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nání aktivity 35 rÛzn˘ch derivátÛ, navrhuje cestu, kterou bude farmakologická ãást molekuly dále optimalizována. Studie enzy-

matické kinetiky spoleãnû s rentgenovou krystalografií komplexu inhibitor-CDK2, ukázaly, Ïe zpÛsob inhibice je kompetetivní,

coÏ bylo podpofieno molekulárním modelováním i v pfiípadû komplexu ligand-CDK9. Funkãní kinázové testy dále potvrdily selek-

tivitu vÛãi CDK s pfiekvapivou preferencí pro CDK9-cyklin T1. Nejúãinnûj‰í inhibitor – 4-[(3,5-diamino-1H-pyrazol-4-yl)dia-

zenyl]phenol (kódové oznaãení 31b), inhiboval CDK9/T1 jiÏ v submikromolárních koncentracích a dosahoval selektivity v pomû-

rech 40-200 vÛãi dal‰ím CDK. V in vitro anal˘ze bunûãného cyklu provádûné pomocí BrdU znaãení na bunûãné nádorové linii

HT-29 tento derivát sniÏoval pozitivitu znaãení u bunûk nacházejících se v S-fázi cyklu. Dal‰í pozorovan˘ úãinek zahrnuje sní-

Ïenou fosforylaci Rb proteinu a C-terminální domény RNA polymerázy II, inhibici RNA syntézy, která byla hodnocena jak pomo-

cí prÛtokové cytometrie, tak i pomocí RT-PCR a indukci exprese p53, pfiiãemÏ tyto nálezy souvisí s inhibicí CDK9.

Vzhledem ke slibn˘m v˘sledkÛm v testech in vitro byly následnû provedeny testy in vivo na my‰ím nádorovém modelu, pfii-

ãemÏ testovaná slouãenina je v˘hodnû per orálnû dostupná. Díky dobré toleranci v testech toxicity bylo provedeno orientaãní tes-

tování in vivo protinádorového úãinku v modelu vyuÏívajícím intraperitonálnû transplantovanou nádorovou linii my‰ího lymfo-

mu P388/D1. V tomto pfiípadu bylo pozorováno pouze nesignifikantní prodlouÏení pfieÏití. UvaÏujeme o roz‰ífiení testování na

dal‰ích nádorov˘ch modelech. Závûr: Jedná se o perspektivní skupinu léãiv, otevírající moÏnost vyuÏití CDK9 jako terapeutic-

kého cíle u onkologick˘ch onemocnûní.
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grantem LC07017 a GAâR 301/05/0418.
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Úvod
Brassinosteroidy (BRs) pfiedstavují skupinu polyhydroxylov˘ch steroidních látek s povahou rostlinn˘ch hormonÛ, fytohor-

monÛ, které mohou nést vlastnosti regulátorÛ rÛstu a v˘voje se stimulaãními nebo inhibiãními úãinky (1). BRs byly zji‰tûny ve

v‰ech druzích rostlin (jednodûloÏn˘ch i dvoudûloÏn˘ch), u kter˘ch byl proveden podrobnûj‰í v˘zkum. Jsou hojnû zastoupeny ve

v‰ech rostlinn˘ch orgánech vãetnû rostoucích vegetativních orgánÛ, ale také v pylu (2). V rostlinách jsou pfiítomny v extrémnû

nízk˘ch koncentracích. Vnitrobunûãn˘ obsah brassinosteroidÛ kolísá v závislosti na typu orgánu, stáfií tkánû a druhu rostliny. BRs

pfiedstavují nové typy rostlinn˘ch regulátorÛ vyskytující se v pfiírodû se sedmiãlenn˘m laktonov˘m B kruhem. Základní struktu-

rou jsou BRs podobné Ïivoãi‰n˘m hormonÛm odvozen˘ch od cholesterolu (jako jsou androgeny, estrogeny a kortikoidy u obrat-

lovcÛ, ekdyson u hmyzu a kor˘‰Û). Souãasn˘ v˘zkum BRs je zamûfien zejména na studium vzájemného vztahu mezi strukturou

a aktivitou BRs, dále je studován vztah mezi BRs a dal‰ími rostlinn˘mi hormony (3, 4, 5). O mechanismu brassinosteroidÛ je

známo jen velmi málo, nûkteré deriváty byly testovány in vitro na nádorov˘ch bunûãn˘ch liniích a u nûkter˘ch se podafiilo pro-

kázat velmi v˘raznou cytotoxickou aktivitu.

Cíl práce
Cílem této studie bylo zjistit vliv pfiírodních brassinosteroidÛ na bunûãn˘ rÛst, indukci apoptózy a lokalizaci jadern˘ch recep-

torÛ pro steroidní hormony u bunûãn˘ch linií odvozen˘ch od karcinomu mléãné Ïlázy a prostaty a zjistit pfiípadné rozdíly mezi

expresí klíãov˘ch proteinÛ u hormonálnû citliv˘ch a hormonálnû necitliv˘ch bunûk, které by napomohly lépe pochopit mecha-

nismy nádorové progrese a perspektivnû vést k v˘voji úãinnûj‰í terapie.

Materiál a metody
Na základû MTT-testu byl u mammárních (MCF-7 a MDA-MB-468) a prostatick˘ch (LNCaP a DU-145) nádorov˘ch bunûã-

n˘ch linií sledován úãinek 28-homocastasteronu a 24-epibrassinolidu na bunûãnou viabilitu a proliferaci po dobu 6, 12 a 24 h a byla

urãena koncentrace IC50. Pomocí prÛtokové cytometrie byl pozorován vliv studovan˘ch látek na bunûãn˘ cyklus a na základû

Western blot anal˘zy byla sledována genová exprese proteinÛ uplatÀujících se v regulaci bunûãného cyklu a apoptózy. V̆ sledky

byly dále doplnûny detekcí bromodeoxyuridinu inkorporovaného do DNA bunûk a detekcí apoptotick˘ch bunûk pomocí metody

TUNEL. Lokalizace receptorÛ pro steroidní hormony (ER, AR, PR) byla sledována pomocí imunofluorescenãní detekce.

V˘sledky
Zjistili jsme, Ïe oba typy BRs inhibují bunûãnou viabilitu vybran˘ch bunûãn˘ch linií. Na základû anal˘zy pomocí prÛtokové

cytometrie byla zji‰tûna blokáda bunûk v G1 fázi bunûãného cyklu u bunûk MCF-7, MDA-MB-468 a LNCaP. Tyto zmûny v distri-
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buci bunûãného cyklu byly provázeny poklesem BrdU pozitivních bunûk, poklesem exprese cyklinu D1, sníÏenou fosforylací pRb

a zv˘‰enou expresí p21Waf1/Cip1 a p27Kip1.

Oba typy brassinosteroidÛ podporují apoptózu u bunûãné linie LNCaP, u které byly apoptotické zmûny doprovázené pokle-

sem exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-2, zv˘‰ením exprese pro-apoptotického proteinu Bax, poklesem exprese celkové-

ho Bid nasvûdãující jeho ‰tûpení a zv˘‰en˘m poãtem TUNEL pozitivních bunûk. Dále byly detekovány aktivní fragmenty cas-

pázy-3 po ovlivnûní bunûk LNCaP testovan˘mi látkami, které vznikly ‰tûpením neaktivní formy pro-caspázy-3. U ostatních bunûã-

n˘ch linií nebyly zaznamenány signifikantní zmûny nasvûdãující indukci apoptózy.

U bunûãné linie MCF-7 citlivé na estrogeny byly pomocí imunofluorescenãní detekce a Western blot anal˘zy zji‰tûny zmû-

ny lokalizace androgenového receptoru (AR) a estrogenového receptoru (ER-α, -β) doprovázené poklesem exprese proteinu

ER–α po 12 a 24 h pÛsobení testovan˘ch látek. U bunûãné linie LNCaP citlivé na androgeny byla prokázána sníÏená exprese AR

v jádrech bunûk ovlivnûn˘ch brassinosteroidy a zárovûn byl zaznamenán pokles hladiny AR po 12 h pÛsobení látek. Pfii sledo-

vání exprese ER-α a -β u bunûk LNCaP byla zji‰tûna u kontrolních bunûk cytoplazmatická exprese. Po ovlivnûní bunûk brassi-

nosteroidy nebyla zji‰tûna Ïádna zmûna exprese ani jednoho typu estrogenov˘ch receptorÛ vzhledem ke kontrolním buÀkám.

Závûr
Na základû této práce jsme charakterizovali úãinek brassinosteroidÛ na bunûãné linie odvozené od karcinomu mléãné Ïlázy

a prostaty. Zjistili jsme, Ïe tyto látky mají schopnost u v‰ech linií inhibovat bunûãnou proliferaci a vyvolat zmûny bunûãného

cyklu a hladin nûkter˘ch proteinÛ regulujících bunûãn˘ cyklus. U bunûãné linie závislé na androgenech tyto látky indukovaly

apoptózu pravdûpodobnû prostfiednictvím mitochondriální cesty aktivace. U hormonálnû závisl˘ch linií zpÛsobovaly zmûny v loka-

lizaci a expresi nûkter˘ch jadern˘ch receptorÛ pro steroidní hormony. Na základû na‰ich v˘sledkÛ lze efekt testovan˘ch brassi-

nosteroidÛ pfiirovnat k antagonistÛm receptorÛ pro steroidní hormony. V̆ sledky by mohly pfiispût k potenciálnímu terapeutické-

mu uÏití studovan˘ch látek.

Literatura

1. Szekeres M, Nemeth K, Koncz Kalman Z, Mathur J, Kauschmann A, Altmann T, Redei GP, Nagy F, Schell J and Koncz C.

Brassinosteroids rescue the deficiency of CYP90, a cytochrome P450, controlling cell elongation and de-etiolation in Arabi-

dopsis, Cell 1996;85:171-82.

2. Kim SK, Chang SC, Lee EJ, Chung WS, Kim YS, Hwang S, Lee JS. Involvement of brassinosteroids in the gravitropic res-

ponse of primary root of maize. Plant Physiol 2000;123:997-1004.

3. Brosa C, Zamora I, Terricabras E, Soca L, Peracaula R, Rodriguez-Santamarta C. Synthesis and molecular modeling: related

approaches to progress in brassinosteroid research. Lipids 1997;32:1341-7.

4. Back TG, Baron DL, Luo W, Nakajima SK. A concise, improved procedure for the synthesis of brassinolide and some novel

side chain analogues. J Org Chem 1997;62:1179-82.

5. Back TG, Janzen L, Nakajima SK, Pharis RP. Effect of chain length and ring size of alkyl and cycloalkyl side-chain substi-

tuens upon the biological activity of brassinosteroids. Preparation of novel analogues with activity exceeding that of brassi-

nolide. J Org Chem 2000;65:3047-52.

Podûkování: Práce byla podpofiena grantem MSM 6198959216.

Reovírus ako protinádorov˘ liek?
Figová K.1, Hrabûta J.1, Sobotková E.2, Du‰ková M.2, Vonka V.2, Eckschlager T.1

1) Klinika dûtské hematologie a onkologie UK 2. LF a FN Motol, Praha,
2) ÚHKT, Praha

Jednou z foriem génovej lieãby nádorov sú onkolytické vírusy – vírusy, ktoré sa selektívne replikujú v nádorov˘ch bunkách

a t˘m ich likvidují. Za ostatn˘ch 20 rokov v˘skumu bolo identifikovan˘ch viacero vírusov s onkolytickou aktivitou. Niektoré

prirodzene sa vyskytujúce vírusy, napr. vírus vezikulárnej somatitídy, herpes simplex vírus, Newcastle desease virus a reovírus

prednostne infikujú a usmrcujú transformované bunky (Norman and Lee, 2000; Stojdl et al., 2000; Sinkovics and Horvath, 2000;

Farassati et al., 2001). Atenuovan˘ kmeÀ vírusu os˘piek Edmonston-B pôvodne pripraven˘ pre pouÏitie ako Ïivá vírusová vak-

cína, má potenciálne onkolytické vyuÏitie (Grote et al., 2001). ·pecifické génové modifikácie na adenovírusoch, influenza víru-

soch a herpes vírusoch pomohli do t˘chto vírusov vniesÈ selektívnu onkolytickú aktivitu a zníÏiÈ alebo úplne eliminovaÈ ich pato-

genitu (Martuza, 2000; Bergmann et al., 2001; Dobbelstein, 2004). V˘sledky narastajúceho poãtu ‰túdií s takto pripraven˘mi

vírusmi dokazujú, Ïe môÏu nielen efektívne a selektívne niãiÈ transformované bunkové línie, ale taktieÏ nesú protitumorové vlast-

nosti in vivo.

Reovírus serotypu 3, Dearing, bol prv˘krát izolovan˘ z intestinálneho traktu zdrav˘ch osôb. V nádorovej bunke pre svoju rep-

likáciu vyuÏíva aktivovanú Ras signálnu dráhu (alebo jej ãasti). V nenádorov˘ch bunkách sa nereplikuje, a preto nevyvoláva Ïiad-
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