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Uvod

Brassinosteroidy (BRs) predstavuji skupinu polyhydroxylovych steroidnich latek s povahou rostlinnych hormond, fytohor-
mond, které mohou nést vlastnosti reguldtorti riistu a vyvoje se stimula¢nimi nebo inhibi¢nimi Gcinky (1). BRs byly zji$tény ve
vSech druzich rostlin (jednod€loZnych i dvoudéloZznych), u kterych byl proveden podrobnéjsi vyzkum. Jsou hojné zastoupeny ve
vSech rostlinnych orgénech vcetné rostoucich vegetativnich organd, ale také v pylu (2). V rostlindch jsou pfitomny v extrémné
nizkych koncentracich. Vnitrobunécny obsah brassinosteroidt kolisd v zévislosti na typu organu, stafi tkané a druhu rostliny. BRs
predstavuji nové typy rostlinnych reguldtorti vyskytujici se v pfirodé se sedmiclennym laktonovym B kruhem. Zdkladni struktu-
rou jsou BRs podobné Zivo¢iSnym hormoniim odvozenych od cholesterolu (jako jsou androgeny, estrogeny a kortikoidy u obrat-
lovct, ekdyson u hmyzu a koryS$t). Souc¢asny vyzkum BRs je zaméfen zejména na studium vzdjemného vztahu mezi strukturou
a aktivitou BRs, dale je studovan vztah mezi BRs a dal§imi rostlinnymi hormony (3, 4, 5). O mechanismu brassinosteroidi je
znamo jen velmi malo, nékteré derivity byly testovany in vitro na nddorovych buné¢nych liniich a u nékterych se podafilo pro-
kézat velmi vyraznou cytotoxickou aktivitu.

Cil prace

Cilem této studie bylo zjistit vliv pfirodnich brassinosteroidi na buné¢ny riist, indukci apopt6zy a lokalizaci jadernych recep-
torti pro steroidni hormony u bunéénych linii odvozenych od karcinomu mlécné Z1azy a prostaty a zjistit ptipadné rozdily mezi
expresi klicovych proteint u hormondlné citlivych a hormondlné necitlivych bunék, které by napomohly lépe pochopit mecha-
nismy nadorové progrese a perspektivné vést k vyvoji uc¢innéjsi terapie.

Material a metody

Na zédkladé MTT-testu byl u mammarnich (MCF-7 a MDA-MB-468) a prostatickych (LNCaP a DU-145) nadorovych buné¢-
nych linii sledovén a¢inek 28-homocastasteronu a 24-epibrassinolidu na buné¢nou viabilitu a proliferaci po dobu 6, 12 a 24 h a byla
urcena koncentrace ICs,. Pomoci pritokové cytometrie byl pozorovén vliv studovanych latek na bunécny cyklus a na zékladé
Western blot analyzy byla sledovadna genova exprese proteint uplatiiujicich se v regulaci bunééného cyklu a apoptdzy. Vysledky
byly déle doplnény detekci bromodeoxyuridinu inkorporovaného do DNA bunék a detekci apoptotickych bun€k pomoci metody
TUNEL. Lokalizace receptorti pro steroidni hormony (ER, AR, PR) byla sledovdna pomoci imunofluorescen¢ni detekce.

Vysledky
Zjistili jsme, Ze oba typy BRs inhibuji bunécnou viabilitu vybranych bunécnych linii. Na zdklad€ analyzy pomoci pritokové
cytometrie byla zjiSténa blokada bunék v G1 fazi bunécného cyklu u bunék MCF-7, MDA-MB-468 a LNCaP. Tyto zmény v distri-
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buci buné¢ného cyklu byly provazeny poklesem BrdU pozitivnich bun€k, poklesem exprese cyklinu Dy, sniZenou fosforylaci pRb
a zvySenou expresi p21Wafl/Cipl g p27Kipl,

Oba typy brassinosteroidd podporuji apoptézu u bunécné linie LNCaP, u které byly apoptotické zmény doprovazené pokle-
sem exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-2, zvySenim exprese pro-apoptotického proteinu Bax, poklesem exprese celkové-
ho Bid nasvédcujici jeho St€peni a zvySenym poctem TUNEL pozitivnich bunék. Déle byly detekovany aktivni fragmenty cas-
pazy-3 po ovlivnéni bunék LNCaP testovanymi latkami, které vznikly St€penim neaktivni formy pro-caspizy-3. U ostatnich bunéc-
nych linii nebyly zaznamenany signifikantni zmény nasvédcujici indukci apoptozy.

U bunécné linie MCF-7 citlivé na estrogeny byly pomoci imunofluorescencni detekce a Western blot analyzy zjiStény zmé-
ny lokalizace androgenového receptoru (AR) a estrogenového receptoru (ER-a, -f) doprovazené poklesem exprese proteinu
ER-a po 12 a 24 h piisobeni testovanych latek. U bunécné linie LNCaP citlivé na androgeny byla prokdzina sniZend exprese AR
v jadrech bunék ovlivnénych brassinosteroidy a zarovén byl zaznamendn pokles hladiny AR po 12 h ptsobeni latek. Pfi sledo-
vani exprese ER-a a -f§ u bunék LNCaP byla zjisténa u kontrolnich bunék cytoplazmaticka exprese. Po ovlivnéni bunék brassi-
nosteroidy nebyla zjiSt€na Zadna zména exprese ani jednoho typu estrogenovych receptortt vzhledem ke kontrolnim buiikdm.

Zavér

Na zédkladé této prace jsme charakterizovali ucinek brassinosteroidi na buné¢né linie odvozené od karcinomu mlécné Zlazy
a prostaty. Zjistili jsme, Ze tyto latky maji schopnost u vSech linii inhibovat buné¢nou proliferaci a vyvolat zmény bunécného
cyklu a hladin né&kterych proteinti regulujicich bunécny cyklus. U bunécné linie z4vislé na androgenech tyto latky indukovaly
apoptozu pravdépodobné prostiednictvim mitochondridlni cesty aktivace. U hormondlné zavislych linii zpiisobovaly zmény v loka-
lizaci a expresi nékterych jadernych receptort pro steroidni hormony. Na zakladé naSich vysledku Ize efekt testovanych brassi-
nosteroidd pfirovnat k antagonistiim receptorQ pro steroidni hormony. Vysledky by mohly pfispét k potencidlnimu terapeutické-
mu uziti studovanych latek.
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