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Abstrakt. Pozadie: Existuje zdujem o alternativne sposoby liecby, ktoré su orientované na
zniZenie toxicity chemoterapie znizenim koncentrdcie chemoterapeutik, no pri sucasnom
zachovani intenzity ich ucinku proti rakovinovym bunkam. Predchadzajuce Studie preukazali, Ze
arabinoxylan z ryzovych otrub, MGN-3/Biobran, senzibilizuje ludské nadorové bunky prsnika
(BCC) na daunorubicin (DNR). V aktualnej studii sme dalej hodnotili schopnost pripravku
MGN-3 senzibilizovat' bunky na dalsi z radu chemoterapeutik, paclitaxel. Material a metody:
nemetastazujuce bunky MCF-7 (ludske BCC) a metastazujuce bunky 4T1 (mysacie BCC) boli
kultivované s roznymi koncentraciami paclitaxelu v pritomnosti, resp. za absencie MGN-3.
Skumané bolo preZitie buniek, poskodenie DNA a proliferacia buniek. Vysledky: MGN-3 zvysil
citlivost oboch typov rakovinovych buniek na paclitaxel viac nez 100-nasobne. Mechanisticky,
MGN-3 funguje synergicky s paclitaxelom: sposobuje poskodenie DNA, zlepsuje apoptozu
a inhibuje proliferaciu buniek 4T1. Zaver: NasSe udaje preukazuju, ze MGN-3 je ucinny
chemosenzibilzator a moze predstavovat’ inovativny doplnok liecby pre liecbu metastazujicej
rakoviny prsnika.

Rakovina zostava najva¢sou pri¢inou umrtnosti na svete, kazdoro¢ne si vyziada viac nez Sest
miliénov zivotov. Chemoterapia sa poklada sa zdklad liecby mnohych typov rakoviny. Mnohé
chemoterapeutika vSak vykazuju davkou obmedzenu toxickost’ (1-5). Z tohto dévodu tu existuje
eminentny zaujem najst’ latky, ktoré by dokazali zvysit' senzitivnost’ rakovinovych buniek na
konvenéné chemoterapeutika, ¢im by sa znizil ich toxicky vplyv na zvySok organizmu (6-9).
Skorsie stadie z nasho laboratdria preukazali, Ze arabinoxylan ziskany z ryzovych otrib, MGN-
3/Biobran, senzibilizuje l'udské leukemické bunky linie HUT 78 na apoptéozu vyvolanu
protilatkami CD95 (10) a d’alej senzibilizuje l'udské nadorové prsnikové bunky (BCC) na
daunorubicin in vitro (11). Dalsie $tadie odhalili synergicky u¢inok MGN-3 s transarterialnou
chemoembolizaciou u pacientov s hepatoceluldrnym karcindmom (12). V aktualnej §tadii mame
zaujem dalej skumat' chemosenzibilizacné schopnosti pripravku MGN-3 na dal$i zradu
chemoterapeutik, paclitaxel, bezne znamy ako taxol.

Viacero produktov z ryzovych otrub bolo skimanych kvoéli svojim potencidlnym protinadorovym
vlastnostiam, vratane polysacharidu RBS (13), lipoproteinovej castice (14) a aglutininu (RBA)
(15). Navyse, vnedavnej stadii bolo preukazané, ze ryza siata (oryza sativa) inhibuje rast
Pudskych leukemickych buniek U937, ato prostrednictvom aktivacie monukledrnych buniek
z periférnej krvi (16). MGN-3 je prirodny produkt ziskavany reakciou hemicelulézy z ryZzovych
otrub s viacerymi uhl'ohydraty hydrolyzujucimi enzymami ziskanymi z htizevnatca jedlého, tzv.
huby Sitake. Hlavnou chemickou zlu¢eninou pripravku MGN-3 je arabinoxylan s xylézou vo
svojej hlavnej retazi aspolymérom arabinazy v bocnej retazi (17). V inych Studiach sme
predlozili dokazy otom, ze MGN-3 je potentny modifikator biologickej odozvy u ludi
prostrednictvom aktivacie prirodzenych zabijacov, tzv. NK buniek (18-20). Tento pripravok
taktiez aktivuje ludské dendritické bunky (21, 22), zlepSuje proliferaciu T- a B buniek (17)
a zintenziviuje fagocyticku funkciu makrofagov (23). Okrem toho, dalSie Studie odhalili, Ze
administracia MGN-3 mySiam s nddorovym ochorenim mala za nasledok vyznamné zniZenie
objemu nadorov (24). Na zéklade naSich skorSich zisteni sme iniciovali realizaciu tejto Studie,
ktora si kladie za ciel preskumat chemosenzibilizacné ucinky MGN-3 na dal§i zradu
chemoterapeutik, paclitaxel, v metastazujucich nadorovych prsnikovych bunkach s cielom
objasnit’ sposob jeho fungovania.
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Materialy a metody

Lieky a chemické latky. Paclitaxel bol zakupeny od Sigma- Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA).
RPMI-1640 doplnené 10% fetdlnym hoviadzim sérom (FCS), 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazoliumbromid (MTT) od Sigma-Aldrich.
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Obrazok 1. MGN-3 samotné zniZuje prezivanie buniek
MCF-7. Pouzitim metody MTT testu boli bunky MCF-7
inkubované s MGN-3 (100-1000 ug / ml) po dobu 24 a 48
hodin. Polovicna maximalna inhibicna koncentracia
(IC50) je vyznacena Sipkami.

MGN-3 bolo zabezpecené od Daiwa Pharmaceutical Co. Ltd. (Tokyo, Japan) a rozpustené
v kompletnom médiu (KM) pri koncentracii 30 mg / ml.

Nadorové bunkové linie a kultivacné podmienky. V tejto $tudii boli pouzité l'udska linia
nadorovych prsnikovych buniek MCF- 7 a mySacia linia naddorovych prsnikovych buniek 4T1,
ktoré metastazuji do plac. Bunky boli zakipené od American Tissue and Culture Collection
(ATCC; Manassas, VA, USA). Nadorové bunky boli v nasom laboratériu udrziavané
v kompletnom médiu (KM), ktoré bolo zlozené z RPMI-1640, doplneného 10% FCS, 2 mM
glutaminom, a 100 pg / ml streptomycinom a penicilinom.

Vplyv chemoterapie a pripravku MGN-3 na rast nddorovych prsnikovych buniek. Test
senzitivnosti na liek. Senzitivnost’ na liek bola uréena pomocou kolorimetrického MTT testu.
Nadorové bunky (v mnozstve 1x104 / jamka) boli nasadené do 96-jamkovych dosticiek a
kultivované v trojitom vyhotoveni v pritomnosti alebo v nepritomnosti réznych koncentracii
MGN-3 (100-1000 mg / ml) a v pritomnosti, resp. v nepritomnosti vybranych koncentracii
paclitaxelu (1x10—1 az 1x10—6 M). Koneény objem média v kazdej jamke po pridani MGN-3
alebo paclitaxelu bol 200 ul. Kultary boli inkubované pri 37 © C po dobu 24 a 48 hodin, po ktorej
bolo pridanych 50 mg MTT do kazdej jamky a kultary boli inkubované pocas d’alSich 4 hodin.



Dosticky boli potom centrifugované, médium opatrne odstrdnené, krystaly formazanu
solubilizovali s kyslym alkoholom a na dostickdch bola nacitand hodnota 590 nm pomocou
¢itacky dosti¢iek ELISA (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). 50% inhibi¢na
koncentracia (IC50) bola stanovena ako koncentracia lieku veduca k 50% zniZzeniu

zivotaschopnosti buniek. IC5( bola stanovena vyhodnotenim logaritmu koncentracie lieku proti
miere prezitia lieCenych buniek.

Metoda exkluzie trypanovej modrej. V sterilnych skiimavkach boli k bunkam a chemickym
latkam pridané rozne koncentracie MGN-3, paclitaxelu, a kombinacie MGN-3 a paclitaxelu v
troch vyhotoveniach. Bunky boli inkubované po dobu 24 a 48 hodin pri teplote 37 ° C vo
zvlhéenej atmosfére 5% CO2 v sterilnom médiu. Zivotaschopné bunky boli pocitané exkluziou

trypanovej modrej pomocou hemocytometru. Nasledne bolo ziskané percento zivych buniek
vydelenim zivotaschopnych buniek celkovym poctom buniek. VSetky experimenty boli
opakované v troch vyhotoveniach.
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Obrazok 2. Spolocna kultura paclitaxelu a pripravku MGN-3 senzibilizovala bunky MCF-7 na
paclitaxel, ¢o malo za nasledok este masivnejsie znizenie prezivania buniek. Bunky MCF-7 boli
kultivované s roznymi koncentraciami MGN-3 a paclitaxelu po dobu 24 (A) a 48 hodin (B).
Polovicna maximalna inhibicna koncentracia (IC5() pre kazdu kombinaciu je oznacena Sipkami.
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Obrazok 3. Pripravok MGN-3 samotny znizuje mieru prezivania buniek 4T1. Pomocou metody
MTT testu boli bunky 4TI inkubované s MGN-3 (100-1000 ug / ml) po dobu 24 a 48 hodin.
Polovicnd maximalna inhibicnd koncentracia (IC50) je oznacend Sipkami.
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Obrazok 4. Spolocna kultura paclitaxelu a pripravku MGN-3 senzibilizovala bunky 4TI na
paclitaxel, ¢o malo za nasledok este masivnejSie znizenie prezivania buniek. Bunky 4TI boli
spolocne kultivované s roznymi koncentraciami MGN-3 a paclitaxelu po dobu 24 (4) a 48 hodin
(B). Polovicna maximalna inhibicna koncentracia (IC5() pre kazdu kombindciu je oznacend

Sipkami.
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Obrazok 5. Poskodenie DNA buniek 4T1. Bol skimany uc¢inok paclitaxelu (1x10-3 M), pripravku
MGN-3 (500 a 600 ug / ml) a kombinacie paclitaxelu a MGN-3 na poskodenie DNA buniek 4T1.
Poskodenie DNA v bunkdch 4TI bolo vyhodnotené pomocou prietokovej cytometrie. Udaje
predstavuju priemernu hodnotu experimentov vykonanych v troch vyhotoveniach. *p<0,01 v
porovnani s kontrolnymi neliecenymi bunkami 4T1.
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Obrazok 6. Proliferdcia buniek 4T1. Bol skimany tic¢inok samotného paclitaxelu (1x10-3 M), a v
kombinacii s MGN-3 (500 a 600 ug / ml) na proliferaciu buniek 4T1. Percento proliferacie
buniek 4TI bolo vyhodnotené pomocou prietokovej cytometrie. Udaje predstavujii priemernti
hodnotu experimentov vykonanych v troch vyhotoveniach. #p<0,05, *p<0,01 v porovnani s
kontrolnymi neliecenymi bunkami 4T1.
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Obréazok 7. Apoptéza buniek 4TI. Bol skimany ucinok samotného paclitaxelu (1x10-3 M), a
samotného MGN-3 (500 a 600 ug / ml) a kombindcie paclitaxelu a MGN- 3 na apoptozu bunick
4T1 pri 24 a 48 hodinach.. Percento apoptozy buniek 4T1 bolo vyhodnotené pomocou prietokovej
cytometrie. Udaje predstavujii  priemernii  hodnotu experimentov vykonanych v troch
vyhotoveniach. p<0,05, #*p<0,01 uroven v porovnani s kontrolnymi neliecenymi bunkami 4T1.

Prietokova cytometricka analyza apoptozy, poskodenia DNA a bunkovej proliferacie.
Kvantitativna detekcia apoptdzy, poskodenia DNA a bunkovej proliferacie v bunkach 4T1
liecenych MGN-3 za pritomnosti, resp. absencie paclitaxelu bola simultdnne ur¢end pomocou
viacfarebnej prietokovej cytometrickej analyzy pouzitim sady pre apoptozu, poSkodenie DNA a
bunkovu proliferaciu, Specifickej pre zacleneny bromodeoxyuridin (BrdU), fosforylovany protein
H2AX (yH2AX) a Stiepent poly ADP rib6ézopolymerazu (PARP) (BD Biosciences Pharmingen,
San Diego CA, USA). V stlade s pokynmi od vyrobcu boli bunky kultivované v kompletnom
médiu (KM) alebo s roznymi koncentraciami pripravku MGN-3 (500 pg / ml a 600 ug / ml) za
pritomnosti, resp. absencie paclitaxelu (1x10—3M) po dobu 24 alebo 48 hodin. Na kazdy mililiter

média tkanivovej kultiry (hustota bunkovej kultary bola priblizne 1x106 buniek / ml) bolo
pridanych desat’ mikrolitrov pracovného roztoku BrdU [1 mMBrdU v 1x (DPBS)], nasledne boli
bunky inkubované po dobu 30 minut na 'ade. Bunky boli premyté pridanim 1 ml farbiaceho pufra
na skiimavku a centrifugované (5 min) pri 250 xg, a kal bol odstraneny. Bunky boli zafixované v
100 pl roztoku na fixaciu / permeabilitu BD Cytofix/Cytoperm na skimavku a inkubované po
dobu 30 minat pri izbovej teplote. Potom boli premyté v 1 ml pufra 1x BD Perm/Wash,
centrifugované a kal bol odstraneny. Bunky boli inkubované v 100 pl pufra Permeability BD
Cytofix/Cytoperm Plus na skimavku po dobu 10 minut v l'ade, premyté a potom znovu fixované
po dobu 5 minat. Do buniek bolo pridanych sto mikrolitrov zriedenej DNazy a nasledne boli
inkubované po dobu 1 hodiny pri 37 C a potom premyté. Nasledne boli resuspendované s 20 pl
premyvacieho pufra a mySacimi protilatkami anti-BrdU PerCP-CyTMS5.5 (5 ul / test), mySacimi
protilatkami anti-H2AX (pS139) Alexa Fluor® 647 (5 pl / test), a PE proti §tiepeniu PARP
(Asp214) (5 pl / test) po dobu 20 minit v tme a potom premyté. Bunky boli resuspendované vo
farbiacom pufri na analyzu triedenia buniek s aktivovanou fluorescenciou (FACSCalibur; BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) pomocou softvéru CellQuest 3.3 (25, 26).

Statistickd analyza. Hodnoty s uvedené ako priemerna hodnota so tandardnou odchylkou a
udaje boli analyzované pomocou jednosmernej analyzy rozptylu a nasledne testami post hoc pre
viacnasobné porovnania. Hodnota p nizsia nez 0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamnu.



Vysledky

Ucinky MGN-3 na prezivanie buniek MCF-7. U¢inok MGN-3 na prezivanie bunick MCF-7 bol
skiimany pri 24- a 48-hodinovej kultivacii rakovinovych buniek s MGN-3. Udaje ziskané MTT
testom su zobrazené na obrazku 1 aukazuju, Ze liecba s MGN-3 mala za nasledok znizenie
percenta zivotaschopnych rakovinovych buniek po 24 hodinach expozicie. Hodnota 1C5( bola

1000 pg / ml. Cytotoxicky ucinok sa stal vyraznej$im po 48 hodinach, kde hodnota IC5( bola

priblizne 800 ug / ml. Podobné vysledky boli zaznamenané pri teste trypanovou modrou (udaje
nie su zobrazené).

Ucinky MGN-3 na senzitivitu buniek MCF-7 na paclitaxel. Udaje MTT testu na obrazku 2
ukazuju, ze prezivanie bunieck MCF-7 bolo po kultivacii s paclitaxelom inhibované. Na druhej
strane, kultivacia buniek s paclitaxelom a sti¢asne s pripravkom MGN-3 mala za nasledok este
vyraznejS$ie znizenie prezivania nez pri pouziti samotného paclitaxelu. Senzibiliza¢ny ucinok
MGN-3 bol zavisly od davky. Pri 24-hodinovej kultivacii s paclitaxelom v kombinacii s MGN-3
v koncentraciach 600, 750 a 1000 pg / ml sa hodnota polovi¢nej maximalnej inhibic¢nej
koncentracie IC5( paclitaxelu znizila v porovnani s pésobenim samotného paclitaxelu stonasobne
(Obrazok 2A). Dalsie znizenie IC5( mozno pozorovat’ po 48 hodinach (Obrazok 2B). Podobné

vysledky boli zaznamenané pri teste trypanovou modrou (udaje nie su zobrazené).

Ucinky samotného MGN-3 na prezivanie buniek 4T1. Udaje ilustrované na obrazku 3 ukézali, Ze
MGN-3 znizuje prezivanie buniek 4T1 v zavislosti od davky, ako bolo preukazané MTT testom.
Zaznamenali sme vyrazny cytotoxicky ucinok MGN-3: po 24 hodinach bola polovi¢na
maximalna inhibi¢na koncentracia IC5() priblizne 700 pg / ml. Po 48 hodinovej kultivacii buniek

4T1 s MGN-3, bola hodnota IC5( zniZzena na priblizne 580 pg / ml. Podobné trendy boli
pozorované pri pouziti testu trypanovou modrou (idaje nie s zobrazené).

Ucinky MGN-3 na senzitivitu buniek 4T1 na paclitaxel. Bola zaznamena inhibicia prezivania
buniek 4T1 po kultivacii s paclitaxelom; eSte intenzivnejSia inhibicia vSak bola pozorovana po
kultivacii s paclitaxelom v kombindcii s pripravkom MGN-3. Senzibiliza¢ny uc¢inok MGN-3 bol
zavisly od davky. Udaje na obrazku 4A ukazuju, Ze v porovnani s kultiviciou so samotnym
paclitaxelom, po 24 hodinach spolocnej kultivacie s MGN-3 v koncentracii 600 pug / ml sa
hodnota polovi¢nej maximalnej inhibi¢nej koncentracie IC5(0 paclitaxelu znizila priblizne 3-

nasobne apri kultivacii v kombinacii s MGN-3 v koncentracii 1000 pg / ml dokonca 100-
nasobne. ESte vyraznejSie cytotoxické ucinky sucasnej lieCby oboma pripravkami mozno
pozorovat’ po 48 hodinach (Obrazok 4B). Vysledky boli potvrdené aj testom trypanovou modrou
(Gdaje nie st zobrazené).

Rozdielna senzitivnost buniek 4T1 a MCF-7 na paclitaxel v pritomnosti aj pri absencii MGN-3.
Porovnavali sme senzitivnost’ nemetastatickych buniek MCF-7 a metastatickych buniek 4T1 na
paclitaxel v pritomnosti a pri absencii MGN-3. Vysledky ukazali, ze bunky 4T1 st na toxicitu
samotného paclitaxelu, aj paclitaxelu v kombinacii s MGN-3 citlivejsie ako bunky MCF-7, ako to
naznacuje ich prezivanie po 24- a 48-hodinovej expozicii, merané MTT testom. Expozicia oboch
typov rakovinovych buniek samotnému paclitaxelu aj jeho kombinacii s MGN-3 ukazala, ze
maximalna polovicna inhibi¢na koncentrécia tohto lieku je pri 24- aj 48-hodinovych expoziciach
u buniek 4T1 nizSia nez u bunick MCF-7. Skimanie poSkodenia DNA, bunkovej proliferacie
a apoptozy bolo preto nasledne realizované uz len s bunkami 4T1, s ciel'om objasnit’ mechanizmy
posobenia MGN-3.

Poskodenie DNA buniek 4T1. Skimany bol u¢inok MGN-3 (500 a 600 pg / ml) a paclitaxelu



(1><10*3M) na percentualne poskodenie DNA v bunkach 4T1. Udaje na obrazku 5 ukazuju, ze
v porovnani s kontrolnymi nelieCenymi bunkami 4T1, liecba tychto buniek paclitaxelom vyrazne
zvysila percentudlne poskodenie DNA (p<0,01). Podobny trend bol pozorovany pri liecbe buniek
4T1 pripravkom MGN-3 (p<0,01) v porovnani s kontrolnymi nelieCenymi bunkami. Naproti
tomu, ovela vysSie percentudlne poskodenie DNA ako pri expozicii buniek 4T1 jednotlivym
pripravkom samostatne, dosiahla expozicia buniek kombinacii paclitaxelu a MGN-3.
Chemosenzibiliza¢ny ucinok MGN-3 bol vyznamny uz po 24-hodinovej expozicii a este sa zvysil
po 48 hodinach (tiroven p<0,01).

Proliferacia buniek 4T1. Obrazok 6 demonstruje uc¢inok MGN-3 (500 a 600 pg / ml) a paclitaxelu

(1><10_3M) na percento proliferacie buniek 4T1. V porovnani s kontrolnymi nelieCenymi
bunkami 4T1 mala 24-hodinova expozicia buniek 4T1 uc¢inkom paclitaxelu za nasledok inhibiciu
bunkovej proliferacie. Bunkova proliferacia sa eSte viac znizila po 48-hodinovej expozicii
(»<0,05). Proliferacia buniek 4T1 bola podobne, v porovnani s kontrolnymi nelieCenymi
bunkami 4T1, znizena aj po 24- a 48-hodinovej expozicii pripravku MGN-3 v koncentracii 500
pug / ml (p<0,05) a 600 ug / ml (p<0,01). Kultivacia buniek 4T1 s paclitaxelom v kombinacii
s MGN-3 vsak sposobila este intenzivnejsiu inhibiciu bunkovej proliferacie nez pri jednotlivom
pouziti oboch pripravkov (p<0,01).

Apoptoza buniek 4TI. Skimany bol G¢inok MGN-3 v koncentraciach 500 a 600 ug / ml a

paclitaxelu (1% 10_3M) na percento apoptozy buniek 4T1. Udaje na obrazku 7 ukazuju, Ze lie¢ba
buniek 4T1 paclitaxelom zvysila mieru apoptézy buniek 4T1 po 24 hodinach (p<0,05) a eSte
vyraznejSie po 48 hodinach (uroveit p<0,01). Pripravok MGN-3, v zavislosti od davky, vyrazne
zvySoval mieru apoptozy buniek 4T1 (iroven p<0,01). K este intenzivnejSiemu zvySeniu miery
apoptdzy ako pri jednotlivom pouziti oboch pripravkov vsak doSlo po expozicii buniek
kombinacii tychto pripravkov (p<0,01).

Diskusia

Paclitaxel, prirodny produkt ztisu obycajného, sa povazuje za velmi potentné
chemoterapeutikum pri lieCbe pocetnych typov rakoviny, ako napr. rakoviny prsnika, vajecnikov
a prostaty, pazerdka, pl'icneho nemalobunkového karcindému a melanémov (27, 28). Je zname, zZe
apoptoticky uc¢inok paclitaxelu na bunky zavisi od davky (29, 30). Napriek tomu, Ze uz jeho nizke
koncentracie (5-25 nm) dokazu indukovat’ apoptézu v bunkach anaplastického karcinomu Stitnej
zlazy in vitro (30), je tiez zname, Ze v klinickej praxi st na vyvolanie apoptotického ucinku na
rakovinu potrebné vysSie koncentracie (31-34), ktoré su vSak zaroven spojené s tazkymi
vedl'ajSimi ucinkami vratane neutropénie, neuralgie a toxicity zazivacieho traktu (28, 35, 36).
Z tejto skutoCnosti prameni urgentna potreba vyskumu, ktory by dospel k optimalnym
koncentraciam paclitaxelu, ktoré by dokazali privodit’ smrt’ rakovinovych buniek, no zaroven by
sposobili minimalne poskodenie normalnych tkaniv.

Udaje ztejto §tudie naznaluju potencial pripravku MGN-3 redukovat chemotoxické ucinky
paclitaxelu prostrednictvom redukcie koncentracie lieku nevyhnutnej na zabitie rakovinovych
buniek. Polovi¢na maximalna inhibi¢na koncentracia (IC5¢) paclitaxelu bola u bunieck MCF-7 a
4T1 v pritomnosti MGN-3 znizena viac nez 100-nasobne. MGN-3 ma schopnost’ senzibilizovat’
rakovinové bunky aj na iné chemoterapeutikd, ako je napr. DNR (11). NavySe, zvieracie Stadie
preukazali, Ze pripravok ma osozné UCinky tym, Ze predchadza tazkému ubytku telesnej
hmotnosti pri liecbe cisplatinou (37). Tento ochranny efekt mozno pripisat’ prevencii istych
zavaznych patologickych zmien v zazivacom trakte arovnako tak prevencii umrti buniek
sposobenych chemoterapiou (38). Okrem toho, vysledky klinickych $tadii hepatocelularneho



karcindmu a inych progresivnych typov rakoviny ukazuji, Ze chemoterapeutickd liecba
s vyuzitim MGN-3 C¢oby doplnku liecby mala za nasledok vysSiu mieru prezivania, nizSie
percento  recidivy avyrazné zlepSenie apetitu v porovnani s liecbou samotnymi
chemoterapeutikami (12, 39).

UZ predtym sme preukazali, Ze mechanizmy, ktorymi MGN-3 indukuje svoje senzibilizacné
ucinky na daunorubicin zahffiaju schopnost MGN-3 zvySovat mieru akumulacie tohto
chemoterapeutika v l'udskych nadorovych prsnikovych bunkéch (11). Vysledky aktuélnej Stidie
preukazuji, ze MGN-3 ma synergicky efekt na pdsobenie paclitaxelu, ¢im v bunkach 4TI
sposobuje masivnejSie poskodenie DNA, zlepSuje ich apoptéozu a inhibuje ich proliferaciu.
Kombinované ucinky paclitaxelu a MGN-3 boli lepSie nez ucinky v pripadoch jednotlivého
pouzitia tychto pripravkov. Existuje niekolko latok, ktoré zlepSuju cytotoxicky efekt
chemoterapeutik na rakovinové bunky tym, ze zvySuji mieru vnitrobunkovej akumulacie lieku
a zabranuju multiliekovej rezistencii rakovinovych buniek; patria medzi ne blokator kalciovych
kanalov Diltiazem a biscoclaurinovy alkaloid Cepharantin (40-42), antiarytmikum chinidin (43,
44) asynteticky derivat izotiokyanatu E-4IB (45). Okrem toho bola skiimana aj vyzivova
intervencia zamerana na responzivnost’ nddoru na chemoterapiu. Na zvySenie miery vnutrobunke;j
akumulacie chemoterapeutik v rakovinovych bunkach sa vtomto smere pouzivaju
polynenasytené mastné kyseliny Omega-3 (9). Navyse, v nasej skorsej $tudii sme preukazali, Ze
MGN-3 vie v bunkach HL60/AR zvratit’ multiliekov rezistenciu (46).

Vyskum v uplynulych dvoch desatrociach odhalil, Ze mnohé protirakovinové bunky funguju na
principe indukovania apoptozy (47-49). Skimali sme tlohu MGN-3 v aktivacii kaspaz. Liecba
pripravkom MGN-3 mala za nésledok zvySenie poctu 'udskych nadorovych prsnikovych buniek
s aktivnou kaspazou-8 a -9 v bunkach MCF-7 a kaspazou -3, -8 a -9 v bunkach HCC70 (50).
Navyse, senzibiliza¢ny u€¢inok MGN-3 v l'udskych leukemickych bunkdch HUT 78 na apoptozu
indukovanu protilatkami CD95 koreloval so zvySenym mnoZstvom buniek s aktivnou kaspazou-
3, -8 a -9 (10). Naznacuje to, ze MGN-3 senzibilizuje rakovinové bunky na daunorubicin
mechanizmom, ktory zahia kaskady spistané kaspazami. O podobnych zistenia referoval Bodo
akol., kde zvySenu intracelularnu akumuldciu platiny spolu so syntetickym derivatom
izotiokyanatu E-4IB po lie¢be sprevadzala stimulécia aktivity kaspazy-3 (45). V tejto stadii sme
pozorovali, ze bunky 4T1 liecené paclitaxelom vykazovali poskodenie DNA spojené s inhibiciou
ich proliferacie. Tento u¢inok moéze byt dosledkom schopnosti paclitaxelu viazat sa na
mikrotubuly a tak zabranovat’ proliferacii buniek. Paclitaxel indukuje zastavu bunkového cyklu
a apoptozu u vacsiny typov nadorovych buniek (51).

Prisl'ub protirakovinovej aktivity derivatov ryZe a ryzovych otrib je predmetom mnohych studii.
MGN-3 je arabinoxylan extrahovany z ryzovych otrib (17), ktory funguje ako imunomodulator
na rézne imunitné bunky, napr. na dendritické bunky, NK bunky, T- a B-bunky a makrofagy (17-
23) a zvySuje produkciu cytokinov ako napr. tumor nekrotizujuceho faktoru-o a interferonu-y
(52). Okrem toho, MGN-3 vykazuje vlastnosti novej protinadorovej latky, ktora je schopna
senzibilizovat’ T'udské leukemické bunky na apoptdézu indukovani receptorom smrti (CD95),
d’alej rakovinové bunky na apoptoézu indukovant kvasinkami (50) a l'udské nadorové prsnikové
bunky na daunorubicin (11). Vysledky tejto Stadie, navySe, ukazali, ze MGN-3 zvySuje citlivost’
metastazujucich buniek 4T1 na paclitaxel. Tieto udaje mozu naznacovat’, Ze doplnenie vyzivy o
pripravok MGN-3 v spojeni s chemoterapiou na baze paclitaxelu moze byt pri prinosné pre
lieCbu metastazujucej rakoviny prsnika.
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