249| Reovirus ako protinadorovy liek?

Figova K.1, Hrabéta J.1, Sobotkova E.2, Duskova M.2, Vonka V.2, Eckschlager T.1
1) Klinika détské hematologie a onkologie UK 2. LF a FN Motol, Praha,
2) UHKT, Praha

Jednou z foriem génovej lieCby nadorov su onkolytické virusy — virusy, ktoré sa selektivne replikuji v nddorovych bunkich
a tym ich likviduji. Za ostatnych 20 rokov vyskumu bolo identifikovanych viacero virusov s onkolytickou aktivitou. Niektoré
prirodzene sa vyskytujice virusy, napr. virus vezikuldrnej somatitidy, herpes simplex virus, Newcastle desease virus a reovirus
prednostne infikuji a usmrcuji transformované bunky (Norman and Lee, 2000; Stojdl et al., 2000; Sinkovics and Horvath, 2000;
Farassati et al., 2001). Atenuovany kmei virusu osypiek Edmonston-B povodne pripraveny pre pouZitie ako Ziva virusova vak-
cina, m4 potencidlne onkolytické vyuZitie (Grote et al., 2001). Specifické génové modifikécie na adenovirusoch, influenza viru-
soch a herpes virusoch pomohli do tychto virusov vniest selektivnu onkolyticku aktivitu a zniZit alebo tiplne eliminovat ich pato-
genitu (Martuza, 2000; Bergmann et al., 2001; Dobbelstein, 2004). Vysledky narastajiceho poctu $tadii s takto pripravenymi
virusmi dokazujud, Ze moZu nielen efektivne a selektivne nicit transformované bunkové linie, ale taktieZ nest protitumorové vlast-
nosti in vivo.

Reovirus serotypu 3, Dearing, bol prvykrat izolovany z intestindlneho traktu zdravych osob. V nadorovej bunke pre svoju rep-
lik4ciu vyuZiva aktivovand Ras signdlnu drahu (alebo jej ¢asti). V nenddorovych bunkdach sa nereplikuje, a preto nevyvoldva Ziad-
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¢i ziadnymi prejavmi infekcie. Aktivicia Ras onkogénu vedie k inaktivacii bunkovych antivirusovych mechanizmov tak, Ze Spe-
cificky odstratiuje translacny blok pre vznik reovirdlnych transkriptov.

Zakladny mechanizmus zabranenia inicidcie translicie ako odpoved bunky na infekciu virusom alebo environmentélny stres
v hostitelskej bunke zahfiia fosforyl4ciu alfa podjednotky eukaryotického iniciaéného faktora-2 (elF-2) proteinkindzou PKR (na
dvojvlaknovej RNA zdvisla proteinkindza) (Wek, 1994; de Haro et al., 1996; Brostrom and Brostrom, 1998). PKR je pritomna
v nizkej koncentricii v kaZdej bunke. Odpovedou na IFN vylucovany bunkami napadnutymi virusom je jej zvySend expresia.
Naviazanie virdlnej dvojvlaknovej RNA na PKR sposobi jej dimerizdciu a naslednu aktivéciu autofosforylaciou. Fosforyldcia
elF-2 aktivovanou PKR znemoZni vznik vizby GTP na elF-2, ¢im sa zabrani zacleneniu Met-t-RNA a vzniku 43S inicia¢ného
komplexu. V bunkéch s aktivovanym Ras onkogénom k zastaveniu replikdcie nedochddza, pretoZe v tychto bunkach nenastane
aktivacia PKR.

V nasej Stadi sme in vitro sledovali u¢inok reovirusu na mysaciu bunkovi liniu (TC-1) transformovanu [udskym papiloma
virusom typu 16 (HPV 16) a aktivovanym H-ras onkogénom — model virusom indukovaného nidoru s aktiviciou onkogénom H-
ras. Ako kontrolu sme pouZili normdlne Tudské fibroblasty. Efekt virusu na bunky sme hodnotili MTT testom a mikrokinemato-
grafiou. S touto bunkovou liniou transplantovanou syngennym mysiam sme robili i prvé testy in vivo.

In vitro sme preukdzali vysoku u¢innost reovirusu na bunky TC-1, av§ak nie na norméalne Tudské fibroblasty.

Narastené nadory sme lie€ili reovirusom a porovndvali G¢innost roznych protokolov poddvania virusu. Podanie reovirusu spo-
malilo rast nddoru, ale neviedlo k jeho uplnému vylieCeniu. Najic¢innejsia bola jednordzova aplikacia do nadoru, jednordzova
i opakovana intraperitonedlna aplikicia a opakované podanie do nddoru boli menej Gi¢inné.

Po Styroch tyZdiioch liecby, ked eSte nedoslo k tiplnému odhojeniu lie¢enych nddorov, sme tieto i kontrolné vyoperovali a pre-
viedli na tkanivovu kultdru. Novovytvorené bunkové linie sme podrobili rovnakym testom ako povodni liniu TC-1 a vSetky sme
porovnali. Bunky z reovirusom lie¢eného nadoru boli v prvej pasdzi odolnejsie k ucinkom reovirusu, v dalSich pasdZach vSak
tito rezistenciu stratili.

NaSe pokusy in vitro potvrdili selektivitu reovirusu. Pokusy in vitro a vySetrenia buniek ovplyvnenych in vivo reovirusom
naznacuju, Ze terapeuticky efekt reovirusu moze byt negativne ovplyvneny protivirusovou imunitou (mensi G¢inok opakovane;j
neZ jednorazovej aplikdcie) i rezistenciou Casti buniek k virusovej infekcii.

V sti¢asnej dobe sa zaoberame experimentami vedicimi k objasneniu st¢innosti reovirusu s imunosupresivnou lie¢bou cyk-
lofosfamidom.

Prdca je podporovand grantami GACR 301/05/2240 a AMSMT0021620813.
Literatura

1. Norman KL and Lee PW. (2000). J. Clin. Invest., 105, 1035-1038.
2. Sinkovics JG and Horvath JC. (2000). J. Clin. Virol., 16, 1-15.
3.Stojdl DF, Lichty B, Knowles S, Marius R, Atkins H, Sonenberg N and Bell JC. (2000). Nat. Med., 6, 821-825.
4.Farassati F, Yang AD and Lee PW. (2001). Nat. Cell Biol., 3, 745-750.
5.Martuza RL. (2000). J. Clin. Invest., 105, 841-846
6.Bergmann M, Romirer I, Sachet M, Fleischhacker R, Garcia-Sastre A, Palese P, Wolff K, Pehamberger H, Jakesz R and Mus-
ter T. (2001). Cancer Res., 61, 8188-8193.
7.Dobbelstein M. (2004). Curr. Top. Microbiol. Immunol., 273, 291-334.
8. Wek RC. (1994). Trends Biochem. Sci., 19, 491-496.
9.de Haro C, Mendez R and Santoyo J. (1996). FASEB J., 10, 1378-1387.
10. Brostrom CO and Brostrom MA. (1998). Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol., 58, 79-125.

386





