTACGTTGCTATCCAGGC,
reverzny, CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3.

Test Zivotaschopnosti buniek

Test supravy-8 na pocitanie buniek sa uskutocnil tak, ako je opisané. Stru¢ne, po oSetreni
uvedenymi ¢inidlami sa bunky nasadené na 96-jamkové dosticky odstranili, aby sa zmerali
hodnoty absorpcie pri vinovej dizke 450 nm pomocou ¢itacky mikrodostiiek. Nasledne sa
vypocitala a normalizovala relativna miera preZitia kazdej skupiny.

Vyludovaci test trypanovej modrej

Osetrené bunky boli Stiepené a zozbierané trypsinom a resuspendované vo vhodnej bunkove;j
suspenzii. Suspendované bunky (100 ul) a 100 ul roztoku trypanovej modrej (2X) sa odsali,
jemne premieSali a farbili pocas 5 mintt. Niektoré zo zafarbenych buniek sa spocitali pod
svetelnym mikroskopom s platiiou na pocitanie krvnych buniek, aby sa spocitali modré bunky
a celkovy pocet buniek. Bunky, ktoré nedokazali vylucit’ farbivo, boli definované ako mftve.
(Pre presnu kvantifikéciu obsahovala kazda vzorka buniek asponi 500 buniek.) Celkova miera
bunkovej smrti (%) = pocet modrych buniek/celkovy pocet buniek x 100.

Detekcia apoptozy

Na vyhodnotenie apoptdzy sa pouzila stiprava na detekciu apoptdézy Annexin V-FITC (kat. €.
APOAF-50TST, Sigma-Aldrich). V struénosti, osetrené bunky boli zozbierané a inkubované s
Annexinom V-FITC a propidium jodidom pri teplote miestnosti poc¢as 10 minut. Nasledne
boli vzorky analyzované pomocou prietokovej cytometrie (CytoFLEX, Beckman Coulter,



Miami, FL). Na pozorovanie jadrovej morfoldgie sa pouzil Hoechst 33258 na farbenie
oSetrenych buniek. Bunky boli fixované metanolovou kyselinou octovou pocas 10 minut a
Hoechst 33258 (10 ug/ml; Shanghai Biotech Research Institute, Cina) pocas 10 minut.
Nasledne boli bunky dvakrat premyté PBS, pozorované a zobrazené pomocou
fluorescencného mikroskopu. Apoptotické bunky boli identifikované na zaklade
morfologickych zmien v jadre.

Western blot analyza

Bunky sa zozbierali a pripravili sa celobunkové lyzaty. Koncentracie proteinov sa merali a
kalibrovali s pouzitim proteinovej sipravy na testovanie kyseliny bicinchoninovej (kat. ¢.
P0012; Beyotime Institute of Biotechnology). Proteinové extrakty boli oddelené 10 % alebo
12 % SDS-PAGE a prenesené na polyvinylidéndifluoridové membrany (Bio-Rad
Corporation, Hercules, CA). Membréna sa potom inkubovala s primarnou protilatkou, potom
nasledovala inkubécia so sekundarnou protilatkou zna¢enou chrenovou peroxidazou. GAPDH
sa pouzil ako kontrola nanasania proteinu.

Plazmidy a mala interferen¢na transfekcia RNA

Plazmidy pcDNA3.1, pcDNA3.1-USP7, pcDNA3.1-c-Myc, pcDNA3.1-FOXO06, pcDNA3.1-
notch intraceluldarna doména (NICD), USP7 mala interferenéna RNA (siRNA), c-Myc SiRNA
a kontrolné siRNA boli ziskané od Guangzhou FulenGen Corporation (Guangzhou, Cina).
Plazmid alebo siRNA sa transfekovali pouzitim Lipofectamine 3000 podl'a protokolu vyrobcu
(Invitrogen). Cinidlo siGENOME SMARTpool (Dharmacon) sa zriedilo médiom s
redukovanym sérom Opti MEM (Invitrogen). Cielové sekvencie siRNA boli USP7 (5'-
CCCAATTATTCCGCGGCAAA-3"), Notchl (5'-GGAGCATGTGTAACATCAA-3") a c-
Myc (5'-GUCAAGAGGCGAACACACA-3).

Pokusy na zvieratach

Na pokusy in vivo sa pouzili samce nahych mysi BALB/c (21-23 ¢, 5-6 tyzdiiov staré) od
spolo¢nosti Beijing Vital River Experimental Animal Co., Ltd. Zvierata boli umiestnené v
zariadeni bez patogénov za stabilnych podmienok a kfmené podla smernic Vyboru pre
starostlivost’ o zvierata a etiku Armadnej lekarskej univerzity. Mys$i model xenoimplantatu
rakoviny pecene bol vytvoreny injekciou suspenzie buniek Hep3B do nahych mys$i. Ked
nador dosiahol 100 mm3, mysi boli ndhodne rozdelené do 4 skupin (6 mysi/skupina) a liecené
vehikulom, OBB (10 mg/kg, intraperitoneélne), sorafenibom (30 mg/kg, peroralnou sondou)
alebo kombinacia oboch. Velkost’ nddoru a hmotnost’ mysi sa merali kazdé¢ 3 dni. Po 31
diioch boli vSetky nahé mysi usmrtené a nadory boli vyrezané. Hmotnost' nadoru xenostepu
kazdej mysi sa merala a fixovala v 4% paraformaldehyde na histopatologické vySetrenie alebo
sa zmrazila v tekutom dusiku na testy Western blot a PCR. VSetky pokusy na zvieratach sa
uskutocnili v stilade so smernicami pre starostlivost’ o zvierata a boli posudené a schvalené
etickou komisiou Armadne;j lekarskej univerzity (¢. AMUWEC20211346).

Imunohistochémia

Xenoimplantatové nadorové tkanivo bolo fixované v 4% paraformaldehyde, zaliate do
parafinu, narezané a zafarbené hematoxylinom a eozinom. Imunohistochemické farbenie sa
uskutoc¢nilo podla standardného protokolu. Po blokovani aktivity endogénnej peroxidazy a
ziskani antigénu boli rezy inkubované s primarnymi protilatkami proti USP7 (korporécia pre



technologiu bunkovej signalizacie, riedenie 1:100, kat. 4833), NOTCHI1 (korporacia pre
signaliza¢nu technologiu buniek, 1:200, kat. 4147), Ki- 67 (Proteintech, riedenie 1:1000) a
kaspaza 3 (korporacia pre technologiu bunkovej signalizacie, 1:1000, kat. 9662). Potom sa
pouzila suprava substratu diaminobenzidinperoxiddzy na farbenie jadier buniek. Na
kvantifikaciu poctu pozitivnych buniek sa pouzil softvér Image-Pro Plus (Media cybernetics
Inc., Bethesda, MD). Vyhodnot'te aspoii 5 ndhodne vybranych poli s vysokym vykonom
(x400) v kazdom reze tkaniva. Vyskumnici, ktori hodnotili sklicka a analyzovali udaje,
nevedeli o experimentalnych postupoch na zvieratach.

Koimunoprecipitacia

Po dosiahnuti 80 % konfluencie v 10 cm miskéach boli bunky podrobené réznym oSetreniam.
Bunky boli lyzované pomocou lyzaéného pufra (Beyotime, Shanghai, Cina). Nasledne boli k
lyzatom pridané krali¢ie alebo mysie IgG negativne kontroly (Beyotime, Shanghai, Cina)
alebo zodpovedajuce primarne protilatky v pomere 2 ug na 1 mg celkového proteinu. Po
inkubécii pri 4 °C cez noc sa ku kazdej vzorke oddelene pridalo 40 ul protein A/G agardzy
(Santa Cruz, CA) a inkubovalo sa pri teplote miestnosti 2 hodiny. Zmesi sa potom 5-krat
premyli 'adovo studenym PBS a 5-krat sa denaturovali 1 x SDS-PAGE nanaSacim pufrom, po
c¢om nasledoval Western blot.

Vzorky pecene od pacientov s HCC

28 pacientov s HCC, ktori podstipili reseként operaciu HCC v tretej pridruzenej nemocnici
lekarskej univerzity v Chongqing v roku 2023, bolo zaradenych do tejto Stidie so stthlasom
etickej komisie tretej pridruzenej nemocnice lekarskej univerzity v Chongqing (€. 202386);
vSetci pacienti poskytli informovany sthlas. Vzorky zo susednych a rakovinovych tkaniv sa
pouzili na analyzu Western blot a kvantitativou PCR.

Extrakcia jadrového proteinu

Jadrové proteiny z pecenovych tkaniv sa ziskali pomocou supravy na extrakciu jadrovych a
cytoplazmatickych proteinov (Beyotime, P0028) podl'a pokynov vyrobcu. Strucne, pecenové
tkaniva (40 mg) sa homogenizovali a lyzovali puframi A a B v pomere 20:1. Po 15 minatach
inkubacie na lade sa zrazeniny zhromazdili centrifugaciou pri 1500 g pocas 5 minut.
Precipitaty boli lyzované pufrom A a inkubované na l'ade pocas 20 minut. Po doplneni
pufrom B sa cytosolické extrakty zhromazdili centrifugaciou pri 12 000 g po¢as 5 minut.
Jadrové pelety sa resuspendovali v pufri na extrakciu jadrového proteinu. Po 30 minttach
inkubacie sa jadrové extrakty zhromazdili centrifugéaciou pri 12 000 g pocas 10 mintt.

Statisticka analyza

Na vyhodnotenie tidajov sa pouzili softvér GraphPad Prism verzie 6.0 a SPSS 20.0 (oba od
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) (SPSS Inc., Chicago, IL). Udaje st priemerné
vysledky z asponi 3 samostatnych experimentov a s prezentované ako priemer (= SD). Na
porovnanie 2 skupin sa pouzil neparovy alebo parovy Studentov t test. Jednosmernda ANOVA
alebo 2-cestna ANOVA sa pouzili, ked’ boli skupiny viac ako 2, a potom sa uskutocnil post
hoc Tukeyov test. Ked' p < 0,05, rozdiel sa povazoval za Statisticky vyznamny.



VYSLEDKY

USP7 vyrazne oslabuje u¢inok sorafenibu proti rakovinovym bunkam pecene

Chemorezistencia ¢asto vedie k zlyhaniu lieCby nadoru a ubikvitin-Specificka proteaza 7
(USP7) je vyznamnym prispievatelom k chemorezistencii. USP7 je prominentne
exprimovany v réznych malignitach a je spojeny so zlou prognézou, ¢o z neho robi
potencialny terapeuticky ciel' pri rakovine. Stidie ukazali, z¢ USP7 je rozhodujuci pre
rezistenciu voc¢i lickom. Prirakovine peCene potlacenie aktivity USP7 sprostredkované
enkurinom vyznamne inhibovalo rezistenciu na sorafenib, ¢o naznacuje ddlezitost USP7 v
rezistencii na sorafenib. Ako je znazornené na obrazku 1A-D, knockdown USP7 pomocou
siRNA zacielenej na USP7 vyznamne posilnil cytotoxicitu sorafenibu na bunky rakoviny
peCene, vratane inhibicie proliferacie (Huh7, p <0,01; Hep3B, p <0,001) ( obrazok 1A),
bunka podpora smrti (Huh7, p < 0,01; Hep3B, p < 0,001) ( obrazok 1B ) a indukcia apoptozy
(Huh7, p < 0,001; Hep3B, p < 0,001) ( obrazok 1C). V stlade s tymito vysledkami sa PARP
Stiepend molekulou suvisiacou s apoptdzou vyznamne zvysila v bunkach rakoviny pecene po
liecbe OBB a sorafenibom (Huh7, p <0,001; Hep3B, p <0,001) ( obrazok 1D, E ). Okrem toho
sme zistili, ze nadmerna expresia USP7 vyrazne znizila zabijaci G€inok sorafenibu na bunky
rakoviny pecene ( p <0,05) (obrazok 1F-I). Tieto vysledky ukazali, ze knockdown USP7
vyznamne senzibilizoval sorafenib na potlacenie buniek rakoviny pecene. Ukézalo sa, ze c-
Myc, dobre zndmy downstream ciel'ovy protein USP7, sprostredkovéva chemorezistenciu na
sorafenib. Preto sme urcili, ¢i hladiny proteinu c-Myc moézu byt ovplyvnené liecbou siRNA
alebo inhibitorom USP7 v pritomnosti sorafenibu. Vysledky ukazali, ze siRNA (si-USP7)
alebo inhibitor (P22077) USP7 dramaticky zvySili ubikvitindciu c-MyC a znizili hladiny
proteinu c-Myc (obrazok 1J-M), ¢o naznacuje, ze USP7-c-Myc sa moéze podielat’ na
chemorezistencii bunky rakoviny pecene na sorafenib. Nakoniec test na pocitanie buniek kit-8
odhalil, Ze kombinicia sorafenibu a P22077 vyznamne zniZila Zivotaschopnost buniek
rakoviny pecene v porovnani so samotnym sorafenibom alebo P22077 (Huh7, p <0,001,;
Hep3B, p <0,001) (obrazok IN). Tieto vysledky naznacuju, ze bud inhibicia alebo
knockdown USP7 podporuje protinadorovy uc¢inok sorafenibu v bunkéch rakoviny pecene.
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USP7 vyrazne oslabuje ti¢inok sorafenibu proti rakovine pecene. (A—E) Huh7 a Hep3B bunky
boli transfekované negativnou kontrolnou siRNA (si-NC) alebo USP7 siRNA (si-USP7)
pocas 24 hodin, po liecbe sorafenibom (5 uM) alebo kontrolou vehikula pocas 48 hodin.
Potom sa testovala Zivotaschopnost’ buniek pomocou supravy CCK8 (A), celkova bunkova
smrt’ sa vypocitala pomocou farbenia trypanovou modrou (B) a apoptotické bunky sa
analyzovali pomocou prietokovej cytometrie (C). Stiepena PARP sa vyhodnotila pomocou
Western blotu s GAPDH ako kontrolou nanéasania a kvantifikovala sa pomerom Stiepenej
PARP ku GAPDH (D a E). (F-I) Huh7 a Hep3B bunky boli transfekované negativnym
kontrolnym vektorom alebo eukaryotickym expresnym plazmidom USP7 (pc-USP7) pocas 24
hodin, po liecbe sorafenibom (5 uM) alebo kontrolou vehikula pocas 48 hodin. Potom sa
testovala zivotaschopnost’ buniek pomocou supravy CCKS8 (F), celkova bunkova smrt’ sa
vypocitala pomocou farbenia trypanovou modrou (G) a apoptotické bunky sa analyzovali



pomocou prietokovej cytometrie (H). Odstiepena PARP sa vyhodnotila pomocou Western
blotu s GAPDH ako kontrolou nanésania a kvantifikovala sa pomerom odstiepenej PARP ku
GAPDH(I). (J) Bunky Huh7 a Hep3B boli transfekované¢ kontrolnou siRNA alebo USP7
siRNA pocas 24 hodin, po oSetreni sorafenibom (5 uM) alebo kontrolou s vehikulom pocas 48
hodin. Potom sa hladiny uvedenych proteinov vyhodnotili pomocou Western blotu a
kvantifikovali sa pomerom c-Myc k GAPDH a USP7 k GAPDH. (K a L) Po osetreni ako v (J)
boli bunky osetrené 10 uM MG132 pocas 6 hodin pred extrakciou celkového proteinu, potom
boli bunky Huh7 (K) a Hep3B (L) lyzované na ko-imunoprecipitacny test s protilatkou USP7
a potom sa pouzil Western blot na meranie uvedenych proteinov. (M) Bunky rakoviny pecene
boli oSetrené sorafenibom (5 uM), inhibitorom USP7 P22077 (10 uM) alebo kombinovanym
sorafenibom P22077 pocas 48 hodin; hladiny uvedenych proteinov boli hodnotené pomocou
Western blotu a kvantifikované pomerom c-Myc ku GAPDH a USP7 ku GAPDH. (N) Po
osetreni ako v (M) sa Zivotaschopnost’ buniek merala testom CCKS8. Udaje st uvedené ako
priemer + SD (n=3). * p < 0,05,** p < 0,01 a*** p < 0,001. Skratky: c-Myc, V-Myc homolog
virusového onkogénu vticej myelocytomatdézy; GAPDH, glyceraldehyd 3 fosfat
dehydrogendza; 1B, imunoblotovanie; IP, imunoprecipitacia; ns, ziadny vyznam; PARP, poly
(ADP-rib6za) polymeraza; si-NC, negativna kontrola s malou interferen¢nou RNA; si-USP7,
USP7 mala interferenénd RNA; WCE, celobunkovy extrakt.

USP7 zmierniuje citlivost’ buniek rakoviny pecene na sorafenib prostrednictvom
upregulacie c-Myc

Vyssie uvedené vysledky ukazuj, ze USP7 hra dodlezitu ulohu v terapeutickej rezistencii na
sorafenib. C-Myc je dobre znamy downstream ciel'ovy protein USP7 a povaZuje sa za jeden z
najdolezitejSich dovodov terapeutickej rezistencie sorafenibu, ako je znazornené na obrazku
2A-C , umlcanie c-Myc vyrazne zvysilo toxicitu sorafenibu ( p <0,01). Na d’alSie overenie
ulohy c-Myc v rezistencii na sorafenib sprostredkovanit USP7 sa eukaryotické expresné
plazmidy si-USP7 a USP7 kotransfekovali do buniek rakoviny pefene v pritomnosti alebo
nepritomnosti sorafenibu. Ako je zndzornené na obrazku 2D-F, ticho USP7 vyznamne
zvysilo  potlacenie  proliferacie  sprostredkované  sorafenibom  (Huh7, p <0,01,;
Hep3B, p <0,001), apoptéozu (Huh7, p <0,01; Hep3B, p <0,001) a indukcia bunkovej smrti
(Huh7, p <0,001; Hep3B, p <0,01), ktora bola dramaticky zniZena nadmernou expresiou c-
myc. Okrem toho nadmernd expresia c-Myc pozoruhodne zoslabila umlcanie USP7 v
kombinacii so sorafenibom indukovanou upregulaciou $tiepenej PARP ( p <0,001) ( obrazok
2G). Tieto vysledky naznacuji, Ze nadmernd expresia c-Myc vyznamne oslabila G¢inok
sorafenibu na zabijanie nadorov v kombindcii s uml¢anim USP7, ¢o naznacuje, ze os USP7-c-
Myc hré zasadnt ulohu pri regulécii citlivosti buniek rakoviny pecene na sorafenib. Aby sme
d’alej overili dolezitost’ drahy USP7-c-Myc Vv rezistencii na sorafenib, kotransfekovali sme c-
Myc siRNA s eukaryotickymi expresnymi plazmidmi USP7 v pritomnosti sorafenibu.
Vysledky ukazali, Ze nadmernd expresia USP7 vyznamne inhibovala sorafenibom
sprostredkovanu inhibiciu proliferacie, bunkovi smrt’ a indukciu apoptdzy, co bolo zvratené
uml¢anim c-Myc (p <0,01) (obrazok 2H-J). V sulade s tymito vysledkami sa expresia
molekuly Stiepenej PARP suvisiacej s apoptozou v skupine s kombinaciou zvysila po uml¢ani
c-Myc (p <0,01) ( obrazok 2K ). Tieto vysledky naznacuju, ze os USP7-c-Myc je dblezitou
signalnou drahou veducou k rezistencii na sorafenib a zacielenie na signalnu drahu USP7-c-
Myc je uskutocnitelnou stratégiou na zvySenie terapeutického ucinku sorafenibu. Celkovo
tieto zistenia naznacuju, ze draha USP7-c-Myc vyznamne zmieriiuje G¢inky sorafenibu proti
rakovine pecene.
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USP7 zmiertiuje citlivost’ buniek rakoviny pecene na sorafenib prostrednictvom upregulacie c-Myc. (A-C) Huh7
a Hep3B bunky boli transfekované si-NC alebo c-Myc SiRNA (si-cmyc) podas 24 hodin, po oSetreni
sorafenibom (5 puM) alebo kontrolou vehikula pocas 48 hodin. Potom sa testovala zivotaschopnost buniek
pomocou supravy CCKS8 (A), celkova smrt’ buniek sa vypocitala pomocou farbenia trypanovou modrou (B) a



apoptotické bunky sa analyzovali pomocou prietokovej cytometrie (C). (D—K) Bunky Huh7 a Hep3B boli
kotransfekované s uvedenymi plazmidmi a siRNA pocas 24 hodin, po liecbe sorafenibom (5 uM) alebo po
kontrole vehikula pocas 48 hodin. Potom sa skiimala zivotaschopnost’ buniek pomocou stpravy CCK8 (D a H),
celkova bunkova smrt’ sa vypocitala pomocou farbenia trypanovou modrou (E a I) a apoptotické bunky sa
analyzovali pomocou prietokovej cytometrie (F a J) a §tiepili sa PARP a c-Myc sa vyhodnotili pomocou Western
blotu s GAPDH ako kontrolou zat'azenia a kvantifikovali sa pomerom Stiepenej PARP ku GAPDH (G a K).
Udaje sa uvedené ako priemer + SD (n=3). ** p< 0,01 a *** p < 0,001. Skratky: c-Myc, V-Myc homolog
virusového onkogénu vtacej myelocytomatdzy, GAPDH, glyceraldehyd 3 fosfat dehydrogenaza; PARP, poly
(ADP-ribéza) polymeraza; si-NC, negativna kontrola s malou interferenénou RNA; si-USP7, USP7 mala
interferencna RNA.

OBB potlaca expresiu USP7 inhibiciou NOTCH1

BBR, prirodny alkaloid ziskany z ¢inskych bylin, sa pouZziva na liecbu uplavice a kolitidy.
Preukazal rozne farmakologické UcCinky, vratane zlepSenia cukrovky, zapalu, NAFLD a
rakoviny. Jeho koncentracia v krvi je vSak nizka a pre jeho bioaktivitu si rozhodujuce
metabolity sprostredkované ¢revnou mikroflérou. OBB, hlavny metabolit BBR, ma vysSiu
biologicku dostupnost’ a je vnimany ako prostriedok na zlepSenie cukrovky, zapalu a NAFLD.
Nasim cielom bolo zistit’, ¢i ma OBB protinddorové vlastnosti podobné vlastnostiam BBR.
Skrinovali sme OBB z niekol’kych prirodnych zlucenin zameranych na inhibiciu USP7 v
bunkdch HCC (udaje nie st uvedené). Je zaujimavé, Ze sme zistili, Ze OBB v zavislosti od
davky znizil hladinu proteinu USP7 (ked’ bol OBB > 5 uM, 48 hodin, p < 0,01) ( obrazok
3A), dobre charakterizovaného onkogénu pri rakovine pecene. Okrem toho BBR vyznamne
znizuje hladinu proteinu USP7 spdsobom zavislym od koncentracie. Dalej sme skiimali
mechanizmus, ktorym OBB downreguloval expresiu USP7. mRNA USP7 v bunkéch
rakoviny pecene bola stanovena po liecbe réznymi koncentraciami OBB. Tieto vysledky boli
konzistentné s vysledkami Western blotu; OBB znizil hladinu mRNA USP7 spdsobom
zavislym od davky (ked OBB > 5 uM, 48 hodin, Huh7, p < 0,01; Hep3B, p < 0, 05) ( obrazok
3B, ¢o naznacuje, Ze OBB potlacil expresiu USP7 na transkripénej Grovni. Predchadzajtce
Studie wukdazali, ze transkripcia USP7 je regulovand proteinom forkhead box O6
(FOX06), NOTCH1 a TGF-p. Preto sme uréili, ¢i sa FOXO6, NOTCH1 a TGF-B podielali
na regulacii USP7 sprostredkovanej OBB. Je zaujimavé, ze sme zistili, Ze knockdown
NOTCHI1 pri liecbe OBB vyznamne inhiboval transkripciu USP7 ( p <0,01), zatial' ¢o
umléanie FOXO6 pomocou si-FOXO6 (Huh7, p = 0,556; Hep3B, p = 0,598) a ¢lena rodiny
TGF-B-SMAD 3 inhibicia receptorom TGF-p (Huh7,p= 0,552; Hep3B,p= 0,908)
inhibitorom LY2109761 jasne neovplyvnila transkripciu USP7 pri lie€be OBB ( obrazok 3C—
E ). Okrem toho Western blot odhalil, Ze NOTCHI1 bol inhibovany OBB spdsobom zavislym
od davky ( p <0,01) ( obrazok 3F, G). Tieto vysledky naznacuju, ze NOTCHI sa podiel’a na
inhibicii expresie USP7 v bunkéch rakoviny pecene sprostredkovanej OBB. Okrem toho sme
zistili, Ze iba bunky nadmerne exprimujuce NICD (NICD, napodobiiujice zosilnenie signalne;j
drahy Notchl) by mohli vyznamne inhibovat’ zabijajuci ucinok toxicity OBB ( p <0,01),
zatial' ¢co FOXO6 (Huh7,p = 0,997; Hep3B, p= 0,923) a ¢len rodiny TGF-p-SMAD 3
(Huh7, p = 0,888; Hep3B, p= 0,957) mozu byt netfinné ( obrazok 3H-J). Suhrnne tieto
vysledky ukézali, ze OBB inhiboval expresiu USP7 inhibiciou NOTCHI.
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OBB potlaca expresiu USP7 inhibiciou NOTCHI. (A a B) Bunky Huh7 a Hep3B boli osetrené OBB (1, 5, 10, 50
alebo 100 uM) alebo kontrolou vehikula pocas 48 hodin. Potom sa pouzil western blot na detekciu hladiny
proteinu USP7 s GAPDH ako kontrolou zat'azenia. Kvantitativna PCR sa pouzila na detekciu hladiny mRNA
USP7 s GAPDH ako referencnym génom. (C a D) Sucasne s pridanim OBB bola mala interferencna RNA
zamerana na FOXO06 (si-FOX06) alebo NOTCH1 (si-NOTCHI1) alebo negativna kontrolna mala interferenéna
RNA transfekovana do buniek Huh7 a Hep3B pocas 48 hodin a potom qRT- PCR sa pouzila na meranie hladiny
mRNA USP7 s pouzitim GAPDH ako referenéného génu. (E) Po oSetreni LY2109761 (inhibitory TGF-p
receptora) a OBB pocas 24 hodin boli bunky Huh7 a Hep3B lyzované na detekciu mRNA USP7 pomocou qRT-



PCR a GAPDH sa amplifikoval ako referencny gén. (F a G) Bunky Huh7 a Hep3B boli osetrené OBB (25, 50
alebo 100 uM) alebo kontrolou s vehikulom poc¢as 48 hodin. Potom boli bunky zozbierané a bola detekovana a
kvantifikovana hladina proteinu §tiepeného NOTCHI1 a c-Myc. (H-J) Bunky Huh7 a Hep3B boli transfekované
eukaryotickym expresnym plazmidom (pc-FOXO6 alebo pc-NICD) alebo aktivatorom signalnej drahy ¢Elena 3
rodiny TGF-B/SMAD (TGF-B) poc¢as 24 hodin po liecbe OBB ( 50 uM) alebo kontrola vehikula poc¢as 48 hodin.
Potom sa testovala Zivotaschopnost’ buniek pomocou stipravy CCK8. Udaje st uvedené ako priemer + SD (n=3).
*p< 0,05**p< 0,01 a***p< 0,001. Skratky: c-Myc, V-Myc homoldg virusového onkogénu vtacej
myelocytomatozy; GAPDH, glyceraldehyd 3 fosfat dehydrogenaza; FOXO6, forkhead box protein O6; NICD,
intracelularna doména zarezu; NOTCH1, homolog zarezu 1; ns, ziadny vyznam; OBB, oxyberberin; si-NC,
negativna kontrola s malou interferenénou RNA; USP7, ubikvitin-Specificka peptidaza 7.

OBB senzibilizuje sorafenib inhibiciou drahy NOTCH1-USP7

Sorafenib, inhibitor s malou molekulou, sa od roku 2007 povazuje za Standard starostlivosti o
pacientov s pokroCilym neresekovatelnym karcindmom pecene. Predtym sme zistili, Ze
aktivacia USP7 sa vyznamne podiel’a na rezistencii na sorafenib a d’alej sme zistili, ze OBB
modze vyznamne inhibovat’ vyjadrenie USP7. Na zaklade tychto zisteni sme Spekulovali, ze
OBB pravdepodobne senzibilizuje bunky rakoviny pecene na sorafenib. Na testovanie tejto
hypotézy sme skumali cytotoxicky uc¢inok OBB v kombinacii so sorafenibom v 2 bunkovych
liniach rakoviny pecene, Huh7 a Hep3B. Ako je znazornené na obrdzku 4A. OBB vyznamne
senzibilizoval bunky na sorafenib pri 25 uM (ked OBB > 25 uM, 48 hodin, p < 0,05) .
Zaroven sme ukazali zmeny prezitia buniek ovplyvnené ré6znymi koncentraciami sorafenibu,
OBB a BBR pocas 48 hodin. Na posudenie, ¢i bol kombinovany uc¢inok synergicky alebo
aditivny, sme vypocitali kombina¢ny index (CI) a vytvorili izobologramy. A Cl <1 indikuje
synergicky efekt kombinovanej terapie. Kombinované liecby s 5/5 pM sorafenib/OBB viedli
len k aditivhym uU¢inkom (CI = 0,945 pre bunky Huh7 a 0,981 pre bunky Hep3B).
Kombinacie 5 uM sorafenibu a 25 uM OBB alebo 5 uM sorafenibu a 50 uM OBB viedli k
synergickému ucinku (CI = 0,249 alebo 0,556 v bunkdch Huh7 a CI = 0,205 alebo 0,662 v
bunkach Hep3B). Tieto vysledky naznacuji synergicky u¢inok medzi sorafenibom a OBB v
bunkach HCC. Okrem toho sme zistili, Ze kombinovana liecba s 5/25 uM sorafenib/OBB
priniesla dobré synergické u¢inky. Vzhl'adom na to, Ze koncentracie 5 uM sorafenibu a 25 uM
OBB su klinicky relevantné a mozno ich farmakologicky dosiahnut’, sme vybrali tieto
koncentracie sorafenibu a OBB pre nasledujice experimenty. Okrem toho OBB v kombinéacii
so sorafenibom vyvolal vyznamna zmenu v morfoldgii buniek, vratane zmrStovania buniek a
vymiznutia bunkového spojenia ( obrdzok 4B ). Okrem toho percentd buniek rakoviny pecene
pozitivnych na annexin V/propidium jodid (Huh7, p < 0,01; Hep3B, p < 0,001) ( obrazok 4C)
a apoptotické telieska ( obrazok 4E ) (Huh7, p < 0,01; Hep3B, p < 0,001) v skupine s OBB a
sorafenibom boli vyznamne vysSie ako v skupindch s OBB a sorafenibom samotnym. V
stlade s tymito vysledkami sa hladina molekuly c-PARP suvisiacej s apoptdézou vyznamne
zvysila v skupinach s kombinaciou OBB a sorafenib (p <0,001) ( obrazok 4D ). Western blot
overil, ze OBB vyznamne inhiboval drdhu NOTHCI-USP7 aktivovanil sorafenibom
(p <0,01) ( obrazok 4F ). Tieto vysledky naznacuju, ze OBB mdze podporovat’ sorafenibom
indukovant apoptozu buniek rakoviny pecene downregulaciou USP7. Na upevnenie toho, Ze
OBB synergizuje so sorafenibom na potlacenie rakoviny pecene prostrednictvom inhibicie
USP7, sa pouzil eukaryoticky expresny plazmid USP7. Ako je zndzornené na obrazku 4G ,
nadmerna expresia USP7 vyznamne inhibovala OBB a sorafenibom indukovany zabijaci
ucinok buniek rakoviny pecene ( p <0,01). VysSie uvedeny experiment ukazuje, Ze OBB
synergizoval so sorafenibom na zabijanie buniek rakoviny pecene znizenim USP7. Na rozdiel
od toho, nadmerné expresia FOXO6 alebo liecba TGF-p nemala Ziadny vyznamny vplyv na
bunkovu letalitu indukovani kombinaciou OBB a sorafenibu ( p >0,05, bez vyznamnosti)
(obrazok 4H, 1). Tieto vysledky naznacuju, ze draha NOTCH1-USP7 hra dolezita Glohu v
synergickom tc¢inku OBB a sorafenibu na bunky rakoviny pecene.
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OBB senzibilizuje sorafenib inhibiciou drahy NOTCH1-USP7. (A) Bunky Huh7 a Hep3B boli oSetrené r6znymi
koncentraciami (5, 25, 50 alebo 100 pM) OBB v pritomnosti sorafinibu (5 pM) alebo nie pocas 48 hodin a
potom bola bunkou merana Zivotaschopnost’ buniek. test pocitacej supravy-8 (CCK8). (B—E) Bunky Huh7 a
Hep3B boli osetrené OBB (25 uM), sorafinibom (5 uM) alebo OBB kombinovanym sorafinibom pocas 48 hodin
a potom zobrazené pod mikroskopom s fazovym kontrastom, Mierka: 200 um (B) a apoptotické bunky sa
analyzovali pomocou prietokovej cytometrie (C), Stiependa PARP sa vyhodnotila pomocou Western blotu a
kvantifikovala sa (D). Bunky boli zafarbené s Hoechst 33258 a pozorované pod fluorescenénym mikroskopom;
bolo spocitané a vypocitané percento apoptotickych buniek. Mierka: 200 um (E). (F) Bunky Huh7 a Hep3B boli
oSetrené ako v (B), potom boli hladiny proteinov NOTCHI1, USP7 a c-Myc detegované pomocou Western blotu
a kvantifikované pomerom stiepeného NOTCH1 k GAPDH, USP7 k GAPDH a c- Myc na GAPDH. (G) Bunky
Huh7 a Hep3B boli transfekované negativnym kontrolnym vektorom alebo pc-USP7 pocas 24 hodin, po oSetreni
OBB (25 uM), sorafinibom (5 uM) alebo OBB kombinovanym sorafinibom pocas 48 hodin. Potom sa testovala
zivotaschopnost’ buniek pomocou supravy CCKS. (H) Bunky Huh7 a Hep3B boli transfekované negativnym



kontrolnym vektorom alebo pc-FOXO6 pocas 24 hodin, po oSetreni OBB (25 uM), sorafinibom (5 uM) alebo
OBB kombinovanym sorafinibom poc¢as 48 hodin. Potom sa testovala Zivotaschopnost’ buniek pomocou stpravy
CCKS. (I) Bunky Huh7 a Hep3B boli transfekované OBB (25 uM), sorafinibom (5 uM) alebo OBB
kombinovanym sorafenibom v pritomnosti alebo nepritomnosti TGB-p pocas 48 hodin. Potom sa testovala
Zivotaschopnost’ buniek pomocou supravy CCK8. Udaje su priemery = SD (n=3). ** p < 0,01 a *** p < 0,001.
Skratky: c-Myc, V-Myc homoldg virusového onkogénu vtacej myelocytomatézy; GAPDH, glyceraldehyd 3
fosfat dehydrogenaza; ns, ziadny vyznam; OBB, oxyberberin; PARP, poly (ADP-ribéza) polymeraza; USP7,
ubikvitin-Specificka peptidaza 7.

OBB synergizuje so sorafenibom na potlacenie rastu xenoimplantatu rakoviny pecene in
Vivo

Skonstruovali sme model xenoimplantatu rakoviny peene u mys$i, aby sme urcili, ¢i
kombindcia OBB a sorafenibu potlacila rast nddorovych buniek in vivo. Potom sme oSetrili
nahé mys$i nesuce xenostepové nadory samotnym OBB a sorafenibom alebo OBB plus
sorafenib a monitorovali rast nadoru pocas 31 dni. Ako je znazornené na obrazku 5A, B,
priemerné objemy nadorov (p<0,05) a hmotnosti nadorov (p <0,001) v skupine s
kombindciou OBB a sorafenibu boli vyznamne zniZené v porovnani s objemami v skupine s
jednym lieckom alebo v kontrolnej skupine. Zatial' ¢o telesna hmotnost myS$i sa medzi
skupinami v priebehu liecby neliSila. Boli prezentované reprezentativne obrazky pre
hematoxylinové a eozinové farbenie xenoStepovych nadorov ( obrazok 5C). Medzitym
imunohistochemickd analyza ukazala, Ze hladiny kaspazy 3 v kombinovanej skupine boli
vysSie ako hladiny v skupinach s OBB alebo samotnym sorafenibom ( p <0,05) a hladiny
NOTCHI1 a USP7 v kombinovanej skupine boli vyznamne niz$ie ako hladiny v skupine
skupina sorafenib samotny ( p <0,01). V sulade s tymito vysledkami vysledky Western blotu
ukézali, Ze expresia NOTCHI1 a c-Myc bola vyznamne znizend v skupine s kombinéciou v
porovnani so samotnou skupinou sorafenibu ( p <0,01) (obrazok 5D, E). Okrem toho
tunelovy test odhalil, Ze pocet pozitivnych buniek v skupine s kombinaciou bol jasne vyssi
ako pocet v skupine s OBB alebo sorafenibom samotnym ( p <0,01) ( obrazok 5F ). Tieto
udaje d’alej ukazujt, ze OBB zvySuje G¢inok sorafenibu proti rakovine pecene in vivo. Okrem
toho sme urcili vztah medzi hladinou proteinu jadrového NICD a hladinou mRNA USP7 v
pecenovych tkanivach pacientov s HCC. Hladina proteinu jadrovej NICD a hladina mRNA
USP7 bola dramaticky zvySend v tkanivaich HCC v porovnani so susednymi nadorovymi
tkanivami, ¢o je v sulade s predchadzajiuce Stadie. Korelacna analyza navySe odhalila, Ze
hladina mRNA USP7 pozitivne korelovala s hladinou proteinu jadrového NICD, ¢o
naznacuje, ze USP7 je transkripne regulovany nukledrnym Notchl u pacientov s HCC.
Celkovo nase vysledky ukazali, Ze OBB senzibilizuje bunky rakoviny pecene na sorafenib
inhibiciou drahy NOTCH1-USP7-c-Myc, ¢o mdze pripravit’ cestu pre vyvoj novych stratégii
na lie¢bu pokrocilej rakoviny pecene zaloZenej na kombinovanom pouziti OBB a sorafenib.
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OBB synergizuje so sorafenibom na potlacenie rastu xenoimplantatu rakoviny pecene in vivo. Hep3B bunky (2 x
106 boli naockované subkutinne do nahych mysi na oboch zadnych stranéch, aby sa vytvorili subkutanne
nadory. Ked nadory dosiahli priemerny objem 100 mm3 ' nahé myS$i sa nahodne rozdelili do 4 skupin (6
mysi/skupina) a mySiam sa podavala bud’ kontrola s vehikulom, sorafenib (peroralna sonda, 30 mg/kg) alebo len
OBB. (ip, 10 mg/kg) a OBB a sorafenib v kombinacii, v danom poradi. Mys$i dostali celkovo 31 dni liecby,
sondou kazdy den pocas 5 dni v rade, po ktorych nasledovali 2 dni odpoéinku. (A) Objemy nadorov sa
zaznamenavali kazdé 3 dni. (B) Nadory xenos$tepu sa extrahovali 31 dni po subkutannej injekcii a stanovila sa
hmotnost’ nadorov. (C) Nadorové rezy z xenoimplantatov sa pripravili na H&E a imunohistochemické analyzy.
St znazornené reprezentativne obrazky imunofarbenia kaspazy 3, USP7 a NOTCHI. Pozitivne bunky sa
spocitali v priemere medzi celkovo 1000 buniek. Mierka, 100 um. (D a E) Hladiny proteinov USP7, NOTCH1,
C-MYC a stiepenej PARP v tkanivach xenoimplantatovych nadorov sa detegovali pomocou western blotu a
kvantifikovali sa pomerom Stiepenej PARP k GAPDH, USP7 k GAPDH, c-Myc k GAPDH a stiepil NOTCHI1



na GAPDH. (F) Nadorové rezy z xenoimplantatov sa pouzili na test TUNEL. Boli zobrazené reprezentativne
obrazky TUNEL. Kvantifikoval sa poéet TUNEL-pozitivnych buniek. Mierka, 25 pum. Udaje st uvedené ako
priemer £ SD (n=3). * p< 0,05**p< 0,01 a***p< 0,001. Skratky: c-Myc, V-Myc homolog virusového
onkogénu vtacej myelocytomatozy; GAPDH, glyceraldehyd 3 fosfat dehydrogenaza; H&E, hematoxylin a eozin;
NOTCHI1, homoloég zarezu 1; OBB, oxyberberin; PARP, poly (ADP-rib6za) polymeraza; TUNEL, koncové
znaCenie dUTP-biotinovym nick endom sprostredkované deoxynukleotidyltransferazou; USP7, ubikvitin-
$pecificka peptiddza 7.

DISKUSIA

V Kklinickej praxi stale existuje velky pocet pokrocilych pacientov s HCC, ktori pouzivaju
sorafenib na lie¢bu so slabou uc¢innostou. Hoci sa preukazalo, Zze na chemorezistencii voci
liecbe sorafenibom sa podiela niekol’ko mechanizmov, ako je autofagia, ACSL4-
sprostredkovana ferroptéza a apoptdza, zodpovedajici mechanizmus chemorezistencie
sorafenibu nie je pri lieCbe rakoviny pecene stale ani zd’aleka dobre objasneny. Pribudajice
dokazy ukézali, ze u¢innost’ sorafenibu mozno vyznamne zlep$it' kombinovanou lie¢bou. V
tejto Studii sme zistili, Ze OBB zosilnil G¢inok sorafenibu na rakovinu pecene inhibiciou osi
USP7-c-Myc, ¢o je v stulade s tym, ze c-Myc je kluCovym cielom rezistencie na
sorafenib. OBB vyznamne zabil bunky rakoviny pecene a indukoval apoptozu v kombinacii
so sorafenibom inhibiciou transkripcie USP7 prostrednictvom inhibicie NOTCHI1. Okrem
toho mé OBB, derivat BBR, vyhody dobrej bezpecnosti, nizkych vedl'ajSich u¢inkov lieku a
toxicity, ¢o ho robi vhodnym pre klinické kombinacie lickov. Preto kombinacia sorafenibu a
OBB moze zvysit’ Gcinnost’ sorafenibu v prvej linii lie€by. Sthrnne na$ vyskum ukazuje, ze
OBB zvysuje citlivost’ buniek rakoviny pecene na sorafenib inhibiciou drahy NOTCHI1-
USP7-c-Myc, ¢o pontika nové poznatky o zvySovani terapeutického uc€inku sorafenibu na
rakovinu pecene.

USP7, znamy karcinogénny faktor, je Coraz viac uznavany pre svoju ulohu pri réznych
druhoch rakoviny a chor6b. Nadmerné expresia USP7 v 'udskych rakovinéch a jej interakcia
s proteinmi spojenymi s rakovinou, ako st MDM2, FOXP3 a c-Myc, z nej urobili hlavny ciel
liecby rakoviny. Predchadzajuci vyskum ukazal, Ze zacielenie na USP7 moéze zvysit citlivost’
na radiochemoterapiu hematologickych aj solidnych malignit. Inhibicia USP7 méZe prekonat
chemorezistenciu DOX, ¢o naznacuje jej Glohu pri sprostredkovani chemorezistencie. Okrem
toho vysoka aktivita USP7, indukovana downregulaciou enkurinu, proteinu supresujuceho
nadory, prispieva k rezistencii na sorafenib pri rakovine pecene. Zacielenie USP7 moZze
zvysit odpoved’ nadoru na rdézne terapeutické stratégie vratane tradicnej chemoterapie,
molekularne cielenej terapie, imunoterapie a radioterapie. Preto zacielenie na USP7 ma
potencial poskytnit’ univerzalne vyhody v klinickej praxi. V désledku toho existuje znacny
zaujem o vyvoj inhibitorov USP7 alebo degradacnych cinidiel na liecbu nddorov. Neexistuju
vSak Ziadne spravy o prirodnych produktoch, ktoré by mohli znizit USP7. Zistili sme, ze
hladina mRNA USP7 bola vyznamne zniZenéd v bunkach rakoviny pecene osetrenych OBB v
porovnani s kontrolnou skupinou a d’alej potvrdili, ze USP7 je downstream cielovy gén OBB
v bunkach rakoviny pecene.

Na zéver po prvykrat uvadzame, ze prirodnd zlicenina OBB mo6ze vyznamne inhibovat
expresiu USP7, ¢o poskytuje sl'ubnu terapeuticku stratégiu pre terapiu nadorov zameranu na
USP7.

BBR, izochinolinovy alkaloid s r6znymi biologickymi uc¢inkami, sa v medicine pouziva uz
roky. Je to fytochemicka zlucenina ziskana z lieivych rastlin. BBR ma protinadorové ucinky
pri malignitach. Okrem toho ma BBR synergické ucinky s protirakovinovymi liekmi alebo
prirodnymi zliceninami, ¢im zvySuje jeho u¢innost’ proti niekol’kym rakovinam. BBR si



ziskal pozornost’ vd’aka svojim farmakologickym tc¢inkom a nizkej toxicite. BBR sa pouziva
v tradi¢nej orientdlnej medicine na liecbu zapalovych ochoreni. OBB, prirodny peroxidovy
derivat BBR, sa uvadza, ze ma protinadorové a hypoglykemické ucinky, chrani tkaniva pred
poskodenim stresom a modze lieCit metabolicky spojené stukovatenie pecene. OBB ma
vyraznej$i protizapalovy ucinok a je bezpecnejsi ako BBR. OBB je v mnohych aspektoch
lepsi ako BBR a mé potencial ako protinadorové terapeutické ¢inidlo. Potencialne biologické
aktivity a terapeutické prinosy OBB sa vSak skimali len zriedka. Skrinovali sme OBB z
niekol’kych prirodnych zlucenin zameranych na inhibiciu USP7 v bunkach HCC (udaje nie st
uvedené).Vyskum tiez ukdzal, ze OBB moéze sluzit ako potencialny senzibilizator
chemoterapeutickych liekov. DoélezitejSie je, z2 OBB ma vyhody dobrej bezpecnosti, nizkych
vedlajsich ucinkov a toxicity, vd’aka ¢omu je vhodny pre klinické kombinacie liekov. Preto
kombindcia sorafenibu a OBB mdze zvysit' ucinnost’ sorafenibu v klinickom prostredi. Nas
experiment dokdzal, ze OBB downreguloval expresiu USP7 hlavne inhibiciou drahy
NOTCH1.

Této Studia uvadza ulohu OBB pri inhibicii nadorov, ¢o naznacuje, ze sa moze pouzit' ako
senzibilizator sorafenibu pri rakovine pe¢ene. Okrem toho OBB aj BBR vyznamne potlacili
expresiu USP7. Blokovanie funkcie USP7, inhibicia jeho aktivity alebo downregulacia jeho
proteinovej expresiec moze ucinne prekonat’ terapeuticki rezistenciu vo¢i mnohym
liekom, vratane sorafenibu. To moéze vysvetlit, preCo OBB moéze GCinne senzibilizovat
refraktérne rakoviny na liecbu sorafenibom. Preto tieto vysledky naznacujt, Ze OBB alebo
BBR sa mézu pouzit ako ucinné senzibilizatory klinickej chemoterapie na zlepSenie
rezistencie na liecbu. Okrem toho OBB alebo BBR mo6zu chranit’ srdce, peceii, plica a
oblicky pred vaznym poskodenim spdsobenym tymito terapiami. OBB je teda sl'ubnym
adjuvantnym liekom na lie¢bu rakoviny.

ZAVERY

Stru¢ne povedané, naSa Stidia je prva, ktora naznacuje, Ze OBB sluzi ako novy prirodny
inhibitor USP7 a zvySuje citlivost’ sorafenibu na inhibiciu rastu nddoru a podporu apoptdzy v
bunkach rakoviny pecene inhibiciou drahy NOTCH1-USP7-c-Myc. To mdze pripravit’ cestu
pre vyvoj novych stratégii na liecbu rakoviny pefene na zdklade kombinovaného pouzitia
OBB a sorafenibu.

Zdroj: Oxyberberine sensitizes liver cancer cells to sorafenib via inhibiting NOTCH1-USP7-c-Myc pathway,
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