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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.
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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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ne manifestné ochorenie. V skutoãnosti sa väã‰ina ºudí dostane do kontaktu s reovírusom uÏ do svojich piatich rokov s mal˘mi

ãi Ïiadnymi prejavmi infekcie. Aktivácia Ras onkogénu vedie k inaktivácii bunkov˘ch antivírusov˘ch mechanizmov tak, Ïe ‰pe-

cificky odstraÀuje translaãn˘ blok pre vznik reovirálnych transkriptov.

Základn˘ mechanizmus zabránenia iniciácie translácie ako odpoveì bunky na infekciu vírusom alebo environmentálny stres

v hostiteºskej bunke zah⁄Àa fosforyláciu alfa podjednotky eukaryotického iniciaãného faktora-2 (eIF-2) proteínkinázou PKR (na

dvojvláknovej RNA závislá proteínkináza) (Wek, 1994; de Haro et al., 1996; Brostrom and Brostrom, 1998). PKR je prítomná

v nízkej koncentrácii v kaÏdej bunke. Odpoveìou na IFN vyluãovan˘ bunkami napadnut˘mi vírusom je jej zv˘‰ená expresia.

Naviazanie virálnej dvojvláknovej RNA na PKR spôsobí jej dimerizáciu a následnú aktiváciu autofosforyláciou. Fosforylácia

eIF-2 aktivovanou PKR znemoÏní vznik väzby GTP na eIF-2, ãím sa zabráni zaãleneniu Met-t-RNA a vzniku 43S iniciaãného

komplexu. V bunkách s aktivovan˘m Ras onkogénom k zastaveniu replikácie nedochádza, pretoÏe v t˘chto bunkách nenastane

aktivácia PKR.

V na‰ej ‰túdi sme in vitro sledovali úãinok reovírusu na my‰aciu bunkovú líniu (TC-1) transformovanú ºudsk˘m papiloma

vírusom typu 16 (HPV 16) a aktivovan˘m H-ras onkogénom – model vírusom indukovaného nádoru s aktiváciou onkogénom H-

ras. Ako kontrolu sme pouÏili normálne ºudské fibroblasty. Efekt vírusu na bunky sme hodnotili MTT testom a mikrokinemato-

grafiou. S touto bunkovou líniou transplantovanou syngenn˘m my‰iam sme robili i prvé testy in vivo.

In vitro sme preukázali vysokú úãinnosÈ reovírusu na bunky TC-1, av‰ak nie na normálne ºudské fibroblasty.

Narastené nádory sme lieãili reovírusom a porovnávali úãinnosÈ rôznych protokolov podávania vírusu. Podanie reovírusu spo-

malilo rast nádoru, ale neviedlo k jeho úplnému vylieãeniu. Najúãinnej‰ia bola jednorázová aplikácia do nádoru, jednorázová

i opakovaná intraperitoneálna aplikácia a opakované podanie do nádoru boli menej úãinné. 

Po ‰tyroch t˘ÏdÀoch lieãby, keì e‰te nedo‰lo k úplnému odhojeniu lieãen˘ch nádorov, sme tieto i kontrolné vyoperovali a pre-

viedli na tkanivovú kultúru. Novovytvorené bunkové línie sme podrobili rovnak˘m testom ako pôvodnú líniu TC-1 a v‰etky sme

porovnali. Bunky z reovírusom lieãeného nádoru boli v prvej pasáÏi odolnej‰ie k úãinkom reovírusu, v ìal‰ích pasáÏach v‰ak

túto rezistenciu stratili.

Na‰e pokusy in vitro potvrdili selektivitu reovírusu. Pokusy in vitro a vy‰etrenia buniek ovplyvnen˘ch in vivo reovírusom

naznaãujú, Ïe terapeutick˘ efekt reovírusu môÏe byÈ negatívne ovplyvnen˘ protivírusovou imunitou (men‰í úãinok opakovanej

neÏ jednorázovej aplikácie) i rezistenciou ãasti buniek k vírusovej infekcii.

V súãasnej dobe sa zaoberáme experimentami vedúcimi k objasneniu súãinnosti reovírusu s imunosupresívnou lieãbou cyk-

lofosfamidom.

Práca je podporovaná grantami GACR 301/05/2240 a dMSMT0021620813.
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